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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Accasti cerere revendicd prioritatea Cererii Provizorii din Statele Unite Cererea Ne 61/535, 885,
depusd la 16 septembrie 2011; si la Cererea Provizorie Ne 61/561,753, depusa la 18 noiembrie 2011.
Intregul continut al fiecareia dintre aceste cereri provizorii este incorporat aici prin referinta.

Prezenta inventie se referd la combinatii de molecule terapeutice utile pentru tratarea infectiei cu
virusul hepatitei C. Prezenta inventic se referd la metode, utilizéri, scheme de dozare si compozitii.

Hepatita este o boald care apare in intreaga lume. Hepatita este, in general, de naturd virald, desi,
dacd se considerd ci o stare de inflamatie cronici a ficatului, existd alte cauze cunoscute,
neinfectioase. Hepatita virald este cea mai frecventd forma de hepatita. Centrele pentru Controlul
Bolilor din SUA a estimat cd cel putin 1,8% din populatia SUA are dovezi serologice de infectie
VHC, in majoritatea cazurilor asociate cu infectia cronica activd. VHC este un virus ARN pozitiv
catenar din familia Flaviviridae §i are cea mai apropiatd relatie cu pestivirusurile care includ virusul
holerei porcine si virusul diareei virale bovine.

Genomul VHC este un ARN monocatenar, de sens pozitiv de aproximativ 9,600 bp codificare
pentru o poliproteind din 3009-3030 de aminoacizi, care este despicat co- si post-translational de
proteinaze celulare si doud proteinaze virale in proteinele virale mature (de invelis, E1, E2, p7, NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Proteinele structurale de invelis E1 si E2 sunt considerate a fi
incorporate intr-un invelis lipidic viral si formeaza heterodimeri stabili. Proteina structurala de
invelis se crede cd interactioneazd cu genomul ARN viral pentru a forma nucleocapsida. Proteinele
nestructurale desemnate de la NS2 péand la NS5 includ proteine cu functii enzimatice implicate in
replicarea virusului si procesarea proteinei incluzand o polimerazd, proteazd si helicaza. VHC se
replicd prin producerea unei matrice complementare a ARN cu polaritate negativa.

HCV este un virus genetic divers. La un singur pacient infectat, pot fi identificate multe variante
de virusuri, ceea ce duce la descrierea ,roiului viral” sau pseudotipurilor virale. in cadrul populatiei
umane globale, VHC este de asemenea genetic divers, cu cel puin 6 ,,genotipuri” majore identificate
(genotipurile 1-6) si numeroase subtipuri (de exemplu, genotipul VHC la si 1b). Genotipurile VHC
sunt definite prin analiza filogeneticd genomicd si diagnosticate (intr-un anumit pacient) de analiza
de diagnostic pe baza secventei ARN VHC.

Principala cale de infectare cu VHC este transfuzia de singe. Amploarea infectici HCV ca o
problema de sindtate este ilustratd de prevalenta in randul grupurilor de risc. De exemplu, in tarile
occidentale, conform unor sondaje, au avut infectie cronicdi cu VHC de la 60% la 90% din
hemofilici i mai mult de 80% din narcomanii care-si administreazd drogurile intravenos . Pentru
narcomanii care-gi administreazd drogurile intravenos, prevalenta variazd de la aproximativ 28%
pana la 80% in functie de populatia studiatd. Proportia noilor infectii cu VHC asociate transfuziei de
singe sau produsclor din singe a fost redusd semnificativ datoritd progreselor farmaceutice si
utilizérii pe scard largd a analizelor serologic sensibile si de detectare a ARN-ului utilizate pentru a
examina donatorii de sdnge, cu toate acestea, este deja stabilitd o mare cohorta de persoane in varsta
infectate cronic.

Un tratament disponibil pentru infectia cu VHC este interferonul-o, (PEG-IFN o la sau PEG-IFN
alb), care, in conformitate cu directivele actuale de tratament, In functie de genotipul viral VHC
tratat, este administrat siptdmanal prin injectie subcutanatd timp de 24 pand la 48 de sdptdmani. Cu
toate ca la mai mult de 50% dintre pacientii infecati cu VHC genotipul 1 la finalizarea terapiei de 48
saptdmani se poate astepa supresiunea viremiei VHC, un procent semnificativ din acesti pacienti vor
avea recidivi virald. In consecintd, un Raspuns Virusologic Sustinut (RVS, definit ca ARN VHC
nedetectabil la 24 sdptdmani dupa incetarea tratamentului si considerat echivalent cu o ,,curd”) este
atins doar in 30-40% din infectiile cu VHC genotipul 1 tratate doar cu PEG-IFN. In plus, tratamentul
cu PEG IFN + RBV nu este bine tolerat, cu un profil de eveniment advers care include simptome
aseménatoare gripei, trombocitopenie, anemie si efecte psihiatrice grave secundare. In timp ce
tratamentul cu standardul actual de asistentd medicald este suboptimal, multi pacienti sunt
preintdmpinati sd inceapd céndva terapia din cauza comorbiditdfii comune In randul populatiei
infectate cu VHC, inclusiv cu tulburari psihice, boli hepatice avansate si abuzul de substante.

Ribavirina este un preparat antiviral analog nucleozidic. Ribavirina este de obicei administratd pe
cale orald (prin gurd) de doud ori pe zi. Mecanismul actiunii exacte pentru ribavirind este
necunoscut. Cu toate acestea, se crede ¢d, atunci cand ribavirina intréd intr-o celuld ea este fosforilata;
apoi ea actioneazd ca un inhibitor al inozin 5’-monofosfat dehidrogenazei (IMFDH). Inhibitorii
IMFDH, cum ar fi ribavirina reduc sinteza intracelulard si depozitarea guaninei, unui ,.bloc de
construire” a nucleotidelor necesare pentru producerea ADN si ARN, astfel inhiband replicarea
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virald. Inhibitorii IMFDH interfera, de asemenea, cu reproducerea celulelor cu proliferare rapida si
celulelor cu o intensitate mare de reinnoire a proteinelor. Tratamentul cu ribavirinomonoterapie are
un efect redus asupra nivelelor de ARN VHC, dar este asociat cu o scddere a alanintransferazei
serice (ALT). Accastd observatie sugereazd ci ribavirina nu poate actiona ca un agent antiviral, ci
mai degrabd ca un modulator al functiei sistemului imun. Ribavirina este aprobatd doar pentru
utilizare, pentru infectia cu VHC in combinatie cu IFN.

Tratamentul cu o combinatie de PEG-IFN plus ribavirind imbunitateste ratele RVS peste cele
observate cu numai PEG-IFN, in mare parte datorita reducerii frecventei recidivei virale la Incetarca
tratamentului. Indicii majori ai RVS, conform studiului clinic pentru pacientii cu infectie VHC
genotipul 1 tratati cu PEG-IFN/ribavirind , au variat de la 40-55%. LLa momentul actual, drept terapie
PEG-IFN/ribavirind este considerat tratamentul ,standard-de-asistentd medicala” pentru infectia
cronicd cu VHC. Cu toate acestea, este de asteptat, ca standardul de asistentd medicald sd se schimbe
rapid in viitorul apropiat, odata cu aprobarea agentilor antivirali cu actiune directa, care initial, vor fi
utilizati in combinatie cu PEG-IFN/ribavirina.

Din pécate, diferite genotipuri ale VHC rdspund diferit la terapia PEG-IFN/ribavirind; de
exemplu, genotipul 1 VHC este mai rezistent la terapie decat tipurile 2 si 3. In plus, multe tratamente
actuale pentru VHC produc efecte secundare nedorite. Astfel, in prezent existd o necesitate de noi
terapii antivirale. In special, existi o necesitate de noi terapii antivirale care ar produce mai putine
efecte secundare nedorite, care ar fi mai eficiente impotriva unei game de genotipuri VHC, sau care
vor avea scheme de administrarte mai pufin complicate, adicd ar necesita administrarea agentilor de
mai rar pe durata unei zile.

Esenta inventiei

Prezenta inventie se referd la compozitii si metode terapeutice care sunt utile pentru tratarea
infectiilor virale (de exemplu, VHC). Anumite compozitii $i metode ale inventiei produc mai putine
efecte secundare nedorite, sunt mai eficiente impotriva unei game de genotipuri ale VHC, reduc
posibilitatea recaderii virale datoritd selectiei rezistentei si au scheme de administrare scurtate mai
putin complicate decat terapiile disponibile in prezent.

Prin urmare, intr-un exemplu de realizare inventia se referd la o compozitie care contine doi sau
mai mulfi compusi selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul
5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16 si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora.

Intr-un alt exemplu de realizare, inventia se referd la o metoda pentru tratarea unei infectii VHC
la om, care include administrarea a doi sau mai mulfi compusi selectati dintre Compusul 1,
Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul
16 si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora pentru om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la o metodd pentru ameliorarea uneia sau a mai
multor simptome ale unei infectii cu VHC la om, care include administrarea a doi sau mai multi
compusi selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5,
Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16 si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la o metodd pentru reducerea Incarcaturii virale
la om cu VHC, care include administrarea a doi sau mai multi compusi selectati din Compusul 1,
Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul
16 si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la o metoda pentru reducerea aparitiei
pseudotipurilor de VHC cu rezistenta la agentii antivirali coadministrati oral la om, care include
administrarea a doi sau mai multi compusi selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16 si sarurile acceptabile
farmaceutic ale acestora la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea a doi sau mai multi compusi
selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14,
Compusul 15 si Compusul 16 si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora in terapia medicala.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea a doi sau mai mul{i compusi
selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14,
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Compusul 15 si Compusul 16 si sirurile acceptabile farmaceutic ale acestora pentru tratamentul
profilactic sau terapeutic al unei infectii virale (de exemplu, VHC).

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea unei compozitii a inventiei pentru
tratamentul profilactic sau terapeutic al unei infectii virale (de exemplu, VHC).

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea a doi sau mai mul{i compusi
selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14,
Compusul 15 si Compusul 16 si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora pentru a prepara un
medicament pentru tratarea unei infectii virale (de exemplu, VHC) la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea unei compozitii a inventiei pentru
a prepara un medicament pentru tratarea unei infectii virale (de exemplu, VHC) la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea a doi sau mai mul{i compusi
selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14,
Compusul 15 si Compusul 16 si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora pentru a prepara un
medicament pentru ameliorarea uneia sau a mai multor simptome ale unei infectii virale (de
exemplu, VHC) la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea unei compozitii a inventiei pentru
prepararea unui medicament pentru ameliorarea uneia sau a mai multor simptome ale unei infectii
virale (VHC) la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea a doi sau mai mul{i compusi
selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14,
Compusul 15 si Compusul 16 si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora pentru a prepara un
medicament pentru reducerea incarcaturii virale la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea unei compozitii a inventiei pentru
prepararea unui medicament pentru reducerea incarcaturii virale la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea a doi sau mai mul{i compusi
selectati dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14,
Compusul 15 si Compusul 16 si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora pentru a prepara un
medicament pentru reducerca aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agentii antivirali
coadministrati oral la om.

Intr-un alt exemplu de realizare inventia se referd la utilizarea unei compozitii a inventiei pentru
prepararea unui medicament pentru reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agentii
antivirali coadministrati oral la om.

Compozitiile si metodele inventiei pot furniza ,sinergie” si efecte sinergice”, adicd efectul
obtinut atunci cind ingredientele active (inclusiv doi sau mai multi Compusi Combinati) sunt
utilizate Impreund este mai mare decdt suma efectelor care rezultd din utilizarea separati a
compusilor.

Compozitiile si metodele inventiei sunt benefice, deoarece acestea oferd tratamente pentru o
gama larga de genotipuri ale VHC si pentru ¢a acestea provoacd efecte secundare mai putine sau mai
putin grave decat terapiile VHC curente (de exemplu, tratamente care includ administrarea
interferonului). In plus, anumite combinatii de compusi (de exemplu, Compusii 10 si 5, Compusii 10
si 6 si Compusii 10, 5 si 6) pot oferi un Raspuns Virusologic Sustinut (RVS), care este semnificativ
mai mare decat cel realizat de terapiile curente (ex. terapiile VHC). De exemplu, unele combinatii de
compusi pot oferi un RVS, care este cel putin de aproximativ 70% sau cel putin aproximativ 80%.

Descrierea detaliata a inventiei

Definitii

Dacéd nu se prevede altfel, urmatorii termeni §i expresii utilizate in prezenta descriere sunt
destinate a avea urmatoarele semnificatii. Faptul cd un anumit termen sau o expresie nu este definitd
in mod specific nu trebuie sé fie corelat cu imprecizia sau sé fie lipsit de claritate, ci mai degrabd
termenii din prezenta descriere sunt utilizati in sensul lor obisnuit. Cand denumiri comerciale se
utilizeazd in prezenta descriere, solicitantii intentioneazd sd includd in mod independent produsul cu
denumirea comerciald si ingredientul(ele) farmaceutic(e) activ(e) al(e) produsului cu denumirea
comerciala.

Astfel cum este utilizat in prezenta descriere, termenul ,,Compusi combinati” se referd la
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7,
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Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15

s1 Compusul 16.
Dupa cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 1 este:

A N=N
N~ N/>_©
F
~N

| |
N
CF3

CF3 L

Compusul 1 poate fi, de asemenca, mentionat ca 5-((6-(2,4-bis(trifluorometil)fenil)piridazin-3-

i)metil)-2-(2-fluorofenil)-5SH-imidazo[4,5-c]piridinad
bis(trifluorometil)fenilpiridazin-3-ilJmetil]-2-(2-fluorofenil).
Dupa cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 2 este:

cl INS/>*)\

sau SH-imidazo[4,5-c]piridind, 5-[[6-[2,4-

2.
10 Compusul 2 poate fi, de asemenea, mentionat ca acid (2R,6S5,13aR,14aS,16aS)-2-(8-cloro-2-(2-
(izopropilamino)tiazol-4-il)-7-metoxichinolin-4-iloxi)-6-(ciclopentiloxicarbonilamino)-5,16-
dioxooctadecahidrociclopropale]pirolo[1,2-a][1,4]diazaciclopentadecin-14a-il(2,6-

diflurobenzil)fosfinic.
Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 3 este:

Cl

o

N
H\/go
e}

LT 7

15
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Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 4 este:

4.
Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 5 este:
O
XS

\ / OH

5.
Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 6 este:
O_
)/IML
v F
# 0
OO Q
/o

Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 7 este:

o N\(

o
O, s ."”/
S *
7.
Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 8 este:

NH, H

N N TO

|

/\/\O)\N/ N
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Dupd cum este utilizat in prezenta descriere Compusul 9 (diastereomer la P) este:
H

9.
Referitor la Compusul 9, in ce priveste fabricarea si purificarea lui, referirea se face la [1] si [2].
Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 10 (S-izomerul Compusului 9) este:

A

5 10.
Referitor la Compusul 10, in ce priveste fabricarea si purificarea lui, referirea se face la [1] i [2].
Dupa cum este utilizat In prezenta descriere, Compusul 11 este:
~

(@]
T
~Y -

ol
PSS

F
I :
11.

Referitor la Compusul 9, in ce priveste fabricarea si purificarea lui, referirea se face la US
10 2010081628 A12010.04.01.

Dupa cum este utilizat In prezenta descriere, Compusul 12 (diastercomer la P) este:

N

@]

O//,,,I

(1]
(ﬁ 7\2\N|—|2
LYY

NH 7
[T HO ”F
O

O

m,

12.

Referitor la Compusul 12, in ce priveste fabricarea si purificarea lui, referirea se face la US
2011015146 A1 2011.01.20.

15 Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 13 (S-diastereomerul Compusului 12 la
P) este:
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7
W N N NH,
O=p—0C
NH R
Tt HS /|:

o
>7o
13.

Referitor la Compusul 13, in ce priveste fabricarea si purificarea lui, referirea se face la US
2011015146 A1 2011.01.20.

Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 14 este:

i oAéﬁ

5 14.
Referitor la Compusul 14, in ce priveste fabricarea si purificarea lui, referirea se face la [1].
Dupd cum este utilizat in prezenta descriere, Compusul 15 este:
O

|
=0
AN

WS F

F 15.

Referitor la Compusul 15, in ce priveste fabricarea si purificarea lui, referirea se face la [1].

10 Dupa cum este utilizat In prezenta descriere, Compusul 16 este:

Hy

L

WS F 16.
Referitor la Compusul 16, in ce priveste fabricarea si purificarea lui, referirea se face la US
7429572 B2 2008.09.30.

Referitor la ribavirind, in legaturd cu procedeul de fabricare, precum si privitor la nomenclatura
15 el, referirea se face la EP 0093401 B1 1986.12.30.

Dupd cum este utilizatd in prezenta descriere, ribavirina se refera la:
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S
HO OH Ribavirini.

Ribavirina este, de asemenea, mentionatd ca 1-B-D-ribofuranozil-1H-1,2,4-Triazol-3-
carboxamide, 1-B-D-ribofuranozil-1,2,4-triazol-3-carboxiamidd; 1-B-D-Ribofuranozil-1,2,4-triazol-
3-carboxamidd; COPEGUS (Roche); DRG-0028;, HSDB 6513; ICN 1229; MegaRibavirind (de
exemplu in formuldri de 100 mg de ribavirind/mL); CNVM 163039; RAVANEX (BioPartners);
REBETOL (Schering-Plough; Aesca; Bayer Schering Pharma; Essex; Pfizer; Trading Pharma;
Zuellig Pharma); Ribamidd; RIBAMIDIL (BioPharma, Rusia); RIBASPHERE (Three Rivers
Pharmaceuticals); Ribavarind; Ribavirina; Tribavirind; VILONA (Valeant Pharmaceuticals; ICN
Pharmaceuticals); VIRAMID (ICN Pharmaceuticals; Alfa Wassermann); VIRAZOLE (Valeant
Pharmaceuticals); si VIRIZADOLE (Uci-farma, Sao Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brazilia). In
plus, astfel cum este utilizat in prezenta descriere ribavirina include analogi ai ribavirinei, inclusiv
taribavirina (viramidina, ICN 3142).

Termenul ,interferon” include 1) interferoni, de exemplu, rIFN-alfa 2b pegilat (PEG-Intron,
Merck & Co., Inc.), rIFN-alfa 2a pegilat (PEGASYS, Hoffmann-La Roche Inc.), rIFN-alfa 2b
(INTRONPA, Merck & Co., Inc.), rIFN-alfa 2a (Roferon®-A, Hoffmann-La Roche Inc.), interferon
alfa (Multiferon® Viranative AB Corporation, OPC-18, Alfaferone, Alfanative, subalin), interferon
alfacon-1 (Valeant), interferon alfa-nl (Wellferon™, Glaxo Wellcome), interferon alfa-n3
(ALFERON®-Hemispherx BioPharma, Inc.), interferon-beta-1a (AVONEX® Biogen Idec, DL-8234
Daiichi Pharmaceutical Co. Ltd), interferon-omega (omega Duros®, Alza Corporation, Intarcia
Therapeutics, Inc.; Biomed 510, Intarcia Therapeutics, Inc.), albinterferon alfa-2b (ALBUFERON®,
Human Genome Sciences, INC.), IFN alfa-2b XL, BLX-883 (LOSTERON®, Biolexs Therapeutics,
INC.), DA-3021, interferon alfa-2b glicozilat (AVI-005), PEG-INFERGEN®, Amgen, Inc.,
interferon lambda-1 pegilat (tip III) (IL-29 PEGilat) si BELEROFON®, Nautilus Biotech.

Termenul ,,terapie combinatd” Inseamnd compozitii sau metode sau utilizari sau altele asemenea
care Incorporeazd doi sau mai multi Compusi Combinati. Terapia combinata poate Incorpora §i alte
ingrediente active pe 1anga doi sau mai multi Compusi Combinati incluzand, dar nelimitandu-se la:
ribavirind, un interferon, un inhibitor al alfa-glucozidazei 1, un hepatoprotectant, un agonist al
receptorului Toll (TLR)-7, un inhibitor al ciclofilinei, un inhibitor al intrarii virale a VHC, un
inhibitor al maturarii VHC si un inhibitor al IRES VHC.

Termenul ,ingredient activ” inseamna o componentd a unei terapii combinate care exercitd sau
poate exercita un efect farmaceutic incluzind oricare dintre Compusii Combinati, ribavirind, un
mterferon, un inhibitor al alfa-glucozidazei 1, un hepatoprotectant, un agonist al TLR-7, un mhibitor
al ciclofilinei, un inhibitor al intrarii virale a VHC, un inhibitor al maturdrii VHC si un inhibitor al
IRES VHC.

Termenul ,tratare” si echivalentele gramaticale ale acestuia, atunci cand este utilizat in contextul
de tratare a unei boli, Inseamna Incetinirea sau stoparea evolutiei unei boli sau ameliorarea cel putin
a unui simptom al unei boli, mai preferabil ameliorarea a mai mult de un simptom al unei boli. De
exemplu, un pacient cu VHC poate experimenta o imbundtitire in una sau toate dintre urmaétoarele
simptome care pot fi asociate cu infectia cu VHC: cresterea nivelelor alanin-aminotransferazei
(ALT), febra, dureri de cap, dureri musculare, icter, oboseald, pierderca poftei de méncare, greata,
varsaturi §i diaree. Tratamentul unei infectii cu virusul hepatitei C poate include reducerca
incarcaturii virale VHC intr-o fiintd umand infectatd cu VHC.

Anumiti compusi descrisi in prezenta descriere contin unul sau mai multi centri chirali, sau altfel
pot fi capabili s existe ca stereoizomeri multipli. Domeniul de aplicare al prezentei inventii include
amestecuri de stereoizomeri, precum §i enantiomeri purificati sau amestecuri imbogatite
enantiomeric/diastereomeric. De asemenea inclusi in domeniul de aplicare al inventiei sunt izomerii
individuali ai compusilor reprezentati prin formulele prezentate in prezenta descriere, precum si
orice amestecuri echilibrate in intregime sau partial ale acestora. Prezenta inventie include de
asemenea izomerii individuali ai compusilor reprezentati prin formula prezentatd in prezenta
descriere ca amestecuri cu izomeri ai acestora in care unul sau mai multi centri chirali sunt inversati.
Definitiile si conventiile stereochimice utilizate aici urmeaza, in general, (S. P. Parker. Dictionary of
Chemical Terms, 1984, McGraw-Hill Book Company, New York; Eliel E. si Wilen S.
Stereochemistry of Organic Compounds, 1994, John Wiley & Sons Inc., New York).
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Multi compusi organici exista in forme active optic, adicd, acestia au capacitatea de a roti planul
luminii cu polarizare plana. In descrierea unui compus optic activ, prefixele D si L sau R si S sunt
utilizate pentru a desemna configuratia absolutd a moleculei raportatd la centrul(ii) sau(i) chiral(i).
Prefixele d si 1 sau (+) si (-) sunt utilizate pentru a desemna semnul rotirii luminii cu polarizare plana
de catre compus, semnul (-) sau 1 este desemnat compusului levogir. Un compus prefixat cu (+) sau
d este dextrogir.

Un stereoizomer specific poate fi, de asemenea, mentionat ca un enantiomer, $i un amestec de
astfel de izomeri este deseori denumit amestec enantiomeric. Un amestec 50:50 de enantiomeri este
mentionat ca un amestec racemic sau un racemat, care poate avea loc in cazul in care nu a existat
nici o stereoselectic sau stercospecificitate intr-o reactie chimicd sau un proces chimic. Termenii
»amestec racemic” §i ,racemat” se referd la un amestec echimolar de doud specii enantiomere, lipsit
de activitate optica.

Combinatii

Prezenta inventie cuprinde combinatii de doi sau mai multi dintre Compusii Combinati. Tabelul 1
prezinta combinatiile posibile bi-componente (Combinatiile 1-21), tri-componente (Combinatiile 22-
56), quadri-componente (Combinatiile 57-92) si penta-componente (Combinatiile 93-113) ale
Compusului 1, Compusului 2, Compusului 3, Compusului 4, Compusului 5, Compusului 6,
Compusului 7, Compusului 9, Compusului 10, Compusului 11, Compusului 12, Compusului 13,
Compusului 14, Compusului 15 si Compusului 16 ale inventiei prezentate mai jos. Compusul 4,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15
si Compusul 16 sunt inhibitori nucleozidici ai polimerazei VHC NS5B iar combinatiile de Compusi
Combinati vor include de cele mai multe ori numai unul dintre Compusul 4, Compusul 9, Compusul
10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16 (vezi
Coloana 6 din Tabelul I).
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Tabelul 1
Compusul 4
sau
Compusul 9
sau
Compusul
10
sau
Compusul
11
sau
Compusul
Compusul | Compusul | Compusul 12 Compusul | Compusul | Compusul
1 2 3 sau 5 6 7
Compusul
13
sau
Compusul
14
sau
Compusul
15
sau
Compusul
16
Combinatia 1 X X
Combinatia 2 X X
Combinatia 3 X X
Combinatia 4 X X
Combinatia 5 X X
Combinatia 6 X X
Combinatia 7 X X
Combinatia 8 X X
Combination | 9 X X
Combinatia 10 X X
Combinatia 11 X X
Combinatia 12 X X
Combinaatia | 13 X X
Combinatia 14 X X
Combinatia 15 X X
Combinatia 16 X X
Combinatia 17 X X
Combinatia 18 X X
Combinatia 19 X X
Combinatia | 20 X X
Combinatia | 21 X X
Combinatia | 22 X X X
Combinatia | 23 X X X
Combinatia | 24 X X X
Combinatia | 25 X X X
Combinatia | 26 X X X
Combinatia | 27 X X X
Combinatia | 28 X X X
Combinatia | 29 X X X
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Combinatia 30 X X X
Combinatia 31 X X
Combinatia 32 X X
Combinatia 33 X X X
Combinatia 34 X
Combinatia 35 X X
Combinatia | 36 X X
Combinatia 37 X X X
Combinatia 38 X X
Combinatia 39 X X
Combinatia 40 X X X
Combinatia | 41 X X
Combinatia | 42 X X
Combinatia | 43 X X X
Combinatia | 44 X
Combinatia | 45 X X
Combinatia | 46 X X
Combinatia | 47 X X
Combinatia | 48 X X
Combinatia 49 X X X
Combinatia 50 X
Combinatia | 51 X X
Combinatia | 52 X X
Combinatia 53 X
Combinatia | 54 X X
Combinatia 55 X X
Combinatia 56 X
Combinatia | 57 X X X X
Combinatia | 58 X X X
Combinatia 59 X X X
Combinatia 60 X X X X
Combinatia | 61 X X X
Combinatia | 62 X X X
Combinatia 63 X X X X
Combinatia | 64 X X
Combinatia 65 X X X
Combinatia 66 X X X
Combinatia | 67 X X X
Combinatia | 68 X X X
Combinatia 69 X X X X
Combinatia | 70 X X
Combinatia | 71 X X X
Combinatia | 72 X X X
Combinatia | 73 X X
Combinatia | 74 X X X
Combinatia | 75 X X X
Combinatia | 76 X X
Combinatia | 77 X X X
Combinatia | 78 X X X
Combinatia 79 X X X X
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Combinatia 80 X X X X
Combinatia 81 X X X X
Combinatia 82 X X X X
Combinatia 83 X X X X
Combinatia 84 X X X X
Combinatia 85 X X X X
Combinatia 86 X X X X
Combinatia 87 X X X X
Combinatia 88 X X X X
Combinatia 89 X X X X
Combinatia 90 X X X X
Combinatia 91 X X X X
Combinatia | 92
Combinatia | 93 X X X X X
Combinatia | 94 X X X X X
Combinatia | 95 X X X X X
Combinatia | 96 X X X X X
Combinatia | 97 X X X X X
Combinatia | 98 X X X X X
Combinatia | 99 X X X X X
Combinatia | 100 X X X X X
Combinatia | 101 X X X X X
Combinatia | 102 X X X X X
Combinatia | 103 X X X X X
Combinatia | 104 X X X X X
Combinatia | 105 X X X X X
Combinatia | 106 X X X X X
Combinatia | 107 X X X X X
Combinatia | 108 X X X X X
Combinatia | 109 X X X X X
Combinatia | 110 X X X X X
Combinatia | 111 X X X X X
Combinatia | 112 X X X X X
Combinatia | 113 X X X X X

Compozitii

10

15

Un aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitie farmaceutica,
compozitia continind Compusul | si contindnd suplimentar un al doilea compus selectat din
grupul constand din Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul
14, Compusul 15 si Compusul 16. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea
compus poate fi Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5 sau Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindind Compusul 2 si continind suplimentar un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul
6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Intr-un exemplu de realizare specifici a inventiei,
al doilea compus poate fi Compusul 4. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al
doilea compus poate fi Compusul 3. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea
compus poate fi
Compusul 5.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 3 si contindnd suplimentar un al doilea compus
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selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5, Compusul
6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. intr-un exemplu de realizare specifici a inventiei,
al doilea compus poate fi Compusul 1. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al
doilea compus poate fi Compusul 4. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea
compus poate fi Compusul 5. Intr-un exemplu de realizare specifica a inventiei, al doilea compus
poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia continand un prim compus selectat din grupul constind din Compusul
4 si contindnd suplimentar un al doilea compus selectat din grupul constdnd din Compusul 1,
Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7. Intr-un exemplu de realizare
specifica a inventiei, al doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul 2 sau Compusul 3 sau
Compusul 6. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea compus poate fi
Compusul 1. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea compus poate fi
Compusul 2. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea compus poate fi
Compusul 3. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea compus poate fi
Compusul 5. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea compus poate fi
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindind Compusul 5 si continind suplimentar un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul
6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Intr-un exemplu de realizare specifici a inventiei,
al doilea compus poate fi Compus 1. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea
compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindind Compusul 6 si continind suplimentar un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul
5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Intr-un exemplu de realizare specifici a inventiei,
al doilea compus poate fi Compusul 1. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al
doilea compus poate fi Compusul 2. Intr-un exemplu de realizare specificd a inventiei, al doilea
compus poate fi Compusul 3. Intr-un exemplu de realizare specifica a inventiei, al doilea compus
poate fi Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindind Compusul 7 si continind suplimentar un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul
5, Compusul 6, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd un prim compus selectat din grupul constand din Compusul
9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
compusul 16 si continand suplimentar un al doilea compus selectat din grupul constand din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 1 si contindnd suplimentar un al doilea compus si
un al treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 3, sau Compusul 4, sau Compusul 5 sau Compusul 6. Al doilea compus poate
fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si
al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compus 2 si al treilea compus
poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus
poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 5. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 5.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 2 si contindnd suplimentar un al doilea compus si

a
a
a
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un al treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus
poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 5. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si
al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 3 si contindnd suplimentar un al doilea compus si
un al treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 1 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus
poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 5.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia continand un prim compus selectat din grupul constind din Compusul
4 si continand suplimentar un al doilea compus si un al treilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.
Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 6. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 5. Al
doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 5.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 5 si contindnd suplimentar un al doilea compus si
un al treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 4, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitie
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 6 si contindnd suplimentar un al doilea compus si
un al treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi
Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al
doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 5. Al doilea compus
poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 5. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 5.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 7 si contindnd suplimentar un al doilea compus si
un al treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitie
farmaceuticd, compozitia continand un prim compus selectat din grupul constind din Compusul
9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16 si contindnd suplimentar un al doilea compus si un al treilea compus fiecare
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4589 C1 2019.03.31

17

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 1 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5 sau Compusul 6. Al doilea
compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si
al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi compusul 3 si al treilea compus
poate fie Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2, al treilea compus poate fi Compusul 4, iar
al patrulea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3, al treilea
compus poate fi Compusul 4, iar al patrulea compul poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 2 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul
1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus
poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, d¢ exemplu, o compozitie
farmaceuticd, compozitia continand Compusul 3 continind suplimentar un al doilea compus, un
al treilea compus §i un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul 1,
Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al
treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus
poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4, al treilea compus poate fi Compusul 5, iar
al patrulea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia continand un prim compus selectat din grupul constind din Compusul
4 si continiand suplimentar un al doilea compus, un al treilea compus si un al patrulea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5,
Compusul 6 si Compusul 7. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3
sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul
2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si
al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia continind Compusul 5 si conbtinind suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 6 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 4. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si
al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea
compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi
Compusul 4.
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Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 7 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia continand un prim compus selectat din grupul constind din Compusul
9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16 si contindnd suplimentar un al doilea compus, un al treilea compus si un al patrulea
compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 1 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus §i un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5 sau
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al
doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus
poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si
al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 2 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul constand
din Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 3 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul constand
din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea
compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia continand un prim compus selectat din grupul constind din Compusul
4 si continind suplimentar un al doilea compus, un al treilea compus, un al patrulea si un al
cincilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al
doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus
poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 5 si continand suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul constdnd
din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 6 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul constdnd
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din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 si Compusul 4.
Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi
Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si
al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea
compus poate fi Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia contindnd Compusul 7 si contindnd suplimentar un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul constand
din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o compozitic
farmaceuticd, compozitia continand un prim compus selectat din grupul constind din Compusul
9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16 si continand suplimentar un al doilea compus, un al treilea compus, un al patrulea
compus si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul
2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Séruri

Compusii Combinati si alte ingrediente active pot fi sub forma de o sare. De obicei, dar nu
absolut, sarurile Compusilor Combinati si alte ingrediente active sunt sdruri acceptabile
farmaceutic. Sdrurile cuprinse in termenul ,séruri acceptabile farmaceutic” se referd la saruri
netoxice ale Compusilor Combinati si/sau alte ingrediente active. Exemplele de saruri
acceptabile farmaceutic potrivite includ siruri de aditie de acizi anorganici, cum ar fi clorura,
bromura, sulfatul, fosfatul si nitratul; saruri de aditie de acizie organici, cum ar fi acetatul,
galactaratul, propionatul, succinatul, lactatul, glicolatul, malatul, tartratul, citratul, maleatul,
fumaratul, metansulfonatul, p-toluensulfonatul si ascorbatul; saruri cu aminoacizi acidici, cum ar
fi agpartatul i glutamatul; sdruri de metale alcaline, cum ar fi sarea de sodiu si sarea de potasiu;
saruri de metale alcalino-pdmantoase, cum ar fi sarea de magneziu si sarea de calciu; sarea de
amoniu; sdruri bazice organice, cum ar fi sare de trimetilaming, sare de trictilamind, sare de
piridind, sarea de picoling, sarea de diciclohexilamini si sarea de N,N'-dibenziletilendiamind; si
sdruri cu aminoacizi bazici, cum ar fi sarea de lizind i sarca de arginind. Sarurile pot fi in unele
cazuri hidrati sau solvati de etanol.

Formulari farmaceutice

Compusii Combinati si/sau alte ingrediente active pot fi formulate cu purtétori sau excipienti
conventionali, care pot fi selectati In conformitate cu practica obignuita. Tabletele contin de
obicei excipienti, glidanti, umpluturi, lianti si alte asemdndtoare. Formularile apoase pot fi
preparate sub forma sterild, si atunci cand sunt destinate livrarii alta decat administrarea orala vor
fi, in general, izotonice. Toate formuldrile vor contine optional excipienti, cum ar fi cei
prezentati in Handbook of Pharmaceutical Excipients (Handbook of pharmaceutical excipients.
Front Cover. Academy of Pharmaceutical Sciences. American Pharmaceutical Association, 1986
- Medical), Incorporat in parezenta descriere in intregime prin referintd. Excipientii includ acid
ascorbic si alti antioxidanti, agenti de chelatizare, cum ar fi EDTA, carbohidrati cum ar fi
dextrina, hidroxialchilceluloza, hidroxialchilmetilceluloza, acidul stearic si altele asemanatoare.

PH-ul formulérilor variaza de la aproximativ 3 la aproximativ 11, dar este de obicei in jur de
la 7 pana la 10.

Deoarece este posibil ca un ingredient activ sd fie administrat singur, ar fi preferabil ca unul
sau mai multe ingrediente active sd fie prezentate ca formuldri farmaceutice. Formularile
inventiei, atat pentru uz veterinar, cit si pentru uz uman, cuprind cel putin un ingredient activ,
impreuna cu unul sau mai mul{i purtdtori acceptabili si optional alte ingrediente terapeutice.
Purtatorul(ii ) trebuie sé fie ,,acceptabil(i)” in sensul de a fi compatibil(i) cu celelalte ingrediente
ale formularii si fiziologic inofensiv(i) pentru recipient.

Formulérile le includ pe cele potrivite pentru cdile de administrare descrise mai jos.
Formularile pot fi prezentate comod sub forma medicamentoasd standartizatd si pot fi preparate
prin oricare dintre metodele bine cunoscute in domeniul farmaceutic. Tehnicile si formularile pot
fi gdsite, In general, In: Remington's pharmaceutical sciences, 17th ed. Edited by Alfonso R.
Gennaro. Mack Publishing Co., 20th and Northampton Streets, Easton, PA 18042. 1985.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4589 C1 2019.03.31

20

Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, Pa.), incorporati aici in
intregime prin referinta. Astfel de metode includ etapa de aducere in asociere a unui ingredient
activ cu purtdtorul care constituie unul sau mai multe ingrediente suplimentare. In general,
formularile pot fi preparate prin aducerea in asociere uniforma si foarte apropiata a unuia sau a
mai multor ingrediente active cu purtdtorii lichizi sau purtatorii solizi divizati fin sau cu ambii, si
apoi, dacd este necesar, se formeaza produsul.

Formulérile prezentei inventii indicate pentru administrare orald pot fi prezentate ca unitati
discrete cum ar fi capsulele, casetele sau tabletele, fiecare continand o cantitate predeterminata
de un ingredient activ; dupd cum o pulbere sau granule; dupd cum o solutie sau o suspensie intr-
un lichid apos sau neapos; sau ca o emulsie lichida ulei-in-apa sau o emulsie lichida apéa-in-ulei.
Un ingredient activ poate fi, de asemenea, administrat sub forma de bolus, excipient sau pasta.

O tabletd poate fi preparatd prin comprimare sau turnare, opfional cu unul sau mai multe
ingrediente suplimentare. Tabletele comprimate pot fi preparate prin comprimarea intr-o masind
corespunzatoare a unui ingredient activ intr-o forma cu curgere liberd, cum ar fi o pulbere sau
granule, optional amestecate cu un liant, lubrifiant, diluant inert, conservant, agent tensoactiv sau
dispersant. Tabletele turnate pot fi preparate prin turnarea intr-o masind corespunzatoare a unui
amestec de ingredient activ pulverulent umectat cu un diluant lichid inert. Tabletele pot fi
optional acoperite sau marcate si optional pot fi formulate astfel incat sd asigure o eliberare lenta
sau controlata a ingredientului activ.

Pentru administrare la ochi sau alte tesuturi externe de exemplu, gurd si piele, formuldrile pot
fi aplicate preferabil ca un unguent sau crema de uz extern care contine un ingredient(e) activ(e)
intr-o cantitate, de exemplu, de 0,075 la 20% m/m (inclusiv ingredient(e) activ(e) intr-un interval
cuprins intre 0,1% si 20% in incremente de 0,1% m/m, cum ar fi 0,6% m/m, 0,7% m/m, etc.),
preferabil 0,2 la 15% m/m si cel mai preferabil 0,5 la 10% m/m. Cand formulatele sunt un
unguent, un ingredient activ poate fi folosit fie cu o baza parafinica sau fie cu unguent miscibil
cu apa. Alternativ, un ingredient activ poate fi formulat intr-o crema bazatd pe crema ulei-in-apa.

Daca se doreste, faza apoasd a bazei de crema poate include, de exemplu, cel putin 30% m/m
de un alcool polihidric, adicd un alcool avand doud sau mai multe grupari hidroxil, cum ar fi
propilenglicolul, butan 1,3-diolul, manitolul, sorbitolul, gliceroluk si polietilenglicolul (inclusiv
PEG 400) si amestecurile acestora. Formularile de uz extern pot include de preferintd un compus
care intensificd absorbtia sau penetrarea ingredientului activ prin piele sau alte zone afectate.
Exemplele de astfel de intensificatori ai penetrarii dermice includ dimetilsulfoxidul si analogii
sdi inruditi.

Faza uleioasa ale emulsiilor de Compusi Combinati si/sau alte ingrediente active poate fi
constituitd din ingrediente cunoscute si intr-un mod cunoscut. In timp ce faza poate cuprinde
doar o substand chmicd folositd la obfinerea emulsiilor (altfel cunoscut ca un emulgator),
aceasta cuprinde, de preferintd, un amestec de cel putin un emulgator cu o grasime sau un ulei
sau atdt cu o grasime, cat si cu un ulei. De preferintd, un emulgator hidrofilic este inclus
fmpreund cu un emulgator lipofilic, care actioneaza ca un stabilizator. De asemenea, este de
preferat si se includd atat un ulei, cit si o grasime. Impreun, emulgatorul(ii) cu sau fara
stabilizator(i) constituic asa-zisa ceard emulsionantd, iar ceara impreund cu uleiul si grasimea
constituie aga-zisa bazd emulsionantd de unguent, care formeazd faza uleioasd dispersatd a
formularilor cremoase.

Emulgatorii si stabilizatorii de emulsie potrivifi pentru utilizare in formularea inventiei includ
Tween®60 (ICI Americas Inc.), Span 80, alcool cetostearilic, alcool benzilic, alcool miristilic,
monostearat de gliceril si lauril sulfat de sodiu.

Alegerea uleiurilor sau grasimilor potrivite pentru formulare se bazeazi pe atingerea
proprietatilor cosmetice dorite. Crema trebuie si fie, de preferintd, un produs lavabil non-gras si
non-colorant cu consistentd potrivitd pentru a evita scurgerea din tuburi sau alte containere.
Catena liniard sau ramificatd ale alchil esterilor mono- sau dibazici, cum ar fi di-izoadipatul,
stearatul de izocetil, diesterul propilenglicol al acizilor grasi de cocos, miristatul de izopropil,
oleatul de decil, palmitatul de izopropil, stearatul de butil, palmitatul de 2-etilhexil sau un
amestec de esteri cu catend ramificatd cunoscuti ca Crodamol CAP poate fi utilizatd, ultimii trei
esteri fiind preferati. In functie de proprietitile necesare acestia pot fi utilizati aparte sau in
combinatie. Alternativ pot fi utilizate lipidele cu punct de topire ridicat cum ar fi parafina moale
albd si/sau parafina lichida sau alte uleiuri minerale.

Formularile farmaceutice conform prezentei inventii contin unul sau mai multe ingrediente
active, Tmpreund cu unul sau mai multi purtitori sau excipienti acceptabili farmaceutic si,
optional, alti agenti terapeutici. Formularile farmaceutice care contin ingrediente active pot fi sub



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4589 C1 2019.03.31

21

orice forma potrivitd pentru metoda de administrare doritd. Atunci cand sunt utilizate pentru uz
oral, pot fi preparate, de exemplu, tablete, pastile, comprimate, suspensii apoase sau uleioase,
pulberi sau granule dispersabile, emulsii, capsule tari sau moi, siropuri sau elixiruri.
Comporzitiile destinate utilizdrii orale pot fi preparate conform oricdrei metode cunoscute in
domeniul tehnicii pentru fabricarea compozitiilor farmaceutice si aceste compozitii pot contine
unul sau mai multi agenti, inclusiv agenti de indulcire, agenti de aromatizare, agenti de colorare
si agentl de conservare, pentru a oferi un preparat gustos. Tabletele care contin un ingredient
activ in amestec cu un excipient acceptabil farmaceutic netoxic, care sunt potrivifi pentru
fabricarea tabletelor la fel sunt acceptabile. Acesti excipienti pot fi, de exemplu, diluanti inerti,
cum ar fi carbonatul de calciu sau de sodiu, lactoza, lactozd monohidrata, croscarmeloza sodica,
povidona, fosfatul de calciu sau de sodiu; agentii de granulare si dezintegrare, cum ar fi
amidonul de porumb sau acidul alginic; agentii de legare, cum ar fi celuloza, celuloza
microcristalind, amidonul, gelatina sau acacia; si agenti lubrifianti, cum ar fi stearatul de
magneziu, acidul stearic sau talcul. Tabletele pot fi neacoperite sau pot fi acoperite prin tehnici
cunoscute, inclusiv microincapsulare pentru a intdrzia dezintegrarea si adsorbtia in tractul
gastrointestinal si astfel sd asigure o actiune prelungitd pentru o perioadd mai lungd. De exemplu,
un material cu actiune intarziata, cum ar fi glicerilmonostearatul sau glicerildistearatul care pot fi
utilizate aparte sau cu o ceara.

Formulérile pentru utilizare orald pot fi, de asemenea, prezentate sub formd de capsule
gelatinoase tari in care un (unele) ingredient(e) activ(e) este(sunt) amestecat(e) cu un diluant
solid inert, de exemplu, fosfatul de calciu sau caolina, sau capsule gelatinoase moi in care un
ingredient activ este amestecat cu apa sau un mediu uleios, cum ar fi uleiul de arahide, parafina
lichida sau uleiul de masline.

Suspensiile apoase conform inventiei contin materialele active in amestec cu excipienti
potriviti pentru fabricarea suspensiilor apoase. Astfel de excipienti includ un agent de
suspendare, cum ar fi carboximetilceluloza de sodiu, metilceluloza, hidroxipropilmetilceluoza,
alginatul de sodiu, polivinilpirolidona, guma tragacantd si guma acacia si agenfi de dispersare
sau umectare, cum ar fi o fosfatida produsd in mod natural (de exemplu, lecitina), un produs de
condensare al unui alchilenoxid cu un acid gras (de exemplu, stearatul de polioxietilen), un
produs de condensare al etilenoxidului cu un alcool alifatic cu lant lung (de exemplu,
heptadecactilenoxicetanolul), un produs de condensare al etilenoxidului cu un ester partial
derivat dintr-un acid gras si o hexitolanhidrida (de exemplu, polioxietilensorbitanmonooleatul).
Suspensia apoasa poate contine, de asemenea, unul sau mai multi agenti de conservare precum
etilul sau n-propil p-hidroxi-benzoatul, unul sau mai multi agenti de colorare, unul sau mai multi
agenti aromatizanti si unul sau mai multi agenti de indulcire, precum zaharoza sau zaharina.

Suspensiile uleioase pot fi formulate prin suspensionarea unui ingredient activ intr-un ulei
vegetal, cum ar fi uleiul de arahide, uleiul de masline, uleiul de susan sau uleiul de cocos, sau
mtr-un ulei mineral, cum ar fi parafina lichidd. Suspensiile orale pot contine un agent de
ingrosare, cum ar fi ceara de albine, parafina tare sau alcoolul cetilic. Pot fi addugati agenti de
indulcire, cum ar fi cei prezentati in prezenta descriere, si agenti de aromatizare, pentru a pregati
un preparat oral gustos. Aceste compozitii pot fi conservate prin addugarea unui antioxidant, cum
ar fi1 acidul ascorbic.

Pulberile si granulele dispersabile din inventie potrivite pentru prepararea unei suspensii
apoase prin addugarea apei furnizeaza un ingredient activ in amestec cu un agent de dispersare
sau umectare, cu un agent de suspendare si cu unul sau mai mul{i conservanti. Agentii de
dispersare sau umectare potriviti si agentii de suspendare sunt exemplificati de cei descrisi mai
sus. Excipientii suplimentari, de exemplu agentii de indulcire, aromatizare si colorare, pot fi de
asemenca prezenti.

Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi de asemenea sub forma de emulsii ulei-in-apa.
Faza uleioasa poate fi un ulei vegetal, cum ar fi uleiul de masline sau uleiul de arahide, un ulei
mineral, cum ar fi parafina lichidd, sau un amestec al acestora. Agentii de emulsionare potriviti
includ gume produse natural, cum ar fi guma acacia §i guma tragacant, fosfatide produse in mod
natural, cum ar fi lecitina de soia, esterii sau esterii partiali derivati din acizi grasi si
hexitolanhidridd, de exemplu sorbitanul si produse de condensare ale acestor esteri partiali cu
etilenoxida, cum ar fi polioxietilensorbitana. Emulsia poate contine de asemenea agenti
indulcitori si aromatizanti. Siropurile si elixirele pot fi formulate cu agenti de indulcire, cum ar fi
glicerolul, sorbitolul sau zaharoza. Astfel de formulidri pot contine de asemenea un agent
emolient, conservant, aromatizant sau colorant.
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Comporzitiile farmaceutice ale inventiei pot fi sub forma unui preparat injectabil steril, cum ar
fi o suspensic apoasd sau oleaginoasd injectabild sterild. Aceastd suspensie poate fi formulata
conform stadiului cunoscut al tehnicii folosind agentii potrivi{i de dispersare sau umectare si
agenti de suspendare care au fost mentionati in prezenta inventie. Preparatul injectabil steril
poate fi de asemenea o solutie sau suspensie injectabild sterild intr-un diluant sau solvent
acceptabil parenteral netoxic, cum ar fi o solutie In 1,3-butan-diol sau preparat sub forma de
pulbere liofilizatd. Printre vehiculele si solventii acceptabili care pot fi folositi sunt apa, solutia
Ringer si solutia izotonici de clorurd de sodiu. In plus, uleiurile fixe sterile pot fi in mod
conventional utilizate ca solvent sau mediu de suspensionare. In acest scop, poate fi utilizat orice
ulei stabil neiritant, inclusiv mono - sau digliceridele sintetice. In plus, la prepararea produselor
injectabile, de asemenea, pot fi utilizati acizii grasi precum acidul oleic.

Cantitatea de ingredient activ care poate fi combinatd cu materialul purtitor pentru a produce
o singurd forma medicamentoasd va varia In functie de modul particular de administrare si de
pacientul tratat. De exemplu, o formulare cu eliberare in timp destinatd administrarii pe cale
orala la oameni poate contine aproximativ de la 1 la 1000 mg de material activ compus cu o
cantitate corespunzdtoare si convenabild de material purtitor care poate varia de la circa 5 la
circa 95% din totalul compozitiilor (masd:masd). Compozifia farmaceutica poate fi preparatd
pentru a asigura cantititi usor masurabile pentru administrare. De exemplu, o solutie apoasd
destinatd pentru injectie intravenoasd poate confine aproximativ de la 3 la 500 pg dintr-un
ingredient activ per mililitru de solutie pentru injectia unui volum corespunzator la un debit de
aproximativ 30 mL/ora.

Formuldrile potrivite pentru administrare la ochi includ picaturi de ochi in care un ingredient
activ este dizolvat sau suspensionat intr-un purtitor potrivit, in special un solvent apos pentru un
ingredient activ. Un ingredient activ este de preferind prezent in astfel de formuldri intr- o
concentratie de la 0,5 pand la 20%, In mod avantajos 0,5 la 10% in particular aproximativ 1,5%
m/m.

Formulérile potrivite pentru administrare locald in gurd includ pastile de subt continand un
igredient activ intr-o baza aromatd, de obicei zaharoza si acacie sau tragacant; pastile continand
un ingredient activ intr-o bazd inertd, cum ar fi gelatina si glicerina sau sucroza §i acacia; §i
gargare care confin un ingredient activ intr-un purtdtor lichid potrivit.

Formulérile pentru administrare rectald pot fi prezentate ca un supozitor cu o bazd potrivitd
continind, de exemplu, unt de cacao sau un salicilat.

Formuldrile potrivite pentru administrare intrapulmonard sau nazald o dimensiune a
particulelor de exemplu in intervalul de la 0,1 la 500 pm (inclusdiv dimensiuni ale particulelor
mtr-un interval cuprins intre 0,1 si 500 um in incremente, cum ar fi 0,5 pm, 1 wm, 30 pm, 35 pm
etc.), acestea fiind administrate prin inhalare rapida prin canalul nazal sau prin inhalare pe gura,
astfel incat sd se ajunga la sacii alveolari. Formuldrile potrivite includ solutii apoase sau uleioase
de un ingredient activ. Formulérile potrivite pentru administrarea aerosolilor sau pulberilor
uscate pot fi preparate conform metodelor traditionale si pot fi livrate cu alti agenti terapeutici,
cum ar fi compusii utilizati paAnd acum 1n tratamentul sau profilaxia infectiilor descrise in
prezenta inventie.

Formulérile potrivite pentru administrarea vaginald pot fi prezentate ca pesare, tampoane,
creme, geluri, paste, spume sau formuldri de pulverizare care mai contin 1n afard de ingredientul
activ asemenea purtdtori care sunt cunoscuti in nivelul tehnicii ca fiind corespunzitori.

Formulérile potrivite pentru administrare parenterald includ solutii apoase §i neapoase
injectabile sterile care pot contine antioxidanti, solutii-tampoan, substante bacteriostatice si
dizolvate care oferd formularea izotonicd cu sangele viitorului recipient; si suspensii apoase §i
neapoase sterile care pot include agenti de suspensionare si agenti de ingrosare.

Formularile pot fi prezentate in containere cu doza unitard sau multi-doza, de exemplu fiole
si flacoane sigilate, si pot fi depozitate intr-o stare liofilizata care necesitd doar addugarea
purtdtorului lichid steril, de exemplu apd pentru injectie, imediat Tnainte de utilizare. Solutiile si
suspensiile injectabile extemporanee pot fi preparate din pulberi sterile, granule si tablete de tipul
descris anterior. Unitatea de dozaj preferentiald a formuldrii poate fi aceia care contine o doza
zilnicd sau o unitate sub-dozd zilnicd, asa cum s-a mentionat mai sus, sau o fractiune potrivita a
acesteia, a unui ingredient activ.

Se va intelege cd, pe langd ingredientele mentionate in particular mai sus, formularile de
Compusi Combinati si/sau alte ingrediente active, pot include alti agenti traditionali in nivelul
tehnicii avand in vedere tipul formuldrii in cauza, de exemplu cele potrivite pentru administrare
orala pot include agenti de aromatizare.
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Compusii Combinati si alte ingrediente active pot fi de asemenea formulate pentru a asigura
eliberarea controlatd a unui ingredient activ pentru a permite administrarea dozei mai rara sau
pentru a imbunititi profilul farmacocinetic sau de toxicitate al ingredientului activ. In
consecintd, inventia prevede de asemenca compozifii care contin doi sau mai mulfi dintre
Compusii Combinati formulati pentru eliberarea prelungitd sau controlata.

Dozarea

Doza eficientd a unui ingredient activ depinde cel putin de natura afectiunii de tratat, de
toxicitate, dacd compusul este utilizat In scop profilactic (doze mai mici) sau impotriva unei boli
sau stari active, de metoda de administrate si formularea farmaceuticd, sau poate fi determinata
de clinician folosind studiile traditionale de crestere a dozei.

Prin exemplu, compozitiile inventiei (de exemplu, tabletele) pot fi formulate pentru a asigura
dozele efective. De exemplu, in ceea ce priveste Compusul 1, sau o sare acceptabild farmaceutic
a acestuia, compozifia poate contine de la 1,0 mg pand la 100 mg, de la 5 mg pand la 40 mg, de
la 30 mg pand la 50 mg, sau 20 mg sau 40 mg si poate fi adaptatd pentru a fi administratd o data
sau de mai multe ori pe zi la o fiintd umana care necesitd aceasta, in combinatie cu unul sau mai
multi dintre Compusul 2, Compusul 3, Compusul 6, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16. Referitor la Compusul 2 sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia,
compozitia poate contine de la 25 mg péand la 800 mg, de la 50 mg pana la 400 mg, sau de la 60
mg pana la 300 mg sau de la 70 mg pand la 200 mg sau poate fi de 150 mg si poate fi adaptatd
pentru a fi administratd o datd sau de mai multe ori pe zi la o fiintd umana care necesitd accasta,
in combinatie cu unul sau mai multi dintre Compusul 1, Compusul 3, Compusul 6, Compusul 4,
Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Referitor la Compusul 3 sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, compozifia poate contine de la 10 mg pand la 1000 mg sau 50 la 400 mg,
sau 100 mg la 400 mg sau 200 mg la 400 mg si poate fi adaptata pentru a fi administratd o data
sau de mai multe ori pe zi la o fiintd umana care necesitd aceasta, in combinatie cu unul sau mai
multi dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 6, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16. Referitor la Compusul 4 sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia,
compozitia poate contine de la 25 mg la 400 mg sau de la 25 mg la 200 mg si poae fi adaptata
pentru a fi administratd o datd sau de mai multe ori pe zi la o fiintd umana care necesitd accasta,
in combinatie cu unul sau mai multi dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 6,
Compusul 5 si Compusul 7. Referitor la Compusul 5 sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia, compozitia poate contine de la 50 mg pand la 1000 mg sau 100 mg la 750 mg si poate fi
adaptatd pentru a fi administratd o datd sau mai multe ori pe zi la un om care necesitd aceasta, in
combinatie cu unul sau mai multi dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 6,
Compusul 4, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Referitor la Compusul 6 sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, compozifia poate contine de la 1 mg la 500 mg sau de la 3 mg péand la
300 mg, sau de la 3 mg péand la 200 mg, sau de la 3 mg pand la 100 mg, sau de la 10 mg pénd la
90 mg, sau de 30 mg pand la 90 mg si poate fi adaptatd pentru a fi administratd o datd sau de mai
multe ori pe zi la o fiintd umand care necesitd aceasta, in combinatie cu unul sau mai multi dintre
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16. Referitor la Compusul 7 sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, compozitia
poate contine de la 100 micrograme pand la 3000 mg, de la 25 mg pand la 2000 mg, sau de la 50
mg pana la 1000 mg si poate fi adaptatd pentru a fi administratd o datd sau mai multe ori pe zi
(de exemplu, patru ori pe zi) la o fiintd umand care necesitd aceasta, In combinatie cu unul sau
mai multi dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16. Referitor la Compusii 9 si 10, sau sdrurile acceptabile farmaceutic ale
acestora, compozifia poate contine 10 mg pand la 1000 mg pe zi [2]. Referitor la Compusul 11,
sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestuia, compozifia poate contine 1 mg pand la 1000 mg
pe zi (US 20100143301 Al 2010.06.10). Pentru a tine cont de interactiunile medicament-
medicament posiblile, dozele pentru Compusii 1-7, care sunt coadministrate, ar fi necesar sé fie
ajustate. De exemplu, cu toate c¢d aparent Compusul 1 nu afecteaza sistemele de metabolizare a
medicamentelor, Compusul 2 pare sa aiba efectul cresterii expunerii Compusului 1 de
aproximativ 2-3 ori. Prin urmare, o reducere anticipatd a dozei (de exemplu, de 2-3 ori) a
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Compusului 1 ar fi doritd in cazul cAnd Compusul 1 este combinat cu Compusul 2. in combinatie
cu Compusul 16, Compusul 2 pare sd aibd efectul cresterii expunerii Compusului 6 de
aproximativ 5 ori, deci reducerea anticipata a dozei (de exemplu, de 3-5 ori) a Compusului 16 ar
fi doritd cdnd Compusul 16 este dozat cu Compusul 2. Prin urmare, o doza de 10 mg de
Compusul 6 cand este coadministrata cu Compusul 2 corespunde aproximativ unei doze de 30
mg.

Doi sau mai multi Compusi Combinati pot fi administrati In asociere cu Ribavirina in
cantitdti de circa 800 mg, 1000 mg sau 1200 mg pe zi in doze unice sau multiple (de exemplu,
circa 400 mg, 500 mg sau 600 mg de doud ori pe zi).

Utilizarea Combinatiilor inventiei

In practica acestui aspect al inventiei, Compusii Combinati pot fi utilizati in dozele indicate
mai sus.

Un aspect al prezentei inventii include Compusul 1 pentru utilizare intr-o metoda de tratare a
infectiilor VHC, in care Compusul 1 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus selectat
din grupul constand din Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul
14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 3, Compusul 4,
Compusul 5 sau Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 2 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 2 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul
6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 3 pentru utilizare intr-o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 3 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5, Compusul
6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1 sau
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 4 pentru utilizare intro metoda de tratare
a infectiilor VHC, 1n care Compusul 4 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus selectat
din grupul constind din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si
Compusul 7. Al doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul 2, sau Compusul 3, sau
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 5 pentru utilizare intr o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 5 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul
6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 6 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 6 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul
5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul
2, Compusul 3 sau Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 7 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 7 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul
5, Compusul 6, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13,
Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 9 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 9 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 10 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 10 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.
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Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 11 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 11 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 12 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 12 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 13 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 13 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 14 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 14 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 15 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 15 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 16 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 16 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul
6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 1 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 1 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 3 sau Compusul 4, sau Compusul 5 sau Compusul 6. Al doilea compus poate
fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si
al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 2 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 2 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din Compusul 1, Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 3 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 3 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 1 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus
poate fi Compusul 4.. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 4 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 4 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7. Al doilea compus poate fi Compusul 1,
Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea
compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus
poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 6.
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Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 5 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 5 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 4, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 6 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 6 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus
poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi
Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 7 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 7 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11,
Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 9 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 9 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect alprezentei inventii include compusul 10 pentru utilizare intr-o metodad de
tratare a VHC, in care Compusul 10 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus si un al
treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 11 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 11 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus
si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 1 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 1 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5 sau Compusul 6. Al doilea
compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si
al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 2 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 2 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul
1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus
poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 3 pentru utilizare intr-o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 3 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al
treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus
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poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 4 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 4 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7. Al doilea compus poate fi
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1
si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea
compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compus 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 5 pentru utilizare intr-o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 5 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 6 pentru utilizare intr-o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 6 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 4. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi compus 4 sial
treilea compus poate fi compusul 6 .Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus
poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi
Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 7 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 7 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 9 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 9 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constdnd din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 10 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, 1n care Compusul 10 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constind din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 11 pentru utilizare intr-o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 11 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus si un al patrulea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 1 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 1 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5 sau
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al
doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus
poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si
al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 2 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 2 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patulea compus si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4589 C1 2019.03.31

28

constand din Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul
1 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 3 pentru utilizare intr-o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 3 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus §i un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 51 Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul 6. Al doilea compus
poate fi Compusul 1| si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si
al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 4 pentru utilizare intr-o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 4 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus §i un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.
Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 6. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 5 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 5 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 6, Compusul 7,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 6 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 6 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau
Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al
doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus
poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si
al treilea compus poate fi Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 7 pentru utilizare intr-o metodd de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 7 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 9 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 9 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 10 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 10 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
un al treilea compus, un al patrulea compus si un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include Compusul 11 pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a infectiilor VHC, in care Compusul 11 este utilizat in combinatie cu un al doilea compus,
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un al treilea compus, un al patrulea compus §i un al cincilea compus fiecare selectat din grupul
constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 1 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4,
Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12,
Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul
3, Compusul 4, Compusul 5 sau Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 2 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4,
Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12,
Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul
4.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 3 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 4,
Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12,
Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul
1 sau Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 4 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7. Al doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul
2, sau Compusul 3, sau Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metoda incluzand administrarea Compusului 5 si incluzidnd suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12,
Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul
1.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércdturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 6 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12,
Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul
1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
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fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 7 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12,
Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 9 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 10 si incluzand suplimentart administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metoda pentru tratarea VHC la un subiect uma si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzand administrarea compusului 11 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3,
Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 1 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus si un al treilea compus fiecare selectat din grupul constand din Compusul
2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10,
Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al
doilea compus poate fi Compusul 3 sau Compusul 4, sau Compusul 5, sau Compusul 6. Al doilea
compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si
al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treia compus poate fi
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 2 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16 Al .doilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi
Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzand administrarea Compusului 3 si incluzdnd suplimerntar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
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Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea
compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 4 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7. Al doilea
compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 6. Al doilea compus poate
fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si
al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea
compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 5 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 6 si incluyzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 4.
Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi
Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si
al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea
compus poate fi Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 7 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6, Compusul 9,
Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si
Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incadrcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 9 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
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fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 10 si incluzénd suplimentar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzand administrarea Compusului 11 §i incluzénd suplimentar administrarea
unui al doilea compus si unui al treilea compus fiecare selectat din grupul constdnd din
Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 1 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constand din Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul
14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 3, Compusul 4,
Compusul 5 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi
Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al
doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus
poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 2 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constand din Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul
14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus
poate fi Compusul 1| si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si
al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 3 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul
14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1 sau Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus
poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 4 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constind din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si
Compusul 7. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3 sau Compusul 6.
Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 2. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea compus poate fi
Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si
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al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea
compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 5 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus,unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 6,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul
14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 6 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5,
Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul
14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2,
Compusul 3 sau Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al
doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus
poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi
Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 7 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constand Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5, Compusul 6,
Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul 13, Compusul 14, Compusul
15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 9 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si
Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet HCV la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 10 si incluzénd suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constind din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si
Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 11 si incluzénd suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus si unui al patrulea compus fiecare selectat din
grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5, Compusul 6 si
Compusul 7.
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Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 1 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus §i unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5,
Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 3,
Compusul 4, Compusul 5 sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea
compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi
Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus
poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 2 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus si unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5,
Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 4. Al
doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus
poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 3 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus §i unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 4, Compusul 5,
Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1 sau
Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al
doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus
poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzand administrarea Compusului 4 si incluyzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus §i unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5,
Compusul 6 si Compusul 7. Al doilea compus poate fi Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3
sau Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul
2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 3. Al doilea
compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi
Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al doilea compus poate fi Compusul 3 si
al treilea compus poate fi Compusul 6.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiet VHC la un om, o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzalind administrarea Compusului 5 si incluzénd suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus §i unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4,
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Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 6 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus si unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4,
Compusul 5, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16. Al doilea compus poate fi Compusul 1,
Compusul 2, Compusul 3 si Compusul 4. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea
compus poate fi Compusul 2. Al doilea compus poate fi Compusul 1 si al treilea compus poate fi
Compusul 3. Al doilea compus poate fi Compusul 4 si al treilea compus poate fi Compusul 6. Al
doilea compus poate fi Compusul 2 si al treilea compus poate fi Compusul 4. Al doilea compus
poate fi Compusul 3 si al treilea compus poate fi Compusul 4.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrai oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 7 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus si unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4,
Compusul 5, Compusul 6, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metoda pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzdnd administrarea Compusului 9 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus si unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5,
Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzidnd administrarea Compusului 10 si incluzand suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus si unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5,
Compusul 6 si Compusul 7.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau mai multor
simptome ale infectiei VHC la un om, o metodd pentru reducerea incércéturii virale la un om
diagnosticat cu VHC, o metodd pentru tratarea VHC la un subiect uman si o metodd pentru
reducerea aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral,
fiecare metodd incluzand administrarea Compusului 11 §i incluzénd suplimentar administrarea
unui al doilea compus, unui al treilea compus, unui al patrulea compus si unui al cincilea compus
fiecare selectat din grupul constand din Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 5,
Compusul 6 si Compusul 7.

Cii si moduri de administrare

Doi sau mai multi dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5,
Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12, Compusul
13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16 si orice alte componente ale unei terapii
combinate pot fi adaptate pentru a fi administrate pe orice cale potrivita stirii care urmeaza sa fie
tratatd. Céile potrivite includ pe cele orala, rectald, nazala, topica (inclusiv bucald si sublinguald),
vaginald si parenterald (inclusiv subcutanati, intramusculard, intravenoasd, intradermica,
intratecal si epidurald) si altele asemanatoare. in functie de starea pacientului, se va intelege ci,
calea preferatd poate varia
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Un efect sinergetic poate fi atins atunci cand ingredientele active sunt: (1) coformulate (de
exemplu, intr-o formd de dozare unitard) si administrate sau distribuit simultan intr-o formulare
combinata; (2) distribuite prin alternantd sau in paralel ca formulari separate; sau (3) printr-o alta
metodd. Cand sunt distribuiti in terapia alternantd, efectul sinergetic poate fi atins atunci cand
compusii sunt administrati sau distribuiti secvential, de exemplu, sub forma de tablete, pilule sau
capsule separate sau prin injectii diferite in seringi separate. In general, in timpul terapiei
alternante, o doza eficientd de fiecare ingredient activ este administrata secvential, adicd serial,
in timp ce in terapia combinatd, dozele eficiente de doud sau mai multe ingrediente active sunt
administrate impreuna.

Coadministrarea unui Compus Combinat cu unul sau cu mai multi Compusi Combinati se
referd, In general, la administrarea simultand sau secventiald a unuia sau a mai multor Compusi
Combinati, astfel incét cantitatile eficiente terapeutic a doi sau a mai multor Compusi Combinati
sa fie prezente in corpul pacientului. In unele cazuri, Compusii Combinati (de exemplu, doi, trei
sau patru Compusi Combinati) vor fi coformulati pentru a permite administrarea simultana. in
unele cazuri, Compusii Combinati coformulati pot fi coadministrati cu unul sau mai multi
Compusi Combinati suplimentari.

Coadministrarea include, de asemenea, administrarea dozelor unice ale Compusilor
Combinati inainte sau dupa administrarea dozelor unice a unuia sau a mai multe alte ingrediente
active, de exemplu, administrarea a doi sau a mai multi Compusi Combinati in decurs citeva
secunde, minute sau ore de la administrarea a unui sau a mai multor alte ingrediente active. De
exemplu, o doza unitara de un Compus Combinat poate fi administratd prima, urmata in citeva
secunde sau minute de administrarea unei doze unitare de un al doilea Compus Combinat,
urmatd in cateva secunde sau minute de administrarea unei doze unitare a unuia sau a mai multe
alte ingrediente active. Alternativ, o dozd unitard a unuia sau a mai multe alte ingrediente active
poate fi administratd prima, urmatd in cdteva secunde sau minute de administrarea unei doze
unitare a unui Compus Combinat, urmatd in citeva secunde sau minute de administrarea unei
doze unitare a unui al doilea Compus Combinat. In unele cazuri, poate fi de dorit sd se
administreze o doza unitard de un Compus Combinat ca prima, urmatd, dupd o perioada de ore
(de exemplu, 1-12 ore), de administrarea unei doze unitare a unui al doilea Compus Combinat,
urmatd, dupa o perioadd de ore (de exemplu, 1-12 ore), de administrarea unei doze unitare a
unuia sau a mai multe alte ingrediente active. In alte cazuri, poate fi de dorit si se administreze o
dozi unitard a unuia sau a mai multe alte ingrediente active ca prima, urmatd, dupa o perioada de
ore (de exemplu, 1-12 ore), de administrarea unei doze unitare de un Compus Combinat, urmata,
dupd o perioada de ore (de exemplu, 1-12 ore), de administrarea unei doze unitare a unui al
doilea Compus Combinat. in cazul in care trei sau mai multi Compusi Combinati sunt
administrati cu unul sau mai multe ingrediente active suplimentare, Compusii Combinati pot fi
administrati unul dupd altul in interval de secunde, minute sau ore (de exemplu, 1-12 ore) unul
de la altul, precum unul sau mai multe ingrediente active suplimentare pot fi administrate inainte,
in timpul sau dupa administrarea Compusilor Combinati. In cazul in care Compusii Combinati
sunt coformulati, acestia pot fi administrati simultan, Inainte sau dupd administrarea unuia sau a
mai multor ingrediente active.

Dacd nu se specificd altfel, terapia combinata poate fi administratd ca forme medicamentoase
separate cu fiecare ingredient activ, administrate Tmpreund sau separat, secvential sau concurent,
si aproape sau la distantd una de alta.

Seria de tratament se poate extinde, de exemplu, de la aproximativ 12 sdptdmani la
aproximativ 24 sdptdméni sau mai mult, de exemplu, de la aproximativ 12 sdptdméni pana la
aproximativ 48 saptdmani.

Prezenta inventie include o combinatie de componente eficiente terapeutic pentru a ameliora
cel putin un simptom al infectici VHC la o fiintd umand, inclusiv, dar nelimitat la, greata,
varsaturi, pierderea poftei de méancare, oboseald, icter, diaree, deshidratare, durere abdominala,
cirozi hepatica. In plus, la unele persoane infectate cu VHC utilizarea terapiei combinate este
eficientd pentru reducerea incdrcdturii virale de particule virale VHC prezente in corpul
persoanei infectate cu o cantitate semnificativa statistic. Incarcatura virald poate fi masurata, de
exemplu, prin masurarea nivelelor de ARN VHC 1n plasma folosind, de exemplu, analiza VHC
COBAS TagMan (Roche Molecular Systems). De obicei, o persoana infectatd cu VHC care este
tratatd cu Compusi Combinati in conformitate cu prezenta inventie resimte o imbunitatire in una
sau toate simptomele asociate cu infectia VHC.

Combinatii de doi sau mai multi dintre Compusii Combinati cu Ribaviring, dar nu Interferon
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Dupd cum s-a discutat mai sus, unele tratamente VHC curente includ administrarea
mterferonului, dar acest tratament produce de obicei efecte secundare nedorite. Prin urmare, ar fi
de dorit gasirea tratamentelor VHC eficiente care nu ar necesita administrarea interferonului.

Un aspect al prezentei inventii prevede compozitii, metode, utilizari si alte asemandtoare
pentru tratamentul VHC incluzind administrarea a doi sau a mai mul{i Compusi Combinati sau
sdrurilor acceptabile farmaceutic ale acestora si ribavirinei, fard administrarea unuia sau a mai
multor interferoni. Acest aspect al inventiei poate fi deosebit de util deoarece permite tratamentul
eficient al VHC fara efecte secundare asociate cu administrarea unuia sau a mai multor
mterferoni.

Intr-un exemplu de realizare a prezentei inventii, cantitatea combinati de ribavirind si
Compusi Combinati sau saruri acceptabile farmaceutic ale acestora, optional cu unul sau mai
multi agenti, este eficientd pentru tratarea infectiei VHC.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau a mai
multor simptome ale infectiei VHC la un om care include: administrarea a doi sau a mai multi
Compusi Combinati sau sarurilor acceptabile farmaceutic ale acestora si ribavirinei, fara
administrarea concomitenta a unui sau a mai muli interferoni. In acest sens, prezenta inventie nu
exclude potential dozarea a unui sau mai multi interferoni. Mai degrabd, prezenta inventie poate
fi utilizatd in asociere cu o altd terapie, care, de fapt, include unul sau mai multi interferoni. Un
aspect al prezentei inventii include un tratament al VHC eficace cu ribavirina fird necesitatea
unuia sau a mai multor interferoni.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru reducerea incarcaturii virale la un
om diagnosticat cu VHC incluzind: administrarea a doi sau a mai multi Compusi Combinati sau
sdrurilor acceptabile farmaceutic ale acestora si ribavirinei, dar nu a unui sau mai multi
mterferoni.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metoda pentru tratarea VHC la un subiect uman,
care constd esential din administrarea ribavirinei in asociere cu doi sau cu mai multi dintre
Compusii Combinati sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metoda pentru reducerea aparitiei pseudotipurilor
VHC cu rezistentd la agentii antivirali coadministrati oral incluzand: administrarea a doi sau a
mai multi Compusi Combinati sau a sdrurilor acceptabile farmaceutic ale acestora si ribavirinei,
fard administrarea concomitentd a unui sau a mai multor interferoni.

in mod similar, un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie, de exemplu, o
compozitie farmaceuticd pentru ameliorarea unuia sau mai multor simptome ale infectiei VHC la
om, contindnd doi sau mai mulfi dintre Compusii Combinati sau sérurile acceptabile farmaceutic
ale acestora si ribavirind, fard unul sau mai multi interferoni. Un alt aspect al prezentei inventii
include o compozitie pentru reducerea incirciturii virale la un om diagnosticat cu VHC
continand doi sau mai mulfi dintre Compusii Combinati sau sarurile acceptabile farmaceutic ale
acestora si ribavirind, dar nu §i unul sau mai multi interferoni. Un alt aspect al prezentei inventii
include o compozitie pentru tratarea VHC la un subiect uman, care constd in mod esential din
ribavirind 1n asociere cu doi sau mai multi dintre Compusii Combinati sau sarurile acceptabile
farmaceutic ale acestora. Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie pentru terapia
VHC pe baza de ribavirina continand doi sau mai multi dintre Compusii Combinati sau sarurile
acceptabile farmaceutic ale acestora, cu conditia ca respectiva compozitie sd nu includi unul sau
mai multi interferoni. Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie pentru reducerca
aparitiei pseudotipurilor VHC cu rezistenta la agentii antivirali coadministrati oral continand doi
sau mai multi dintre Compusii Combinati sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora si
ribavirind, fard unul sau mai multi interferoni.

In mod similar, un alt aspect al prezentei inventii include utilizarea a: doi sau mai multi dintre
Compusii Combinati sau a sarurilor acceptabile farmaceutic ale acestora si ribavirinei, fard unul
sau mai mulfi interferoni, la fabricarea unui medicament pentru ameliorarea unuia sau mai
multor simptome ale infectieci VHC la un om; precum si utilizarea: a doi sau mai multi dintre
Compusii Combinati sau a sarurilor acceptabile farmaceutic ale acestora si ribavirinei, dar nu i a
unui sau a mai multi interferoni, la fabricarca medicamentului pentru reducerea incarcaturii
virale la un om diagnosticat cu VHC; precum si utilizarea ribavirinei in asociere cu doi sau mai
multi dintre Compusii Combinati sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora pentru
fabricarea unui medicament pentru tratarea VHC la un subiect uman, in care respectiva utilizare
nu include utilizarea unui sau a mai multi interferoni; precum si utilizarea a doi sau mai multi
Compusi Combinati sau a sarurilor acceptabile farmaceutic ale acestora, la fabricarea unui
medicament pentru terapia VHC pe baza ribavirinei, in care respectiva utilizare evitd
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administrarea unui sau a mai multor interferoni; precum si utilizarea a doi sau mai multi
Compusi Combinati sau a sarurilor acceptabile farmaceutic ale acestora si ribavirinei, fard unul
sau mai multi interferoni in fabricarea unui medicament pentru reducerea aparitiei
pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agentii antivirali coadministrati oral.

Un alt aspect al prezentei inventii include o combinatie care contine ribavirind i doi sau mai
multi Compusi Combinati sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora, combinatia fiind
substantial lipsitd de unul sau de mai multi interferoni. Intr-un exemplu de realizare, combinatia
poate sa fie produsd ca forme medicamentoase separate cu fiecare ingredient activ, administrate
Tmpreund sau separat, secvential sau concurent, i aproape sau la distantd unele de altele.

Un alt aspect al prezentei inventii include un set care include: ribavirind, doi sau mai multi
Compusi Combinati si instructiunea cu privire la o schema de tratament pentru a trata, a reduce
incércéatura virald sau a intdrzia aparifia sau progresia VHC, in care schema de tratament include
administrarea a doi sau mai multi Compusi Combinati si a ribavirinei fird administrarea unui sau
a mai multi interferoni. intr-un exemplu de realizare, un astfel de set poate include, de asemenea,
un ambalaj, cum ar fi un pachet blister. Alternativ, un astfel de set poate prevedea prescriptia si
dozarea individuald a fiecdrei componente ca preparat ambalat separat, dar atunci cand este
combinat conform instructiunii cu privire la schema de tratament destinatd tratdrii, reducerii
incércaturii virale sau iIntarzierii aparitiei sau progresici HCV, acesta se propune sa fie in
domeniul de aplicare al prezentei inventii.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie farmaceutica care contine: ribaviring;
doi sau mai multi Compusi Combinati sau sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora si unul
sau mai muli purtitori acceptabili farmaceutic. Intr-un erxempélu de realizare, compozitia
farmaceuticd poate fi o forma medicamentoasd unitara.

Dacd nu se specifica altfel, terapia combinatd cu ribavirind poate fi administratd ca forme
medicamentoase separate cu fiecare ingredient activ administrat (inclusiv Compusii Combinati),
poate fi administratd Impreund (de exemplu, sub forma unei doze standartizate, cum ar fi o
tabletd) sau separat, secvential sau concurent, si aproape sau la distan{d una de alta. Daca se
administreazd separat, fiecare compus poate fi administrat cu altul(altele) simultan, sau fie
fnainte sau dupd o astfel de administrare a altui(tora). Ingredientele active pot fi administrate
zilnic. Intr-un exemplu de realizare, o doza zilnicd de ingrediente active este administratd in
subdoze separate, cum ar fi una, doud, trei sau patru ori pe zi. In mod avantajos, doza zilnica de
Compusi Combinati sau saruri acceptabile farmaceutic ale acestora §i ribavirind poate fi
administrata o dati pe zi.

Desi prezenta inventie include compozitii, metode, utilizirile si alte asemandtoare, pentru
tratamentul VHC incluzind administrarea a doi sau mai mul{i Compusi Combinati sau unei sari
acceptabile farmaceutic a acestuia; si a ribavirinei, dar nu a unui sau a mai multor interferoni,
prezenta inventie nu exclude potential dozarea a unui sau mai multor interferoni la om. Mai
degraba, prezenta inventie poate fi utilizatd in asociere cu o altd terapie sau pentru o altd indicatie
care, de fapt, include unul sau mai multi interferoni.

Combinatii de doi sau mai multi dintre Compusii Combinati cu ribavirind si interferon

Un alt aspect al prezentei inventii prevede compozitii, metode, utilizari si alte asemanatoare
incluzand administrarea a doi sau a mai multi Compusi Combinati sau sarurilor acceptabile
farmaceutic ale acestora si ribavirinei, i a unui sau a mai multor interferoni pentru tratamentul
VHC. Administrarea mai multor interferoni poate fi in relatie temporara cu administrarea
Compusilor Combinati si ribavirinaei.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru ameliorarea unuia sau a mai
multor simptome ale infectiei VHC la om, incluzdnd administrarea a doi sau a mai multi
Compusi Combinati sau a sarurilor acceptabile farmaceutic ale acestora, ribavirinei, $i unui sau
mai multi interferoni. Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru reducerea
Incércaturii virale la un om diagnosticat cu VHC incluzand: administrarea a doi sau a mai mulfi
Compusi Combinati sau a sarurilor acceptabile farmaceutic ale acestora impreund cu ribavirina si
a unui sau a mai multor interferoni.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd de terapie VHC in baza ribavirinei
incluzind administrarea a doi sau a mai multi Compusi Combinati sau a sdrurilor acceptabile
farmaceutic ale acestora Tmpreuna cu ribavirina §i a unui sau a mai multi interferoni.

Un alt aspect al prezentei inventii include o metodd pentru reducerea aparitiei pseudotipurilor
VHC cu rezistentd la agentii antivirali coadministrati oral incluzand: administrarea a doi sau a
mai mulfi Compusi Combinati sau sdrurilor acceptabile farmaceutic ale acestora impreund cu
ribavirina si a unui sau a mai multi interferoni.
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Un alt aspect al prezentei inventii, include utilizarea a doi sau mai multi Compusi Combinati
sau a sdrurilor acceptabile farmaceutic ale acestora impreund cu ribavirina §i a unui sau a mai
multi interferoni, la fabricarea unui medicament pentru ameliorarea unuia sau a mai multor
simptome ale infectiei VHC la om. Un alt aspect al prezentei inventii include utilizarea a doi sau
mai multi Compusi Combinati sau a sdrurilor acceptabile farmaceutic ale acestora Impreund cu
ribavirina §i a unui sau a mai mul{i interferoni, la fabricarea medicamentului pentru reducerca
incarcaturii virale la un om diagnosticat cu VHC. Un alt aspect al prezentei inventii include
utilizarea ribavirinei in asociere cu doi sau mai mulfi dintre Compusii Combinati sau sarurile
acceptabile farmaceutic ale acestora pentru fabricarea unui medicament pentru tratarea VHC la
un subiect uman, in care respectiva utilizare cuprinde utilizarea unui sau a mai multor
interferoni. Un alt aspect al prezentei inventii include utilizarea a doi sau a mai multi Compusi
Combinati sau a sarurilor acceptabile farmaceutic ale acestora, la fabricarea unui medicament
pentru terapia VHC in baza ribavirinei, in care respectiva utilizare cuprinde administrarea unui
sau a mai multor interferoni. Un alt aspect al prezentei inventii, include utilizarea a doi sau a mai
multi Compusi Combinati sau a sarurilor acestora acceptabile farmaceutic, ribavirinei §i a unui
sau a mai mulfi interferoni, la fabricarca unui medicament pentru reducerca aparitiei
pseudotipurilor VHC cu rezistentd la agenti antivirali coadministrati oral.

Un alt aspect al prezentei inventii include o combinatie care contine ribavirind i doi sau mai
multi Compusi Combinati sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora, combinatia
continind unul sau mai multi interferoni.

Un alt aspect al prezentei inventii include un set care contine: ribavirind, doi sau mai mul{i
Compusi Combinati i unul sau mai mulfi interferoni; si instructiuni privind o schemi de
tratament pentru tratarea, reducerea incdrcaturii virale sau intdrzierea aparitiei sau progresarii
VHC, si in care schema de tratament include administrarea a doi sau a mai mul{i Compusi
Combinati si ribavirinei si administrarea unui sau a mai multor interferoni. Intr-un exemplu de
realizare, un astfel de set poate contine, de asemenea, un ambalaj, cum ar fi un pachet blister.
Alternativ, un astfel de set poate prevedea prescriptia si dozarea individuala a fiecarei
componente ca preparat ambalat separat, dar atunci cand este combinat conform instructiunii cu
privire la schema de tratament destinatd tratdrii, reducerii incarcaturii virale sau intarzierii
aparifiei sau progresdrii HCV, acesta se propune si fie in domeniul de aplicare al prezentei
inventii.

Un alt aspect al prezentei inventii include o compozitie farmaceutica care confine: doi sau
mai multi dintre Compusii Combinati sau sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora, ribavirina
si unul sau mai multi interferoni; si unul sau mai multi purtitori acceptabili farmaceutic. Intr-un
exemplu de realizare, compozitia farmaceuticd poate fi o formad medicamentoasd unitara.

Daca nu se specifica altfel, terapia combinatd cu ribavirind si cu unul sau cu mai multi
interferoni poate fi administratd ca forme medicamentoase separate cu unul sau cu mai multi
interferoni administrati pacientului si fiecare dintre ingredientele active rdmase §i care urmeaza
sd fie utilizate in terapia combinata (inclusiv Compusii Combinati) pot fi administrate impreund
(de exemplu, sub forma unei doze standartizate, cum ar fi o tabletd) sau separat, secvential sau
concurent si aproape sau la distantd una de alta. Dacéd se administreazd separat, fiecare ingredient
activ poate fi administrat cu altul(altele) in acelasi timp sau inainte sau dupa o astfel de
administrare a altui(altora). Ingredientele active pot fi administrate zilnic. Intr-un exemplu de
realizare, o doza zilnicd se administreaza in subdoze separate, cum ar fi una, doud, trei sau patru
ori pe 7i.

Terapia combinatd, inclusiv terapiile suplimentare

Intr-un alt exemplu de realizare, exemplele nelimitative de combinatii potrivite includ
combinatiile de doi sau mai multi dintre Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 4,
Compusul 5, Compusul 6, Compusul 7, Compusul 9, Compusul 10, Compusul 11, Compusul 12,
Compusul 13, Compusul 14, Compusul 15 si Compusul 16 cu unul sau mai multe ingrediente
active suplimentare, inclusiv inhibitori ai VHC NS3 proteazei, inhibitori ai alfa-glucozidazei 1,
hepatoprotectanti, inhibitori nucleozidici sau nucleotidici ai VHC NS5B polimerazei, inhibitori
nonnucleozidici ai VHC NS5B polimerazei, inhibitorii ai VHC NS5A, agonisti ai TLR-7,
inhibitori ai ciclofilinei, inhibitori ai IRES VHC, inhibitori de intrire a VHC, inhibitori de
maturare a VHC, inhibitori de asamblare a VHC, mbhibitori de infectiozitate cu VHC si
intensificatori farmacocinetici, precum si alte medicamente pentru tratarca VHC. Mai specific,
unul sau mai multi compusi ai prezentei inventii pot fi combinati cu unul sau mai multi compusi
selectati din grupul constand din:
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(i) inhibitori ai VHC NS3 proteazei, de exemplu, boceprevir (SCH-503034, SCH-7),
telaprevir  (VX-950), TMC-435 (IUPAC  N-(2R,3aR,107Z,11aS,12aR,14aR)-2-[2-(4-
[zopropiltiazol-2-il)-7-metoxi-8-metilchinolin-4-iloxi]-5-metil-4, 14-dioxo-
1,2,3,32,4,5,6,7,8,9,11a,12,12a,13,14,14a-
hexadecahidrociclopenta[c]ciclopropa[g][1,6]diazaciclotetradecin-12a-
ilcarbonil]ciclopropansulfonamida], ABT-450, ACH-1625, ACH-2684, BI-201335, BI-1230,
MK-5172, MK-7009, SCH-900518, VBY-376, VX-500, GS-9256, GS-9451, BMS-605339,
PHX-1766, AS-101, YH-5258, YH-5530, YH-5531 ¢i ITMN-191 (R-7227);

(ii) inhibitori ai alfa-glucozidazei 1, de exemplu, celgosivir (MX-3253), UT-231B, miglitol;

(iii) hepatoprotectanti, de exemplu, emericasan (IND-6556), ME-37338, silibilin si MitoQ;

(iv) inhibitori nucleozidici sau nucleotidici ai VHC NS5B polimerazei, de exemplu, R1626,
R7128 (R4048), IDX184, IDX-102, PSI-661, PSI-938, PSI-7851, PSI-7977, BCX-4678,
valopicitabind (NM-283), MK-0608 si TMC649128;

(V) inhibitori nonnucleozidici ai VHC NS5B polimerazei, de exemplu, filibuvir (PF-
868554), ABT-333, ABT-072, BI-207127, VCH-759, VCH-916, JTK-652, MK-3281, VBY-708,
VCH-222, A848837, ANA-598, GL60667, GL.59728, A-63890, A-48773, A-48547, BC-2329,
VCH-796 (nesbuvir), GSK625433, BILN-1941 si XTL-2125;

(vi) inhibitori ai VHC NS5A, de exemplu, ACH-2928, AZD-2836 ( A-831), AZD-7295 (A-
689), BMS-766, BMS-790052, BMS-824393 si PPI-461;

(vii) agonisti ai TLR-7, de exemplu, imichimod, 852A, ANA-773, ANA-975, AZD-8848
(DSP-3025), PF-04878691 si SM-360320 si Compusul §;

(viii) inhibitori ai ciclofilinei, de exemplu, DEBIO-025, SCY-635 si NIM811;

(ix) inhibitori ai VHC IRES, de exemplu, MCI-067;

(x) intensificatori farmacocinetici, de exemplu, roxitromicini, BAS-100, SPI-452, PF-
4194477, TMC-41629;

(Xi) inhibitori de intrare a VHC;

(xii) inhibitori de asamblare a VHC;

(xiii) inhibitori de maturare a VHC;

(xiv) inhibitori de infectiozitate cu VHC; si

(xv) alte medicamente pentru tratarea VHC, de exemplu, timozini alfa 1 (Zadaxin),
nitazoxanidd (ALINEA, NTZ), BIVN-401 (virostat), PYN-17 (altirex), KPE02003002, Actilon
CPG-10101), KRN-7000, civacir, GI-5005, XTL-6865, BIT225, PTX-111, ITX2865, TT-033i,
ANA 971, NOV-205, Tarvacind, EHC-18, VGX-410C, EMZ-702, AVI 4065, BMS-650032,
BMS-79132 , Bavituximab, MDX-1106 (ONO-4538), Oglufanidd, FK-788 si VX-497
(merimepodib).

Exemple de sinteza

Protocoalele de sintezd pentru prepararea Compusilor 1, 2, 3, 6, 7 si 8 sunt cunoscute 1n
literatura de specialitate. In plus, un protocol de sintezi pentru prepararea fiecaruia dintre
Compusii Combinati este prezentat in exemplele de mai jos.

Compusul 1 poate fi preparat utilizand metode de sinteza si intermediari asemanator celor
descrisi in brevetul US 7754720 B2 2010.07.13. Compusul 1 poate fi de asemenea preparat astfel
cum este descris in Exemplul care urmeaza.

Exemplul 1: 5-({6-[2,4-bis(trifluorometil)fenil]piridazin-3-il jmetil)-2-(2-fluorofenil)-SH-
imidazo[4,5-c]piridind 1.



MD 4589 C1 2019.03.31

41
e
V/
N~ N>_©
F
gk
_N
CF3
CF3
Compus GM Cantitate Moli Echivalenti
104 453,79 95mg 0,209 1
DME 500ul
2N aq. Na,COs; 313ul 0,626 3
105 257,93 80,9mg 0,313 1,5
Pd(PPhs)4 1155 12mg 0,0104 0,05

Compusul 103 a fost dizolvat in dimetoxietan (DME). La aceastd solutie s-a adaugat acid 2,4-

5 bis(trifluormetil)fenilboronic 105 si o solutie apoasida 2N de Na,COs;. La amestecul bifazic
rezultat s-a addugat Pd(PPhs), s1 amestecul de reactie a fost apoi incélzit la 80°C timp de 72 ore.
Reactia s-a récit la temperatura camerei §i s-a filtrat prin Celita, iar Celita s-a spdlat cu EtOAc.
Filtratul s-a concentraz in vid. Reziduul s-a purificat pe 6g Si0; folosind MeOH/CH,Cl, pentru a
elua compusul. Compusul astfel obtinut a fost contaminat cu PPh3(O). Produsul a fost repurificat

10 pe o placd de 1 mm Chromatotron cu 0 pand la 5% MeOH/CH>Cl; in 1% de pasi. Fractiunile
pure au fost combinate §i concentrate in vid, apoi uscate In vid inalt timp de 12 ore. 11,8 mg de
bazi liberd a compusului 1 au fost obtinute fird vreo contaminare cu PPhs. 'H RMN (300MHz,
CDs0D) 6 6,20 (s, 2), 7,32 (m, 3), 7,52 (m, 1), 7,78 (d, 1), 7,89 (d, 1), 7,95 (s, 2), 8,15 (m, 3),
8,35(d, 1), 9,12 (s, 1); CL/SM M+H = 518.

15 Compusul intermediar 104 a fost preparat dupd cum urmeaza.

a. Prepararea Compusului 102.
: -~ c
L" acid L
r" § ; tricloroizocianuric o ‘N
o - . i
Nﬁ-"-" CHCL, I;:t {',.‘-H
o a
101 102
Compus GM Cantitate Mmoli Echivalenti
101 128,56 5g 38,9 1
TCCA 232,41 362¢g 15,6 0,4
CHCI13 130 mL
20 La o solutie de materie primad initiald disponibild comercial 101 in CHCls, s-a addugat acid

tricloroizocianuric (TCCA) la 60°C. Apoi solutia s-a agitat timp de 1,5 ore, s-a récit si s-a filtrat
cu HiFlo-Celita. Filtratul s-a concentrat si s-a uscat cu vid. Randamentul a fost de 5,037 g de

compus 102.
b.  Prepararea Compusului 104.
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6,635 g

31,12

1
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1
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320 mL

10

15

20

25

La o solutie de compus 103 in DMF (dimetilformamidd) s-a addugat NaOH. Compusul 102
s-a dizolvat in DMF (20 mL) si s-a addugat lent la solufie. Reactia s-a agitat timp de 3 ore, s-a
diluat cu apd si s-a extras cu EtOAc. Stratul organic s-a uscat cu Na;SO,. Solventul s-a indepartat
s1 produsul s-a recristalizat cu diclormetan. Randamentul a fost de 5,7 g de compus 103.

Compusul 2 poate fi preparat prin metode de sintezi si intermediari, cum ar fi cei descrisi in
US 2010051763 Al 2010.03.04. Compusul 2 poate fi de asemenea preparat astfel cum este
descris In Exemplul urmator.

Exemplul 2: Prepararea Compusului 2.

MeO N I/>\NH

Fosfinat ester 206 (23,7 g, 24,05 mmol) s-a dizolvat in CH;CN (240 mL) si s-a racit la 0°C.
Iodotrimetilsilan (17,4 mlL, 122,3 mmol) s-a addugat intr-un ritm rapid In picéturi, urmat, dupa
10 min, de 2,6- lutidind (17,0 mL, 146,4 mmol). Amestecul de reactic s-a Incdlzit lent la
temperatura camerei §i s-a agitat timp de 1 h, apoi récit din nou la 0°C si s-a addugat 2,6-lutidind
(11,1 mL, 95,6 mmol), urmatd de MeOH (24 mL). Solutia s-a concentrat in vid si reziduul brut a
fost purificat prin HPLC pentru a se obtine 12,68 g de compus 2 intr-un randament de 55%. 'H
RMN (300 MHz, CDCls) & 8,35 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 8,28 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 7,64 (d, J = 9,6
Hz, 1H), 7,35-7,22 (m, 1H), 7,02-6,89 (m, 2H), 5,85 (bs, 1H), 4,82-4,71 (m, 2H), 4,33 (bs, 1H),
4,28-3,99 (m, 3H), 4,16 (s, 3H), 3,57-3,28 (m, 2H), 2,90-2,78m , 1H), 2,63-2,50 (m, 1H), 2,08-
1,91 (m, 1H), 1,91-1,70 (m, 2H), 1,70-1,13 (m, 22H), 1,37 (d, J = 6,9 Hz, 6H); 31P RMN (121,4
MHz, CDs;0D) 6 42,4; LCMS (M+1): 957,35 g.

Compusul intermediar 206 a fost preparat dupd cum urmeaza.

a. Prepararea Compusului 203.
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Compusul 201 (17,42 g, 28,30 mmol) s-a dizolvat in THF (136 mL) si s-a récit la 0°C. La
solutie s-a addugat N-metilmorfolind (4,7 mL, 42,7 mmol). Dupa 10 min la 0°C s-a addugat prin
picurare i-butilcloroformiat (4,05 mL, 30,96 mmol). Dupd 1 ord suplimentard, ester etilic al
acidului (1-amino-2-vinil-ciclopropil)-(2,6-difluoro-benzil)-fosfinic 202 (8,94 g, 29,70 mmol) s-
a addugat treptat sub forma de solutie in THF (20 mL). Suspensia s-a incdlzit la temperatura
camerei si dupd 2 ore s-a repartizat intre H>O (400 mL) si acetat de etil (200 mL). Stratul apos s-
a extras cu acetat de etil (200 ml x 2) si straturile organice combinate s-au spdlat cu acid
clorhidric (IN, 225 mL) si H,O (200 mL). Spalarea acida si spalarea apoasd au fost combinate si
extrase cu acetat de etil (175 ml x 2, 100 mL x 2). Straturile organice combinate s-au spélat cu
solutie salind (400 mL), uscat pe Na>SOs s1 s-au concentrat in vid furnizand 25,06 g de diend 203
i 98,5% de produs brut. LCMS (M+1): 898,06.

b.  Prepararea Compusului 204.

203

204

Compusul 203 (12,91 g, 14,36 mmol) s-a dizolvat in CH,Cl, (1440 mL) si solutia s-a degazat
timp de 30 minute. Solutia s-a incélzit la 40°C si s-a addugat catalizator Grubb G1 (2,95 g, 3,59
mmol). Reactia s-a refluxat timp de 17 ore dupd care s-a addugat tris-hidroximetilfosfind (22,3 g,
18,0 mmol), TEA (50 mL, 35,9 mmol) si H,O (400 mL) si amestecul de reactie s-a incdlzit la
reflux timp de incd 16 ore. Amestecul de reactie s-a racit la temperatura camerei si cele doud
straturi au fost separate. Stratul organic s-a spalat cu HO (400 mL) si solutie salind (300 mL), s-
a uscat pe MgSOs si s-a concentrat. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel
pentru a se obtine 8,30 g de olefind macrociclica 204 intr-un randament de 66%. LCMS (M+1):
870,09.

C.  Prepararea Compusului 205.
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205
Olefind macrociclica 204 (7,34 g, 8,42 mmol) s-a dizolvat 1n acetat de etil (105 mL) si s-a
adaugat rodiu pe alumind (5% de masa, 2,945 g, 0,40% de masd). Sistemul a fost evacuat si
purjat cu H; (1 atm, de 3 ori). La sistem, dupd 3 ore, s-a addugat mai mult rodiu pe alumina (5%
5 de masa, 842 mg, 0,10% de masd) si s-a evacuat si curdtat cu H» (1 atm, de 3 ori). Dupa 1 ord
suplimentartd, suspensia a fost filtratd si concentrata in vid furnizand 6,49 g de macrociclu redus
205 in 88% de produs brut. LCMS (M+1): 872,04.

d. Prepararea Compusului 206.

| S
MeO N IN/>\NH

206
10 Macrociclu brosilat 205 (6,49 g, 7,67 mmol) s-a dizolvat in N-metilpirolidinond (25,0 mL) si
s-a adaugat 8-cloro-2-(2-1izopropilamino-tiazol-4-il)-7-metoxi-chinolin-4-ol 207 (2,564 g 7,33
mmol) urmat de CS,COs (4,40 g, 13,50 mmol). Amestecul s-a incdlzit la 65°C timp de 6 ore,
apoi s-a diluat cu acetat de etil (200 mL) si s-a spdlat cu LiCI (5%, 250 ml). Stratul apos s-a
extras cu acetat de etil (100 ml x 2) si straturile organice combinate s-au spélat cu solutie salina
15 (150 mL), s-au uscat pe Nax;SO4/MgSOj si s-au concentrat in vid. Reziduul brut s-a purificat prin
cromatografie pe silicagel (acetat de etil-metanol) producand 4,39 g de aminotiazol 206 cu un
randament de 58%. LCMS (M+1): 985,28.
Compusul intermediar 201 poate fi preparat dupd cum urmeaza.

0, gz
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Br _ = r
—_—
HN
N N
Boc” OMe Boc” OMe OMe
o ¢! ©
208 209 210

20



10

15

20

25

30

35

MD 4589 C1 2019.03.31

45

H
7<O\H/N «~-CO,H
: H
210 + 0 —_—
211 O
\/\/\/

i,

212
- %
JOR" J@F S~g
Br Br
212 —> G/ \H/N\_/\\\ G/ \[(

§o
3

213 201

€. Prepararea Compusului 209.

Compusul 208 (7,00 g, 28,55 mmol) si DABCO (5,13 g, 45,94mmol) s-au dizolvat in toluen
(30 mL). S-a adiugat o solutie de toluen (11 mL), chlorurd de brosil (10,22 g, 40,01 mmol).
Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei peste noapte. Reactia s-a diluat cu EtOAc
(210 mL) 51 0,5 N HCI (200 mL). Cele doud straturi au fost separate si stratul apos s-a extras cu
EtOAc (2 x 200 mL). Straturile organice combinate s-au spélat cu solutie salind (200 mL), s-au
uscat cu NayS04, s-au filtrat §i s-au concentrat. Produsul brut s-a purificat prin cromatografie
rapida cu obtinerea a 12,23 g de compus 209 Intr-un randament de 92%.

f.  Prepararea compusilor 210 §i 212.

Compusul 209 (12,2 g, 26,3 mmol) s-a tratat cu 4 N HCl1 / 1,4-dioxan (60 mL) si s-a agitat
timp de 1 ord. Amestecul de reactie s-a concentrat si s-a uscat sub vid timp de 20 minute. Sarea
aminei brute HCI a compusului 210 s-a dizolvat in DMF (150 mL) si s-a addugat acidul 211
(14,2 g, 52,6 mmol). S-a addugat HATU (20,0 g, 52,6 mmol) si NMM (13,5 g, 131,5 mmol).
Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei peste noapte. Reactia s-a diluat cu EtOAc
(300 mL), s-a spélat cu IN HCI (200 mL), NaHCOs saturat, solutie salina, uscat cu Na,SOu si
concentrat. Produsul brut s-a purifica prin cromatografie rapidd cu obtinerea a 15,1 g de compus
212 mtr-un randament de 93%.

g. Prepararea Compusului 213.

La o solutie de 212 ( 12,8 g, 20,7 mmol) in CH>Cl, (50 mL) s-a addugat 4 N HCl in 1,4-
dioxan (50 mL, 200 mmol). Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 2 ore,
concentrat, uscat sub vid timp de 20 minute si apoi dizolvat in CH;CN (50 mL). NaHCOs5 saturat
in H20 (50 mL) sd-a addugat si s-a agitat timp de 5 minute. S-a addugat ciclopentilcloroformat
preparat proaspat in THF (50 mL). Reactia s-a completat in decurs de 1 ord. Solventul s-a
indepartat sub presiune redusa si reziduul s-a diluat cu acetat de etil. Amestecul s-a adus la
pH =2 cu IN HCI si cele doud straturi au fost separate. Straturile organice s-au spalat cu solutie
salind, uscat cu Na>SQs, filtrat si concentrat pentru a da compusul brut 213 (3,18 g).

h.  Prepararea Compusului 201.

Ester brut 213 (3,18 g, 5,07 mmol) s-a dizolvat in THF (25 mL), H,O (25 mL) si apoi s-a
addugat MeOH (6 mL) si LiOH (660 mg, 25,4 mmol). Amestecul de reactie s-a agitat la
temperatura camerei timp de 1 ora si s-a diluat cu acetat de etil. Amestecul de reactic s-a acidulat
la pH 2 cu IN HCI si cele doud straturi au fost separate. Stratul apos s-a extras cu EtOAc (de 2
ori). Straturile organice combinate au fost spdlate cu solutie salind, uscate cu NaxSOa,
concentrate si uscate sub vid pentru a da 3,09 g de acid 201.

8-Cloro-2-(2-1zopropilamino-tiazol-4-il)-7-metoxi-chinolin-4-olul intermediar 207 poate fi
preparat dupd cum urmeaza.
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Prepararea acidului 8-cloro-4-hidroxi-7-metoxichinolin-2-carboxilic 215.

La o solutic de metil-8-cloro-4-hidroxi-7-metoxichiolin-2-carboxilat 214 (36,5 g, 0,145
mol) intr-un amestec de 1:1 de MeOH : THF (160 mlL. total) s-a addugat o solutie de LiOH (30,5
g, 0,725 mol) in H,0 (80 mL). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de o ora cand
analiza LCMS a indicat conversia completd in acid carboxilic. Reactia a fost Intreruptd prin
indepartarea produselor volatile si ajustarea pH-ului solutiei la 6 folosind solutie apoasd de 6N
HCI. Reziduul gumos rezultat a fost filtrat si uscat pe liofilizator timp de 2 zile pentrua da 34,4 g
(99,6%) de compus 215 sub forma unui solid alb. IE SM (mliz) 253,9 [M+H].

1. Prepararea 2-(2-diazo-1-oxo)-8-cloro-7-metoxichinolin-4-il izobutil carbonatului 216.

La o solutie de acid 8-cloro-4-hidroxi-7-metoxichinolin-2-carboxilic 215 (10,2 g, 0,04 mol)
i THF (400 mL) s-a addugat trictilamind (12,3 mL, 0,088 mol) si i-butilcloroformiat (11,6 mL,
0,088 mol) la 0°C in atmosferd de argon. Amestecul s-a agitat la 0°C timp de 1 ord, atunci cdnd
analizele LCMS au demonstrat terminarea reactiei pentru a furniza anhidrida mixta doritd. IE
SM (mlz) 454,0 [M+H]. La amestecul de reactic de anhidridd s-a addugat o solutic 1M de
diazometan (121 ml., 0,121 mol) in eter dietilic printr-o palnie de plastic la 0°C. Acest amestec
s-a ldsat sub agitare incdlzindu-se pand la temperatura camerei timp de Incd 2 ore. Analiza
amestecului prin LCMS a demonstrat terminarea reactiei. Septul a fost indepartat si reactia a fost
agitatd timp de Incd 20 minute Inainte de indepértarea solventului. Reziduul a fost uscat in
continuare sub vid ridicat pentru a da compusul 216, care a fost utilizat mai departe in etapa
urmatoare. IE SM (m/z) 377,9 [M+H].

J- Prepararea 8-cloro-2-(2-(izopropilamino)tiazol-4-il)-7-metoxichinolin-4-olului 207.

La o solutie ricitd de 2-(2-diazo-1-0x0)-8-cloro-7-metoxichinolin-4-il isobutil carbonat 216
(15,2 g, 0,040 mol) la 0°C in THF (268 mL) s-a addugat 48% HBr (23 mL, 0,201 mol) lent timp
de 15 minute. Solutia s-a agitat la 0°C timp de incd 40 minute, cdnd analiza LCMS a demonstrat
cd reactia este completd. Reactia a fost Intreruptd prin addugarea solutiei apoase de 1N NaOH
(180 mL) la 0°C pentru a ajusta pH-ul stratului apos la 9. Straturile au fost separate si stratul
apos s-a spalat cu EtOAc (2 x 200 mL). Extractele organice combinate s-au spélat cu solutie
salind si s-au uscat pe MgS0,. Solventul s-a indepartat in vid pentru a furniza 17,7 g de produs
solid de culoare galbend. IE SM (m/z) 431,9 [M+H].

Solutie de bromocetond obtinutd din reactia anterioard s-a suspendat in i-propanol (270 ml.)
si izopropilizouree (9,4 g, 0,080 mol). Amestecul de reactie s-a incélzit la 72°C timp de 32 ore.
Analiza LCMS a reactici a demonstrat conversia completd in produsul dorit. Reactia s-a ldsat sa
se rdceasca la temperatura camerei pentru a permite precipitarea produsulului din solutie. Reactia
s-a racit la 0°C timp de 12 ore inainte de filtrare. Filtratul s-a spdlat cu eter si s-a uscat pe un
dispozitiv de liofolizare pentru a da 8,03 g de compus 207 ca un solid portocaliu. 'H RMN (500
MHz, CDCls): 6 8,21 (d, /=9 Hz, 1H), 7,74 (s, 1H), 7,44 (d, J=10 Hz), 1H), 7,07 (s, 1H), 4,05 (s,
3H), 3,92 (cvintet, /=6 Hz, 1H), 1,25 (d, /=7 Hz, 6H): IE SM (m/z) 350,0 [M+H].

Compusul 3 poate fi preparat prin metode de sintezi si intermediari, cum ar fi cei descrisi in
US 2009257978 Al 2009.10.15. Compusul 3 poate fi, de asemenea, preparat astfel cum este
descris In Exemplul urmator.

Exemplul 3: Prepararea Compusului 3
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Compusul 315 (12 g, 13 mmol) s-a dizolvat in THF (200 mL), s-a addugat LiOH (11 g, 260
mmol) in H,O (200 mL), urmat de MeOH (200 ml.). Amestecul s-a mentinut sub agitare la
temperatura camerei timp de 20 ore. Dupd terminarea reactiei, s-a adaugat 4N HCl in H,O
pentru a ajusta pH-ul la 7 la 0°C. Amestecul s-a extras cu EtOAc (2 x 400 mL). Stratul organic
combinat s-a spalat cu solutic salind, uscat (Na>SOs) si concentrat in vid pentru a da compusul 3
ca un solid galben (11 g, 93%). CL/SM = 911,52 (M*+1). H RMN (300MHz, CD;0D) & 7,95
(d, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,31 (d, 1H), 5,42 (s, 1H), 4,37 (dd, 1H), 4,20 (m, 2H), 3,83-
3,56 (m, 7H), 3,50 (m, 2H), 3,39 (m, 2H), 2,45 (m, 1H), 2,27 (m, 1H), 1,62 (m, 2H), 1,50 (m,
1H), 1,33 (m, 2H), 1,18 (m, 1H), 1,05 (m, 8H), 0,90 (m, 3H), 0,76 (m, 11H), 0,14-0,04 (m, 2H)

Compusul intermediar 315 a fost preparat dupd cum urmeaza.

o 0O
S,
N‘O O’N
O O

N

OH 1
Et,Zn, CHJl, OH Et, o~ “O-N
DCM, 0°C —rt ﬁ CHQC'Q ﬁ o
301 302
a. Prepararea Compusului 301.

La un balon cu trei gaturi, purjat cu argon cu fund rotund uscat (1000 ml) s-au adaugat
diclormetan anhidru (100 mL) si Et;Zn (28 mL., 273 mmol) la 0°C. (ATENTIE: Sursa de argon
nu poate fi de la ac. Utilizati doar adaptorul de sticla potrivit. Un al doilea barbotor poate fi, de
asemenea, atagat la vas pentru a preveni cresterea presiunii excesive). Ciclopenten-3-ol (10,0
ml, 119 mmol) s-a addugat apoi prin picurare (s-a produs o cantitate mare de gaz etan) la balon
si amestecul de reactie s-a ldsat sub agitare pana cand degajarea de gaz a incetat. Diiodometan
(22 ml., 242 mmol) s-a addugat apoi in picaturi timp de 30 minute. Reactia s-a ldsat sd se
incalzeascd la temperatura camerei si a continuat s se agite peste noapte sub un flux pozitiv de
argon, in punctul cdreia analiza TLC a indicat disparitia completd a alcoolului initial. Reactia s-a
diluat apoi cu CH,Cl; si s-a stins cu 2M HC1 (precipitatul alb trebuie sa fie dizolvat complet).
Amestecul bifazic s-a turnat intr-o palnie de separare i stratul organic a fost colectat. Solventul
s-a indepartat sub presiune redusd pand la 100 mL de material care contine compusul ramas 301.

b. Prepararea Compusului 302.

Diclormetan anhidru (525 mL) s-a addugat la balon, dupé care a urmat addugarea in picaturi a
trietilaminei (34 mL, 245 mmol). Reactia a continuat sd se agite la temperatura camerei sub un
flux pozitiv de azot, in acest moment disuccinimidilcarbonat (40,7 g, 159 mmol) s-a addugat in
portii la balon. Reactia s-a ldsat sub agitare pana cand analiza TLC a indicat disparitia completd a
materiel prime initiale (2-3 zile). Dupd completare, amestecul de reactie s-a stins cu 1M HCI
(200 mL x 2 ) si spalat cu H,0 (200 mL x 2). Materialul dorit s-a extras utilizand CH,Cl, si
straturile organice combinate au fost uscate folosind MgSO4 anhidru si trecute printr-un strat de
silice. Solventul a fost Indepértat sub presiune redusa si materialul brut a fost purificat utilizand
cromatografia rapidd (R=0,33, 1:1 Hex/EtOAc) pentru a da compusul 302 (22 g, 75%): 'H RMN
(300 MHz, CDCl): 6 5,24 (t, 1H), 3,82 (s, 4H), 2,24 (m, 2H), 2,03 (d, 2H), 1,38 (m, 2H), 0,48
(m, 1H), 0,40 (m, 1H).
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C. Prepararea Compusului 304.

Ester metilic al N-t-Boc-cis-4-Hidroxi-L-prolinei 303 (100,0 g, 407,7 mmol) si DABCO (1,5
echiv, 68,6 g, 611,6 mmol) s-au dizolvat in toluen anhidru (200 mL) intr-un balon cu trei gaturi
cu fund rotund de 2 L. cu un agitator mecanic §i o palnie de adifie. Dupd racirea solutiei la 0°C
sub N, o solutie de clorurd de 4-bromo-benzensulfonil (1,3 echiv, 135,6 g, 530,0 mmol) in 300
mL de toluen s-a addugat prin palnia de aditie timp de 60 minute. Amestecul de reactie s-a agitat
si s-a incdlzit la temperatura camerei peste noapte (16 ore). Amestecul s-a turnat lent in 21 de
1M Na,COs (apos) si produsul s-a extras cu EtOAc (2 L). Dupa ce faza organica s-a spalat cu 0,5
N HCI (2L), H20 (1L) si solutie salina (1 L), acesta a fost uscat (MgSQOs), concentrat pentru a
obtine 195,45 g de produs brosilat uleios de culoare galbena.

La o solutie de brosilat sus-mentionat (407,7 mmol) in diclormetan (300 mL) s-a addugat lent
4,0 M HCI 1n dioxan (500 mL, 5 echiv) si solutia rezultatd s-a 1dsat sub agitare la temperatura
camerei timp de 2 ore. Dupd aceasrta eter (500 mL) s-a addugat la amestecul de reactie,
amestecul s-a agitat timp de 15 minute §i precipitatul alb a fost colectat prin filtrare. Solidul s-a
spdlat cu eter si hexan si apoi uscat sub vid peste noapte pentru a se obtine 153,0 g de sare de
hidroclorurd a aminei a compusului 304, 381,8 mmol, randament 94% pentru doud etape.

d. Prepararea Compusului 305.

La o solutie de Boc-tert-butil-glicind (97,0 g, 420,0 mmol) in DMF (200 mL) si clorurd de
metilen (200 mL) s-au addugat HATU (217,76 g, 572,7 mmol) si bazd Hunig (126 mL, 1145,4
mmol) la temperatura camerei. Dupd ce amestecul a fost agitat timp de 20 minute la temperatura
camerei, o solutie de sare HC1 (153,0 g, 381,8 mmol) si bazd Hunig (126 mL, 1145,4 mmol)
mentionate mai sus iIn DMF (200 mL) si diclormetan (200 mL) s-a adaugat la amestecul de acid
mentionat Intr-o portie. Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 3 ore, cu
monitorizare prin LCMS. Amestecul de reactie a fost concentrat pentru a indeparta diclormetanul
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sub presiune redusd si solidul alb care s-a format s-a filtrat. Solutia DMF ramasa s-a diluat cu
acetat de etil (11), s-a spélat succesiv cu 3% LiCl (apoasd) (3x650mL), solutie saturatd de NH4C1
(2x500 mL), 0,5 N HCI (apoasd) ( 2x600mL), solutie salind (500 mL), solutie saturata de
NaHCO; (3x500mL) si solutie salind (500 mL). Fractiunea organica rezultatd a fost uscatd
(MgSOy) si concentratd pentru a obtine compusul 305 (111 g).

e. Prepararea Compusului 306.

La o solutie de ester metilic 305 (120 g, 207,8 mmol) in THF (300 mL.), MeOH (75 mL) s-a
addugat o solutie de LiOH (26,18 g, 623,4 mmol) in H,O (150 mL). Solutia s-a ldsat sub agitare
la temperatura camerei timp de 4 ore. Amestecul s-a récit intr-o baie de gheatd acidulandu-1 cu
3N HCI péna la un pH de aproximativ 5,5, s-a agitat timp de 10 minute, iar solidele albe rezultate
au fost colectate prin filtrare. Solidele s-au spélat cu mai multa apa, eter si hexan. Solidele s-au
uscat sub vid la 40°C peste noapte pentru a da 95,78 g (82%) de acid 306.

f. Prepararea Compusului 307.

La o solutie de acid carboxilic 306 (81,4 g, 144,27 mmol) in DMF (200 mL) si diclormetan
(200 mL) s-a adaugat HATU (82,3 g, 216,4 mmol) si bazd Hunig (47,5 mL, 432,8 mmol) la
temperatura camerei. Dupd ce amestecul a fost agitat timp de 20 minute la temperatura camerei,
o solutie de amind (158,7 mmol) si bazd Hunig (47,5 mL, 1145,4 mmol) in DMF (200 mL) si
diclormetan (200 ml) s-a addugat la amestecul de acid de mai sus intr-o singurd portie.
Amestecul de reactic s-a agitat la temperatura camerei timp de 3 ore §i s-a monitorizat prin
LCMS. Dupa ce amestecul a fost concentrat sub presiune redusd pentru a indepérta
diclormetanul, solidele albe care s-au format au fost filtrate. Solutia DMF s-a diluat cu acetat de
etil (600 mL) si spalat succesiv cu 3 % LiCl (apoasa) (2x550mL), solutie saturatd de NH4CI (500
mL), IN HCI (apoasa) (500 mL), solutie saturatd de NaHCO3 (500 mL) si solutie dsalind (300
mL). Fractiunea organicd rezultatd a fost uscatd (NaxSO.) si concentratd pentru a obtine
compusul 307 (111 g).

g. Prepararea compusului 308.

Compusul 307 a fost dizolvat in 4N HCl in dioxan (300 mL) la temperatura camerei si s-a
agitat timp de 2 ore. Acesta a fost apoi concentrat sub vid §i coevaporat cu diclormetan (2 x 200
mL) péand la uscare. Reziduul s-a dizolvat In acetat de etil (600 mL) si solutie apoasa saturatd de
NaHCOs; (1L). Acesta a fost agitat puternic. Peste 10 minute, biciclo[3.1.0]hex-3-1l 2,5-dioxo-
pirolidin-1-il ester al acidului carbonic 302 (41,4 g, 173,1 mmol) s-a addugat intr-o portie. Dupd
ce amestecul rezultat a fost agitat timp de incd 30 min, stratul organic a fost colectat si spalat cu
solutie salind (500 mL), uscat (Na»SO.) si concentrat. Produsul brut s-a purificat prin
cromatografie rapidd pe silicagel cu acetat de etil / hexan pentru a se obtine 94,44 g (92% de
compus 308.
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h. Prepararea compusului 310.

1-(2-Amino-3-cloro-4-hidroxi-fenil)-etanona 309 (70,7 g, 354 mmol) s-a agitat in 48% HBr
ap. (500 mL) la 110°C timp de 72 ore. Dupé ce amestecul a fost racit la 0°C cu agitare, solidele
s-au filtrat §1 s-au spdlat cu apd. Solidele rezultate au fost triturate cu o solutie saturatd de
NaHCO; (~350 mL), filtrate, spélate cu apd si uscate sub vid pentru a da ~40 g (61%) de produs
brut 310 ca un solid cafeniu inchis. CL/SM = 186 (M*+1).

1. Prepararea compusului 311.

1-(2-Amino-3-cloro-4-hidroxi-fenil)-etanona 310 (40 g, 215 mmol) s-a dizolvat in DMF (360
ml). S-a adiugat carbonat de cesiu (140 g, 430 mmol), urmat de dimetil acetal al
bromoacetaldehidei (54,5 g, 323 mmol). Amestecul s-a agitat apoi puternic la 65°C timp de 24
ore. Dupa ricire la temperatura camerei, EtOAc (1 L) si H;O (1 L) s-au adaugat la amestec.
Stratul organic a fost extras cu acetat de etil (1 x 400 mL). Stratul organic combinat s-a spélat cu
solutie apoasd de 3% LiCl (2 x 1L), solutic salind, s-a uscat (Na,SO4) si s-a concentrat in vid.
Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel pentru a da compusul 311 ca un solid alb
(39 g, 67%).

J- Prepararea compusului 312.

La un amestec de 1-[2-Amino-3-cloro-4-(2,2-dimetoxi-etoxi)-fenil]-etanona 311 (13 g, 47,5
mmol) si hidrobromurd de acid izopropilaminotiazol-4-carboxilic (12,64 g, 47,5 mmol) n
piridina (150 mL) s-a addugat lent oxiclorurd de fosfor (9,47 g, 61,8 mmol) la -40°C. Amestecul
s-a agitat apoi la 0°C timp de 4 ore. Dupa completarea reactiei, H:O (30 mL) s-a addugat prin
picurare la amestec. Amestecul s-a agitat apoi la 0°C timp de incd 15 minute. Amestecul a fost
concentrat in vid. Reziduul s-a diluat cu acetat de etil, s-a spdlat cu o solutie apoasd saturatd de
NaHCO:;. Stratul organic s-a uscat (Na;SO4) si s-a concentrat in vid. Reziduul s-a dizolvat in
CH,(l,, hexan s-a addugat incet la solutie si un solid de culoare galbend a inceput sa se prevada.
Mai mult hexan s-a addugat pand cand putin produs a ramas in lichidul mama pentru a obfine
compusul 312 (18 g, 85%).

k. Prepararea compusului 313.

[6-Acetil-2-cloro-3-(2,2-dimetoxi-etoxi)-fenil|-amida  acidului  2-izopropilamino-tiazol-4-
carboxilic §1 312 (18 g, 40,7 mmol) a fost suspendata in toluen (400 mL). NaH (2,4 g, 61 mmol)
s-a addugat la amestecul agitat puternic monitorizand in acelagi timp evolutia H>. Amestecul a
devenit o solutie clard in timpul incélzirii la reflux. Reactia a fost completd dupa reflux timp de 3
ore. Amestecul s-a racit la temperatura camerei. O solutie de AcOH (69,2 mmol) in H,O (3 vol.)
s-a addugat la amestec. Dupd agitare puternica timp de 1 ord la 0°C, solidele au fost colectate
prin filtrare, cldtite cu H>O. Precipitatul umed s-a uscatd sub vid inalt la o greutate constantd
pentru a obtine compusul 313 (15 g, 86%).

L. Prepararea compusului 314.

La un amestec de brosilat intermediar 303 (15 g, 35 mmol) si compus 313 (27,5 g, 38,5
mmol) in NMP (200 mL) s-a addugat carbonat de cesiu (25,1 g, 77 mmol). Amestecul s-a agitat
la 65°C timp de 5 ore. Reactia s-a récit la temperatura camerei si EtOAc (600 mL) si o solutie
apoasd de 3% LiCl (600 mL) s-au addugat la amestec. Stratul organic s-a spélat cu solutie apoasa
de 3% LiCl (1 x 600 mL), solutie saling, s-a uscat (Na,SOs) si s-a concentrat in vid. Reziduul s-a
purificat prin cromatografie pe silicagel pentru a se ob{ine esterul metilic dorit ca un solid galben
(23,6 g, 75%). CL/SM = 900,13 (M*+1).

m.  Prepararea compusului 315.
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Ester metilic 314 (23,6 g, 26 mmol) s-a dizolvat in acid acetic glacial (200 mL), 1,4 N HCL
m H,O (75 mL) s-a faddugat la solutie. Amestecul s-a agitat la 60°C timp de 1 ord. Dupd
completarea reactiei, amestecul a fost concentrat pentru a indeparta solventii, coevaporat cu
toluen (x 2) pentru a indeparta acidul acetic rezidual. Reziduul a fost apoi dizolvat in EtOAc
(500 mL) si solutie apoasd saturatd de NaHCOs; (suficient pentru a neutraliza amestecul)
monitorizind in acelasi timp evolutia CO,. Stratul organic s-a spalat cu solutie salind, s-a uscat
(NaySOs) si s-a concentrat in vid. Reziduul s-a uscat in continuare sub vid inalt timp de 1 ord si
s-a utilizat ca atare in etapa urmdtoare. Produsul brut a fost dizolvat in CH>Cl, (360 mL),
morfolind (3,4 g, 39 mmol) si triacetoxiborohidrurd de sodiu (7,2 g, 34 mmol) s-au adidugat la
amestec la 0°C. Apoi acid acetic glacial (0,47 g, 7,8 mmol) s-a addugat prin picurare la amestec.
Reactia a fost completd in 10 minute la 0°C. Solutie apoasd saturati de NaHCOs s-a adaugat
pentru a stinge reactia. Dupa agitare timp de 20 de minute, stratul organic s-a spélat cu solutie
salind, s-a uscat (Na;SO4) si s-a concentrat in vid. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe
silicagel pentru a se obtine produsul dorit amina 315 ca un solid galben (12 g, 50%). CL/SM =
924,63 (M*+1).

Compusul 4 poate fi preparat astfel cum este descris in Exemplul urmator.

Exemplul 4: Prepararea Compusului 4.

Chealcel ODH
separares coloanal de Hehid
. NH
! H—P-.
o H : \(0 I
P ‘ X ;‘ e‘k

Amestecul diastereomeric 414 s-a dizolvat in heptan si izopropanol (70%: 30%, 230 mg in
4,5 mL de amestec de solventi) si s-a supus separdrii pe coloand chirald in urmatoarele conditii:

Coloana: Chiralcel OD-H, 2 x 25 cm

Sistem de solventi: 70% heptan si 30% izopropanol

Debit: 6 ml./min.

Volum de incércare per experiment: 2,5 mL

Compusul 4 a avut un timp de retentie de 20 de minute. ‘H RMN (300 MHz, CDCls): & 8,00
(s, 1H), 7,1-7,3 (m, 5H), 6,83 (d, 1H), 6,71 (d, 1H), 6,09 (br s, 2H), 5,95 (s, 1H), 5,04 (m, 2H),
4,67 (q, 1H), 4,35-4,52 (m, 2H), 4,00 (m, 2H), 2,74 (m, 1H), 1,40 (d, 3H), 1,2-1,3 (12H), 0,98 (s,
3H). *'P RMN (121,4 MHz, CDCL): & 2,72 (s). Compusul 4 a fost ulterior recristalizat din
MTBE pentru cristale de calitate cu raze Roentgen.

Compusul 4a avut un timp de retentie de 50 min. 'H RMN (300 MHz, CDCl): 3 7,98 (s, 1H),
7,1-7,3 (m, 5H), 6,83 (d, 1H), 6,73 (d, 1H), 6,02 (br s, 2H), 5,95 (s, 1H), 5,08 (d, 1H), 5,00 (m,
1H), 4,68 (q, 1H), 4,38-4,56 (m, 2H), 3,98 (m, 2H), 2,74 (m, 1H), 1,40 (d, 3H), 1,2-1,3 (12H),
0,99 (s, 3H). *'P RMN (121,4 MHz, CDCl5): 6 2,61 (s).

Amestecul diastercomeric intermediar 414 a fost preparat dupd cum urmeaza.

a. Prepararea Compusului 402.
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401 402

La o solutie de compus 401 (22,0 g, 54,9 mmol, preparat in conformitate cu procedurile
descrise in J.O.C., 2004, 6257) in metanol (300 mL) s-a addugat prin picurare clorura de acetil
(22 mL) la 0°C folosind o palnie de picurare timp de o perioadd de 30 minute i apoi s-a agitat la
temperatura camerei timp de 16 ore. Amestecul s-a concentrat, redizolvat in acetat de etil (400
ml), s-a spdlat cu solutiec rece ca gheata de 2 N NaOH si s-a concentrat pand la uscare,
obtinandu-se eterul metilic brut 402 sub forma unui ulei. SM = 437,2 (M+Na*).

b.  Prepararea Compusului 403.

403
402

La o solutie de compus 402 in metanol (300 mL) s-a addugat solutie de 0,5 M metoxid de
sodiu in metanol (20 mL, 10 mmol) si s-a agitat timp de 16 ore la temperatura camerei. Reactia
s-a stins cu solutie de 4,0 N HCl in dioxan (2,5 mL, 10 mmol). Amestecul a fost apoi concentrat,
obtindndu-se compusul brut 403. SM = 201,0 (M+Na*).

C.  Prepararea Compusului 404.

BaCl, KOH
HG OH Tritron X-405
tokien
403 ADd

Un amestec de compus 403, Tritron X-405 (70% in apd, 6,0 g), 50% KOH (in apd, 85 g) in
toluen (500 mL) s-a incdlzit la reflux cu un captator Dean-Stark atagat. Dupd 1 ord de colectare
25 mL de apd, s-a addugat clorurd de benzil (33 g, 260 mmol) si a continuat la reflux cu agitare
timp de 16 ore. Amestecul s-a récit apoi si s-a separat Intre acetat de etil (400 mL) si apa (300
ml). Stratul organic s-a spélat cu apd (300 mL) si s-a concentrat. Reziduul s-a purificat prin
cromatografie in coloani pe silicagel (20% EtOAc/hexan), obtindndu-se eterul metilic 404 sub
forma unui ulei (22,0 g, 89% in trei etape). 'H RMN (300 MHz, CDCLs): 8 7,3 (m, 15H), 4,5-4,9
(m, 7H), 4,37 (m, 1H), 3,87 (d, 1H), 3,56 (m, 2H), 3,52 (s, 3H), 1,40 (s, 3H).

d. Prepararea Compusului 405.
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La o solutie de 404 (22,0 g, 49,0 mmol) in acid acetic (110 mL) s-a addugat 3 M acid sulfuric
(preparat prin amestecarea a 4,8 g de acid sulfuric concentrat cu 24 mL de apd) si s-a agitat la
70°C timp de 8 ore. Amestecul a fost concentrat la un volum de 20 mL si separat intre acetat de
etil si NaOH 2N rece ca gheata. Stratul de acetat de etil a fost concentrat si purificat prin
cromatografie in coloani pe silicagel (~35% EtOAc/hexan), obtinidnd compusul 405 sub forma
unui ulei (17,0 g, 80%). SM = 457,2 (M+Na*).

€. Prepararea Compusului 406.

O\ o,

O_\&OH DMSO, Ac,0 _\<_\E

- 5 o)
s

405 406

La o solutie de compus 405 (45 g, 104 mmol) in DMSO (135 mL) s-a addugat prin picurare
anhidridd aceticd (90 mL, 815 mmol) la temperatura camerei sub argon. Amestecul s-a agitat
timp de 16 ore la temperatura camerei si apoi s-a turnat in apa cu gheatd (1 L) sub agitare. Dupa
ce gheata s-a topit complet (30 minute), s-a addugat acetat de etil (500 mL). Stratul organic s-a
separat. Acest proces de extractic a fost repetat de trei ori (3x500 mL). Extractele organice au
fost combinate §i concentrate. Reziduul s-a purificat prin cromatografie In coloand pe silicagel
(20% EtOAc/hexan), obtindnd compusul 406 sub forma unui ulei (39 g, 88%). 'H RMN (300
MHz, DMSO-d¢): 6 7,3 (m, 15H), 4,4-4,8 (m, 7H), 4,08 (d, J=7,5 Hz, 1H), 3,75 (dd , J=2,4, 11,4
Hz, 1H), 3,64 (dd, J=5.4, 11,4 Hz, 1H), 1,51 (s, 3H).

f. Prepararea Compusului 407.

NH,

BuLi, TMSCI
Bn Bn THF

406 407
La un balon purjat cu argon cu fund rotund uscat (100 mL) s-au addugat 7-bromo-pirolo[2,1-
f1[1,2,4]triazin-4-ilamind (234 mg, 1,10 mmol) (preparatd conform [...] WO2007056170) si
THF anhidru (1,5 mL). TMSCI (276 pL, 2,2 mmol) s-a addugat apoi si amestecul de reactie s-a
agitat timp de 2 ore. Balonul a fost plasat intr-o baie de gheatd/acetond uscatd (-78°C) si BuLi
(2,5 mL, 4,0 mmol, 1,6 M in hexan) s-a adaugat prin picurare. Dupa 1 ord, o solutie de compus
406 (432,5 mg, 1,0 mmol) in THF s-a ricit la 0°C si apoi s-a addugat prin picurare la balonul de
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reactie. Dupd 1 ord de agitare la -78°C, balonul a fost incélzit la 0°C si solutie saturata de NH4Cl
(5 mL) s-a adaugat pentru a stinge reactia. Substantele organice au fost extrase utilizind EtOAc
(3 x 10 mL) si straturile organice combinate au fost uscate utilizind MgSO4. Solventul a fost
indepartat sub presiune redusd si materialul brut a fost purificat utilizand cromatografia rapida
(hexan/acetat de etil). 560 mg (90%) de compus 407 au fost izolate ca un amestec de doi
anomeri. CL/ SM= 567,2 (M+H"). 'H RMN (300 MHz, CDCL;): & 7,85 (m, 1H), 7,27 (m, 15H),
7,01 (m, 1H), 6,51 (m, 1H), 4,66 (m, 8H), 4,40 (m, 2H), 3,79 (m, 3H), 1,62 (s, 2'-CH; dintr-un
anomer), 1,18 (s, 2'-CHs din celédlalt anomer).
g. Prepararea Compusului 408.

DCM

407 408

La o solutie de compus 407 (1 g, 1,77 mmol) in CH,Cl, (20 mL) la 0°Cs-a addugat TMSCN
(1,4 mL, 10,5 mmol) si BF3-Et,O (1 mL, 8,1 mmol). Amestecul de reactie s-a agitat la 0°C timp
de 0,5 ord, apoi la temperatura camerei timp de incd 0,5 ord. Reactia s-a stins cu NaHCOj3 la 0°C
si s-a diluat cu CH3CO:Et. Faza organica s-a separat, s-a spélat cu solufie salind, s-a uscat pe
Na>SOs, s-a filtrat si s-a concentrat. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel, s-a
eluat cu CH3;COsEt-hexan (1:1 la 2:01), pentru a se¢ obtine compusul 408 (620 mg, 61%) ca un
amestec izomeric. SM = 576,1 (M+H").

h. Prepararea Compusului 409.

BCl3

DCM

409

La o solutie de compus 408 (150 mg, 0,26 mmol) in CH,Cl, (4 mL) la -78°C s-a adaugat
BCl; (2 mL, IM in CH»Cl»). Amestecul de reactie s-a agitat la -78°C timp de 1 ord. Reactia a
fost stinsd la -78°C adadugénd prin picurare TEA (2 mL) si MeOH (5 mL). Amestecul a fost lasat
s se incdlzeascd pand la temperatura camerei, evaporat si coevaporat cu MeOH de cateva ori.
Reziduul a fost tratat cu NaHCO; (1 g in 10 mL. de H,O), concentrat si purificat prin HPLC
pentru a se obtine produsul dorit compusul 409 (48 mg, 60%). 'H RMN (300 MHz, D,0): 5 7,74
(s, 1H), 6,76 (d, /=5 Hz, 1H), 6,73 (d, /=5 Hz, 1H), 4,1 (m, 1H), 3,9 (m, 1H), 3,8 (m, 2H), 0,84
(s, 3H). SM = 305,9 (M+H"). Alt alfa-anomer a fost de asemenea obtinut (9 mg, 11%): 'H RMN
(300 MHz, D;0O): 6 7,70 (s, 1H), 6,8 (d, /=5 Hz, 1H), 6,7 (d, J=5 Hz, 1H), 4,25 (d, /=9 Hz, 1H),
4,07 (m, 1H), 3,85 (m, 1H), 3,7 (m, 1H), 1,6 (s, 3H). SM = 306,1 (M+H").

1. Prepararea Compusului 412.

CI—SF?—CI >7O7//-\N H, HCl }ng/i

|
o)
O 411
/‘\\/ TEA / CH»Cls

410 412

ey

i
N—R =0l
0
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Compusul 410 (disponibil comercial, 4,99 g, 23,8 mmol) a fost dizolvat in diclormetan (100
mL) si s-a adaugat hidroclorurd a esterului izopropilic al alaninei 411 (3,98 g, 23,8 mmol).
Solutia limpede rezultatd a fost ricitd la -78°C timp de 30 min. Trietilamind (6,63 mL, 47,5
mmol) s-a addugat prin picurare peste 15 minute. Amestecul a fost apoi ldsat si se incdlzeasca la
temperatura camerei. Dupd 16 ore, solventul a fost Indepartat prin curent de argon. Reziduul a
fost redizolvat in MTBE (25 mL) si substanta insolubild a fost indepartata prin filtrare sub argon.
Filtratul a fost condensat prin curent de argon si produsul brut 412 a fost utilizat in reactia
urmétoare fird purificare suplimentard. 'H RMN (300 MHz, CDCls): 7,1-7,4 (m, 5H), 5,1 (m,
1H), 4,35 (m, 1H), 4,15 (m, 1H), 1,5 (d, 3H), 1,2 (m, 6H). *'P RMN (121,4 MHz, CDCls): 5 7,8
si 8,4 (2s).

J- Prepararea Compusului 413.

Compusul 412

MM/ PO{OMe )
THF

La o solutie de compus 409 (1,03 g, 3,37 mmol) in trimetilfosfat (2,0 mL) si THF (20 mL) s-
a adaugat N-metil imidazol (1,5 g, 18,3 mmol) la 0°C. O solutie de compus 412 (2,5 g, 8,18
mmol) in THF (3 mL) s-a adaugat prin picurare. Amestecul rezultat s-a lasat sd se incédlzeasca la
temperatura camerei timp de 1,5 ore. Amestecul a fost Impartit intre acetat de etil si apa. Stratul
de acetatde etil a fost concentrat si reziduul a fost purificat prin cromatografie pe silicagel (acetat
de etil pana la 10% ectanol/acetat de etil), obtinandu-se 1,15 g (59%) de compus 413 ca amestec
diastereoizomeric 1:1 la fosfor. 'H RMN (300 MHz, CDCL): & 8,02 (s, 1H), 7,1-7,4 (m, 5H), 6,8
(2d, 1H), 6,7 (2d, 1H), 6,08 (br s, 2H), 5,03 (m, 1H), 4,6 (m, 1H), 4,4 (m, 2H), 3,9-4,1 (m, 3H),
1,31 (d, 3H), 1,2 (m, 6H), 0,83 (s, 3H). 3'P RMN (121,4 MHz, CDCl): 6 2,78 (s). SM = 575,1
(M+H™).

k. Prepararea Compusului 414.

La o solutie de compus 413 (175 mg, 0,305 mmol) In acetonitril (2 mL) s-a addugat dimetil
acetal al N,N-dimetilformamidei (41 pL, 0,34 mmol, 1,1 echiv.) si s-a agitat la temperatura
camerei timp de | ord. Reactia a fost completd (prin LCMS). Amestecul a fost apoi concentrat
pana la uscare. La reziduu s-a addugat DCC (250 mg, 1,21 mmol, 4 echiv.), acetonitril (5 mL) si
acid izobutiric (55 mg, 58 pL, 2 echiv.). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 48
ore. Apd (0,2 mL) si acid trifluoracetic (0,1 mL) s-au addugat la 0°C si s-au agitat la temperatura
camerei timp de 64 ore. Bicarbonat de sodiu (500 mg) s-a addugat la 0°C. Amestecul s-a agitat la
temperatura camerei timp de 0,5 ord si s-a filtrat. Filtratul s-a concentrat si reziduul s-a purificat
prin cromatografie in coloand pe silicagel (5% metanol/diclormetan), ob{indndu-se 144 mg
(73%) de compus 414 ca amestec diastereoizomeric 1:1 la fosfor. 'H RMN (300 MHz CDCl): &
8,00 (s, 1H), 7,1-7,4 (m, SH), 6,83 (d, 1H), 6,71 (2d, 1H), 5,97 (br s, 2H), 5,94 (d, 1H), 5,07 (2d,
1H), 5,01 (m, 1H), 4,68 (m, 1H), 4,4 (m, 2H), 4,0 (m, 2H), 2,74 (m, 1H), 1,4 (2d, 3H), 1,2-1,3
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(12H), 0,98 si 0,99 (2s, 3H). *'P RMN (121,4 MHz, CDCL): 3 2,56 si 2,65 (2s). SM = 645,1
(M+H").

Compusul 5 poate fi preparat astfel cum este descris in Exemplul urmator.

Exemplul 5: Prepararea 5: Acid 5-(3,3-dimetilbut-1-in-1-il)-3-[(cis-4-hidroxi-4-{[(3S)-
tetrahidrofuran-3-iloxi]metil } ciclohexil) { [(1R)-4-metilciclohex-3-en-1-il]carbonil }amino]tiofen-
2-carboxylic 5.

&Lﬂ Do 2 (O,

O 508 5

Ester metilic al acidului 15-(3,3-dimetil-but- 1-inil)-3-[((1R)-4-metil-ciclohex-3-enecarbonil )-
(1-oxa-spiro[2.5]oct-6-11)-amino]-tiofen-2-carboxilic 508 (132 mg, 0,28 mmol) si (S)-tetrahidro-
furan-3-ol 509 (247 mg, 2,8 mmol) in 1-metil-pirolidin-2-ond (3 mL) au fost tratati cu tert-
butoxid de potasiu (251 mg, 2,24 mmol), sigilat la incélzire la 40°C timp de 16 ore. Dupa racire,
amestecul s-a tratat cu HC1 2 M péand la pH 3, impdrtit intre acetat de etil i apd si s-a separat.
Stratul organic s-a spdlat cu solutie de 5% de clorura de litiu, apd, solutie salind si s-a uscat pe
sulfat de sodiu. Dupd filtrare si concentrare reziduul s-a purificat prin HPLC cu CH;CN (0,1%
TFA)/H,0O (0,1% TFA) pentru a se obsine 107 mg (70% randament) de compus 5 sub forma de
pulbere de culoare alba: SM (m/z): 544,0 [M+H]*; Timp de retentic HPLC 4,22 min (2-98%
acetonitril: apa cu 0,05% acid trifluoracetic).

Compusul intermediar 508 a fost preparat dupé cum urmeaza.

o
o Ticl _LioH
Lol - ol
501

a. Prepararea Compusului 502.

(8)-3-hidroxi-4,4-dimetildihidrofuran-2(3H)-ond (2,60 g, 20 mmol) si diizopropiletilamind
(5,2 mL, 30 mmol) in diclormetan (25 mL) a fost racitd la -10°C si tratatd prin picurare cu
clorurd de acriloil (2,03 mL, 25 mmol) si s-a agitat timp de 2 ore. HCl 1M (20 mL) s-a adaugat si
stratul organic s-a spdlat cu bicarbonat de sodiu si apd. Stratul organic s-a uscat pe sulfat de
sodiu, s-a filtrat §i s-a concentrat. Cromatografia rapida (10-40% EtOAc, hexan) a dat 2,09 g
(57% randament) de (S)-4,4-dimetil-2-oxotetrahidrofuran-3-il acrilat dorit 501 sub forma unui
ulei limpede.

(8)-4,4-dimetil-2-oxotetrahidrofuran-3- il acrilat 501 (2,05 g, 11,1 mmol) in diclormetan
(17,5 mL) si hexan (2,5 mL) a fost ricitd la -10°C si s-a tratat cu tetraclorura de titan (2,2 mL, 1
M in diclormetan, 2,2 mmol). Solutia galbend s-a agitat timp de 15 min si s-a tratat cu izopren
(1,67 mL, 16,7 mmol) prin picurare timp de 5 minute. Dupd agitare timp de 2 ore, s-a addugat o
portie suplimentard de izopren (1,67 mL, 16,7 mmol) si amestecul de reactie s-a agitat la -10
pana la 0°C timp de 3,5 ore. Amestecul de reactie a fost stins cu clorurd de amoniu (solutie
apoasd saturatd). Apa si acetat de etil: hexani (1:1) s-au addugat. Stratul organic s-a separat si
stratul apos s-a extras din nou cu acetat de etil:hexani (1:1). Straturile organice combinate s-au
uscat pe sulfat de sodiu, s-au filtrat si s-au concentrat. Reziduul s-a purificat prin cromatografie
rapidd (10-50% EtOAc:Hex, 80 g coloand) pentru a se obtine 1,30 g (46% randament) de (R)-
((S)-4,4-dimetil-2-oxotetrahidrofuran-3-il) 4-metilciclohex-3-enecarboxilatul 502 ca un ulei
limpede.

b. Prepararea Compusului 503.

(R)-((S)-4,4-dimetil-2-oxotetrahidrofuran-3-i1) 4-metilciclohex-3-enecarboxilat 502 (1,30 g,
5,15 mmol) in THF (10 mL), apa (1 mL) si metanol (1 mL) s-au tratat cu hidroxid monohidrat de
litiu (2,16 g, 51,5 mmol) si s-au incilzit la 50°C cu agitare. Dupd o ord, amestecul de reactic s-a
tratat cu HCL 1M. Amestecul s-a extras cu hexani: THF (10:1), s-a uscat pe sulfat de sodiu, s-a
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filtrat §i s-a concentrat pana la 0,738 g (randament cantitativ) de acid (R)-4-metilciclohex-3-
encarboxilic 503 ca o pulbere alba.
C. Prepararea Compusului 504.

O%-OH Ox-Cl

503 504

Acid (R)-4-metilciclohex-3-encarboxilic 503 (371 mg, 2,65 mmol) s-a uscat azeotropic prin
evaporare din toluen, s-a tratat cu fosfat de potasiu tribazic (1,13 g, 7,94 mmol), s-a suspendat in
diclormetan (7,6 mL) si s-a tratat cu dimetilformamida (4 picaturi). Amestecul de reactie s-a racit
la 0°C si s-a tratat prin picurare cu clorurd de oxalil (0,75 mL, 7,9 mmol). Amestecul de reactie
s-a lasat sd se incdlzeascd la temperatura ambiantd sub agitare timp de 2 ore. Dupa filtrarea
solidelor, solutia a fost concentratd, tratatd cu hexani si concentratd din nou pentru a se obtine
clorura de (R)-4-metilciclohex-3-encarbonil 504 ca un ulei galben-deschis care a fost folosit
imediat in etapa urmatoare.

d. Prepararea Compusului 506.

05 Cl "™ g O s O
\ OMe —» L 4 OMe

' HN—O(O] O <N‘<:><O]

') O
504 505 O 506

Clorura de (R)-4-metilciclohex-3-encarbonil 504 (2,65 mmol), ester metilic al acidului 5-
(3,3-dimetil-but- 1-inil)-3-(1,4-dioxa-spiro[4.5]dec-8-1lamino)-tiofen-2-carboxilic 505 (250 mg,
0,66 mmol) si fosfat de potasiu tribazic (562 mg, 2,65 mmol) au fost suspendate in dicloretan
(1,7 mL), sigilate cu un capac si Incalzite la 90°C. Dupa 16 ore, amestecul de reactie s-a récit si
s-a repartizat intre acetat de etil si apd. Stratul organic s-a separat, iar stratul apos s-a extras din
nou cu acetat de etil. Straturile organice combinate s-au uscat pe sulfat de sodiu, s-au filtrat si s-
au concentrat. Cromatografia rapidd (10-40% EtOAc:hexani) a dat 220 mg (67% randament) de
ester metilic al acidului 5-(3,3-dimetil-but-1-inil)-3-[(1,4-dioxa-spiro[4.5]dec-8-11)-((1R)-4-
metil-ciclohex-3-encarbonil)-amino]-tiofen-2-carboxilic 506 dorit sub forma de spuma be;j.

e. Prepararea Compusului 507.

s, @2 s O
L/~ "OMe \ /7 OMe

0]
—_—
SO O
0]
506 507

Esterul metilic al acidului 5-(3,3-dimetil-but-1-inil)-3-[(1,4-dioxa-spiro[4.5]dec-8-i1)-((1R)-
4-metil-ciclohex-3-encarbonil)-amino]-tiofen-2-carboxilic 506 (219 mg, 0,438 mmol) a fost
dizolvat in THF (3,5 mL) si tratat cu HC1 4M (1,75 mL, 7,01 mmol). Amestecul de reactie s-a
incélit la 45°C si s-a agitat timp de 2 ore. Acetat de etil s-a addugat si stratul organic s-a separat,
apoi s-a spélat cu apd, bicarbonat de sodiu (solutie apoasd saturatd), apd si solutie salind. Stratul
organic s-a uscat pe sulfat de sodiu, s-a filtrat §i s-a concentrat pana la 0,190 g (95% randament)
de Ester metilic al acidului 5-(3,3-dimetil-but-1-inil)-3-[((1R)-4-metil-ciclohex-3-encarbonil)-(4-
oxo-ciclohexil)-amino]-tiofen-2-carboxilic 507 dorit sub forma de spuma alba.

f. Prepararea Compusului 508.
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Clorura de trimetilsulfoxoniu (79 mg, 0,62 mmol ) In DMSO (1,5 mL) s-a tratat cu hidrurd de
sodiu (21 mg, 60% dispersie in ulei, 0,53 mmol) si s-a agitat la temperatura ambiantd timp de 10
minute. Ester metilic al acidului 5-(3,3-dimetil-but-1-inil)-3-[((1R)-4-metil-ciclohex-3-
encarbonil)-(4-oxo-ciclohexil)-amino]-tiofen-2-carboxilic 507 in THF (1 mL + 0,5 mL) s-a
addugat In picaturi si amestecul de reactie s-a agitat timp de 45 min. Solutia portocalie s-a tratat
cu acid citric 5% péana la pH 3 si s-a impartit Intre apa si acetat de etil. Stratul organic s-a separat,
1ar stratul apos s-a extras din nou cu acetat de etil. Substantele organice combinate au fost spalate
cu 5% LiCl, apa si solutie salind si uscate pe sulfat de sodiu. Dupd filtrare ssi concentrare,
reziduul s-a purificat prin cromatografie rapida (20-75% EtOAc:hexani) pentru a se obtine 0,134
g (70% randament) de Ester metilic al acidului 5-(3,3-dimetil-but-1-inil)-3-[((1R)-4-metil-
ciclohex-3-encarbonil)-(1-oxa-spiro[2.5]oct-6-il)-amino]-tiofen-2-carboxilic 508 ca o pulbere
alba.

Compusul 6 poate fi preparat folosind metode de sinteza si intermediari, cum ar fi cei descrisi
i US 2010310512 A1 2010.12.09. Compusul 6 poate, de asemenea, fi preparat astfel cum este
descris In Exemplul urmator.

Exemplul 6: Prepararea esterului metilic al acidului (1-{3-[6-(9,9-difluoro-7-{2-[5-(2-
metoxicarbonilamino-3-metil-butiril)-5-aza-spiro[ 2.4 ]hept-6-il]-3H-imidazol-4-il } -9H-fluoren-2-
i)-1H-benzoimidazol-2-il]-2-aza-biciclo[2.2.1]heptan-2-carbonil } -2-metil-propil )-carbamic 6.

1. HOI Dloxan £ DO

. HATH. DIEA DNE m .-i?;‘n: EF
- il | \ = )
j B IL“ B c_‘i

I;{%/; m_{?x /——{/ \)__( \;s,,
6 \T’

Esterul tert-butilic al acidului 3-[6-(9,9-difluoro-7-{2-[5-(2-metoxicarbonilamino-3- metll-
butiril)-5-aza-spiro[2.4 hept-6-i1]-3H-imidazol-4-il } -9H-fluoren-2-il)-1H-benzoimidazol-2-il]-2-
aza-biciclo[2.2.1]heptan-2-carboxilic 614 (115 mg, 0,138 mmol) a fost dizolvat in clorurd de
metilen (2 mL) si HCI in dioxan (4M, 2 mL) si agitarea la temperatura camerei a fost continuata.
Dupa 20 de minute, toate substantele volatile s-au indepartat in vid. Materialul brut a fost utilizat
in etapa urmdtoare fard purificare suplimentard. Materialul brut a fost dizolvat in DMF (1,5 mL)
si s-a addugat DIEA (53,4 mg, 0,414 mmol). S-a addugat o solutie de acid (L)-3-
metoxicarbonilamino-metil-butiric 611 (24,2 mg, 0,138 mmol), HATU (52,4 mg, 0,138 mmol) si
DIEA (17,8 mg, 0,138 mmol) in DMF (1 mL). Reactia a fost agitatd la temperatura camerei.
Dupa 20 minute, reactia a fost diluatd cu EtOAc si spdlatd cu solutic apoasd de bicarbonat,
solutie apoasd de LiCl (5%), solutie salind si uscatd pe sulfat de sodiu. Filtrarea si Indepartarea
solventilor in vid a dat produsul brut, care a fost purificat prin RP-HPLC (eluent: apa / MeCN m
/ 0,1% TFA) pentru a s¢ obtine compusul 6 (76 mg). LCMS-IEP*: calculati pentru
C1oHs4F2NsOg: 888,9 (M™); Depistatd: 890,0 (M+H"). 'H-RMN: 300 MHz, (DMSO-ds) 5: 8,20-
7,99 (m, 8H), 7,73 (s, 2H), 7,37-7,27 (m, 2H), 5,25 (dd, J=7,2 Hz, 1H), 4,78 (s, 1H), 4,54 (s,
1H), 4,16 (m, 1H), 4,02 (m, 1H), 3,87 (m, 1H), 3,74 (m, 1H), 3,55 (s, 3H), 3,53 (s, 3H), 2,75 (m,
1H), 2,25 (m, 2H), 2,09-2,04 (m, 2H), 1,88-1,79 (m, 2H), 1,54 (m, 1H), 0,94-0,77 (m, 15H), 0,63
(m, 4H) ppm. F-RMN: 282 MHz, (DMSO-de) : -109,1 ppm [-74,8 ppm TFA].

Compusul intermediar 614 a fost preparat dupd cum urmeaza.
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a. Prepararea compusului ester 1-benzilic 2-metilic al acidului 4-metilen-pirolidin-1,2-
dicarboxilic 602.

Esterul 1-tert-butilic al acidului 4-metilen-pirolidin-1,2-dicarboxilic 601 (10,0 g, 44 mmol)
s-a dizolvat in MeOH (75 mL) la temperatura camerei si s-a adaugat HC1 (4M in dioxan, 75 mL).
Agitarea la temperatura camerei a fost continuatd timp de 4 ore. Toate substantele volatile au fost
indepartate sub vid si s-a obtinut un solid de culoare bej. Materialul brut a fost suspendat in
clorurd de metilen (100 mL) si s-a addugat N-metil morfolina (13,3 g, 132 mmol). Amestecul s-a
racit la 0°C si s-a addugat cloroformiat de benzil (8,26 g, 48,4 mmol) sub agitare. Dupd 30
minute, reactia a fost incdlzitd la temperatura camerei si solutia a fost spalatd cu apd si solutie
apoasa de acid clorhidric (1M). Solutia a fost uscata pe sulfat de sodiu. Filtrarca si evaporarea
solventilor a dat produsul brut, care s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (eluant:
EtOAc/hexani) pentru a se obtine compusul 602 (10,2 g). LCMS-IEP*: calculatd pentru
CisH17NOy: 275,3 (M™*); Depistatad: 276,4 (M+H*).

b. Prepararea unui amestec de Compusi 603 si 604,

Un balon cu 3 gaturi cu fund rotund uscat in cuptor a fost dotat cu un adaptor de admisie a
azotului si o palnie de aditie de 250 mL. Al treilea gt a fost sigilat cu un sept. Balonul a fost
incércat cu o baghetd de amestecare, diclormetan (120 mL) si dietil zinc (1,0 M in hexan, 118
mL, 118 mmol), apoi récit la 0°C intr-o baie de gheatd. Palnia de adifie a fost incércatd cu
diclormetan (40 mL) si acid trifluoracetic (9,1 mL, 118 mmol). Dupa ce solutia de dietil zinc s-a
racit la 0°C (aproximativ 25 minute), solutie de acid trifluoracetic s-a addugat prin picurare timp
de 20 min la amestecul de reactie agitat. Dupa agitare pentru Inca 20 min la 0°C, diiodmetan (9,5
ml, 118 mmol) s-a addugat Incet timp de 4 minute. Dupa Incd 20 min, ester 1-benzilic 2-metilic
al acidului 4-metilen-pirolidin-1,2-dicarboxilic 602 (8,10 g, 29,4 mmol) s-a addugat in 30 mL de
diclormetan prin canuld. Balonul care contine esterul 1-benzilic 2-metilic al acidului 4-metilen-
pirolidin-1,2-dicarboxilic a fost apoi clatit cu inca 10 mL de diclormetan si aceastd solutie a fost
transferatd la amestecul de reactie prin canuld. Amestecul de reactie s-a lasat sa se incdlzeascd la
temperatura camerei §i s-a agitat timp de 110 ore (aproximativ 5 zile), dupa care reactivii au fost
stingi cu solutie saturatd de clorurd de amoniu (~150 mL). Continutul balonului s-a turnat lent
intr-o palnie de separare de 2 L contindnd bicarbonat de sodiu apos saturat (800 mL). Faza
apoasd s-a extras de trei ori cu 300 mL de acetat de etil. Amestecul organic a fost uscat pe sulfat
de magneziu si concentrat pentru a da un amestec de Compusi 603 si 604.

C. Prepararea Compusului 603.

Materialul brut din sub-partea b s-a dizolvat in 3:1:1 THF/apa/acetond (165 mL), apoi s-a
tratat cu N-metilmorfolin-N-oxid (3,45 g, 29,4 mmol) si tetroxid de osmiu (4% de masa n apd, 5
mL, 0,818 mmol). Dupd agitare la temperatura camerei timp de 7 ore, reactivii au fost stinsi cu
tiosulfat de sodiu 1M (~100 mL). Continutul balonului s-a turnat apoi intr-o palnie de separare
de 1 L contindnd apa (~300 mL). Faza apoasd s-a extras de trei ori cu 300 mL de diclormetan.
Amestecul organic s-a uscat pe sulfat de magneziu si s-a concentrat. Reziduul brut s-a purificat
prin cromatografie in coloand pe silice (5% péana la 45% EtOAc/hexan) pentru a se obtine esterul
5-benzilic 6-metilic al acidului 5-aza-spiro[2.4]heptan-5,6-dicarboxilic 603 sub forma de ulei
limpede (5,54g, 19,15 mmol, 65%). 'H RMN (CDCls) 6 7,36-7,29 (m, 5H), 5,21-5,04 (m, 2H),
4,56-4,47 (m, 1H), 3,75 (s, 1,5 H), 3,60 (m, 1,5 H), 3,51-3,37 (m, 2H), 2,32-2,25 (m, 1H), 1,87-
1,80 (m, 1H), 0,64 — 0,51 (m, 4H).

d. Prepararea esterului 5-benzilic al acidului 5-aza-spiro[2.4 Jheptan-5,6-icarboxilic 606.
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Esterul 5- benzilic 6-metilic al acidului 5-aza-spiro[2.4]heptan-5,6-dicarboxilic 603 (244 mg,
0,840 mmol) s-a dizolvat in THF (2,0 mL) / MeOH (1,5 mL). O solutie apoasd de LiOH (35,5
mg, 0,84 mmol) s-a addugat si agitarea la temperatura camerei a fost continuati. Dupd 3 ore,
reactia a fost neutralizata cu solutie apoasd de HCI (1M) si solventii organici s-au indepartat in
vid. Amestecul brut s-a diluat cu apd si acetat de etil §i s-a colectat stratul organic. Toate
substantele volatile au fost indepartate in vid si acidul brut 606 a fost utilizat fard purificare
suplimentard. LCMS-IEP"*: calculatd pentru C15H17NO4 2753 (M*); Deplstata 276,3 (M+H+)
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€. Prepararea unei 2,7-Dibromo-9,9-difluoro-9H-fluorene 608.

2,7-Dibromo-fluoren-9-ond 607 (4,0 g, 11,8 mmol) s-a suspendat in deoxofluor (12 mL) la
temperatura camerel §i s-a addugat EtOH (4 picaturi). Suspensia agitatd a fost incélzita la T =
90°C timp de 24 ore (ATENTIE: Utilizarea deoxofluorului la temperaturi ridicate, astfel cum
este descris mai sus, este avertizatd deoarece pot aparea exoterme rapide si violente). Reactia s-a
racit la temperatura camerei si s-s turnat pe gheatd contindnd bicarbonat de sodiu. S-a format un
solid care s-a colectat prin filtrare. Materialul brut s-a preluat in acetat de etil si s-a spélat cu
solutie apoasd de HCt (1M) si solutie salind. Solutia a fost uscata pe sulfat de sodiu. Filtrarea si
evaporarea solventilor a dat produs brut, care s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (eluant:
EtOAc/hexani) pentru a se obtine 608 (3,2 g). YF-RMN: 282 MHz, (DMSO-ds) 6: -111,6 ppm.
Inainte de a utiliza materialul in etapa urmadtoare, acesta a fost expus ca o solutic in EtOAc la
carbune.

f. Prepararea  esterului  6-[2-(7-bromo-9,9-difluoro-9H-fluoren-2-il)-2-oxo-etil] ~ 5-
benzilic al acidului 5-Aza-spiro[2.4]heptan-5,6-dicarboxilic 609.

3 NChe: 4oiclugropll ¢ Maﬁiﬁ,
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2,7-Dibromo-9,9-difluoro-9H-fluorend 608 (372 mg, 1,04 mmol), Pd (PPhs). (30,0 mg, 0,026
mmol), PdCI>(PPhs), (18,2 mg, 0,026 mmol), As(PPhs); (5,0 mg) s-au dizolvat in dioxan (10
mlL) in atmosferd de argon. S-a addugat etoxiviniltributilstaniu (376,4 mg, 1,04 mmol).
Amestecul s-a incdlzit pentru 140 minute la 85°C (baie de ulei). Reactia a fost rdcitd la
temperatura camerei. S-a addugat N-bromosuccinimida (177 mg, 1,0 mmol), urmatd de apd (2
mL). Reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 3 ore, dupd care majoritatea dioxanului a
fost indepartat in vid. Amestecul de reactie brut a fost diluat cu acetat de etil si spélat cu apa.
Toate substantele volatile s-au indepartat In vid. S-a addugat toluen si toate substantele volatile s-
au indepartat in vid pentru a doua oard. Materialul brut s-a izolvat in DMF / MeCN (2 mL, 1:1)
la temperatura camerei. O solutie de N-Cbz-4-ciclopropil (L) prolind 606 (0,84 mmol) si DIEA
(268 mg, 2,08 mmol) in MeCN (2 mL) s-a addugat si agitarea la temperatura camerei a fost
continuata. Dupd 14 ore, cea mai mare parte de MeCN a fost indepartata in vid si amestecul de
reactie brut a fost diluat cu acetat de etil. Amestecul s-a spdlat cu solutie apoasd de HC1 (1M),
solutie apoasd de clorurd de litiu (5%), solutie salind si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Filtrarea si
evaporarea solventilor au dat produsul brut de reactie, care a fost purificat prin cromatografie pe
silicagel (eluant: EtOAc / hexani) pentru a se ob{ine compusul 609 (176 mg). LCMS-IEP*:
calculatd pentru CsoHauBrFoNOs: 596,4 (M™*); Depistatd: 595,2 / 597,2 (M+H*).

Prepararea esterului benzilic al acidului 6-[5-(7-Bromo-9,9-difluoro-9H-fluoren-2-il)-
1H-imidazol-2-il]-5-aza-spiro[2.4]heptan-5-carboxilic 610.

Esterul 6-[2-(7-bromo-9,9-difluoro-9H-fluoren-2-il)-2-oxo-etil] 5- benzilic al acidului 5-aza-
spiro[2.4]heptan-5,6-dicarboxilic 609 (172 mg, 0,293 mmol ) s-a dizolvat in m-xilen (6,0 mL).
Acetat de amoniu (226 mg, 2,93 mmol ) s-a addugat si reactia s-a agitat la 140°C timp de 60
minute in conditii de microunde. Reactia s-a récit la temperatura camerei si substantele volatile
s-au Indepartat in vid. Materialul brut s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (eluant: EtOAc
/ hexan) pentru a da compusul 610 (80,3 mg). LCMS-IEP": calculatd pentru CsoH24BrFaN3Oa:
576,4 (M™); Depistatd: 575,2/577,2 (M+H").

h. Prepararea esterului metilic al acidului (1-{6-[5-(7-Bromo-9,9-difluoro-9H-fluoren-2-
i)-1H-imidazol-2-il]-5-aza-spiro[ 2.4 [heptan-5-carbonil } -2-metil-propil)-carbamic 612.

Esterul benzilic al acidului 6-[5-(7-bromo-9,9-difluoro-9H-fluoren-2-il)- 1 H-imidazol-2-il]-5-
aza-spiro[2.4]heptan-5-carboxilic 610 (800 mg, 1,38 mmol) s-a dizolvat in clorurd de metilen (15
mL) si s-a addugat HBr in AcOH (37%, 2 mlL) si agitarea la temperatura camerei a fost
continuatd. Dupd 180 minute, suspensia s-a diluat cu hexani si solidul s-a colectat prin filtrare si
s-a spdlat cu hexan si s-a supus la vid. Materialul brut a fost utilizat in etapa urmaétoare fard
purificare suplimentard. Materialul brut a fost dizolvat in DMF (4,0 mL) si DIEA (356 mg, 2,76
mmol). O solutic de acid 2-(LL)-metoxicarbonilamino-3-metil-butiric 611 (242 mg, 1,38 mmol),
HATU (524 mg, 1,38 mmol) si DIEA (178 mg, 1,38 mmol) in DMF (1 mL) s-a addugat. Reactia
s-a agitat la temperatura camerei. Dupd 50 de minute, reactia s-a diluat cu EtOAc si s-a spélat cu
solutie apoasi de bicarbonat, solutic apoasa de clorurd de litiu (5%), solutie salind si s-a uscat pe
sulfat de sodiu. Filtrarea si indepértarea solventilor in vid a dat produsul brut, care a fost purificat
prin cromatografie pe silicagel (eluant: EtOAc / hexan) pentru a da compusul putin impur 612
(878 mg). LCMS-IEP*: calculatd pentru CaoHaoBrFaN4Os: 599,5 (M*); Depistata: 598,5 / 600,5
(M+H™).

L Prepararea  esterului tert-butilic al acidului  3-[6-(9,9-Difluoro-7-{2-[5-(2-
metoxicarbonilamino-3-metil-butiril)-5-aza-spiro[ 2.4 ]hept-6-il]-3H-imidazol-4-il } -9H-fluoren-2-
i1)-1H-benzoimidazol-2-il]-2-aza-biciclo[2.2.1 Theptan-2-carboxilic 614.

Esterul metilic al acidului (1-{6-[5-(7-Bromo-9,9-difluoro-9H-fluoren-2-il)-1H-imidazol-2-
il]-5-aza-spiro[2.4Jheptan-5-carbonil } -2-metil-propil)-carbamic 612 (840 mg, 1,4 mmol), esterul
tert-butilic al acidulmi 3-[6-(4,4,5,5-Tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)- 1 H-benzoimidazol-2-
il]-2-aza-biciclo[2.2.1]heptan-2-carboxilic 613 (615 mg, 1,4 mmol), Pd(PPhs). (161 mg, 0,14
mmol), KoCOs; (579 mg, 4,2 mmol) s-au dizolvat in DME (15 mL) / apd (3 mL) 1n atmosferd de
argon. Amestecul s-a incdlzit timp de 120 de minute la 85-90°C (baie de ulei). Dupd 120 minute
ester boronat suplimentar (61 mg, 0,14 mmol) s-a addugat si Incélzirea a fost continuatd. Dupa 3
ore, reactia a fost racitd la temperatura camerei. Cea mai mare parte din DME a fost indepértata
in vid si amestecul de reactie brut a fost diluat cu acetat de etil. Amestecul s-a spélat cu solutie
salind §i s-a uscat pe sulfat de sodiu. Filtrarca ssi evaporarea solventilor au dat produsul brut de
reactie, care a fost purificat prin cromatografie pe silicagel (eluant: EtOAc / hexan) pentru a se
obtine compusul 614 (878 mg). LCMS-IEP*: calculatd pentru Cs47Hs1F2N7Os: 831,9 (M*);
Depistata: 832,7 (M+H").

Compusul intermediar 613 poate fi preparat dupd cum urmeaza.
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J- Prepararea esterului tert-butilic al acidului 3-(2-Amino-4-bromo-fenilcarbamoil)-2-

aza-biciclo[2.2.1]heptan-2-carboxilic 617.

La o solutie de ester 2-tert-butilic al acidului 2-aza-biciclo[2.2.1Theptan-2,3-dicarboxilic 616
(0,327 g, 1,36 mmol, 1 echiv.), 4-bromo-benzen-1,2-diamind 615 (0,507 g, 2,71 mmol, 2 echiv.)
si 4-metilmorfolind (0,299 mlL, 2 echiv.) in 10 mLL DMF s-a adaugat HATU (0,543¢g, 1,05
echiv.). Amestecul de reactic s-a agitat la temperatura camerei timp de 1 ord, apoi concentrat.
Amestecul de reactie a fost diluat cu acetat de etil si spalat cu solutie apoasd de NaHCO; diluat s1
solutie salind. Stratul organic a fost concentrat si purificat prin cromatografie rapidd incoloana
(silicagel, 20 pand la 80% acetat de etil/hexan) pentru a da un amestec de regioizomer esterul
tert-butilic al acidului  3-(2-Amino-4-bromo-fenilcarbamoil)-2-aza-biciclo[2.2.1]heptan-2-
carboxilic 617.

k. Prepararea esterului tert-butilic al acidului 3-(6-Bromo-1H-benzoimidazol-2-il)-2-aza-
biciclo[2.2.1Theptan-2-carboxilic 618.

Amestecul de mai sus de regioizomer ester terf-butilic al acidului 3-(2-Amino-4-bromo-
fenilcarbamoil)-2-aza-biciclo[2.2.1]heptan-2-carboxilic 617 a fost dizolvat in etanol si incélzit la
130°C intr-un tub sigilat peste noapte si Incélzirea a continuat la 170°C timp de 3 zile. CL- S Ma
ardtat produsul dorit si produsul descompus Boc (aproximativ 1:1). Amestecul a fost concentrat
si dizolvat in HCI. Bicarbonat di-tert-butilic (0,6 echiv.) s-a addugat si reacsia s-a agitat peste
noapte la temperatura camerei. Amestecul de reactie a fost concentrat si purificat prin
cromatografie rapidd incoloand (silicagel, 20 pand la 80% acetat de etil/hexan) pentru a da
esterul tert-butilic al acidului 3-(6-Bromo-1H-benzoimidazol-2-il)-2-aza-biciclo[2.2.1Theptan-2-
carboxilic 618 (0,383 g, 72%) sub forma unei spume portocalii.

L. Prepararea Compusului 613.

Un amestec de ester tert-butilic al acidului 3-(6-Bromo-1H-benzoimidazol-2-il)-2-aza-
biciclo[2.2.1Theptan-2-carboxilic 618 (264 mg, 0,673 mmol), ester dipinocal al acidului benzen-
1,4-diboronic (5 echiv., 3,36 g, 6,95 mmol), tetrakis(trifenilfosfin)paladiu (5%, 39 mg) si solutie
apoasa de carbonat de potasiu 2M (3 echiv., 1,01 mL) in 5 mL de DME a fost incalzit la 90°C
sub Ar timp de 4 ore. Amestecul de reactie a fost réacit si diluat in acetat de etil si spélat cu
solutie saturatd de bicarbonat de sodiu. Stratul organic s-a uscat (MgSQOy), concentrat si purificat
prin cromatografie In coloand (silicagel, 20 pana la 60% acetat de etil/hexan) pentru a da esterul
tert-butilic al acidului 3-{6-[4-(4,4,5,5-Tetrametil-[ 1,3,2]dioxaborolan-2-il)-fenil]-1H-
benzoimidazol-2-i1}-2-aza-biciclo[2.2.1]heptan-2-carboxilic 613 (295 mg, 85% randament).
LCMS-IEP: calculata pentru C3oH3sBN3O4: 515,45; Depistatd: 516,1 (M+H*).

Compusul 7 poate fi preparat folosind metode de sinteza si intermediari, cum ar fi cei descrisi
in brevetul US 7429572 B2 2008.09.30. Compusul 7 poate fi, de asemenea, preparat astfel cum
este descris in Exemplul urmator.

Exemplul 7: Prepararea Compusului 7.

0O
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La o suspensie racitd cu gheatd de compus 701 (970 g, 3,74 mol) si DMAP (50 g, 0,412 mol)
in THF (10 L) s-a addugat TEA (2,3 kg, 16,5 mol) si apd (7 L) care a produs o solutie limpede.
Clorura de izobutiril (3 echivalenti) s-a addugat incet la amestecul agitat, mentinand temperatura
la aproximativ 0°C. O cantitate suplimentard de 1,2 apoi 0,7 echivalenti ai clorurii de izobutil s-a
adaugat pana cand HPLC a indicat cd reactia a procedat in mod esential la completare (un total
de aproximativ 1,95 kg). Amestecul de reactie s-a acidulat cu acid clorhidric concentrat la un pH
de aproximativ 6,4 si faza organicd s-a spdlat cu EtOAc (2 x 10 L). Extractele combinate s-au
spélat cu apd (1 x 15 L). Faza organicd s-a filtrat §i s-a concentrat in vid. Reziduul s-a dizolvat in
IPA (cca. 20 kg) si s-a adaugat heptan (4,2 kg). Solutia s-a incalzit la aproximativ 74-75°C
pentru a produce o solutie limpede, apoi aproximartiv 5L s-a indepartat prin distilare. Solutia
rezultatd a fost rdcita lent la temperatura camerei. S-a format un precipitat la aproximativ 42-
43°C. Racirea a fost continuatd lent la 5°C, apoi s-a agitat peste noapte. Solidul rezultat s-a filtrat
si filtratul s-a spélat cu amestec (1:8) de IPA/heptan (3,4 kg) si s-a uscat in vid la circa 60-70°C
pentru a se obtine 1,295 kg (86,65%) de compus 7, care este de 99,45% pur prin HPLC.

Compusul intermediar 706 poate fi preparat dupd cum urmeaza.

Citding — = EE

NHBz /\\(NHBZ HO (\\E
N

a. Prepararea Compusului 701.

La o suspensie de citidind (100 g, 0,411 mol) in DMF (2,06 L) s-a addugat anhidrida
benzoicd (102,4 g, 0,452 mol). Amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 20 ore.
DMF a fost indepartat in vid si reziduul a fost triturat cu dietil eter. Solidul rezultat a fost colecta
prin filtrare cu aspirare si spdld cu eter dietilic (2 x 200 mL). Uscarea suplimentard in vid la
temperatura camerei a dat N* benzamida (140,6 g, 98,3%). O portiune din acest material (139,3
g, 0,401 mol) a fost dizolvatd in piridina anhidrd (1,2 L) si a fost tratatd cu 1,3-dicloro-1,1,3,3-
tetraizopropil-disiloxan (141,4 mL, 0,441 mol) la temperatura camerei. Solutia s-a agitat la
temperatura camereil peste noapte. Amestecul a fost concentrat pand la uscare in vid si
coevaporat cu toluen (3 x 200 mL). Reziduul a fost tratat cu EtOAc (1,8 L) si spdlat cu HCI (2 x
200 mL, 0,05 N), NaHCO; (5%, 2 x 400 mL). Stratul organic s-a spalat si uscat (Na,SO.), filtrat
si evaport pand la uscare. Compusul 701 (256,5 g, >100%) a fost izolat ca o spumd alba si
utilizat fard purificare suplimentara.

b. Prepararea Compusului 702.
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Compusul 701 (236,5 g, 0,40 mol) a fost dizolvat in THF uscat (1,22 L)). DMSO anhidru
(180,8 mL, 2,1 mol) s-a addugat si solutia rezultatd a fost racitd intre -20°C si -15°C. Anhidrida
trifluoraceticd (90,6 mL, 0,64 mol) s-a addugat prin picurare timp de 45 min si solutia s-a agitat
mtre -20°C s1 -15C timp de 2 ore dupd care s-a addugat trietilamind anhidrd (223,5 mL, 1,6 mol)
timp de 20 minute. Reactia brutd contindnd cetonad 702 s-a dizolvat in EtOAc (500 mL) si
solutia rezultatd s-a spalat cu HyO (3 x 400 mL), s-a uscat (Na2SOs) si solventii s-au indepartat in
vid pentru a da un solid galben care a fost purificat pe o coloana de silicagel eluAND cu un
gradient treptat de Et;O (0-60%) in hexanl urmat de un gradient treptat de EtOAc (50-100%) in
hexani. Cetona brutd astfel obtinuta (~192 g) s-a cristalizat din eter de petrol pentru a da cetona
702 (138,91 g, 57,5% din citidind) sub forma unui solid alb si 22 g de materie primd initiala
nereactionata 701, sub forma unui solid de culoare galbena.

c. Prepararea Compusului 703.

Compusul 702 (48,57 g, 8,26 mmol) s-a dizolvat in toluen anhidru (~400 mL) si s-a Inlaturat
solventul in vid, cu excluderea umiditdtii. Reziduul a fost apoi uscat suplimentar n vid (pompa
de ulei) timp de 1ncd 2 ore. Cu excluderea stricta a umiditatii, spuma reziduald s-a dizolvat in eter
dietilic anhidru (1,03 L) sub argon. Solutia rezultata a fost récitd la -78°C sub argon si MeLi (1,6
M, 258,0 ml, 0,413 mol) s-a addugat prin picurare printr-o péalnie suplimentard. Dupd ce
addugarea a fost completd, amestecul s-a agitat timp de 2 ore la -78°C. Solutir apoasd de NH4Cl
IM (500 mL) s-a addugata incet. Dupa Incélzire la temperatura camerei, amestecul s-a spélat cu
H>O (2 x 500 mL), s-a uscat (NaxSO.) si apoi s-a concentrat pana la uscare pentru a da o spuma
cafenie (~60 g, >100%).

Reactia a fost realizatd de inca doud ori folosind 37,62 g si 56,4 g de compus 702. Produsele
brute combinate (128,0 g, 0,212 mol) au fost dizolvate In THF (1,28 L) si tratate cu HOAc
concentr. (23 mL, 0,402 mol). La solutie s-a addugat TBAF (384,0 mL, 1M in THF). Solutia s-a
agitat la temperatura camerei timp de 0,75 ore, iar amestecul s-a tratat cu silicagel (750 g) si s-a
concentrat pana la uscare. Pulberea s-a plasat intr-o coloand pe silicagel ambalate in CH,Cls.
Elutia cu 1:7 EtOH-CH:Cl; a dat un solid ceros de culoare inchisd, care s-a pre-adsorbit pe
silicagel (300 g) si s-a cromatografiat ca inainte. Compusul 703 (46,4 g, 53,0% din 702) a fost
izolat ca un solid alb-cenusiu. '"H RMN (DMSO-ds): & 1,20 (s, 3H, CHs), 3,62-3,69 (m, 2H),
3,73-3,78 (m, 2H), 5,19 (t, 1H, J=5,4 Hz, OH -5"), 5,25 (s, 1H, OH-2"), 5,52 (d, 1H, J=5,0 Hz,
OH-3", 5,99 (s, 1H, H-1"), 7,32 (d, 1H, J=5,8 Hz), 7,50 (wt, 2H, J=7,7 Hz), 7,62 (y, 1H, J=7,3
Hz), 8,00 (d, 2H, J=7,3 Hz), 8,14 (d, 1H, J=6,9 Hz), 11,22 (s, 1H, NH). Calculatd anal. pentru
C17H19N306 - 0,5 H2O: C, 55,13; H, 5,44; N, 11,35. Depistatd: C, 55,21; H, 5,47; N, 11,33.

d. Prepararea Compusului 704.

Compusul 703 (46,0 g, 0,13 mol) s-a dizolvat in piridind anhidrd §i s-a concentrat pana la
uscare in vid. Siropul rezultat s-a dizolvat in piridind anhidra sub argon si s-a rdcit la 0°C cu
agitare. Solutia bruna a fost tratatd cu clorura de benzoil (30 mL, 0,250 mol) prin picurare timp
de 10 minute. Baia de gheatd a fost indepartatd si agitarea a continuat timp de 1,5 ore, in acest
moment TLC a ardtat lipsa materiei prime rdmasd. Amestecul s-a stins prin adaugarea apei (5
mL) si s-a concentrat pana la uscare. Reziduul a fost dizolvat intr-o cantitate minimad de CH>Cl»
si spalat cu solutie saturatd de NaHCO; (1 x 500 mL) si H>O (1 x 500 mL). Faza organici a fost
uscatd (Na»SOy) si filtratd, concentratd pand la uscare si cromatografiatd pe silicagel, eluadnd cu
un gradient treptat de EtOAc-hexani (25-60%) pentru a se obtine compusul 704 sub formd de
spuma galbeni (48,5 g, 67%). '"H RMN (CDCL): & 1,64 (s, 3H, CHs), 4,50 (m, 1H, H-4), 4,78-
4,85 (m, 2H, H-5', 5a), 5,50 (d, 1H, J=3,4 Hz, H-3"), 6,42 (s, 1H, H-1"), 7,44-7,54 (m, 7TH, Ar),
7,57-7,66 (m, 3H, Ar), 7,94 (d, 2H, J=7,8 Hz), 8,05-8,09 (m, 4H, Ar), 8,21 (d, 1H, J=7,3 Hz).
Calculatd anal. pentru CsiH7NOs: C, 65,37; H=4,78; N, 7,38. Depistata: C, 65,59; H, 4,79; N,
7,16.

e. Prepararea Compusului 705.

Compusul 704 (7,50 g, 0,013 mol) s-a dizolvat in toluen anhidru (150 mL) sub argon si récit
la -20°C. DAST (2,5 mL, 18,9 mmol) s-a addugat incet si baia de rdcire a fost indepartatd dupa
complsetarea adaugarii. S-a continuat agitarea timp de 1 ord si amestecul s-a turnat in solutie
saturatd de NaHCO3 (100 mL) si s-a spédlat pand cand degajarea gazului a incetat. Faza organica
a fost uscatd (Na>SOs), concentrata si purificatd prin cromatografie pe silicagel eludnd cu 1:1
EtOAc: hexani. Randamentul a fost de 1,22 g (16,3%) de 705 pur sub forma unui solid alb.
Punctul de topire 241°C (CH;Cly-hexani); 'H RMN (CDCL)): § 1,49 (d, 3H, J=22,4 Hz, CHs),
4,64 (dd, 1H, J=3,44, 12,9 Hz, H-5"), 4,73 (d, 1H, J=9,5 Hz, H-4"), 4,90 (dd, 1H, J=2,4, 12,7 Hz,
H-5a"), 5,56 (dd, 1H, J=8,6, 20,7 Hz, H-3", 6,52 (d, 1H, J=18,0 Hz, H-1"), 7,47-7,57 (m, 7H, Ar),
7,62-7,71 (m, 3H, Ar), 7,89 (d, 2H, J=6,9 Hz), 8,07-8,11 (m, 5H, Ar), 8,67 (bs, 1H, NH). “F
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RMN (CDCl3)): 6 3,3 (m). Calculatd anal. pentru CsiHsFN3O7 - 0,7 H:0: C, 63,74; H, 4,72; N,
7,20. Depistaita: C, 63,71; H, 4,54; N, 7,20.

f. Prepararea Compusului 706.

Compusul 705 (6,30 g, 0,011 mol) a fost suspendat in amoniac metanolic (cca 7N, 150 mL)
si s-a agitat la temperatura camerei peste noapte. Solventul s-a indepartat in vid, coevaporat cu
metanol (1 x 20 mL) si preadsorbit pe silicagel. Pulberea alba a fost plasatd intr-o coloand pe
silicagel (ambalatd in CHCIs) si coloana a fost eluatd cu 9% EtOH in CHCIs), apoi cu 17% EtOH
si in final cu 25% EtOH 1n CH Cl3). Concentrarea fractiilor care contin produsul, filtrarea printr-
un disc de 0,4 pm si liofilizarea din apd au oferit compusul 706, 2,18 g (76%). 'H RMN (DMSO-
ds): 6 1,17 (d, 3H, J=22,3 Hz, CH3), 3,63 (dd, 1H, J=2,7, 13,7 Hz, H-5"), 3,70-3,84 (m, 3H, H-3',
H-4', H-52'), 5,24 (app s, 1H, OH-3"), 5,60 (d, 1H, J=5,4 Hz, H-5", 5,74 (d, 1H, J=7,71 Hz, H-5),
6,07 (d, 1H, J=18,9 Hz, H-1"), 7,31 (s, 1H, NH>), 7,42 (s, 1H, NH>), 7,90 (d, 1H, J=7,3 Hz, H-6).
F RMN (DMSO-de): § 2,60 (m). Calculati anal. pentru C10H14FN3Qy - 1,4 H2O: C, 44,22; H,
5,95; N, 14,77. Depistata: C, 42,24; H, 5,63; N, 14,54. Compusul 706 (0,10 g, 0,386 mmol) a
fost transformat in sare de hidroclorurd prin dizolvare in apd (2 mL) si ajustarea pH-ului la
aproximativ 3,0 cu HCL 1M. Apa a fost Indepértatd in vid si reziduul cristalizat din EtOH apos
pentru a da Compusul 706 ca sare de hidroclorurd (71,0 mg). Punctul de topire 243°C (dec); 'H
RMN (DMSO-de): 6 1,29 (d, 3H, J/=22,6 Hz, CHz3), 3,65 (dd, 1H, J=2,3, 12,7 Hz, H-5"), 3,76-
3,90 (m, 3H, H-3', H-4', H-5a"), 5,96 (d, 1H, J=17,3 Hz, H-1"), 6,15 (d, 1H, J=7,9 Hz, H-5), 8,33
(d, 1H, J=7,9 Hz, H-6), 8,69 (s, 1,5 H, NH), 9,78 (s, 1,5 H, NH). °F RMN (DMSO-ds): 6 1,69
(m). Calculatd anal. pentru CioHi4sFN3O4 - HCI: C, 40,62; H, 5,11; N, 14,21. Depistata: C, 40,80;
H, 5,09; N, 14,23.

Compusul 8 poate fi preparat prin metode de sintezi si intermediari, cum ar fi cei descrisi in
US 20100143301 A1 2010.06.10. Compusul 8 poate fi de asemenea preparat ca in Exemplul
urmator.

Exemplul 8: Prepararea 4-amino-2-n-butoxi-8-[3'-(pirolidin-1""-1lmetil)-benzil]-5,6,7,8-
tetrahidropteridin-6-onei 8 (R = n-butil)

La o solutie de compus nitro 807 (730 mg, 1,5 mmol) in MeOH (10 mL) s-a addugatd un
Nichel Raney (~200 pL, suspensie in H>O). Vasul de reactie a fost purjat cu Ho si apoi agitat sub
o atmosferd de H, timp de 1,5 ore. Amestecul s-a filtrat prin celitd cu CH,Cl> si MeOH (1:1)
Filtratul s-a concentrat sub vid si lasat pe liofilizator peste noapte. Baza liberd a compusului 8 a
fost obtinutd ca un solid alb. Pentru a obtine sarea de hidroclorurd 8, o probd de filtrat indicat
mai sus a fost imbogititd cu HC1 1,0 M la pH = 1-2 si liofilizatd. 'H RMN (CDsOD, 300 MHz):
5 7,65 (s, 1H), 7,50 (m, 3H), 4,96 (s, 2H), 4,44 (t, /=7 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,16 (s, 2H), 3,48
(m, 2H), 3,19 (m, 2H), 2,02-2,17 (m, 4H), 1,74 (m, 2H), 1,45 (m, 2H), 0,94 (t, /=7 Hz, 3H) -
[sarea HCIl]. LCMS-IEP*: calculatd pentru CxH3i1NsO2: 411,5 (M+H*); Depistata: 411,3
(M+H™).

Compusul intermediar 807 a fost preparat dupd cum urmeaza.

N~ CO.Et

NO
— A N

P
CH,S” N~ cl

CH;8” N7 c

a. Prepararea compusului 802.
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La o solutie de compus 801 (2,46 g, 10,2 mmol) in THF (34 mL) la -20°C s-a adaugat Et;N
(3,14 mL, 22,5 mmol) wrmat de o solutie de NH; (2,0 M in metanol, 5,4 mlL, 11 mmol).
Amestecul a fost agitat cu incélzire la 0°C timp de 1,5 ore (CL/SM a indicat consumarea
materiilor prime initiale). Amestecul de reactie care contine compusul 802 a fost utilizat ulterior
fara prelucrare.

b. Prepararea Compusului 803.
N~ COEt

if@—»ﬁcﬁg

La o solutie de 3-((1-pirolidinilmetil)fenil)metanamina 806 (1,95 g, 10,2 mmol) in THF (34
mL) la 0°C s-a adaugat Et;N (3,14 mmol, 22,5 mmol) urmat de bromacetat de metil (1,04 mL,
22,3 mmol) prin picurare. Amestecul de reactie s-a agitat pana cand CL/SM a indicat consumul
de materii prime initiale, aproximativ 2 ore. Amestecul continand compusul 803 a fost utilizat
ulterior fard prelucrare.

c. Prepararea Compusului 804.

Amestecul de reactie care contine compusul 803 a fost adaugat la amestecul de reactie care
contine compusul 802 la 0°C. Amestecul de reactie s-a agitat pdnd cand CL/SM a indicat
consumul de compus 802, aproximativ 45 de minute. S-a addugat o solutie saturatd de NH*Cl (50
mL). Straturile au fost separate, iar stratul apos s-a extras cu EtOAc (2 x 30 mL). Straturile
organice combinate s-au uscat pe MgSQOy, s-au filtrat si s-au concentray sub vid. Purificarea prin
cromatografie pe silicagel a dat 2,11 g de compus 804. 'H RMN (CD-0D, 300 MHz): & (ppm)
7,32-7,16 (m, 4H), 4,69 (s, 2H), 4,19 (q, J=7 Hz, 2H), 4,07 (s, 2H), 3,60 (s, 2H), 2,49 (m, 4H),
2,40 (s, 3H), 1,78 (m, 4H), 1,23 (t, 3H, J=7 Hz). LCMS-IEP*: calculatd pentru C»1H29NsO4S:
461,2 (M+H"); Depistata: 461,0 (M+H*).

d. Prepararea Etil-No-[4-amino-2-metanesulfonil-5-nitropirimidin-6-il],Na-[3'-(pirolidin-

1”-1lmetil)-benzil]-glicinatului 805.

NH, NH> o
NO D 2
)N|\\ 2 H,O,, HOAc )N|\
f—. ~ S~
Al o~ > CO,Et
CHss” "N~ N~ ~COoEt Na,WO,*2H,0 MeQS™ N° N

La o solutie-suspensie de sulfurd 804 (3,68 g, 8,00 mmol) in EtOH (40 mL) la 0°C s-a
addugat secvential tungstat dihidrat de sodiu (792 mg, 2,40 mmol), acid acetic (4,6 ml., 80
mmol) si peroxid de hidrogen (3,4 mL, ~40 mmol, 35% maséd/masi in H>O). Dupd 3 ore, s-a
addugat suplimentar acid acetic (4,6 mL) si peroxid de hidrogen (3,4 mL). Reactia s-a mentinut
la 0°C timp de 16 ore. O solutie saturatd de Na;SOs (50 mlL) s-a addugat minutios urmat la
temperatura de 0°C de CHxCl, (75 mL). Straturile au fost separate, iar stratul apos s-a extras cu
CH:Cl: (4 x 50 mL). Straturile organice combinate s-au uscat pe MgSQs, s-au filtrat §i s-au
concentrat sub vid pentru a obtine un material care contine compusul 805, care a fost utilizat fira
purificare suplimentard.

e. Prepararea Compusului 807. (R = n-butil)

NH; NH,,
N N N0 TFA N NO:
—_— I
PN R AL AN~
MeOQS COEt N~ COEt

Gro T oo

La o solutie de sulfond 805 (1,0 g, 2,0 mmol) in n-butanol (10 mL) s-a addugat TFA (470 pL,
6,1 mmol). Reactia s-a agitat la 100°C timp de 1 ord. Amestecul de reactie s-a turnat peste o
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solutie saturatdi de NaHCOs (20 mL) si CH,ClL, (30 mL). Straturile au fost separate, iar stratul
apos s-a extras cu CHxCl, (30 mL). Straturile organice combinate s-au uscat pe MgSQOs, s-au

filtrat i s-au concentrat sub vid. Purificarea a fost realizatd prin cromatografie pe silicagel (1 g
substrate/10 g S102) (2-15% MeOH/CH,Cl») pentru a s¢ obtine compusul 807.

oy
r

Prepararea esterului izopropilic al acidului (S)-2-{[(1R,4R,5R)-5-(2,4-Diox0-3,4-dihidro-2H-
pirimidin-1-i1)-4-(R)-fluoro-3-hidroxi-4-metil-tetrahidro-furan-2-il-metoxi]-
fenoxifosforilamino}-propionic ([2],Exemplul 2)

Sinonim: amestecul diastereomeric de 5'-O-(izopropil-L-alanat, fenil fosforamidil)-2'-deoxi-
2'-fluoro-2'-C-metil-uridina.

Un balon cu 3 gaturi de 5 L a fost echipat cu un agitator mecanic, baie de solutie salind pe
gheatd, termometru intern si o atmosferd de azot. Balonul a fost incércat cu hidroclorurd de ester
1zopropilic al L-alaninei (82,0 g, 0,490 mol) si diclormetan anhidru (0,80 L). Sub agitare s-a
addugat fenil diclorfosfat (85,0 g, 0,40 mol) intr-un singur lot si agitat. Mentinand temperatura
interna intre -5 si 5°C, o solutie de N-metilimidazol (NMI, 250 g, 3,07 mol) in diclormetan (250
ml) s-a addugat timp de o jumdtate de ord. Solufia s-a lasat sub agitare timp de 1 ord in acest
interval de temperaturd. 2'-Deoxi-2'-fluoro-2'-C-metil-uridind (3,800 g, 0,307 mol) s-a addugat la
0°C intr-o portie si apoi vasul de reactie s-a lasat sa se incdlzeascd incet in baie de solutie salina.
La 1 ora, temperatura internd a fost de pand la -2°C. TLC (5% metanol in HCL) la 1 ord a arétat
cd mai mult de 50% de nucleozida fost consumata. S-a indepartat baia si balonul de reactie a
atins temperatura camerei timp de inca 1 ord. TLC dupa 3 ore si la 5 ore total a ardtat cd 95% de
nucleozida initiala a fost consumata. Amestecul de reactie a fost stins prin addugarea metanolului
(100 mL) si agitarea amestecului de reactie timp de 5 minute.

Amestecul de reactie a fost spalat cu HCl IN (2x500 mL) urmatd de solutie saturatd de
bicarbonat de sodiu (2x500 mL). Stratul organic separat s-a uscat pe sulfat de sodiu anhidru (50
g) si s-a filtrat. Solutia a fost evaporatd sub presiune redusd si apoi sub vid inalt pand la uscare
pentru a obtine produsul brut sub forma de ulei vascos (170 g). Au fost luate RMNe ale
produsului brut C'P si 'H). 'P-RMN a indicat ci aproximativ 1% din integrarea totald a
fosforului s-a datorat prezentei 3' izomerului 5.

La produsul brut s-a addugat piridind anhidra (1,700 mL). Solventul s-a evaporat la presiune
redusd si apoi sub vid 1nalt pentru a reduce continutul de apd al amestecului brut prin
coevaporare. Uleiul rezultat a fost redizolvat in piridind anhidrd (500 mL) si apoi s-a addugat
exces de clorurd de t-butildimetilsilil (9,0 g, 60 mM). Reactia a fost agitatd la temperatura
ambianta. Mersul reactiei a fost monitorizat prin CLPI/SM. Dupi 3 ore, 3' impuritatea 5 nu a mai
putut fi detectatd si reactia a fost stinsa prin addugarea metanolului (50 mL).

Reactia a fost evaporatd sub presiune redusd la un ulei. Reziduul s-a dizolvat in acetat de etil
(1,5 L) si spdlat cu HCI IN (2x500 mL), urmat de solutie saturatd de bicarbonat de sodiu (2x500
mlL). Stratul organic s-a uscat pe sulfat de sodiu anhidru (50 g), filtrat si evaporat sub presiune
redusd pentru a da produsul brut ca un ulei galben pal.

Uleiul brut a fost diluat cu acelasi volum de diclormetan si incarcat pe un cartus de silicagel
2.5 Kg n cu un modul de compresie radiald la 100 psi de presiune a aerului. Folosind o pompa cu
gradient la 60 psi si un debit de 400 mL/min, cartusul s-a spalat cu clorura de metilen (4L), dupa
care a urmat un gradient de metanol 1-4% in clorurd de metilen (48 L). Cele mai multe dintre
impuritdtile majore (di-(izopropilalanil) fenil fosfat, 3',5-bis fosforamidat,3'-fosforamidat-5'-
TBDMS aductul (7)) a eluat cu un gradient de ~3%. Produsul dorit a eluat intre 3 §1 4% metanol.
Fractiunile continind produsul au fost sortate in doud loturi. Primul a continut cantitdti mici de
impuritdfi superioare si acesta din urma a fost produsul pur. Primul set de fractiuni a confinut
cantitdfi mici de impuritd{i mai pufin polare (impuritdti superiore), cum ar fi 3',5'-bis
fosforamidatul si di-alanilfenlfosfatul i o mare parte diastereomerul Rp si a necesitat o a doua
purificare In coloana. (Terminologia relativd, superioara vs inferioara se referd la eluarea pe
cromatografia pe silicagel cu fazd normald, in care ,,izomer superior” Inseamna primul izomer de
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cluare). Al doilea set de fractiuni nu au avut o cantitate semnificativd de impuritdti — pur si
simplu restul Rp si cea mai mare parte a diasterereomerilor Sp. Mai tarziu a fost recombinat cu
fractiunile eluate de doud ori in coloane. Solventul s-a evaporat sub presiune redusd si spuma
albd rezultata a fost uscata suplimentar (0,20mmHg) timp de 1 ord pentru a se obtine 42 g de lot
impur (04:01 izomer superior vs inferior pe baza 3'P-RMN) si 38 g de lot pur (01:03 izomer
superior vs inferior). Lotul impur a fost recolumnat in mod similar pentru a da 3,8 g de 97%
izomer superior pur (fractie ldsatd la o parte) si 36 g de produs pur intr-un raport de 4:1. Cele
doud loturi principale au fost dizolvate In HCL, combinate, evaporate sub presiune redusd si
uscate (50°C, 0,2 mm Hg, 24 ore) pentru a obtine 74 g (45,7%) de produs pur (Compusul 9) cu
un raport diastereomeric de 48:51, sub formd de spumd albd, cu punctul de topire de
aproximatuiv 75-85°C.

Pentru a produce un solid amorf al amestecului diastereomeric, 74 g de spumd albd a fost
agitatd cu eter metil t-butil (750 mL) rezultand intr-o solutie partiald si un reziduu solid cleios.
Sub agitare, heptan (750 mL) s-a addugat incet i suspensia s-a agitat mecanic timp de 1 ord pana
la transformarea majoritatii gumei intr-un solid alb. Solidul a fost rdzuit cu o spatuld si suspensia
rezultatd a fost filtratd. Solidul a fost spélat cu heptan (4x50mL) si uscat sub vid (50°C,
0,2mmHg, 24 ore) pentru a se obtine o pulbere amorfd alba (64 g) cu un interval larg de topire de
circa 70-80°C. 'H si *'P RMN s-a conformat structurii si HPLC a aritat o puritate de 99,8% cu
un raport diastereomeric de 46:54 (de asemenea confirmat prin *!P RMN).

Metoda altemativd pentru producerea unui amestec solid de Compus 9. Dupd cromatografie,
reziduul a fost coevaporat de doua ori cu diclormetan (5 mL/g) si uscat timp de 24 ore la 35-
40°C, la 35-45 mTorr. Reziduul spumd a fost cernut printr-o sitd de 250 microni si uscat in
continuare in aceleasi conditii pdnd cénd diclormetanul rezidual a scazut sub 400 ppm, méasurat
prin spatiul superior GC. Pulberea amorfd find cenusiu-albd pana la alba rezultatd are un interval
de temperaturd de vitrificare de la 53,7 panad la 63,5°C.

Caracterizarea Compusului 9 (amestec de izomerti):

'H-RMN (CDCl5) 010,05 (br s, 1H, NH, Sp), 10,00 (br s, 1H, NH, Rp), 7,49 (d, 1H, C6-H,
Sp), 7,36 (m, SH, C6-H, Rp, aromatic), 7,23-7,14 (m, 6H, Rp/Sp, aromatic), 6,18 (br d, 2H, CI'-
H, Rp/Sp), 5,63 (d, 1H, C5-H, Sp), 5,58 (d, 1H, C5-H, Rp), 5,01 (m, 2H, CH-(CHz3), Rp/Sp),
4,46-4,33 (m, 8H, C-5'-H,, ala-NH, C3'-OH, Rp/Sp), 4,12 (m, 2H, ala-CHCHj3, Rp/Sp), 4,01-3,85
(m, 4H, C3'-H, C4'-H, Rp/Sp), 1,39-1,22 (m, 12H, tot CHs, Rp/Sp).

3IP.RMN (CDCls) 03,60 (Rp), 3,20 Sp fatd de trifenilfosfat la -17,80 ppm. SE-SM M+1
530,2. Analiza elementard: % calculat (inclusiv 0,29% apa astfel cum este depistat prin analiza
Karl Fisher) C, 49,75; H, 5,54; N, 7,90, F, 3,58, P, 5,84. % depistat: C, 49,50; H, 5,44; N, 7,85;
F, 3,62; P, 6,05.

Prepararea 2'-deoxi-2'-fluoro-2'-C-metiluridinei [2] Exemplul 1)

Intr-un balon de 10 L, s-a addugat 3',5'-O-dibenozil-2'deoxi-2'-fluoro-2'-C-metil-N4-
benzoilcitiding (500 g, 0,874 mol) si 70% acid acetic apos (7,5 L). Solutia s-a incilzit la reflux
(110°C) timp de 20 ore. CSS a indicat o reactie completd (Rf 0,6 in 5% metanol in diclormetan
(HCL)). Amestecul s-a racit la temperatura ambiantd si diluat cu apd (2 L). Dupad agitare timp de
2 ore, precipitatul rezultat a fost colectat prin filtrare si solidul a fost spélat cu apa (5 L) si uscat
in atmosferad la temperatura ambiantd timp de 12 ore pentru a obtine 360 g (88%). Aceastd
dibenzoiluridind intermediard a fost utilizatd direct in etapa urmitoare, prin addugarea la
amoniacul metanolic proaspdt preparat (5,4 L, cca 25%) la 0°C. Aceastd temperaturd s-a
mentinut timp de 3 ore si apoi s-a lisat sd se Incdlzeascd la 15°C, timp de 24 de ore. CSS a
indicat o reactie completd (Rf 0,4 in 10% metanol in HCL). Amestecul de reactie s-a filtrat
printr-un strat de Celitd si s-a concentrat sub presiune redusd pentru a da produsul brut (216 g).
Produsul brut s-a agitat cu acetat de etil (325 mL) timp de 3 ore la temperatura ambianta. Solidul
rezultat s-a colectat prin filtrare §i s-a spélat cu acetat de etil (216 mL). Solidul a fost uscat sub
vid la temperatura ambianta timp de 4 ore pentru a obtine 160 g (78%) de produs dorit iIn HPLC
de 98,7% puritate. 'H-RMN (DMSO-de) 011,44 (br s, 1H, NH), 7,95 (d, 1H, C-6H), 5,97 (d, 1H,
C-1Y, 5,64 (d, 1H, C-5H), 3,.84-3,77 (m, 3H, C-5'-Ha, C-3'H. C-4'H), 3,63-3,60 (m, 1H, C5'-
Hb), 1,23 (d, 3H, C-2'-CH3). SE-SM M-I 259.

Exemplul 10: Prepararea Compusului 10 [2].
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Precipitarea directd a Compusului 10 [2], Exemplul 4: La o solutie agitatd de hidroclorurd de
ester izopropilic al L-alaninei (10,5 g, 61,5 mmol, uscat azeotropic, de doud ori, cu 50 mL de
toluen de fiecare datd) in diclormetan (100 mL) s-a addugat fenidiclorofosfat (7,5 mL, 50 mmol)
la temperatura camerei. Amestecul s-a rdcit la -10°C si apoi s-a addugat o solutie de N-
metilimidazol (30,5 mL, 384,3 mmol) in 30 ml. de diclormetan, timp de 30 de minute. Dupad
terminarea addugdrii, amestecul s-a agitat intre -10 si -15°C, timp de 1 ora. La amestecul de mai
sus s-a addugat 2'-deoxi-2'-fluoro-2'-C-metiluridina (10 g, 38,4 mmol) (vezi exemplul
US2010/0298257 1) intr-un singur lot si amestecul a fost agitat sub -10°C timp de 3 ore si apoi
lasat sa se incdlzeascd incet pana la 20°C. (6 ore). Amestecul s-a agitat la aceastd temperaturd
peste noapte (15 ore) si apoi stins cu 10 mL de metanol. Solventul s-a evaporat si reziduul s-a
redizolvat 1n acetat de etil (200 mL). Stratul de EtOAc a fost spdlat cu apa (100 mL), HCl IN
(3x75 mL), solutie apoasd de 2% NaHCOs (50 mL) si solutie salind (50 mL). Stratul organic a
fost uscat pe Na2SQOs, filtrat si concentrat. Reziduul a fost uscat sub vid inalt timp de 2 ore
pentru a se obtine spumd alba (22 g ).

Spuma de mai sus a fost dizolvatd in 33 mL de HCI si apoi s-au addugat 65 mL de eter
izopropilic pentru a da o solutie saturatd. Solutia a fost filtratd printr-un strat subtire de Celita si
filtratul a fost agitat cu seminte de Compus 10 timp de 72 ore la temperatura ambiantd (circa
22°C — notati cd rdcirea suspensiei la 0°C a condus la impregnarea cu ulei a produsului brut).
Solidul alb a fost filtrat, spalat cu eter izopropilic (20 mL) si uscat pentru a ob{ine 4,58 g (~85:15
amestec de Compus 10 : izomer R la P, respectiv, astfel cum este determinat prin *'P RMN) de
pulbere alba. Solidul de mai sus a fost suspendat in 23 mL de HCL si apoi refluxat timp de 3 ore.
Amestecul s-a récit la temperatura camerei §i s-a agitat timp de 15 ore. Solidul alb a fost filtrat,
spélat cu 4,5 mL de HCI rece si uscat sub vid la 45°C pentru a se obtine Compusul pur 10, pt
93,9 1a 104,7°C puritate HPL.C 99,74% (3,11 g, 15,2% din nucleozida uridinei).

Compusul 10: 'H-RMN (CDCls) 6 8,63 (br s, 1H, NH), 7,47 (d, 1H, C6-H), 7,30 (m, 2H, o-
aromatic), 7,26-7,18 (m, 3H, m,p-aromatic), 6,18 (br d, H, CI'-H), 5,70 (d, H, C5-H), 5,02 (sept,
CH-(CH3)»), 4,53 (m, 2H, C-5"-H,), 4,11 (d, H, C3'-H), 3,97 (m, 3H, C3'-OH, C4'-H, ala-CH-
CHs), 3,77 (br s, H, ala-NH), 1,39 (d, 3H, C2'-CH3), 1,37 (d, 3H, ala-CH3), 1,24 (d, 6H, CH-
(CHs)a).

Exemplul 11: Prepararea Compusului 11 (US 2010081628 A1 2010.04.01).
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Sinteza 6-Etoxi-9-((4aR,6R,7R,7aR)-7-fluoro-2-izopropoxi-7-metil-2-oxo-tetrahidro-2,5-
furo[3,2-d][1 ,3,2]dioxafosfinin-6-11)-9H-purin-2-il-aminei (Compusul 11) (Compusul 19, (US
2010081628 A1 2010.04.01))

(2R,3R,4R,5R)-5-(2-Amino-6-¢etoxi-purin-9-il)-4-fluoro-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-
furan-3-ol (150 mg, 0,46 mmol) s-a dizolvat in piridind anhidra (2 mL) la 0°C. O solutie de 0,45
M 1H-tetrazol in acetonitril (2,55 mL), urmat de bis (N,N-diizopropilamino) ispropilfosforamidit
(0,16 mL, 0,55 mmol, 1,2 echiv.). Amestecul s-a ldsat si se Incdlzeascd lent la temperatura
ambiantd timp de 3 ore. CSS a indicat o reactic completd. Reactia a fost stinsd prin addugarca
apei (0,1 mL). Solutia de reactic a fost concentratd sub presiune redusd si apoi reziduul a fost
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triturat cu acetat de etil (5 mL). Precipitatul alb rezultat a fost eliminat prin filtrare si filtratul a
fost concentrat sub presiune redusa.

Reziduul rezultat de fosfitd ciclicd intermediard a fost dizolvat in acetonitril (2 mL) si apoi
tratat cu hidroperoxid de t-butil (70% in apd, 0,19 mL) timp de 5 ore la temperatura ambianta.
CSS a indicat o reactie completd. Solutia de reactie s-a concentrat sub presiune redusd si reziduul
s-a purificat prin cromatografie in coloani (Analogix folosind un gradient de la 0 la 5% IPA in
HCL). Cei doi diastereomeri (Compusul 11 si R-izomerul la P) au fost separati. Fractiunile
continand fiecare diastereomer au fost combinate separat si concentrate sub presiune redusi pana
la solide albe pentru a da 20 mg de fiecare diastereomer (randament combinat de 20%).

Compusul 11

3Ip_NMR (162 MHz, DMSO): & — 6,49;

'H-RMN (400 MHz, DMSO): 5 = 8,17 (s, 1H), 6,47 (bs, 2H), 6,27 (d, J=21,2 Hz, 1H), 4,73-
4,62 (m, 4H), 4,45 (q, J=7,0 Hz, 2H), 4,27-4,21 (m, 1H), 1,39-1,34 (m, 9H), 1,20 (d, J=22,8 Hz,
3H).

SM (IEP): m/z 432,4 [M+H]*

R-izomer la P

3p_NMR (162 MHz, DMSO): & = -4,68;

'H-RMN (400 MHz, DMSO): 6 = 8,15 (s, 1H), 6,63 (s, 2H), 6,27 (d, J=21,2 Hz, 1H), 4,74-
4,58 (m, 4H), 4,45 (q, J/=6,4 Hz, 2H), 4,42-4,37 (m, 1H), 1,36 (t, J/=7,2 Hz, 3H), 1,32 (d, J=3,6
Hz, 3H), 1,30 (d, /=3,6 Hz, 3H), 1,22 (d, J/=22,8 Hz, 3H).

SM (IEP): m/z 432,4 [M+H]*

Structurile pentru Compusul 11 si R-Izomer la P sunt reprezentate mai jos.
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Sinteza (2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-etoxi-9H-purin-9-il)-4-f luoro-2-(hidroximetil )-4-
metiltetrahidro-furan-3-olului (Compusul 16, (US 2010081628 A1 2010.04.01))

Un balon uscat cu fund rotund de 500 mL a fost incércat cu (2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-
cloro-9H-purin-9-il)-2-(benzoiloximetil)-4-fluoro-4-metiltetrahidrofuran-3-il  benzoat (11 g,
20,92 mmol). Etanol anhidru absolut (210 mL) s-a addugat, urmat de K»CO; anhidru (28,91 g,
209,2 mmol). Suspensia a fost agitatd si incédlzitd la 75°C sub azot timp de 5,5 ore. Toatd materia
primd initiald a fost consumatd in acel moment prin testul CSS. Amestecul a fost racit la
temperatura camerei si solidul a fost filtrat. Filtratul a fost neutralizat prin addugarea acidului
acetic glacial (2,52 g) la pH~7 si concentrat sub presiune redusd. Reziduul a fost dizolvat in
metanol si amestecat cu silicagel (15 g). Amestecul uscat de produs brut si silicagel a fost
transferat intr-un cartus gol si separat prin cromatografie in coloand (Analogix 220 g, gradient de
0 la 15% M¢OH in DCM) pentru a se obtine produsul (5% MeOH 1in DCM) sub forma de spuma
albd solida (3,73 g, 54,5%). Un al doilea solid alb a fost izolat din coloani (10% MeOH in DCM,
1,44 ¢) si a fost un amestec de doi dimeri de nucleozida. Un polar suplimentar, al treilea solid alb
a fost colectat din coloand (15% MeOH in DCM, 0,47 g) si a fost un amestec de trimeri de
nucleozida. Puritatea HPLC a produs 99,94%.

'H-RMN (DMSO-de): & 8,16 (s, H, 8-H), 6,55 (s, 2H, NH,), 6,04 (d, H, C1'-H), 5,66 (d, H,
3'-OH), 5,24 (m, H, 5'-OH), 4,44 (q, 2H, 6-0CH>), 4,23-4,08 (m, H, C3'-H), 3,91-3,82 (m, 2H,
C4'H- 51 C5'-Ha), 3,71-3,66 (m, H, C5'-Hb), 1,36 (t, 3H, CH; de etil), 1,06 (d, 3H, C2'-CHj3).

Sinteza  (2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-cloro-9H-purin-9-il)-2-(benzoiloximetil)-4-fluoro-4-
metiltetrahidrofuran-3-il benzoatului (Compusul 12, (US 2010081628 A1 2010.04.01))

Un balon cu trei gaturi cu fund rotund de 12 L a fost incircat cu 6-cloro-2-aminopurind
(225,4 g, 1,329 mol). Tert-BuOH anhidru (4,5 1) s-a adidugat si solutia a fost agitatd cu un
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agitator mecanic la temperatura ambiantd. Tert-butoxid de potasiu (solid, 151,6 g, 1,35 mol) s-a
addugat in portiuni sub un curent de azot gazos sub agitare. Amestecul a fost agitat la
temperatura camerei timp de incd 30 min. Un balon cu fund rotund de 5 L a fost incércat cu a-
bromura (10, 197 g, 0,451 mol) si 3 L de acetonitril anhidru la temperatura ambianta. Solutie de
bromura a fost addugatd la suspensia de bazd purinicad timp de 1 min la temperatura ambianta.
Balonul de 5 L s-a clatit cu acetonitril (2x1 L) pentru a transfera bromura complet la amestecul
de reactie. Amestecul s-a incélzit treptat la 50°C timp de 2 ore cu o manta de incdlzire si un
controler, si agitat timp de 20 ore. Reactia a fost aproape completa dupd cum s-a demonstrat prin
CSS beta (Rf 0,28, 30% acetat de etil in hexan). Reactia a fost stinsa prin adaugarea. NH4Cl
saturate (200 mL) pentru a forma o suspensie. Solidul suspendat a fost indepartat prin filtrare
printr-un strat de Celitd de 3 ¢cm intr-o palnie Buchner de portelan de 2,5 L. Solidul a fost spalat
cu toluen (3x100 mL). Filtratul combinat a fost neutralizat prin addugarea solutiei de HCI1 6 N
pana la pH 7 (aproximativ 220 mL). Amestecul a fost concentrat sub presiune redusi. Cand
volumul amestecului a fost redus la aproximativ o treime volum, solidul precipitat suplimentar a
fost indepartat prin filtrare intr-o manierd similara. Filtratul a fost concentrat in continuare pana
la un volum de aproximativ 800 mL. Reziduul a fost incarcat pe o coloand cu obturator (1,6 kg
silicagel de grad flash, intr-o palnie Buchner de sticld sinterizatd de 6 L) si eluat (prin aspiratie)
cu un gradient de 10% acetat de etil in hexani (6 L) pentru a indepérta impuritatile nepolare, 30%
acetat de etil In hexani pentru a se¢ obtine o cantitate micd de lactol (6 L), si apoi 40% -45%
acetat de etil in hexani (4 L) pentru a elua cantitatea principald de produs. Fractiunile continand
produsul au fost combinate, concentrate sub presiune redusa si uscate sub vid (0,2 mm Hg, 24
ore, temp. ambiantd) pand la o spumi albd solidd (150,7 g, B/a=14:1 prin RMN. 'H-RMN.
(CDCls)beta: 6=1,33 (d, 22,4 Hz, 2'-C-CHj3), alfa: 1,55 (d, 22 Hz, 2'-C-CHj3).

Spuma produsa a fost dizolvatd in metanol (700 mL) la temperatura ambiantd. La maturare,
un solid s-a format lent timp de 2 ore. Suspensia a fost racitd intr-un congelator pand la -5°C,
timp de 17 ore. Solidul alb rezultat a fost colectat prin filtrare si spalat cu MeOH rece (-5°C 3x60
mL) si eter etilic (3x100 mL). Solidul a fost uscat sub vid (0,2 mm Hg, 24 ore, temp. ambianta)
pentru a se obtine 110,5 g de B-produs excelent (B/a 99,8:1 prin HPLC). Filtratul a fost partial
concentrat (cca. 400 mL) si apoi diluat cu mai mult metanol (400 mL) cu incilzire la 60°C.
Solutia a fost racitd la temperatura ambianta, cristalizata si racitd la -5°C. A doua recoltd a fost
colectatd, spalatd si uscatd intr-un mod similar pentru a da mai mult produs ca un solid alb (12,26
g) cu puritate diastereomericd similard. Lichidul mama a fost concentrat pand la uscare sub
presiune redusd (cca. 25 g). Reziduul a fost un amestec de B si a-izomeri. Acesta a fost supus
cromatografiei automatizate in coloana pe silicagel (Analogix, cartus de 240 g, 40% péna la 50%
acetat de etil In hexani) pentru a se obtine 14,52 g de produs spuma care a fost recristalizat din
MeOH, spélat si uscat intr-un mod similar pentru a se obtine 8,46 g suplimentare de produs cu
puritate mare.

Cele trei substante solide au fost considerate a fi de puritate similard si au fost combinate
pentru a da 131,2 g de produs cristalin alb (55% din bromosugar, 49% din lactol). Pt 160,5 la
162,0°C. Puritate prin HPLC de 99,5%, inclusiv 0,20% alfa.

'H-RMN (B-anomer pur, CDCL): 5=8,03 (m, 2H, arom.), 7,93 (m, 2H, arom.), 7,88 (s, 1H,
C8-H), 7,60 (m, 1H, arom.), 7,50 (m, 1H, arom.), 7,44 (m, 2H, arom.), 7,33 (m, 2H, arom.), 6,44
(dd, 1H, CII'-H), 6,12 (d, 1H, C3'-H), 5,35 (s, 2H, NH>), 5,00 (dd, 1H, C5'-Ha),

4,76 (m, 1H, C4'- H), 4,59 (dd, 1H, C5'-Hb), 1,33 (d, 3H, CHj3).
Exemplul 12: Prepararea Compusului 12 (US 2011015146 A1 2011.01.20).
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Sinteza (29)-1zopropil2-((((2R,3R,4R,5R)-5(2-amino-6-metoxi-9H-purin-9-il)-4-fluoro-
3hidroxi-4-metiltetrahidrofuran-2-il)metoxi) (fenoxi) fosforilaminoacid)propanoatului

Un balon uscat cu fund rotund de 250 mL a fost incércat cu fenildiclorfosfat (2,66 g, 12,61
mmol) si diclormetan anhidru (40 mL). Sare a aminoesterului (2,60 g, 15,53 mmol) s-a addugat
la solutie si amestecul s-a racit la -5°C. N-Metil imidazol (7,7 mlL., 97 mmol) s-a addugat apoi
rapid prin intermediul unei seringi uscate la -5°C si solutia s-a agitat la -5°C, timp de 1 ora.
Nucleozidda  ((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-metoxi-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2-(hidroximetil )-4-
metiltetrahidrofuran-3-ol), 3,04 g, 9,7 mmol) s-a addugat dintr-o fiold intr-o portie la -5°C si
solidul s-a dizolvat lent timp de 20 de minute. Temperatura de reactic a fost ldsatd sd se
incélzeascd pand la temperatura ambiantd timp de 2 ore. Dupd 17 ore, reactia nu a fost completa.
Mai multi reactivi au fost produsi (de la fosfat (2,66 g), aminoester (2,60 g) si N-metil imidazol
(3,8 mL, 48 mmol)) si s-au addugat la amestecul de reactie la -5°C. Amestecul de reactic s-a
agitat la temperatura camerei timp de Incd 2 ore. Reactia a fost aproape completd dupd cum s-a
demonstrat prin rezultatul CSS si s-a diluat cu 70 mL de diclormetan. S-a addugat solutie de HCl1
(IN, 70 mL). Stratul apos s-a separat si s-a extras cu diclormetan. Stratul organic s-a spélat cu
solutie saturatd de NaHCOs, apd, solufie salind si s-a uscat pe MgSOs. Dupd indepértarea
solventului sub presiune redusa, reziduul lipicios s-a purificat prin cromatografie in coloana
automatizatd folosind un cartus de 240 g si un gradient de 0-8% 2-PrOH in diclormetan pentru a
se obtine produsul sub forma de spuma solidd (4,16 g, 7,14 mmol, 73% randament). Puritate
HPLC de 97,4%. Spectrele RMN a produsului a ardtat cd este un amestec de doi
diastereoizomeri cu un raport de 1,2:1.

'H-RMN (DMSO-d¢): 8=7,98 (1H, s, H-8 al unui izomer), 7,95 (1H, s, H-8 al unui alt
1izomer), 7,37-7,32 (2H, m, arom-H) , 7,22-7,15 (3H, m arom-H), 6,6 (2H, s, NH>), 6,11 (1H, d,
CI'-H al unui izomer), 6,09 (1H, d, H-CI' al altwi izomer), 6,09-5,98 (1H, m, amida NH), 5,88
(1H, d, 3'-OH al unui izomer), 5,81 (1H, d, 3'-H al altui izomer), 4,85-4,75 (1H, hepta, metina H
a 1izopropilului), 4,46-4,27 (2H, m, C4'-H, a-H a aminoesterului), 4,15-4,07 (1H, m, C3'-H), 3,96
(3H, s, OCHj3), 3,82-3,72 (2H, m, C5'-Ha si C5'-Hb), 1,23-1,06 (9H, m, CH; a aminoesterului),
1,03 (3H, d, C2'-CHs).

SIP.LRMN (DMSO-de): 0=4,91 (un izomer), 4,72 (un alt izomer).

O metoda alternativd de purificare este de a modifica chimic produsul secundar minor 3'
fosforamidatul, in scopul de a simplifica separarea cromatograficd. Produsul fosforamidat brut
este dizolvat in piridind anhidrd (5 mL/g) si tratat cu 0,5 echivalenti molari ai clorurii de t-
butildimetilsilil la temperatura ambiantd pentru a reactiona selectiv cu 5' hidroxilul primar liber
al impuritdtii 3" izomerului. Mersul reactiei poate fi monitorizat prin CL/SM. Dupa convertirea
3" izomerului intr-un derivat de 5'-tBDMS-3'-fosforamidat, reactia este stinsd cu metanol (3
echiv.), concentrat sub presiune redusd, impartit intre acetat de etil si 5%acid citric si apoi stratul
organic este concentrat. Reziduul este apoi supus cromatografiei care poate fi realizatd acum cu o
incarcare mai mare §i un gradient mai rapid si pentru a atinge o puritate mai mare.

Exemplul 13: Prepararea Compusului 13 (US 2011015146 A1 2011.01.20).
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Exemplul 14: Prepararea Compusului 14 (din [1], Exemplul 5)
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Prepararea 2'-deoxi-2'-fluoro-2'-C-metiluridin-5'-fenil metoxi-alanil fosfatului
Fenil metoxialaninil fosforocloridat (1 g, 6,5 echiv.) dizolvat in 3 mL de THF s-a adaugat la
un amestec de 2'-Deoxi-2'-fluoro-2'-C-metiluridina (0,15 g, 1 echiv.) si N-metilimidazol (0,3 g, 8
5 echiv.) in 3 mL de THF cu agitare puternica la temperatura camerei, apoi amestecul de reactie s-
a agitat peste noapte. Solventul a fost Indepértat prin presiune redusa. Produsul brut rezultat a
fost dizolvat in metanol purificat prin HPLC preparativd pe o coloand YMC 25x30x2 mm,
folosind o faza mobild a gradientului de elutie apd/acetonitril. Acetonitrilul si apa s-au indepartat
sub presiune redusd pentru a da produsul dorit (50,1 mg, 15,6%). 'H RMN (DMSO-ds) & 1,20-
10 1,27 (m, 6H), 3,58 (d, /=16,0 Hz, 3H), 3,75-3,92 (m, 2H), 4,015-4,379 (m, 2H), 5,54 (t, /=10,2
Hz, 1H), 5,83-5,91 (m, 1H), 6,00-616 (m, 1H), 7,18 (d, J=8,0 Hz, 2H), 7,22 (s, 1H), 7,35 (t,
J=4,4 Hz, 2H), 7,55 (s, 1H), 11,52 (s, 1H); SM, m/e 502 (M+1)"*.
Exemplul 15: Prepararea Compusului 15 (Exemplul 55, din [1]).

O
N—P—C
Y\H | /\@
O/ o s 3
HO F
F 15
15 'H RMN (DMSO-d¢) 8 >1,20-1,44 (m, 12H), 1,60-1,71 (m, 4H), 3,75-4,02 (m, 2H), 3,94-

4,02 (m, 1H), 4,19-4,26 (m, 2H), 4,59-4,61 (m, 1H), 5,57 (t, J/=8,4 Hz, 1H), 5,85-6,06 (m, 3H),
7,17-7,23 (m, 4H), 7,54 (d, J=8,4 Hz, 1H), 11,50 (s, IH); SM, m/e 587,92 (M+1)*
LR , iy, JBam

O procedurd generald pentru derivatii nucleozidici de fosforamidat este raportata la coloana

20 461 din [1]. O solutic de fosforocloridat potrivit (6,5 echivalenti) in tetrahidrofuran anhidru
(THF) poate fi addugatd la un amestec de nucleozida (1 echivalent) si N-metilimidazol (8
echivalenti) in THF anhidru cu agitare puternicd la temperatura camerei, cu amestecul de reactie

agitat peste noapte. Solventul poate fi indepdrtat sub vid si produsul brut purificat prin
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cromatografie In coloand si/sau cromatografie preparativa In strat subfire pentru a obfine

compusul dorit.
Exemplul 16: Prepararea Compusului 16 (US 7429572 B2 2008.09.30)
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Sinteza (2'R)-2'-Deoxi-2'-Fluoro-2'-C-Metilcitidinei pornind de la Citidina

Etapa 1: La o suspensie de citidind (100 g, 0,411 mol) in DMF (2,06 L) s-a addugat anhidrida
benzoicd (102,4 g, 0,452mol). Amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 20 ore.
DMF a fost indepértat in vid si reziduul a fost triturat cu eter dietilic. Solidul rezultat a fost
colectat prin filtrare cu aspirare si spélat cu eter dietilic (2x200 mL). Uscarea ulterioard in vid la
temperatura camerei a dat Ny benzamida (140,6 g, 98,3%). O portiune din acest material (139,3
g, 0,401 mol) a fost dizolvatd in piridina anhidrd (1,2 L) si a fost tratatd cu 1,3-dicloro-1,1,3,3-
tetraizopropil-disiloxan (141,4 mL, 0,441 mol la temperatura camerei. Solutia a fost agitatd la
temperatura camerei peste noapte. Amestecul a fost concentrat aproximativ pand la uscare in vid
si coevaporat cu toluen (3x200 mL). Reziduul a fost tratat cu EtOAc (1,8 L) si spalat cu HCI
(2x200 mL, 0,05 N), NaHCOs (5%, 2x400 mL). Stratul organic a fost spdlat, uscat (Na>SOs),
filtrat si evaporat pand la uscare. Compusul 16-1 (Compusul 4-1 din US 7429572 B2
2008.09.30) (256,5 g, >100%) a fost izolat ca o spumd albd si utilizat fard purificare
suplimentara.

Etapa 2: Compusul 16-1 (236,5 g, 0,40 mol) a fost dizolvat in THF uscat (1,22 L). DMSO
anhidru (180,8 mL, 2,1 mol) s-a addugat si solutia rezultatd a fost ricita la intre -20°C si -15°C.
Anbhidrida trifluoraceticd (90,6 mL, 0,64 mol) s-a addugat prin picurare timp de 45 min si solutia
s-a agitat intre -20°C si -15°C timp de 2 ore, dupa care trietilamind anhidra ( 223,5 mL, 1,6 mol)
s-a adaugat timp de 20 min. Reactia brutd continand cetona 16-2 a fost dizolvatd in EtOAc (500
mL), iar solufia rezultatd a fost spélatd cu H,O (3x400 mL), uscatd (NaxSOs) si solventii s-au
indepartat in vid pentru a da un solid galben care a fost purificat intr-o coloand pe silicagel,
eluand cu un gradient treptat de Et;O (0-60%) in hexani urmat de un gradient treptat de EtOAc
(50-100%) 1n hexani. Cetona bruta astfel obtinutd (~192 g) a fost cristalizatd din eter de petrol
pentru a da cetona 16-2 (Compusul 4-2 din US 7429572 B2 2008.09.30) (138,91 g, 57,5% din
citidind) sub forma unui solid alb g si 22 g de materie primé initiald nereactionatd, 16-1, ca un
solid galben.

Etapa 3: Compusul 16-2 (48,57 g, 8,26 mmol) a fost dizolvat 1n toluen anhidru (~400 mL) si
solventul a fosty i4ndepdartat in vid cu excluderea umiditdtii. Reziduul a fost apoi uscat
suplimentar in vid (pompa de ulei) timp de incd 2 ore. Cu excluderea strictd a umiditétii, spuma
reziduald a fost dizolvata in eter dietilic anhidru (1,03 L) sub argon. Solutia rezultata a fost racitd
la -78°C sub argon si MeLi (1,6 M, 258,0 mL, 0,413 mol) a fost adaugat prin picurare printr-o
palnie suplimentard. Dupa ce addugarea a fost completa, amestecul a fost agitat timp de 2 ore la -
78°C. NH4C] 1M apoasd (500 mL) a fost adaugatd incet. Dupa incélzire la temperatura camerei,
amestecul a fost spalat cu H.O (2x500 mL), uscat (Na,SO.) si apoi concentrat panai la uscare
pentru a da o spuma cafenier (~60 g, >100%).

Reactia a fost realizatd de inca doud ori folosind 37,62 g si 56,4 g de compus 16-2. Produsele
brute combinate (128,0 g, 0,212 mol) au fost dizolvate in THF (1,28 L) si tratate cu HOAc¢
concentr. (23 mL, 0,402 mol). La solutie s-a addugat TBAF (384,0 mL, 1M in THF). Solutia s-a
agitat la temperatura camerei timp de 0,75 ordh si amestecul a fost tratat cu silicagel (750 g) si
concentrat pana la uscare. Pulberea a fost plasata intr-o coloand pe silicagel ambalatd in CH,Cls.
Elutia cu 1:7 EtOH-CHCl; a oferit un solid ceros de culoare inchisi, care a fost preadsorbit pe
silicagel (300 g) si cromatografiat ca inainte. Compusul 16-3 (Compusul 4-3 din US 7429572)
(46,4 g, 53,0% 16-2) a fost izolat ca un solid alb-cenusiu. 'H RMN (DMSO-de): & 1,20 (s, 3H,
CH3), 3,62-3,69 (m, 2H), 3,73-3,78 (m, 2H), 5,19 (t, 1H, J=5,4 Hz, OH-5"), 5,25 (s, 1H, OH-2"),
5,52 (d, 1H, J=5,0 Hz, OH-3"), 5,99 (s, 1H, H-1, 7,32 (d, 1H, J=5,8 Hz), 7,05 (yt, 2H, J=7,7
Hz), 7,62 (wt, 1H, J=7,3 Hz), 8,00 (d, 2H, J=7,3 Hz), 8,14 (d, 1H, J=6,9 Hz), 11,22 (s, 1H, NH).
Calculatd anal. pentru Ci7H1oN306.0,5 H>O: C, 55,13; H, 5,44; N, 11,35. Depistata: C, 55,21; H,
5,47; N, 11,33,
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Etapa 4: Compusul 16-3 (46,0 g, 0,13 mol) a fost dizolvat in piridina anhidrd si concentrat
pana la scare in vid. Siropul rezultat s-a dizolvat in piridind anhidrd sub argon si racit la 0°C cu
agitare. Solutia bruna a fost tratatd cu clorura de benzoil (30 mL, 0,250 mol) prin picurare timp
de 10 min. Baia de gheatd a fost indepartatd si agitarea a continuat timp de 1,5 ore, iprin care
CSS a aratat absenta materiei prime initiale rdmase. Amestecul a fost stins prin addugarea apei (5
mL) si concentrat pand la uscare. Reziduul a fost dizolvat intr-o cantitate minima de CH.Cl, si
spélat cu solutie saturatd de NaHCO; (1x500 mL) si H,O (1x500 mL). Faza organicd a fost
uscatd (NaxSOy) si filtratd, concentratd pand la uscare se cromatografiatd pe silicagel, eludnd cu
un gradient treptat de EtOAc-hexani (25-60%) pentru a furniza compusul 16-4 sub forma de
spuma galbena (Compusul 4-4 din US 7429572) (48,5 g, 67%). 'H RMN (CDCL): & 1,64 (s, 3H,
CH3), 4,50 (m, 1H, H-4), 4,78-4,85 (m, 2H, H-5',5a"), 5,50 (d, H, =3,4 Hz, H-3"), 6,42 (s, H, H-
1), 7,44-7,54 (m, 7H, Ar), 7,57-7,66 (m, 3H, Ar), 7,94 (d, 2H, J=7,8 Hz), 8,05-8,09 (m, 4H, Ar),
8,21 (d, 1H, =7,3 Hz). Calculatd anal. pentru C31H»7N3Os: C, 65,37; H, 4,78; N, 7,38. Depistata:
C, 65,59; H, 4,79; N, 7,16.

Etapa 5: Compusul 16-4 (7,50 g, 0,013 mol) a fost dizolvat in toluen anhidru (150 ml.) sub
argon si racit la -20°C. DAST (2,5 mL, 18,9 mmol) s-a addugat incet si baia de racire a fost
indepartatd dupd ce addugarea a fost completa.

Agitarea a fost continuatd timp de 1 ord si amestecul a fost turnat in solutie saturatd de
NaHCO; (100 mL) si spélat pand cand degajarea gazului a incetat. Faza organica a fost uscatd
(NaySO,), concentratd si purificatd prin cromatografie pe silicagel eludnd cu 1:1 EtOAc-hexani.
Randamentul a fost de 1,22 g (16,3%) de 16-5 pur (Compusul 4-5 din US 7429572 B2
2008.09.30) ca un solid alb cu punctul de topire 241°C. (CH,Cly-hexani); 'H RMN (CDCL): &
1,49 (d, 3H, j=22,4 Hz, CH3), 4,64 (dd, 1H, J=3,44, 12,9 Hz, H-5', 4,73 (d, 1H, J=9,5 Hz, H-4"),
4,90 (dd, 1H, J=24, 12,7 Hz, H-5a"), 5,56 (dd, 1H, J=8,6, 20,7 Hz, H-3"), 6,52 (d, 1H, J=18,0
Hz, H-1", 7,47-7,57 (m, 7H, Ar), 7,62-7,71 (m, 3H, Ar), 7,89 (d, 2H, J=6,9 Hz), 8,07-8,11 (m,
5H, Ar), 8,67 (bs, 1H, NH) '°F RMN (CDCl): 3,3 § (m) calculatd anal. Pantru CsHasFN307.0,7
HO: C, 63,74, H, 4,72, N, 7,20. Depistata: C, 63,71, H, 4,54, N, 7,20.

Etapa 6: Compusul 16-5 (6,30 g, 0,011 mol) a fost suspendat in amoniac metanolic (cca 7 N,
150 mnL) si agitat la temperatura camerei peste noapte. Solventul a fost indepdrtat in vid,
coevaporat cu metanol (1x20 mL) si preadsorbit pe silicagel. Pulberea albd a fost plasatd intr-o
coloani pe silicagel (ambalatd iIn CHCIls) si coloana a fost eluatd cu 9% EtOH in CHCls, apoi
17% EtOH si in final cu 25% etanol in CHCls. Concentrarea fractiilor care contin produsul,
filtrarea printr-un disc de 0,4 lam si liofilizarea din apa au dat compusul 16-6 (Compusul 4-6 din
US 7429572), 2,18 g (76%). 'H RMN (DMSO-de): & 1,17 (d, 3H, J=22,3 Hz, CHs), 3,63 (dd,
1H, J=2,7, 13,7 Hz, H-5"), 3,70-3,84 (m, 3H, H-3', H-4', H-5a’), 5,24 (app s, 1H, OH-3"), 5,60 (d,
1H, J=5,4 Hz, H-5"), 5,74 (d, 1H, J=7,71 Hz, H-5), 6,07 (d, 1H, J=18,9 Hz, H-1"), 7,31 (s, 1H,
NH,), 7,42 (s, 1H, NH), 7,90 (d, 1H, J=7,3 Hz, H-6). YF RMN (DMSO-ds): 6 2,60 (m).
Calculatd anal. pentru CioHi4sFN3O4.4.1.4 H,0: C, 44,22; H, 5,95; N, 14,77. Depistata: C, 42,24,
H, 5,63; N, 14,54. Compusul 16-6 (0,10 g, 0,386 mmol) a fost transformat in sare de
hidroclorurd prin dizolvare in apa (2 mL) si ajustarea pH-ului la aproximativ 3,0 cu HC1 1M.
Apa a fost indepartata in vid si reziduul s-a cristalizat din EtOH apos pentru a da 16-6 sub forma
de sare de hidroclorurd (71,0 mg). Punctul de topire 24°C (desc); 'H RMN (DMSO-de): 5 1,29
(d, 3H, J=22,6 Hz, CHs), 3,65 (dd, 1H, J=2,3, 12,7 Hz, H-5"), 3,76-3,90 (m, 3H, H-3', H-4', H-
5a), 5,96 (d, 1H, J=17,3 Hz, H-1"), 6,15 (d, 1H, J=7,9 Hz, H-5), 8,33 (d, 1H, J=7,9 Hz, H-6),
8,69 (s, 1,5 H, NH), 9,78 (s, 1,5 H, NH). F RMN (DMSO-d4): & 1,69 (m). Calculatd anal.
pentru CoHi14FN304.HCI: C, 40,62; H, 5,11; N, 14,21. Depistata: C, 40,80; H, 5,09; N, 14,23,

Exemple biologice

Protocolul testului

Test replicon de mare proiductivitate (HI'BS)

Celule replicon care addpostesc H77 (genotipul la) sau Conl (genotipul 1b) ARN VHC si
reporterul luciferazei Renilla au fost iInsdmantate in plansete negre cu 384 godeuri la o densitate
de 1,6 x 103 celule per godeu in 90 pl de mediu de culturd DMEM, cu exceptia G 418. Compusii
au fost diluati in serie In 100%DMSO si addugati la celule la o dilutie 1:225, atingidnd o
concentratie finald de 0,44% DMSO intr-un volum total de 90 pL cu o Biotek uFlow
Workstation. Plansetele cu celure au fost incubate 1la 37°C cu 5% CO» timp de 3 zile, dupa care
mediile de culturd au fost indepartate si celulele au fost testate pentru activitatea luciferazei ca un
marker pentru nivelul de replicare. Expresia luciferazei a fost masuratd folosind reactivi chimici
Dual-Glo pentru analiza activitdfii luciferazei (Promega, Madison, WI). Pe scurt, 20 pL de
tampon Dual-Glo pentru ianalizaivitatii luciferazei s-a addugat pentru liza celulelor timp de 10
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minute si ulterior 20 pL dintr-un substrat Duial-Glo Stop & Glo diluat (1:100) s-a addugat la
fiecare godeu. Semnalul de luminescentd a fost masurat pe un spectrofotometru pt. citirea
plansetelor Perkin Elmer Envision Plate Reader dupd incubare timp de 10 minute. Nivelele de
luciferaza au fost convertite in procente in raport cu martorii netratati (definite ca 100%) si datele
au fost potrivite pentru ecuatia logisticd a reactiei la doza y = a/(1+(x/b)c) utilizand software-ul
XLFit4 (IDBS, Emeryville, CA). Valorile ECso au fost calculate din ecuatiile rezultate.
Alternativ, activitatea antivirald poate fi analizatd prin Determinarea ICso ale proteazei NS3
VHC. Activitatea proteazei NS3 VHC a fost monitorizatd folosind un substrat de depsipeptida
pentru transferul energiei rezonantei fluorescente (FRET) (RET S1, AnaSpec, San Jose, CA)
bazat pe metoda Taliani, Taliani M, Bianchi E, F Narjes, Fossatelli M, Urbani A, Steinkuhler C,
et al. Un test continuu al proteazei virusului hepatitei C pe baza substraturilor de depsipeptida
pentru transferul energiei rezonantei (MarinaTaliani et al. A Continuous Assay of Hepatitis C
Virus Protease Based on Resonance Energy Transfer Depsipeptide Substrates. Analytical
Biochemistry, 1996, vol. 240, nr. 1, p. 60-67), incorporatd aici prin referintd in ceea ce priveste
efectuarea acestui test.

Pe scurt, 2-10 nM de domenii ale proteazei NS3 purificate au fost preincubate la 37°C timp
de 10 minute cu 20 uM de cofactori peptidici NS4A izogenici (Sigma, St. Louis, MO), in 40%
de tampon glicerol, cu 50 mM HEPES pH 7,5 si 10 mM DTT. Compusii au fost diluati in serie
1:3 in DMSO, incubati cu amestec enziméa/cofactor timp de 10 minute si reactiile au fost initiate
prin addugarea a 2 uM de substrat RET S1 (concentratie finald). Cresterea fluorescentei a fost
masuratd In mod continuu timp de o ord utilizdnd un spectrofotometru pt. citirea plansetelor de
fluorescentd Victor3 V (Perkin Elmer, Waltham, MA). Vitezele initiale au fost calculate pentru
fiecare concentratie a inhibitorului, folosind software-ul Workout 1,5 (DAZDAQ, East Sussex,
UK) cu algoritmul de inclinare maxima. Datele de vitezd au fost convertite in procente in raport
cu grupul de control netratat (definite ca 100%) si regresia neliniard a fost efectuatd pentru a
calcula concentratiile inhibitoare de 50% (valorile ICso).

Potenta enzimaticd a NS3: Proteaza NS3 purificatd este complexatd cu peptida NS4A si apoi
incubatd cu dilutii seriale ale compusilor (DMSO folosit ca solvent). Reactiile sunt initiate prin
aditia substratului peptidic marcat dublu si cresterca cineticd rezultatd in fluorescentd este
masuratd. Regresie neliniard a datelor de vitezd este efectuatd pentru a calcula ICso. Activitatea
este initial testatd impotriva proteazei genotipului 1b. In functie de potenta obtinutd impotriva
genotipului 1b, genotipuri suplimentare (la, 2a, 3) si/sau enzime rezistente la inhibitorul
proteazei (mutantii D168Y, D168V sau A156T) pot fi testate. BILN-2061 este utilizat ca un
martor pe parcursul tuturor testele. Compusii din Exemple au fost evaluati in acest test si s-au
dovedit a avea valori ICso mai mici de aproximativ 1 pM.

Potenta si citotoxicitatea repliconului: celule Huh-luc (replicand stabil repliconul genotipului
1b Bartenschlager’s 1389luc-ubi-neo/NS3-3°/ET) sunt tratate cu dilutii seriale ale compusului
(DMSO este folosit ca solvent) timp de 72 ore. Numarul de copii replicon este masurat prin
bioluminiscenta §i regresia neliniard se efectueazd pentru a calcula valorile ECso. Plansete
paralele tratate cu aceleasi dilutii de medicament sunt testate pentru citotoxicitate utilizand testul
viabilitatii celulare Promega CellTiter-Glo. in functie de potenta obtinutd impotriva repliconului
1b, compusii pot fi testati Impotriva unui replicon al genotipului la si/sau repliconilor rezistenti
la inhibitor codificand mutatiile D168Y sau A156T. BILN-2061 este folosit ca un martor pa
partcursul tuturor testelor. Compusii din Exemple au fost evaluati in acest test si s-au dovedit a
avea valori ECso mai mici de aproximativ 5 uM.

Efectul proteinelor serice asupra potentei repliconului

Testele repliconului sunt efectuate in mediu normal de culturd celulard (DMEM + 10% FBS )
suplimentat cu concentraii fiziologice ale albuminei serice umane (40 mg/ml) sau
glicoproteinei o-acide (1 mg/mL). ECs in prezenta proteinelor serice umane sunt comparate cu
ECso In mediu normal pentru a determina modificarea conformationald a potentei.

Selectivitatea enzimaticd: inhibarea proteazelor de la mamifere inclusiv a elastazei
pancreatice porcine, elastazei leucocitelor umane, proteazei 3 si catepsinei D este masurati la Ko,
pentru substraturile respective pentru fiecare enzima. ICso pentru fiecare enzimd este comparatd
cu ICs obtinutd cu NS3 proteaza 1b pentru a calcula selectivitatea.

Citotoxicitatea celulelor MT-4: celulele MT4 sunt tratate cu dilutii seriale de compusi pentru
o perioada de cinci zile. Viabilitatea celulard este masuratd la sfarsitul perioadei de tratament
utilizand testul Promega CellTiter-Glo si regresia neliniara este realizata pentru a calcula CCso.

Concentratia compusului asociat cu celulele la ECso: culturile Huh-Luc sunt incubate cu
compus la concentratii egale cu ECso. La mai multe momente de timp (0-72 ore), celulele sunt
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spalate de 2 ori cu mediu rece si extrase cu 85% de acetonitril; un esantion al mediului la fiecare
moment de timp este de asemenea extras. Extractele celulare si de medii sunt analizate prin
CL/SM/SM pentru a determina concentratia molard a compusilor din fiecare fractie.

Solubilitatea si stabilitatea: Solubilitatea este determinat prin luarea unei probe alicvote de 10
mM de solutie-mama de DMSO si prepararea compusului la o concentratie finald de 100 uM in
solutiile-test de medii (PBS, pH 7,4 si HCI1 1N, pH 1,5) cu o total concentratic de DMSO de 1%.
Solutiile-test de medii sunt incubate la temperatura camerei cu agitare timp de 1 ord. Solutiile
sunt apoi centrifugate si supernatantii recuperati sunt analizate p¢ HPLC/UV. Solubilitatea poate
fi calculatd prin compararea cantitatii de compus detectat In solutia-test definitd comparata cu
cantitatea detectatd in DMSO la aceeasi concentratie. Stabilitatea compusilor dupd 1 ord de
incubare in mediile testate la 37°C este de asemenea determinata.

Stabilitatea hepatocitelor umane, canine si de sobolan crioconservate: Fiecare compus este
incubat timp de pand la 1 ord in suspensii de hepatocite (100 pl, 80,000 de celule per godeu) la
37°C. Hepatocitele crioconservate sunt reconstituite in mediul de incubare fard ser. Suspensia
este transferatd in plansete cu 96 de godeuri (50 pL/godeu). Compusii sunt diluati la 2 pM in
mediul de incubare si apoi sunt addugati la suspensii de hepatocite pentru a Incepe incubarea.
Probele sunt prelevate la 0, 10, 30 si 60 de minute de la inceputul incubdrii si reactia poate fi
stinsd cu un amestec format din 0,3% acid formic in 90% acetonitril/10% apd. Concentratia
compusului in fiecare esantion este analizatd folosind CL/SM/SM. Perioada de injumititire a
disparitiei compusului in suspensia de hepatocite este determinatd prin ajustarea datelor asupra
dependentei dintre concentratie si timp cu o ecuatic exponentiald monofazicd. Datele sunt, de
asemenea, extinse pentru a reprezenta clearance-ul hepatic intrinsec si/sau clearance-ul hepatic
total.

Stabilitatea fractiunii S9 hepatice prelevatd de la om, caine si sobolan: Fiecare compus este
incubat timp de pand la 1 ord in suspensie S9 (500 pl, 3 mg proteind/mL) la 37°C (n = 3 ).
Compusii sunt addugati la suspensia S9 pentru a incepe incubarea. Probele sunt prelevate la 0,
10, 30 si 60 de minute de la inceputul incubérii. Concentratia compusului in fiecare esantion este
analizatd folosind CL/SM/SM. Perioada de injumatatire a disparifiei a compusului in suspensia
S9 este determinatd prin ajustaREA datelor asupra dependentei dintre concentratie si timp cu o
ecuatie exponentiald monofazica.

Permeabilitatea Caco-2: Atat permeabilitatea directd (A-la-B), cat si permeabilitatea inversad
(B-la-A) este masuratd. Monostraturile Caco-2 sunt crescute la confluentd pe membrane
microporoase, de policarbonat, acoperite cu colagen in plansete Costar Transwell® cu 12
godeuri. Compusii sunt dozati pe partea apicald pentru permeabilitatea directd (A-la-B) si sunt
dozati pe partea bazolaterald pentru permeabilitatea inversd (B-la-A). Celulele sunt incubate la
37°C cu 5% CO, mtr-un incubator umidificat. La inceputul incubarii, la 1 ora si 2 ore dupa
incubare, o proba alicvotd de 200 uL este preluatd din camera receptoare §i inlocuitd cu tampon
de analiza proaspat. Concentratia compusului in fiecare probd este determinatd prin CL/SM/SM.
Permeabilitatea aparentd, Papp, este calculata.

Fixarea proteinelor plasmatice: Legarea proteinelor plasmatice este mdsuratd prin dializa de
echilibru. Fiecare compus este addugat plasma de control la o concentratie finald de 2 uM.
Plasma Tmbogatitd cu compus si tamponul fosfat sunte plasate 1n partile opuse ale celulelor de
dializd asamblate, care sunt apoi rotite incet intr-o baie de apd de 37C°. La sfarsitul incubarii,
concentratia compusului in plasma si tamponul fosfat este determinatd. Procentul nelegat este
calculat folosind urmatoarea ecuatie:

100 o] —
_ o — -
% Nelegat = C, +C

Unde Cs si Cy sunt concentratiile libere si legate determinate ca concentratii plasmatice si ale
tamponului post-dializa, respectiv.

Analiza profilului CYP450: Fiecare compus este incubat cu fiecare din 5 enzime P450
recombinante uman, inclusiv CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6 si CYP2C19 in prezenta si
absenta NADPH. Probe seriale pot fi luate din amestecul de incubare la inceputul incubarii si la
5, 15, 30, 45 si 60 min dupd inceperea incubdrii. Concentratia compusului In amestecul de
incubare este determinatd prin CL/SM/SM. Procentajul compusului rdmas dupd incubare la
fiecare momentl de timp este calculat prin comparare cu prelevarea probelor la inceputul
incubdrii.

Stabilitatea plasmei umane, de maimutd, ciine si sobolan: Compusii sunt incubati timp de
pana la 2 ore in plasma (de sobolan, caine, maimutd sau umand) la 37°C. Compusii sunt addugati
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la plasma la concentratii finale de 1 si 10 pg/mL. Probele alivote sunt luate 1a 0, 5, 15, 30, 60 si
120 min dupd addugarea compusului. Concentratiile compusilor si metabolitilor majori la fiecare
moment de timp sunt méasurate prin CL/SM/SM. Datele biologice (potenta antivirald [ECso] este
determinata utilizdnd analiza reporterului repliconului HCV pe baza luciferazei Renilla (RLuc) —
VHC 1b RLuc).

Exemplul biologic 1: Activitatea anti-VHC a combinatiei de Compus 1 si Compus 2

Materiale si metode

Compusul 1 si Compusul 2 au fost sintetizati prin Gilead Sciences (Foster City, CA).

Linii celulare

Celulele replicon ale VHC genotipul 1b (Huh-luc) au fost obtinute de la Reblikon (Mainz,
Germania). Repliconul in aceste celule este desemnat 1389luc-ubi-neo/NS3-3'/ET si codificd un
marker cu rezistentd selectabila (neomicin fosfotransferaza), precum si gena reporter a
luciferazei extrase din licurici. Celulele Huh-luc au fost mentinute in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM; GIBCO, Carlsbad, CA) suplimentat cu 10% de ser fetal bovin (FBS;
Hyclone, Logan, UT) si 0,5 mg/mL G-418 (GIBCO). Celulele au fost reinsamantate de doud ori
pe saptimana si mentinute la niveluri subconfluente.

Determindrile ECso

Celulele replicon au fost Insamantate in plansete cu 96 godeuri la o densitate de 5 x 103
celule per godeu in 100 pL de mediu de culturda DMEM, cu exceptia G-418. Compusii 1 si 2 au
fost diluati 1n serie 1:3 in 100% DMSO (Sigma). Aceste dilutii in serie s-au adaugat la celule la o
dilutie de 1:200 pentru a atinge o concentratie finald de 0,5% DMSO intr-un volum total de 200
pL. Plansetele au fost incubate la 37°C timp de 3 zile, dupa care mediile de cultura au fost
indepartate si celulele au fost lizate si testate pentru activitatea luciferazei utilizdnd o analiza a
luciferazei disponibild comercial (Promega, Madison, WI). Nivelurile de replicare VHC in
probele tratate cu medicament au fost exprimate ca un procentaj al celor din martorii netratati
(definit ca 100%), iar datele au fost potrivite pentru ecuatia logisticd a reactiei de raspuns la doza
y=a/(1+(x/b)c) utilizand software-ul XLFitd4 (IDBS, Emeryville, CA). Valorile ECso au fost
calculate din ecuatiile rezultate asdtfel cum a fost descris anterior (William E. Delaney IV et al.
Cross-Resistance Testing of Antihepadnaviral Compounds Using Novel Recombinant
Baculoviruses Which Encode Drug-Resistant Strains of Hepatitis B Virus. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 2001, vol. 45, nr. 6, p. 1705-1713).

Studii combinate antivirale

Celulele replicon au fost Insamantate in plansete cu 96 godeuri la o densitate de 5 x 103
celule per godeu in 100 pul de mediu de culturd. Compusii 1 si 2 au fost diluati in serie In 100%
DMSO astfel cum este descris mai sus si addugati intr-un format de matrice la plangetele cu 96
godeuri, atingdnd unui set definit de concentratii si raporturi diferite ale medicamentului intr-un
volum final de 200 pL si o concentratie finald de DMSO de 0,5%. Pentru fiecare medicament 1n
parte, valoarea ECso a fost selectatd ca punctul median pentru intervalul de concentratii testat.
Celulele au fost incubate timp de trei zile si analizate pentru expresia luciferazei astfel cum este
indicat mai sus. Pentru acest studiu combinat, doud experimente independente au fost realizate in
trei exemplare.

Analiza combinata a datelor

Datele au fost analizate cu ajutorul programului II MacSynergy dezvoltat de Prichard si
Shipman (Prichard MN, Aseltine KR, Shipman C, Jr., MacSynergyTM II, Version 1.0.
University of Michigan, Ann Arbor, Michigan, 1993; Prichard M.N., Shipman C., Jr., Antiviral
Res 14 (4-5):181-205 (1990); Prichard M.N., Shipman C, Jr., Antivir Ther 1 (1):9-20 (1996);
Prichard M.N,, et al., Antimicrob Agents Chemother 37 (3):540-5 (1993). Software-ul calculeaza
inhibarea teoreticd presupunand o interactiune aditivd Intre medicamente (pe baza modelului
Bliss Independence) si cuantificd diferentele statistic semnificative intre valorile inhibitiei
teoretice si cele observate. Trasarea aceste diferente in trei dimensiuni rezultd intr-o suprafatd in
care cresterile in planul Z reprezintd sinergia antivirala, iar scdderile reprezintd antagonismul
antiviral dintre compusi. Volumele calculate ale devierilor de suprafatd sunt exprimate in nM2%,
Per Prichard si Shipman, efectele combinate sunt definite ca:

®  Foarte sinergice daci volumele >100 nM?2.

Slab sinergice daci volumele sunt >50 si <100 nM?.

Aditive daci volumele sunt > —50 nM? si <50 nM?.

Slab antagoniste dacd volumele sunt > —100 nM? si < —50 nM?2.

Antagoniste dacd volumele sunt < —100 nM?2.
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Rezultate

Inainte de a incepe experimentele combinate, valorile ECso in celulele replicon Huh-luc au
fost determinate pentru Compusul 1 si Compusul 2, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 11
Ambii compusi au avut un efect antiviral.

Tabelul 1T
ECs; individuale pentru Compusii 1 i 2 anti-VHC in celulele replicon Huh-Luc

Compus ECso (nM)?

Compusul 1 3+2

Compusul 2 11+£3

a

ECso indicd deviatia medie + standardd pentru doud sau mai multe experimente
independente.

Efectul antiviral al combinatiei de Compus 1 si Compus 2 a fost masurat, iar datele
rezultate au fost analizate cu ajutorul MacSynergy I, care prevede parcele de suprafatd care
prezinta deviatii semnificative de la aditivitate. Cuantificarea deviatiilor statistic semnificative de
la aditivitate a indicat cd combinatia de Compusi 1 si 2 a avut volume de sinergie/antagonism
intre =50 nM? si 50 nM? indicand efecte antivirale aditive astfel cum se aratd in Tabelul I11.
Tabelul 111

Cuantificarea antagonismului §i sinergiei antivirale i interactiunile substantelor
medicamentoase pentru Combinatia de Compus 1 si Compus 2

. Substarj;a (ele.). N Volumul de sinergie Volumul de .
medicamentoasa(e) utiliata(e) in (nM2)* antagonismu(nM2)? Interactiunea
Combinatie with Compusul 2 g
Compusul 1 13.5+10.5 0.07 £0.07 Additiva

20

25

30

35

40

45

50

a

Valorile reprezintd deviatia medie + standardd a doud experimente independente
efectuate in trei exemplare.

Rezultatele experimentelor in vitro prezentate in Tabelul III indica faptul cd Compusul 2 are
activitate antivirala aditivd cind este combinat cu Compusul 1.

Exemplul biologic 2: Combinatii cu Compusul 3

Materiale si metode

Compusi antivirali

Compusul 1 si Compusul 3 au fost sintetizati prin Gilead Sciences (Foster City, CA).
Ribavirina si IFN-a au fost procurate de la Sigma (St. Louis, MO).

Linii celulare

Celulele replicon ale genotipului 1b VHC (Huh-luc) au fost obtinute de la Reblikon (Mainz,
Germania). Repliconul in aceste celule este desemnat 1389luc-ubi-neo/NS3-3'/ET si codificd un
marker cu rezistentd seclectabild (neomicin-fosfotransferaza), precum si gena reporterului
luciferazei extrase din licurici. Celulele Huh-luc au fost mentinute in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (D-MEM) cu GlutaMAX™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplimentat cu 10% de ser fetal
bovin (FBS, Hyclone, Logan, UT) si 0,5 mg/mL de G 418 (Invitrogen). Celulele au fost
reinsdmantate de doud ori pe sdptdmana si mentinute la niveluri subconfluente.

Determindrile ECso

Celulele replicon au fost Insamantate in plansete cu 96 godeuri la o densitate de 5 x 103
celule per godeu in 100 uL DMEM plus 10% de mediu de culturd FBS, cu exceptia G-418.
Compusii au fost diluati in serie 1:3 in 100% de DMSO (Sigma). Aceste dilutii in serie s-au
addugat la celule la o dilutie de 1:200 pentru a atinge o concentratie finald de 0,5% de DMSO
mtr-un volum total de 200 pL. Plangetele au fost incubate la 37°C timp de 3 zile, dupd care
mediile de cultura au fost indepartate si celulele au fost lizate si testate pentru activitatea
luciferazei utilizdnd o analizd a luciferazei disponibild comercial (Promega, Madison, WI).
Nivelurile de replicare VHC in probele tratate cu medicament au fost exprimate intr-un procentaj
al celor in martorii netratati (definit ca 100%), iar datele au fost potrivite pentru ecuatia logistica
a reactiel de raspuns la dozd y=a/(1+(x/b)c) uitilizand software-ul XLFit4 (IDBS, Emeryville,
CA). Valorile ECsp au fost calculate din ecuatiile rezultate astfel cum este descris anterior.
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Studii combinate antivirale

Celulele replicon au fost Insamantate in plansete cu 96 godeuri la o densitate de 5 = 103
celule per godeu in 100 pL de mediu de culturd, cu exceptia G-418. Compusul 3 si alti compusi
au fost diluati in serie in 100% DMSO astfel cum este descris mai sus si addaugati intr-un format
de matrice pentru plansetele cu 96 godeuri, atingdnd unui set definit de concentratii §i raporturi
ale medicamentelor diferite intr-un volum final de 200 pL si o concentratie finald de DMSO de
0,5%. Pentru fiecare medicament in parte (cu exceptia Ribavirinei), valoarea ECsg a fost selectata
ca punctul median pentru intervalul de concentratii testat. Pentru Ribaviring, care nu a avut un
efect antiviral selectiv, o doza maxima de 6,2 M a fost selectatd deoarece aceasta a fost de
aproximativ 3 ori mai micd decét concentratia la care citotoxicitatea a inceput sa fie observata.
Celulele au fost incubate cu medicamente timp de trei zile si analizate pentru expresia luciferazei
astfel cum este indicat mai sus. Pentru fiecare studiu combinat, doud experimente independente
au fost realizate in trei exemplare.

Analiza combinatd a datelor

Datele au fost analizate cu ajutorul programului MacSynergy II dezvoltat de Prichard si
Shipman. Software-ul calculeazd inhibarea teoreticd presupundnd o interactiune aditivd intre
medicamente (pe baza modelului Bliss Independence) si cuantificd diferentele statistic
semnificative intre valorile inhibitiei teoretice si observate. Trasarea aceste diferente in trei
dimensiuni rezultatd intr-o suprafatd in care cresterile in planul Z reprezintd sinergia antivirald,
iar scéderile reprezintd antagonismul antiviral dintre compusi. Volumele calculate ale deviatiilor
de suprafatd sunt exprimate in nM>%. Per Prichard si Shipman, efectele combinate sunt definite
dupd cum urmeaza:

® Sinergie puternicd daci volumele >100 nM?; aceastd cantitate de sinergie este probabil
importantd in vivo

* Sinergie moderati dacd volumele sunt >50 si <100 nM?; aceastd cantitate de sinergie
poate fi importanta in vivo

* Sinergie minord daca volumele sunt >25 si <50 nM?
* Aditivitate dacd volumele sunt > —25 nM? si <25 nM?
* Antagonism minor daci volumele sunt < —25 si > —50 nM?

* Antagonism moderat daci volumele sunt > —100 nM? i > —50 nM?; aceastd cantitate
de antagonism poate fi importantd in vivo

* Antagonism puternic dacd volumele sunt < —100 nM?; aceastd cantitate de antagonism
este probabil importantd in vivo

Rezultate

Valorile ECso pentru compusii individuali in celulele replicon Huh-luc.

Inainte de a incepe experimentele combinate, valorile ECso in celulele replicon Huh-luc au
fost determinate pentru fiecare compus astfel cum se aratd in Tabelul I'V. Toti compusii au avut
un efect antiviral cu exceptia ribavirinei, care nu a avut activitate antivirald pand la concentratiile
care au inceput sa arate citotoxicitate.

Tabelul IV

ECsp individuale pentru Compusii anti-VHC in celulele replicon Huh-uc

Compus ECso (nM)?

Compusul 3 23126

IFN-¢.

0.105 +.003 (U/mL)b

Ribavirina > 12,500

Compusul 1 0.4+0.14

45

50

ECso indica deviatia medie + standardd pentru doud sau mai multe experimente independente.
® ECso INF-0, este exprimatd in unitdti (U) per mililitru (mL) in loc de o concentraie
nanomolara.

Efectele antivirale combinate si interactiunile medicamentelor

Efectele antivirale ale Compusului 3, cand sunt combinate cu IFN-q, ribavirind, si
Compusului 1 au fost testate. Datele rezultate au fost analizate cu ajutorul MacSynergy I, care
prevede diagrame de suprafatd care prezintd deviafiile semnificative de la aditivitate.
Cuantificarea deviatiilor statistic semnificative de la aditivitate au indicat cd combinatiile de
Compus 3 cu IFN-a au rezultat in sinergie minord (volume de sinergie de 32 si 36,5 nM?,
respectiv, Tabelul V). Combinatia Compusului 3 cu inhibitorul NS5B noenucleozidic Compusul
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1 a rezultat intr-un volum de sinergie de 14,5 nM? care indicd o interac{iune antivirali aditiva.
Nici unul dintre compusi nu a produs volume de antagonism antiviral in afara intervalului aditiv
(> —25 nM?) atunci cind sunt combinati cu Compusul 3 astfel cum este prezentat in Tabelul V.

Tabelul V
5 Cuantificarea antagonismului i sinergiei antivirale i interactiunile medicamentelor pentru
Combinatiile cu Compusul 3
Medicamentul(ele) utilizat(e) in Volumul de Volumul de Interaciiunea
Combinatie cu Compusul 2 sinergie (nM?)? antagonism(nM?)?

IFN-a, 321472 0,15+0,2 Sinergie minora
Ribavirina 54 +14,1 1,6 +2.3 Sinergie moderatd
Compusul 1 14,5 +0,7 422+5,0 Aditivi

* Valorile reprezintd deviafia medie + standardad a doud experimente independente efectuate in
trei exemplare
Aceste experimente combinate antivirale in vitro indicéd faptul ca noul inhibitor al proteazei
10 VHC NS3 Compusul 3 posedd sinergie minora atunci cand este combinat cu IFN-a si sinergie
moderatd atunci cand este combinat cu Ribavirina. Aceste rezultate sugereaza cd Compusul 3 ar
putea fi folosit In combinatie cu standardul actual de ingrijire (PEG-IFN-a plus ribavirind) la
pacientit cu VHC pentru a atinge crestertea suprimdrii incarcaturii virale fard a reduce
eficacitatea oricarui dintre medicamentele individuale. Combinatiile Compusului 3 cu
15 mnhibitoriai polimerazei NS5B nenucleozidici (Compusul 1) a rezultat in aditivitate. Aceste
rezultate indicd faptul cd Compusul 3 poate fi, de asemenea, potrivit pentru explorarea
combinatiilor de medicamente care constau din mai multe clase de inhibitori specifici ai VHC la
pacienti.
Exemplul biologic 3: Combinatii ale Compusului 4
20 Materiale i metode
Agenti anti-VHC
Compusul 1, Compus 2, Compusul 3, Compusul 4, Compusul 5 si Compusul 6 au fost
sintetizafi prin Gilead Sciences (Foster City, CA). Puromicina, IFN-a si ribavirina au fost
procurate de la Sigma (St. Louis, MO). Calcein AM a fost procurat de la AnaSpec (Fremont,
25  CA).
Linia de celule si cultura de celule
Linia de celule replicon ale genotipului la VHC utilizatd in acest studiu a fost descrisd
anterior. Celulele au fost crescute in mediu de culturd celulard contindnd Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) cu GlutaMAX (Gibco, Carlsbad, CA, Cat#10569-044), suplimentat cu
30 10% de FBS (HyClone, Logan, UT, Cat#SH30071.03), 100 Unitati/mL de penicilina, 100 pg/mL
de streptomicind (Gibco, Carlsbad, CA, Cat#15140-122) si 0,1 mM de aminoacizi neesentiali
(Gibco, Carlsbad, CA, Cat#11140-050). Celulele replicon au fost mentinute in 0,5 mg/mL de
geneticind (Invitrogen, Carlsbad, CA, Cat#10131-035) pentru a preveni pierderea repliconului
VHC. Celulele au fost reinsdmantate la fiecare 3-4 zile inainte de a ajunge la confluenta.
35 Testul repliconului VHC pentru ECso, determinarile CCso si studiile combinate
Toti compusii au fost furnizati in 100% DMSO cu exceptia IFN-a, care a fost furnizat in
solutie tampon specificatd prin fabricare (Sigma, St Louis, MO, Cat#I4276). Dilutii seriale de
compus au fost efectuate in 100% DMSO cu exceptia IFN-o , care a fost diluat in serie in mediu
de culturd celulara descris In sectiunea 3.2. Toate dilutii seriale au fost efectuate in plansete de
40  polipropilend cu 384 de godeuri (Thermo Scientific, Hudson, NH, Cat#4341) utilizand o Biomek
FX Workstation. Pentru determindrile ECso si CCsg, compusii de testat au fost diluati in serie in
zece etape de 1:3 dilutii In coloanele 3-20 ale plansetelor cu 384 de godeuri. Pentru studiile
combinationale, un compus a fost diluat serial in noud etape de 1:2 dilutii in directia orizontala
cu alti compusi diluati 1n serie in sapte etape de 1:2 dilutii in directia verticald. Prin aceasta s-a
45 realizat un set definit de concentratii i rapoarte diferite ale medicamentelor. Pentru fiecare
medicament in parte, valoarea ECso a fost selectatd ca punctul median pentru intervalul de
concentratii testat. Toate dilutiile seriale au fost efectuate in patru exemplare per compus in
aceeasi planseta cu 384 de godeuri. 100% DMSO s-a addugat in coloana 1-2 a fiecdrei plansete
cu 384 de godeuri cu dilutie in serie. Un inhibitor al proteazei VHC ITMN-191 la 100 pM s-a
50 addugat in coloana 23 ca un control al 100% inhibitie a replicarii VHC in timp ce puromicina la
10 uM s-a adaugat in coloana 24 ca un control al 100% citotoxicitate.
La fiecare godeu al unei plansete de polistiren negru cu 384 de godeuri (Greiner Bio-one,
Monroe, NC, Cat#781086, culturd de celule tratate), 90 pL de mediu de culturd celulard (fara
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geneticind) continand 2,000 de celule replicon VHC suspendate s-au addugat cu o Biotek uFlow
Workstation. Pentru transferul compusului in plansetele de culturd celulara, 0,4 uL de solutie de
compus de la planseta cu dilutie in serie a compusului s-a transferat la planseta de cultura
celulara pe o Biomek FX Workstation. Concentratia DMSO in godeurile finale de analiza a fost
de 0,44%. Plansetele au fost incubate timp de 3 zile 1la 37°C cu 5% CO, si 85% umiditate.

Testul repliconului VHC a fost un test multiplex care poate evalua atat citotoxicitatea, cat si
activitatea anti-replicon din acelasi godeu. Testul CCso a fost efectuat primul. Mediile dinn
planseta de cultura celulard cu 384 godeuri au fost aspirate si godeurile au fost spilate de patru
ori cu 100 uL. 1 X PBS fiecare, folosind un dispozitiv de spdlat plansetele Biotek ELx405. Un
volum de 50 pL de solutie contindnd 400 nM calceind AM (AnaSpec, Fremont, CA, Cat#25200-
056) in 1 X PBS s-a addugat la fiecare godeu al plansetei cu o Biotek pFlow Workstation.
Planseta a fost incubatd timp de 30 minute la temperatura camerei inainte de mdsurarea
semnalului de fluorescentd (excitatie 490 nm, emisie 520 nm) cu un spectrofotometru pt. citirea
plansetelor Perkin Elmer Envision Plate Reader.

Testul ECs a fost efectuat 1n aceleasi godeuri ca si testul CCsp. Solutia de calceind-PBS din
planseta de culturd celulara cu 384 de godeuri a fost aspiratd cu un dispozitiv de spalat plansetele
Biotek ELx405. Un volum de 20 pL de tampon luciferaza Dual-Glo (Promega, Madison, WI,
Cat#E298B) a fost addugat la fiecare godeu al plansetei cu o Biotek uFlow Workstation.
Planseta a fost incubata timp de 10 minute la temperatura camerei. Un volum de 20 pL de solutie
continind 1:100 amestec de substrat Dual-Glo Stop & Glo (Promega, Madison, WI, Cat#E313B)
si tampon Dual-Glo Stop & Glo (Promega, Madison, WI, Cat#E314B) s-a adaugat apoi la fiecare
godeu al plnsetei cu o Biotek uFlow Workstation. Plangeta a fost apoi incubata la temperatura
camerei timp de 10 minute inainte de mdsurarea semnalului de luminescentd cu un
spectrofotometru pt. citirea plansetelor Perkin Elmer Envision Plate Reader.

Analiza datelor

Efectul citotoxicitatii a fost determinat prin conversia AM calceinei in produs fluorescent.
Citotoxicitatea procentuald a fost calculata prin ecuatia 1:

=1OOX(1—M) (1)
M D M B

unde Xc¢ este semnalul de fluorescentd din godeul tratat cu compus; Mp este semnalul de
fluorescentd medie din godeurile tratate cu puromicind; Mp este semnalul de fluorescentd medie
din godeurile tratate cu DMSO. Activitatea de replicare anti-VHC a fost determinatd de semnalul
de luminescentd generat din luciferaza Renilla reporterului repliconului VHC. Inhibarea
procentuald pe repliconul VHC a fost calculatd folosind ecuatia 1, unde X¢ este semnalul de
luminiscentd din godeul tratat cu compus; Mp este semnalul de luminescentd medie din godeurile
tratate cu ITMN-191; Mp este semnalul de luminiscentd medie din godeurile tratate cu DMSO.

Valorile CCsg au fost determinate ca fiind concentratia compusului de testare care a produs o
scadere de 50% a wviabilitatii celulare. Valorile ECso au fost determinate ca fiind concentratia
compusului de testare care a produs o scadere de 50% a replicdriit VHC. Atat valorile CCso, cét si
valorile ECsq au fost obtinute utilizind pachetul de software Pipeline Pilot 5.0 (Accelrys, San
Diego, CA) prin ajustarea regresiei neliniare a datelor experimentale la ecuatia 2:

a—d

% citotoxicitate sau % inhibitie

v=d+
[1+(5)*] @)
C

unde y este inhibarea % observatd a repliconului VHC la concentratia x a compusului; d este
raspunsul estimat la concentratia zero a compusului; a este raspunsul estimat la concentratia
infinitd a compusului; ¢ este concentratia medie (CCso sau ECso); b este coeficientul de inclinare
Hill.

Datele experimentale ale studiului combinat au fost analizate cu ajutorul programului
MacSynergy I dezvoltat de Prichard si Shipman. Software-ul (MacSynergy™ II, University of
Michigan, MI) calculeazd inhibarea teoretica presupundnd o interactiune aditivd intre
medicamente (pe baza modelului Bliss Independence) si cuantificd diferentele statistic
semnificative intre valorile de inhibitie teoretice si observate. Trasarea graficd a acestor diferente
in trei dimensiuni rezultd intr-o suprafatd in care cresterile in planul Z reprezintd sinergia
antivirald, iar scaderile reprezintd antagonismul antiviral intre compusi. Volumele calculate ale
deviatiilor de suprafatd sunt exprimate in nM>%. Per Prichard si Shipman, efectele combinatiei
sunt definite ca:
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e  Sinergie puternici: > 100 nM2%
e  Sinergiec moderati: > 50 si < 100 nM2%
®  Sinergie minora: > 25 s <50 nM?*%
e  Aditivitate: <25si>-25n0M%
5 ®  Antagonism minor: <-25 i >-50nM%
®  Antagonism moderat: <-50si > -100 nM?%
®  Antagonism puternic: <-100nM*%
Pentru fiecare studiu combinat, trei experimente independente au fost realizate cu patru probe
identice in fiecare experiment.
10 Rezultate
Activitatea antivirald si citotoxicitatea compusilor individuali in genotipul VHC la testul
repliconului.

Activitatea anti-VHC si citotoxicitatea Compusului 4 si altor compusi au fost testate 1n

celulele Huh-7 care poarta un replicon la al genotipului VHC. Valorile ECso s CCso sunt

15 prezentate in Tabelul VI. Nu existd nici o citotoxicitate semnificativd observatd pentru toti
compusii pana la cele mai mari concentratii testate.

Tabelul VI
ECso 51 CCsp ale compusilor utilizafi in acest studiu impotriva repliconului VHC genotipulla
Compusi ECs¢* (nM) CCs¢® (nM)

Compusul 1 19 £8 >44400
Compusul 2 496 £ 135 >22200
Compusul 3 49 £18 >22200
Compusul 4 201 + 74 >44400
Compusul 5 15+24 >44400
Compusul 6 0,033+ 0,011 >44400
IFN-a. 1,4+ 0,3b >50b
Ribavirina 36482 + 17507 >88800

a

Valorile sunt deviatia medie + standardd pentru trei sau mai multe experimente
20 independente
® Valorile IFN-q, sunt exprimate in unititi (U) per mililitru (mL) in loc de o concentratie
nanomolard
Activitatea antivirald si citotoxicitatea Compusului 4 in combinatie cu alte clase de agenti
anti-VHC.

25 Efectele antivirale ale Compusului 4 in combinatie cu al{i compusi anti-VHC au fost evaluate
cu ajutorul repliconului la al genotipului VHC. Rezultatele au fost analizate cu ajutorul
MacSynergy II, care prevede diagrame de suprafati care prezintd deviatii semnificative de
aditivitate. Volumele de sinergie si antagonism (nM>%) calculate din deviatiile de la suprafata
aditivd sunt rezumate in Tabelul VII. La intervalul de incredere de 95%, volumele medii de

30 sinergie si antagonism sunt intre 25 si —25 nM?*% cand Compusul 4 a fost combinat cu IFN-q,
Compusul 2 si Compusul 6, indicdnd interactiunea aditivd cu acesti compusi. Mai mult,
Compusul 4 prezintd volumele de sinergie in intervalul de la 25 pani la 50 nM?% cand este
combinat cu Compusul 1, Compusul 5 sau Compusul 3, sugerind o interactiune sinergica
minora.

35 Tabelul VII

Cuantificarea antagonismului i sinergiei antivirale i interactiunile medicamentelor pentru

Combinatiile medicamentoase cu Compusul 4

Medicament}ll(ele) utilizat(e) in Volumul de sinergie Volumul de antagonism Interaciiunea
Combinatie cu Compusul 4 (nM?)2 (nM?)?

Compusul 1 34 +26 -1+2 Sinergie minord
Compusul 2 22+ 14 243 Aditivite
Compusul 3 266 312 Siergie minord
Compusul 5 26 £28 -1+3 Sinergie minord
Compusul 6 19+ 17 -7x7 Aditivitate
IEN-a 126 0+£0 Aditivitate
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Ribavirina

| 141

—43 + 20

Antagonism minor

Valorile reprezintd deviatia medie + standardd a trei experimente independente efectuate in

patru exemplare

in toate studiile combinate, viabilitatea celulard este mai mare de 85% la toate raporturile de
concentrtic §i toate combinatiile de medicamente prezintd efecte aditive asupra citotoxicitatii
5 astfel cum este aratat in Tabelul VIII.

Tabelul VIII

Cuantificarea sinergiei si antagonismului citotoxicitdtii si interactiunile medicamentelor
pentru Combinatiile medicamentoase cu Compusul 4

Medicament}ll(ele) utilizat(e) in Volumul de sinergie Volumul de antagonism Interaciiunea
Combinatie cu Compusul 4 (nM?%)? (nM?%)?
Compusul 1 13+11 0+1 Aditivitate
Compusul 2 17+ 14 0+£0 Aditivitate
Compusul 3 315 0+£0 Aditivitate
Compusul 5 15+8 -10+7 Aditivitate
Compusul 6 8+4 0+£0 Aditivitate
IFN-a, 8+12 -7+13 Aditivitate
Ribavirina 4+3 142 Aditivitate

* Valorile reprezinta deviatia medie + standarda a trei experimente independente efectuate in

10 patru exemplare

Cu toate acestea, Compusul 4 prezinti un volum de antagonism de -43 nM>% atunci cand
este combinat cu ribavirina, sugerand o interactiune antagonistd minora.
Tabelul IX
Cuantificarea sinergiei si antagonismului citotoxicitdtii si interactiunile medicamentelor
15 pentru Combinatiile medicamentoase cu ribavirind
Medicamentul(ele) utilizat(e) in Volumul de sinergie Volumul de antagonism .
L A 2 ora 2ora Interactiunea
Combinatie cu ribavirina (nM*%) (nM*%)
Compusul 4 4+3 -1+£2 Aditivitate

20
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30

35

40

a

Valorile reprezinta deviatia medie + standard a trei experimente independente efectuate in
patru exemplare

Concentratia ribavirinei care prezintd cel mai mare antagonism cu Compusul 4 este de
aproximativ 0,5 pand la 1 puM, care este de aproximativ 10 ori mai micd decdt concentratia
plasmaticd stationara a ribavirinei (6-11 pM) observata la om la o doza de 800 mg/zi. La aceastd
concentratie fiziologicd a ribavirinei (6-11 pM), interactiunea antagonista dintre ribavirind si
Compusul 4 este minima intr-un interval larg de concentratii ale Compusului 4 (0-0,44 uM). Prin
urmare, antagonismul minor observat intre ribavirind si Compusul 4 in sistemul de replicon in
vitro ¢ste putin probabil sd aibd semnificatie clinica.

Concluzii

Activitatea antivirald a Compusului 4 (intr-un amestec diastercomeric) a fost testatd in
combinatie cu standardul actual de ingrijire (IFN-a/Ribavirind), precum si candidatii interni in
curs de dezvoltare a Gilead Sciences Compusul 1 si Compusul 1 5 (inhibitori ai NS5B
nenucleozidici), Compusul 2 si Compusul 3 (inhibitori ai proteazei NS3) si Compusul 6
(inhibitor al NS5A). Astfel cum este rezumat in Tabelul VIII, Compusul 4 a prezentat activitate
antivirald aditivd in conmbinatie cu IFN-o, Compusul 2 si Compusul 6 si sinergie minord cu
Compusul 1, Compusul 5 si Compusul 3.

Combinatia Compusului 4 cu ribavirind a rezultat Intr-un antagonism minor la concentratiile
ribavirinei intre 0,5 pand la 1 pM, care sunt de aproximativ 10 ori mai mici decat concentrafia
fiziologicd stationard a acesteia (6-11 uM) in plasma umand. La concentratia relevantd clinic a
Ribavirinei, interactiunea antagonistd dintre cei doi compusi a devenit neglijabila.

Exemplul biologic 4: Combinatii ale Compusului 5

Activitatea antivirald a Compusului 5 a fost testatd in celulele Huh-lunet GT-1b (folosind
substantial aceleasi metode ca si in testele pentru Compusul 4) in combinatie cu compusi interni
in curs de dezvoltare Compusul 1, Compusul 2 si Compusul 3 (inhibitori ai proteazei NS3),
Compusul 6 (inhibitor al NS5A), Compusul 4 (inhibitor al C-nuc NS5B) si, de asemenca,
tratamentul VHC aprobat PEG-IFN-a si Ribavirina. Datele combinatiilor au fost analizate pe
baza modelului Bliss Independence cu ajutorul software-ului MacSynergy II. Rezultatele testelor
combinate au fost exprimate ca volume medii de sinergie si antagonism (nM?) calculate la
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increderea de 95% de la doud experimente independente efectuate in trei exemplare. Efectele
combinate sunt definite ca:
® Sinergie puternicd daci volumele >100 nM?; aceastd cantitate de sinergie este probabil
importantd in vivo
5 * Sinergie moderati dacd volumele sunt >50 si <100 nM?; aceastd cantitate de sinergie
poate fi importanta in vivo
* Sinergie minord daca volumele sunt >25 si <50 nM?
* Aditivitate dacd volumele sunt > —25 nM? si <25 nM?
* Antagonism minor daci volumele sunt < —25 §i > —50 nM?

10 * Antagonism moderat dacd volumele sunt > —100 nM? si > —50 nM?; aceastd cantitate
de antagonism poate fi importantd in vivo

* Antagonism puternic dacd volumele sunt < —100 nM?; aceastd cantitate de antagonism

este probabil importantd in vivo.
Combinatia inhibitorilor NS5B alosterici Compusul 1 si Compusul 5 a rezultat intr-o sinergie
15 moderatd in testul repliconului. Studiile cu alti inhibitori ai VHC, inclusiv PEG-IFN-¢ si

ribavirind, au dezvaluit interactiuni aditive pani la sinergice minore.
Tabelul X
Efectele antivirale ale Compusului 5 in combinatie cu alte medicamente anti-VHC in
celulele replicon 1b Huh-luc

Medicamentul utilizat in Volumul de sinergie Volumul de Interacti
combinatie cu Compusul 5 (nM?)2 antagonism (nM?)? eractiunea

Compusul 1 70 + 26 0+0 Sinergie moderatd
Compusul 2 2+12 T+7 Aditiva
Compusul 3 19+ 13 D42 Aditiva
Compusul 4 26 + 28 1+3 Sinergie minord
Compusul 6 34419 040 Sinergie minord
PEG-IFN-o. 31 + 23 D44 Sinergie minord
Ribavirina 12+8 1249 Aditiva

20 *  Valorile reprezinta deviatia medie + standardd a doua experimente independente efectuate in
trei exemplare
Exemplul biologic 5: Compusul 6, combinatii
Materiale si metode
Compusi
25 Compusul 1, Compusul 2, Compusul 3, Compusul 6 si Compusul 7 au fost sintetizati prin
Gilead Sciences (Foster City, CA). IFN-a si ribavirina au fost procurate de la Sigma (St. Louis,
MO).
Linii celulare
Celulele replicon 1b ale genotipului VHC (Huh-luc) au fost obtinute de la Reblikon (Mainz,
30 Germania). Repliconul in aceste celule este desemnat 1389luc-ubi-neo/NS3-3'/ET si codificd un
marker cu rezisten{d selectabild (neomicin-fosfotransferaza), precum si gena reporter a
luciferazei extrase din licurici. Celulele Huh-luc au fost mentinute in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium GlutaMax (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA) suplimentat 10% de cu ser fetal
bovin (FBS; Hyclone, Logan, UT), 1X penicilind/streptomicind, 1X aminoacizi neesentiali si 0,5
35 mg/mL de G-418 (toate de la Invitrogen, Carlsbad, CA). Celulele au fost reinsamantate de doud
ori pe sdptdmana si mentinute la niveluri subconfluente.
Teste
Testul activitatii antivirale in celulele replicon Huh-luc VHC
Celulele replicon au fost insdmantate in plansete cu 96 godeuri la o densitate de 7 x 103
40 celule per godeu 1n 100 pL de mediu de culturd DMEM, cu exceptia G-418. Compusii au fost
diluati in serie 1:2 in 100% DMSO. Dilutiile seriale s-au addugat la celule la o dilutie de 1:200
pentru a atinge o concentratie finala de 0,5% de DMSO intr-un volum total de 200 pL. Plansctele
au fost incubate la 37°C timp de 3 zile, dupd care mediile de culturd au fost Indepartate si
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celulele au fost lizate si testate pentru activitatea luciferazei utilizdnd un test al luciferazei
disponibil comercial (Promega, Madison, WI).

Studii combinate antivirale

Celulele replicon au fost insdmantate in plansete cu 96 godeuri la o densitate de 7 ? 103
celule per godeu in 100 pL mediu de culturd, cu exceptia G-418. Compusul 6 si alti compusi au
fost diluati in serie 1:2 In 100% DMSO si addugati intr-un format de matrice la plansetele cu 96
godeuri, atingand unui set definit de concentratii si raporturi diferite ale medicamentelor intr-un
volum final de 200 pL si o concentratie finald de DMSO de 0,5%. Pentru fiecare medicament 1n
parte, valoarea ECso a fost selectatd ca punctul median pentru intervalul de concentratii testat.
Celulele au fost incubate timp de 3 zile §i analizate pentru expresia luciferazei utilizand un test al
luciferazei disponoibil comercial (Promega). Pentru fiecare studiu combinat, doud experimente
independente au fost realizate in trei exemplare.

Determinarea citotoxicitétii celulare

Celulele replicon au fost insdméantate si tratate cu medicamente astfel cum este descris pentru
studiile combinate antivirale de mai sus. Dupa trei zile de incubare la 37°C, mediul de culturd a
fost indepartat si celulele au fost lizate si testate pentru citotoxicitate utilizind un test al
viabilitdtii celulare luminescente CellTiter-Glo (Promega) in conformitate cu instructiunile
produciatorului. Unitatile de lumina relative au fost convertite in procente in raport cu grupele de
control netratate (definite ca 100%).

Analiza datelor

Calculele ECsg

Conform testelor ECsp, nivelele de luciferaza in probele tratate cu medicament au fost
exprimate ca un procentaj al celolr din grupele de control netratate (definit ca 100%). Valorile
ECso au fost calculate prin analiza regresiei neliniare a seturilor de date replicate utilizand
software-ul XLfit 4 (IDBS, Emeryville, CA).

Calcularea antagonismului si sinergiei antivirale

Conform testelor combinatiei, nivelele de luciferaza in probele tratate cu medicament au fost
exprimate ca un procentaj al celor din grupele de control netratate (definit ca 100%). Seturile de
date replicate au fost apoi analizate cu ajutorul programului MacSynergy II dezvoltate de
Prichard si Shipman. Software-ul (MacSynergy™ II, University of Michigan, MI) calculeazi
inhibarea teoreticd presupunand o interactiune aditivd Intre medicamente (pe baza modelului
Bliss Independence) si cuantificd diferentele statistic semnificative intre valorile inhibitiel
teoretice si observate. Trasarca graficd a acestor diferente in trei dimensiuni rezultd intr-o
suprafatd in care cresterile in planul Z reprezintd sinergia antivirald, iar scdderile reprezinta
antagonismul antiviral intre compusi. Volumele calculate ale deviatiilor de suprafatd sunt
exprimate in nM?%. Per Prichard si Shipman, efectele combinate sunt definite ca:

® Sinergie puternicd daci volumele >100 nM?; aceastd cantitate de sinergie este probabil
importantd in vivo

* Sinergie moderati dacd volumele sunt >50 si <100 nM?; aceastd cantitate de sinergie
poate fi importanta in vivo

* Sinergie minord daca volumele sunt >25 si <50 nM?
* Aditivitate dacd volumele sunt > —25 nM? si <25 nM?
* Antagonism minor daci volumele sunt < —25 si > —50 nM?

* Antagonism moderat daci volumele sunt > —100 nM? i > —50 nM?; aceastd cantitate
de antagonism poate fi importantd in vivo

* Antagonism puternic dacd volumele sunt < —100 nM?; aceastd cantitate de antagonism
este probabil importantd in vivo
Rezultate
Activitatea antivirald a compusilor individuale in celulele replicon Huh-luc.
Inainte de a incepe experimentele combinate, activitatea antivirald a compusilor individuali a
fost determinatd in celulele replicon Huh-luc. Valorile ECso corespunzdtoare cu rezultatele
istorice au fost observate cu toti cei sapte compusi.
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Tabelul X1
Valorile ECso individuale pentru Compusii anti-VHC in celulele replicon Huh-luc
Compus ECso (nM)?
IFN-¢® 0,05 U/ml £ 0,04
Ribavirina >12+2,4
Compusul 1 0,96 + 0,39
Compusul 2 50+0,0
Compusul 3 3,0+12
Compusul 6 0,0018 £+ 0,0007
Compusul 7 1245 + 341
*  ECso indicd deviatia aritmetici medie + standardd a trei sau mai multor experimente
independente.
5 ®  ECsp IFN-q, este exprimatd in unitifi (U) per mililittu (mL) in loc de o concentratie
nanomolard.

Efectele antivirale combinate si interactiunile medicamentelor

Efectele antivirale ale Compusului 6 in combinatie cu alti inhibitori ai VHC au fost evaluate

folosind sistemul replicon 1b VHC. Datele rezultate au fost analizate cu ajutorul MacSynergy 11,

10 care prevede diagramele de suprafatd care prezintd deviatii semnificative de la aditivitate.
Cuantificarea deviatiilor statistic semnificative de la aditivitate din doud experimente
independente este rezumata in Tabelul XII. Combinatiile de Compus 6 cu IFN-o sau Compus 1

au rezultat in volume de sinergie de 32 si 34 nM?, respectiv, indicand sinergie minora.
Ribavirina, Compusul 2 si Compusul 7 au produs volume de sinergie de 61, 52 i 51 atunci cand

15 au fost combinate cu Compusul 6, respectiv, indicdnd o interactiune sinergicd moderatd intre
Compusul 6 si acesti trei inhibitori ai VHC. Combinatia Compusului 6 cu Compusul 3 a rezultat
intr-un un volum de sinergic de 132 nM?% semnificind o interactiune sinergici antivirald

puternicd. Nici unul dintre compusi nu a produs

volume de antagonism antiviral in afara

mtervalului aditiv (> —25 nM) atunci ¢and au fost combinati cu Compusul 6.

20 Tabelul XII

Cuantificarea antagonismului i sinergiei antivirale and interactiunile medicamentelor pentru

Combinatiile de medicamente cu Compusul 6

Medicar.nenFul(ele) utilizat(e) in Volumul de sinergie Volqmul de Interaciiunea
combinatie cu Compusul 6 (nM?)2 antagonism (nM?)?
IFN-a, 32+14 0,0£0,0 Sinergie minora
Ribavirina 61+0,5 —0,5+0,1 Sinergie moderatd
Compusul 1 34+99 -17+0,7 Sinergie minora
Compusul 2 52+5,1 -0,7+0,7 Sinergie moderati
Compusul 3 132 +44 —0,1+£0,2 Sinergie puternica
Compusul 7 51+78 -0,2+£0,1 Sinergie moderatd

a

Valorile reprezintd deviatia aritmeticd medie + standardd a doud experimente independente
efectuate in trei exemplare.

25 Procentajele viabilitatii celulelor pentru Compusul 6 in combinatie cu alti inhibitori ai VHC
Pentru a se asigura ¢d rezultatele combinatiilor antivirale nu au fost afectate de citotoxicitatea
combinatiilor, citotoxicitatea a fost investigati in paralel, folosind aceleasi concentratii de
compus testate in testele antivirale (Tabelul XIII). Pentru tofi compusii, viabilitatea celulelor a
fost de cel putin 98% din grupele de control netratate pentru combinatii la cele mai ridicate
30 concentratii testate. Prin urmare, nici o citotoxicitate semnificativd in vitro nu a fost observati la
testarea Compusului 6 singur, sau in combinatie cu acete medicamente.

Tabelul XIIT
Procentajele viabilitatii celulare pentru Compusul 6, Combinatiile in celulele replicon Huh-Luc
Compusi Concentratia(iile) (nM) Viabilitatea celulard %*
Compusul 6 0,014 99 + 1
Compusul 6 + IFN-¢° 0,014 + 0,8 102 +3
Compusul 6 + Ribavirina 0,014 + 8000 105 +4
Compusul 6 + Compusul 1 0,014 + 4,0 99 +3
Compusul 6 + Compusul 2 0,014 + 24,0 103 £3
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Compusul 6 + Compusul 3 0,014 + 12,8 104 +4
Compusul 6 + Compusul 7 0,014 + 8800 103 +£3
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% wviabilitatii celulare indicd deviatia aritmeticd medie + standardd a cel putin doud
experimente independente efectuate in trei exemplaret.
® IFN-g, este exprimat in unitdti (U) per mililitru (mL) in loc de o concentratie nanomolara.

Concluzii

Rezultatele acestor experimente in vitro indicd faptul ca Compusul 6 are sinergie antivirald
minord in combinatie cu IFN-a sau inhibitorul polimerazei NS5B nenucleozidic Compusul 1.
Combinatiile de Compus 6 cu ribaviring, inhibitor al proteazei NS3 Compusul 2 sau inhibitor al
polimerazei NS5B nucleozidic Compusul 7 a rezultat intr-o sinergie antivirald moderatd. A fost
observatd sinergie antivirald puternicd intre Compusul 6 si inhibitorul proteazei NS3 Compusul
3. Nici o citotoxicitate semnificativa in vitro nu a fost identificata la testarea acestor combinatii
de medicamente. Aceste rezultate sugereaza ca Compusul 6 ar putea fi rational combinat cu
standardul actual de asistentd medicali.

Exemplul biologic 6:

Compusi

Compusul 1, Compusul 3, Compusul 4 si Compusul 6 au fost sintetizafi prin Gilead Sciences
(Foster City, CA)

Linii celulare

Celulele replicon ale VHC genotipul 1b (Huh-luc) au fost obtinute de la Reblikon (Mainz,
Germania). Repliconul in aceste celule este desemnat 1389luc-ubi-neo/NS3-3'/ET si codificd un
marker cu rezistentd selectabild (neomicin-fosfotransferaza), precum si gena reporter a
luciferazei extrase din licurici. Celulele Huh-luc au fost mentinute in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium GlutaMax (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA) suplimentat cu 10% de ser fetal
bovin (FBS; Hyclone, Logan, UT), 1X penicilind/streptomicind, 1X aminoacizi neesentiali si 0,5
mg/mL de G-418 (toate de la Invitrogen, Carlsbad, CA). Celulele au fost reinsamaéntate de doud
ori pe saptdmand si mentinute la niveluri subconfluente.

Teste

Determinarea concentratiei compusului necesard pentru suprimarea repliconului ARN de
catre 1-1,5 log peste 6 zile de tratament

Celulele replicon ale genotipului 1b au fost insdmantate in baloane T-75 la o densitate
celulard de 2,5x105 celule/balon, cu exceptia G418. Compusii au fost addugati individual la
celule n concentratii variabile: Compusul 6 s-a addugat in concentratii de fie 1pM, 2pM, 6pM,
8pM sau 12pM , Compusul 4 s-a addugat la 125 nM, 250 nM, 375 nM, 500 nM sau 1000 nM,
Compusul 1 s-a addugat la 1,25 nM , 2,5 nM, 5 nM, 2,75 nM sau 10 nM, si Compusul 3 s-a
addugat in concentratii de 3,75 nM , 7,5 nM , 11,25 nM, 15 nM, 30 nM sau 60 nM. Baloanele au
fost incubate la 37°C, mediile si compusii au fost improspatati la fiecare doua zile. Dupd 6 zile
de incubare celulele replicon au fost colectate pentru extractia ARN si analiza repliconului ARN
QRT-PCR.

Test de tratare a celulelor replicon cu compusi combinati

Celule replicon ale genotipului 1b au fost insdméntate in baloane T-75 la o densitate de
2,5x105 celule/balon. Compusii s-au addugat la flacoanele T- 5 in urmétoarele concentratii:
Compusul 6 la4 pM, Compusul 4 1a 1000 nM, Compusul 1 la 10 nM si Compusul 3 1a 26,25 nM.
Baloanele au fost incubate la 37°C, iar compusii si mediile au fost improspatate la fiecare doud
zile. Toate experimentele au fost realizate In doud exemplare si vor fi notat ca balonul 1 si
balonul 2. In ziua a 6-a toate celulele au fost colectate din balonul 1 pentru extractia ARN urmata
de analiza specifica QRT-PCR a repliconului VHC si celulele din balonul 2 au fost reamplasate
pe pliaci de culturd tisulard de 10cm, in prezenta G418 timp de 14 zile pentru a inregistra
formarea coloniei de celule replicon netratate.

Test QRT-PCR

ARN-ul total a fost extras cu setul RiboPure (AM1924 Life Technologies Corporation
Carlsbad, CA) urménd protocolul producitorului. Probe de ARN extrase au fost depozitate la -
80°C péna la utilizare. Pentru testul RT-PCR cantitativ setul Qiagen One-step QRT-PCR a fost
utilizat in conformitate cu protocolul producétorului (Qiagen, Valencia CA). Primerii specifici ai
genei NS3 a  genotipul Ib  VHC, oprimerul  direct NS3_180FL  5’-
CGGCGGACTGTCTATCATGGTGC[FAM]G-3 (SEQ ID NO:1) si invers NS3 180 5°-
GGTCCTGGTCCACATTGGTGT-3 (SEQ ID NO:2) si setul de primeri endogeni de control
(115HM-01) 18S rRNA LUX™ [FAM] au fost produse de cétre Invitrogen Corporation
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(Carlsbad, CA). Pentru etapa reverstranscriptazei, reactiile au fost incubate la 44°C timp de 30
min, enzima reverstranscriptaza a fost apoi degradatd prin incilzirea probei la 94°C timp de 10
min. Etapa Q-PCR a inclus 38 de cicluri la 94°C timp de 15 s §1 58°C timp de 30 s.

Rezultate

Inainte de initierea experimentelor combinate de tratare a celulelor replicon concentratia
compusului necesard pentru a suprima repliconul ARN genotipului 1b prin 1-1,5 log a fost
determinatd pentru Compusul 6, Compusul 4, Compusul 1 si compusul 3. Sciderea logului
repliconului ARN se datoreazd nivelelor de ARN in celule replicon tratate cu grupul de control
DMSO mentinute timp de 6 zile.

Tabelul X1V

Doza compusului individual capabild si induca scaderea 1-1,5log a repliconului ARN intr-un

test de sase zile

Compus Scaderea log repliconului RNA

Compusul 1

-1,0 10

Compusul 3 -0,9 26,25

Compusul 4 -1,2 1000

Compusul 6 -1,4 0,004

15

20

25

Test de tratare combinatd a repliconului genotipului 1b

Suprimarea repliconului ARN de compusii Compusul 6, Compusul 4, Compusul 1 si
Compusul 3 a fost determinatd intr-un test de sase zile sub forma de compusi individuali i in
diferite combinatii duble, triple si cvadruple. Sciderea log-ului repliconului ARN corespunde cu
nivelele de ARN din celulele replicon tratate cu grupa de control DMSO mentinute timp de 6
zile Impreund cu baloanele de tratament. Capacitatea diferitelor combinatii de compusi pentru a
trata celulele din repliconul VHC a fost determinatd prin formarea coloniei. Formarea coloniei a
aparut dupd ce tratamentul cu compusi a fost Inlaturat si presiunea G418 a fost returnatd timp de
14 zile. Dacd o combinatic de compus trateazad complet populatia de celule din repliconul VHC
nici o colonie nu se va dezvolta deoarece celulele sunt lipsite de rezistentd la G418.

Tabelul XV

Cuantificarea combinatiei de compusi in testul de tratare a repliconului

Concentratia compusului (nM)

Compusi

Scaderea log repliconului
RNA

Numarul de colonii
netratate

Compusul 6

1.4

634

Compusul 4

-1,2

1054

Compusul 1

-1,0

657

Compusul 3

-0,9

989

Compusul 4+Compusul 6

-2,67

15

Compusul 1+Compusul 4

-2,022

14

Compusul 3+Compusul 4

-2,26

23

Compusul 1+Compusul 6

-2,3

148

Compusul 3+Compusul 6

-2,62

13

Compusul 1+Compusul 3

-1,8

113

Compusul 1+Compusul 4+Compusul 6 -2,66 0

Compusul 3+Compusul 4+Compusul 6

-2,71 0

Compusul 1+Compusul 3+Compusul 4 -2,69

0
Compusul 1+Compusul 3+Compusul 6 -2,69 0
0

Compusul 1+Compusul 3+Compusul 4+Compusul 6 -2,71

DMSO (0,2% pentru a selecta combinatia cvadrupla) 0 6330

30

35

Concluzii

Rezultatele acestor experimente in vitro indicd faptul ¢ combinatia de doi compusi creste
scaderea log-ului ARN-ului viral peste 6 zile de tratament si creste rata celulelor replicon tratate.
Cele doud combinatii de Compus 6 cu Compus 4 sau Compus 3 rezultd intr-o suprimare mai
mare a log-ului repliconului ARN si cel mai mic numar de colonii netratate comparativ cu toate
celelalte combinatii de compusi duble. Combinatia de trei sau patru compusi vindecd toate
celulele replicon, iar tratamentele combinate suprimd nivelele de replicon ARN la limita de
detectie a testului.

Exemplul biologic 7: Rezistenta incrucisatd a Compusului 10 si Compusului 6
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Acest studiu a fost efectuat pentru a determina profilurile rezistentei Incrucisate in vitro ale
Compusului 10 si Compusului 6. Un grup de repliconi mutanti ai VHC care poartd signatura
mutatiei S282T asociate cu rezistenta VHC la inhibitorii nucleozidici ai polimerazei NS5B sau
mai frecvent mutatiile NS5A in vitro si in vivo asociate cu rezistenta VHC la medicament a fost
investigat prin testul repliconului tranzitoriu pentru a determina dacd existd o rezistentd
incrucisata Intre mutatii ce conferd sensibilitate redusa la Compusul 10 sau Compusul 6. Nici o
rezistentd Incrucisatd nu s-a observat Intre acesti compusi cu repliconi mutanti S282T rdmasi pe
deplin sensibili la Compusul 6 si mutanti NS5A care nu prezintd sensibilitate redusd la
Compusul 10.

Materiale si metode

Reactivi

Compusi

Compusul 6 si Compusul 10 au fost sintetizati la Gilead Sciences, Inc. in Foster City, CA.

Linii celulare

Huh-lunet, o clond Huh-7 care este extrem de permisiva pentru replicarea VHC, a fost
obtinutd de la ReBLikon GmbH (Mainz, Germania). Celulele Huh-lunet au fost mentinute in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; GIBCO, Carlsbad, CA) suplimentat cu 10% de
ser fetal bovin (FBS; Hyclone, Logan, UT). Celulele au fost mentinute la 37°C in incubatoare
umidificate (85% umiditate) si in atmosferd de 5% COs.

PI-hRluc, un replicon bicistronic care codificd gena luciferazei Renilla in aval de genele
nestructurale ale VHC de genotipul 1b (tulpina Con-1 si polio IRES (NS3 - NS5B) in aval de
EMCV IRES, a fost utilizat pentru studiile transfectiei tranzitorii. Plasmida pPI-hRluc a fost
generatd din plasmida pFKI341 PI-Luc/NS3-3VET, care codificd un replicon subgenomic
(tulpina Con-1) al genotipului 1b si a fost obtinut de la ReBLikon (Friebe et al., J Virol 2001; 75
(24):12047-57). Gena hRluc a fost PCR amplificatd din pF9 CMV hRluc neo Flexi(R) (Promega,
Madison, WI) prin PCR folosind Accuprime Super Mix I (Invitrogen, Carlsbad, CA) si primerii
PV _Rluc Top si 3'-Rluc (Notl). Acesti doi primeri au urmatoarele secvente si transporta situsuri
de restrictie pentru clonarea ulterioard: PV_Rluc Top: 5' ATC AGA TTG CAA TAT CAT AAT
GGC TTC CAA GGT GTA CG 3' (SEQ ID NR: 3); 3'-Rluc(Notl): 5 ACG TCA CTA TCT
ACG CGG CCG CTIT ACT GCT CGT TCT TC3'(sit Notl subliniat) (SEQ ID NR:4).
Promotorul T7, 5'UTR si Polio Virus IRES au fost PCR amplificati din plasmida pFKI341 PI-
Luc/NS3-3'/ET utilizand primerii 5'-P7(Sbfl) si PV_Rluc Bottom. Acesti doi primeri au
urmitoarele secvente si transporta situsuri de restrictie pentru clonarea ulterioara: 5'-P7(Sbfl): 5'
GCT CAA AAG CTG CCT GCA GG T 3' (sit Sbfl subliniat) (SEQ ID NR:5);
PV_Rluc_Bottom: 5" CGT ACA CCT TGG AAG CCA TGA TTA TAC AAT TGT CTG AT
(SEQ ID NR:6). Fragmentele PCR ulterioare din cele doud reactii de mai sus au fost apoi unite
prin suprapunerea PCR si primerilor 5'-P7(Sbfl) si 3'-Rluc(Notl). Produsul de amplificare
completat P7-5'UTR-Polio Virus IRES-hRIuc a fost subclonat in pCR2.1-TOPO. Plasmida
rezultatd a fost digeratd cu Notl si Sbfl, iar fragmentul excizat (P7-5'UTR-Polio Virus IRES-
hRluc) a fost ligat folosind ligaza ADN T4 in pFKI341 PI-Luc/NS3-3'/ET digerat cu acelelasi
enzime. Vectorul rezultat, pPI-hRluc, a fost secventializat pentru a confirma orientarea corectd si
secventa regiunii P75'UTR-Polio Virus IRES-hRluc a plasmidei.

Repliconii GT 1la si 2a contindnd hRluc au fost descrisi anterior (Robinson M. et al. Novel
hepatitis C virus reporter replicon cell lines enable efficient antiviral screening against genotype
la. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2010, vol. 54, nr. 8, p. 3099-3106).

Repliconul PI-hRluc a fost utilizat ca o carcasd pentru constructia himerei. O stergere internd
a fost efectuata in NS5B facand-o deficientd la replicare. Ultimele perechi bazice 413 (care
codificd ultimii aminoacizi 137 NS5A) de 1b-con-1 NS5A au fost sintetizate in cadrul
secventelor NS5B din genotipurile 2b, 3a, 4a, 5a §i 6a (Genscript Inc. Piscataway NI).
Secventele consens NS5B pentru fiecare dintre aceste genotipuri au fost derivate prin alinierea
secventelor depozitate in baza de date European HCV si extragerca unui consens. Aceste
secvente consens noi pentru NS5B, precum si secventele derivate din izolate clinice individuale
(Koleen J. Herlihy et al. Development of Intergenotypic Chimeric Replicons To Determine the
Broad-Spectrum Antiviral Activities of Hepatitis C Virus Polymerase Inhibitors. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 2008, vol. 52, nr. 10, p. 3523-3531) au fost utilizate pentru a construi
repliconii himerici NS5B. Un sit Xhol unic a fost utilizat la capdtul 5' si un sit Asel unic la
capatul 3' pentru a clona directional in vectorul 1b-hRLuc/NeoR NS5B prin tehnici standard de
biologie moleculara.
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Mutatiile NS5B S282T au fost introduse in plasmidele replicon folosind setul de mutageneza
QuikChange IT XL in conformitate cu instructiunile producatorului (Stratagene, La Jolla, CA).
Intregul replicon mutant a fost secvenat pentru a confirma prezenta mutatiei S282T si absenta
oricdror mutatii secundare.

Repliconii mutanti NS5A au fost creati prin sintetizarea unei secvente care codificd primii
149 aminoacizi ai NS5A contindnd mutatia doritd flancatd de un sit 5' si respectiv, 3' BsrGI si
EcoRI (Genscript, Piscataway, NJ). Fragmentele sintetizate au fost apoi clonate prin tehnici
standard de biologie moleculard Intr-o plasmida replicon la Rluc modificatd pentru a permite
clonarea in situri de restrictie BsrGI si EcoRI unice. Mutatiile au fost confirmate prin secvenareca
ADN-ului.

Repliconii au fost liniarizati folosind urmatoarele enzime: Spe I (repliconi pe baza 1b PI-
Rluc), Hpa I (repliconi pe baza 1a-Rluc) si Xbal/Hpal (repliconul 2a Rluc). ARN replicon au fost
transcrisi in vitro din plasmide care codificd repliconii utilizand un set de transcriere vitro
Ribomax T7 (Promega; Madison, WI), dupd care a urmat purificarea utilizind o coloand
RNAeasy (Qiagen; Valencia, CA).

Teste

Determinarea sensibilitdtii la medicament utilizdnd Testul de determinare a repliconului
transfectiel tranzitorii

ARN-ul a fost transfectat in celule Huh-lunet folosind metoda lui Lohmann et al. (Lohmann
V et al. Replication of subgenomic hepatitis C virus RNAs in a hepatoma cell line. Science,
1999, vol. 285, nr. 5424, p. 110-113). Pe scurt, celulele au fost tripsinizate si spalate de doud ori
cu PBS. O suspensie de 4 x 10° celule in 400 pL de PBS au fost amestecate cu 5 pg de ARN si
supusa la electroporare folosind setarile de 960 pF si 270 V. Celulele au fost transferate in 40
mL de mediu de culturd preincdlzit si apoi Insdmaéntate in plansete cu 96 sau 384 de godeuri.
Compusii au fost diluati in serie de 3 ori in 100% DMSO si adiugati la celule pentru a obtine o
concentratie finald de DMSO de 0,5%. Celulele au fost tratate timp de trei zile, dupa care mediul
de culturd a fost eliminat, celulele au fost lizate, iar activitatea luciferazei Renilla a fost
cuantificatd folosind reactivi disponibili comercial (Promega) si un instrument Victor sau
Envision (Perkin Elmer, Waltham, MA).

Analiza datelor

Datele au fost convertite in procentaje fatd de controalele netratate (definite ca 100%), iar
valorile ECsp au fost calculate prin regresia neliniard a doud seturi de date replicate folosind
software-ul GraphPad Prism sau Pipeline Pilot. Modificdrile multiple ale rezistentei au fost
calculate ca raport dintre ECso a repliconului salbatic i mutant.

Rezultate

Activitatea Compusului 10 si Compusului 6 impotriva S282T

Selectia rezistentei in vitro anterioard cu Compusul 10 a identificat In mod constant S282T in
NS5B ca mutatie primara in mai multe genotipuri (GT 1b, la si 2a). Mutatia S282T NS5B a fost
introdusa ulterior in repliconii primari GT 1a, 1b si 2a si repliconii himerici continind o secventa
NS5B 2b, 3a sau 4a clonati intr-o carcasd GT1b. Sensibilitatea la Compusul 10, Compusul 6 si
ribavirind (RBV) a fost evaluatd utilizand un test de replicare tranzitorie. Mutatia S282T a
prezentat o sensibilitate redusd la Compusul 10 cu valori ECso in toate cele cinci genotipuri in
limitele de la 117,1 nM pénad la 346,1 nM. Cresterea multipla a ECso pentru S282T a variat de la
2,4 pand la 16,0 comparativ cu tipul sédlbatic de la genotipurile corespunzitoare care
demonstreaza sensibilitatea scdzutd a repliconului la Compusul 10 cand mutatia S282T NS5B
este prezenta.

Pentru repliconul de tip sdlbatic, valorile ECso pentru RBV au fost, de asemenea, similare in
cele cinci genotipuri testate cu cea mai micd ECso impotriva GT 2b. Interesant, valorile EC50
pentru repliconii S282T au fost de 5 pand la 10 ori mai sensibili la tratamentul cu RBV decat
tipul lor sédlbatic corespunzator pentru toate cele cinci genotipuri. Nu au fost observate diferente
semnificative in ECso de Compus 6 intre repliconii S282T si de tip sdlbatic indicand ci aceasta
mutatie nu altereazi sensibilitatea la Compusul 6. In concluzie, in timp ce repliconul S282T a
conferit sensibilitate redusd la Compusul 10, repliconul mutant a demonstrat sensibilitate
sdlbaticd la Compusul 6 si o sensibilitate crescutd la inhibarea prin RBV a celui de tip salbatic.
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Tabelul 7.1.
Activitatea antivirald a Compusului 10 i RBV impotriva repliconului mutant S282T si de tip
silbatic de GT1b, 2a, 2b, 3a si 4a

Replicon Compusul 10 RBV Compusul 6
ECso nMa Modificare ECso nMa Modificare ECso nMa Modificare
a a a
WT S282T conformati TS S282T | conformati | TS S282T conformati
onali® onali® onali®
GTl1b 21,5 189,2 8,8 6,6 1,6 0,2 0,5 0,4 0,8
G221 1468 | 3461 2.4 83 | 06 o1 | ] 2336 05
GT2b 13,3 215,6 16,2 2,6 0,6 0,2 0,5 0,5 0,9
Gl3a 39 | 171 3.5 67 | 10 02 | 04| 02 0,6
GT4a 35,8 217,5 6,1 6,2 0,6 0,1 0,5 0,4 0,8
ECso indicd media pentru doud sau mai multe experimente independente.
5 ® Modoficarea conformationald de la tipul silbatic corespunzitor.

10

15

Activitatea Compusului 10 si Compusului 6 impotriva repliconilor mutanti NS5A

Pentru a determina dacd mutatiile NS5A rezistente la medicamente sunt rezistente Incrucisat
la Compusul 10, un grup de repliconi mutanti NS5A a fost testat pentru sensibilitatea atit la
Compusul 6, car si la Compusul 10. Toti cei sapte repliconi mutanti NS5A au demonstrat o
sensibilitate redusd la Compusul 6 cu o crestere a ECso de la 25 pani la 3029 de ori. In contrast,
nu s-a observat nici o schimbare semnificativd in ECso pentru repliconii mutanfi NS5A la
Compusul 10 sau la un control cu RBV.

Tabelul 7.2.

Activitatea in vitro a Compusului 10 sau Compusului 6 impotriva repliconilor mutanti NS5A

in genotipul la

Compus Modificarea conformationald a ECsq (ECso DRM / ECsgla-H77)

M28T  Q30H Q30R | Q30E | L3IM Y93C YO3H

Compusul 6 25 73 170 997 140 327 3029

C"“if(’)“sul 0.9 1.0 0.8 1.0 11 ND 0.7

RBV 0,4 0,7 0,8 0,8 0,5 1,0

20

25

30

35

40

Concluzii

in acest exemplu, profilurile de rezistentd incrucisati ale Compusului 10 si Compusului 6 au
fost evaluate utilizand repliconi VHC tranzitorii care codificd mutatiile rezistente cunoscute in
NS5A si NS5B care conferd sensibilitate redusd la Compusul 6 si Compusul 10, respectiv.
Repliconii NS5B S282T au conferit sensibilitate redusd la Compusul 10, in timp ce nu au existat
diferente semnificative in ECso a Compusului 6 masuratd de la repliconii sdlbatic si S282T.
Reciproc, mutatiile ce conferd sensibilitate redusd la Compusul 6 au rdmas sensibile la
tratamentul cu Compusul 10.

in general, aceste rezultate indica faptul cd mutatiile de rezistentd pentru Compusul 10 si
Compusul 6 nu demonstreaza rezistenta incrucisata si sustin utilizarea acestor compusi In terapia
combinata viitoare pentru tratamentul VHC.

Exemplul biologic 8: Activitatea combinata

Datele studiului combinat al Compusului 10 cu inhibitorul NSSA Compusul 6, inhibitorii
non-nucleozidici Compusul 1 sau Compusul 5, inhibitorul proteazei Compusul 3 sau ribavirind
(RBV) sunt prezentate pentru un test in vitro de replicon care ramane standard pentru evaluarea
activitatii antivirale pe baza celulelor a inhibitorilor VHC. Aceste rezultate au indicat faptul ca
Compusul 10 are activitate antivirald aditivd cénd este combinat cu Compusul 6, Compusul 1,
Compusul 5 sau Compusul 3. Suplimentar, Compusul 10 a demonstrat sinergie minord n
combinatie cu RBV in vitro.
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Materiale si metode

Linia celulard si cultura celulara

Linia de celule replicon ale genotipului la VHC utilizatd in acest studiu a fost descrisd
anterior (Robinson M. et al. Novel hepatitis C virus reporter replicon cell lines enable efficient
antiviral screening against genotype la. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2010, vol. 54,
nr. 8, p. 3099-3106). Celulele au fost crescute In mediu de cultura celulard contindnd Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) cu GlutaMAX (Gibco, Carlsbad, CA, Cat#10569-044),
suplimentat cu 10% FBS (HyClone, Logan, UT, Cat#SH30071.03), 100 unita{i/mL penicilina,
100 pg/mL streptomicind (Gibco, Carlsbad, CA, Cat#15140-122) si 0,1 mM aminoacizi
neesentiali (Gibco, Carlsbad, CA, Cat#11140-050). Celulele replicon au fost mentinute in 0,5
mg/mL geneticind (Invitrogen, Carlsbad, CA, Cat#10131-035) pentru a preveni pierderca
repliconului VHC. Celulele au fost reinsamaéntate la fiecare 3-4 zile inainte de a ajunge la
confluentd.

Test cu repliconi ai VHC pentru determinarile ECso, CCso $i studii combinate

Toti compusii au fost furnizati in 100% DMSO. Dilutiile seriale de compusi au fost efectuate
in 100% DMSO. Toate dilutii seriale au fost efectuate in plansete de polipropilend cu 384 de
godeuri (Thermo Scientific, Hudson, NH, Cat#4341) utilizand o Biomek FX Workstation. Pentru
determindrile ECsq si CCso, compusii de testat au fost diluati in serie in zece etape de 1:3 dilutii
in coloanele 3-20 ale plansetelor cu 384 de godeuri. Pentru studiile combinationale, un compus a
fost diluat in serie in noud etape de 1:2 dilutii in directia orizontald cu alt compus diluat 1n serie
in sapte etape de 1:2 dilutii in directia verticald. Aceasta a realizat un set definit de diferite
concentratii si rapoarte medicamentoase. Pentru fiecare medicament individual, valoarea ECso a
fost selectatd ca punctul median pentru intervalul de concentratii testat. Toate dilutiile seriale au
fost efectuate in patru copii per compus in aceeasi plansetd cu 384 de godeuri. 100% DMSO s-a
addugat in coloana 1-2 a fiecarei plangete cu 384 de godeuri cu dilutie in serie. Un inhibitor al
proteazei VHC ITMN-191 la 100 uM s-a addugat in coloana 23 ca un control al 100% inhibitie a
replicariit VHC in timp ce puromicind la 10 mM s-a addugat in coloana 24 ca un control al 100%
citotoxicitate.

La fiecare godeu al unei plansete de polistiren negru cu 384 de godeuri (Greiner Bio-one,
Monroe, NC, Cat#781086, cultura celulara tratatd), 90 pL. de mediu de culturd celulara (farad
geneticind) continind 2000 de celule replicon VHC suspendate s-au adaugat cu o Biotek pFlow
Workstation. Pentru transferul compusului in plansete de culturd celulara, 0,4 pL de solutie de
compus de la planseta cu dilutie seriald a compusului s-a transferat la planseta de culturd celulara
pe o Biomek FX Workstation. Concentratia de DMSO in godeurile analitice finale a fost de
0,44%. Plansetele au fost incubate timp de 3 zile la 37°C cu 5% CO; si 85% umiditate.

Testul cu repliconi ai VHC a fost un test multiplex care poate evalua atat citotoxicitatea, cat
si activitatea anti-replicon din acelasi godeu. Testul CCsp a fost efectuat primul. Mediile din
planseta de cultura celulard cu 384 godeuri au fost aspirate si godeurile au fost spilate de patru
ori cu 100 uL. 1 X PBS fiecare, folosind un dispozitiv de spdlat plansetele Biotek ELx405. Un
volum de 50 uL de o solutic contindnd 400 nM calceind AM (AnaSpec, Fremont, CA, Cat#
5200-056) in 1 X PBS s-a adaugat la fiecare godeu al plansetei cu o Biotek pFlow Workstation.
Planseeta s-a incubat timp de 30 minute la temperatura camerei inainte de masurarea semnalului
de fluorescenta (excitatic 490 nm, emisie 520 nm) cu un spectrofotometru pt. citirea plansgetelor
Perkin Elmer Envision.

Testul ECso a fost efectuat in aceleasi godeuri ca testul CCsq. Solutia de calceind-PBS in
planseta de culturd celulara cu 384 de godeuri a fost aspiratd cu un dispozitiv de spilat plansetele
Biotek ELx405. Un volum de 20 pL de tampon luciferaza Dual-Glo (Promega, Madison, WI,
Cat#E298B) s-a addugat la fiecare godeu al plansetei cu oBiotek nFlow Workstation. Planseta s-
a incubat timp de 10 minute la temperatura camerei. Un volum de 20 pL de solutie contindnd
1:100 amestec de substrat Dual-Glo Stop & Glo (Promega, Madison, W1, Cat#E313B) si tampon
Dual-Glo Stop & Glo (Promega, Madison, WI, Cat#E314B) s-a addugat apoi la fiecare godeu al
planseetei cu o Biotek pFlow Workstation. Plangeta s-a incubat apoi la temperatura camerei timp
de 10 minute Inainte de mésurarea semnalului de luminiscentd cu un spectrofotometru pt. citirea
plansetelor Perkin Elmer Envision.

Analiza datelor

Efectul citotoxicitatii a fost determinat prin conversia calceinei AM in produs fluorescent.
Citotoxicitatea procentuald a fost calculatd prin ecuatia 1:
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unde Xc¢ este semnalul de fluorescentd din godeul tratat cu compus; Mp este semnalul de
fluorescentd medie din godeurile tratate cu puromicind; Mp este semnalul de fluorescentda medie
din godeurile tratate cu DMSO. Activitatea de replicare anti-VHC a fost determinatd de semnalul
de luminescenta generat de luciferaza renilla reporter a repliconului VHC. Inhibarea procentuala
pe repliconul VHC a fost calculaté folosind ecuatia 1, unde X¢ este semnalul de luminiscenta din
godeul tratat cu compus; Mz este semmalul de luminescentd medie din godeurile tratate cu
ITMN-191; Mp este semnalul de luminiscentd medie din godeurile tratate cu DMSO.

Valorile CCsg au fost determinate ca fiind concentratia compusului de testare care a produs o
scadere de 50% a wviabilitatii celulare. Valorile ECso au fost determinate ca fiind concentratia
compusului de testare care a produs o scadere de 50% a replicdriit VHC. Atat valorile CCso, cét si
valorile ECsy au fost obtinute utilizdnd pachetul software Pipeline Ppilot 5.0 (Accelrys, San
Diego, CA) prin ajustarea regresiei neliniare a datelor experimentale la ecuatia 2:

a—d

% citotoxicitate sau % inhibiti

v=d+
[1+(5)*] 2)
C

unde y este inhibarea % observatd a repliconului VHC la concentratia x a compusului; d este
raspunsul estimat la concentratia zero a compusului; a este raspunsul estimat la concentratia
infinitd a compusului; ¢ este concentratia medie (CCso sau ECso); b este coeficientul de inclinare
Hill.

Datele experimentale ale studiului combinat au fost analizate cu ajutorul programului
MacSynergy Il dezvoltat de Prichard si Shipman (Prichard MN, Aseltine KR, Shipman C, Jr.
MacSynergy™ I, Version 1.0. University of Michigan, Anmm Arbor, Michigan, 1993). Software-
ul (MacSynergy™ 11, University of Michigan, MI) calculeazi inhibarea teoretici presupunind o
interactiune aditivd intre medicamente (pe baza modelului Bliss Independence) si cuantifica
diferentele statistic semnificative Intre valorile inhibitiei teoretice si observate. Trasarca graficd a
acestor diferente in trei dimensiuni rezultd intr-o suprafaid in care cresterile in planul Z
reprezintd sinergia antivirald, iar scéderile reprezinti antagonismul antiviral intre compusi.
Volumele calculate ale deviatiilor de suprafatd sunt exprimate in puM2%. Per Prichard si
Shipman, efectelee combinate sunt definite ca:

®  Sinergie puternici: > 100 pM2%

Sinergie moderatd: > 50 < 100 uM2%
Sinergie minori: > 25 si < 50 uM*%
Aditivitate: < 25 si > -25 pM2%

Antagonism minor: < -25 si > —50 uM?*%
Antagonism moderat: <-50 si>-100 uM>%

®  Antagonism puternic: < —100 pM2%
Pentru fiecare studiu combinat, trei experimente independente au fost efectuate cu patru
exemplare identice in fiecare experiment.

Rezultate

Activitatea antivirald si citotoxicitatea compusilor individuali in testul cu repliconi ai
genotipului VHC 1la

Activitatea anti-VHC si citotoxicitatea Compusului 10 combinat cu alti compusi anti-VHC au
fost testate in celule Huh-7 purtand un replicon al VHC de genotipul la. Valorile ECso s1 CCso
pentru toti compusii sunt listate in Tabelul urméator. Nu existd nici o citotoxicitate semnificativa
observatd pentru tofi compusii individuali pdna la cele mai mari concentratii testate in testul
combinat.

Tabelul 8.1.

ECso 51 CCso ale Compusilor utilizati in acest studiu impotriva repliconului VHC de genotipul

la

Compusi Clasa ECs0* (nM) CCso* (nM)

Compusul 10 Promedicament nucleozidic 39
al NS5B

>82446
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Compusul 6 Inhibitor al NS5A 0.032 >44400

Compusul 1 Inhibitor non-nucleozidic al
NS5B 18 >44400

Compusul 5 Inhibitor non-nucleozidic al
NS5B 14 >44400
Compusul 3 Inhibitor al proteazei NS3 46 >22200
RBV Analog nucleozidic 33626 >88800

# Valorile sunt medii geometrice pentru trei sau mai multe experimente independente

Activitatea antivirald si citotoxicitatea Compusului 10 in combinatie cu alte clase de
medicamente anti-VHC.

5 Efectele antivirale ale Compusului 10 in combinatie cu alti compusi anti-VHC au fost
evaluate cu ajutorulrepliconului VHC de genotipul la. Rezultatele au fost analizate cu ajutorul
MacSynergy II, care prevede diagrame de suprafatd care prezintd devieri semnificative de la
aditivitate. Volumele de sinergie si antagonism (uM*%), calculate din devierile de la suprafata
aditiva, sunt prezentate in Tabelul urmator. La un interval de incredere de 95%, volumele medii

10 de sinergie si antagonism au fost intre 25 si —25 uM?>% atunci cand Compusul 10 a fost combinat
cu Compusul 6, Compusul 1, Compusul 5 sau Compusul 3 indicdnd interactiunea aditivd cu
Compusul 10. Mai mult decat atat, Compusul 10 prezinta un volum de sinergie in intervalul de
25 pand la 50 uM>% atunci cind este combinat cu RBV, sugerdnd o interactiune sinergici
minora. In studiile combinate utilizand antivirale cu actiune directd cu Compusul 10, viabilitatea

15 celulara a fost mai mare de 93% la cele mai mari concentratii de combinatii de compusi testati in
timp ce studiile care analizeaza efectele combinate ale Compusului 10 si RBV au demonstrat
viabilitate celulard mai mare de 85% la cele mai mari concentratii de medicamente combinate.

Tabelul 8.2.
Cuantificarea antagonismului si sinergiei antivirale si interactiunile medicameentelor pentru
20 combinatiile de medicamente cu Compusul 10
Compust}l ut.1hzat m Volumul de Volumul de .
combinatie cu Clasa sinergic MM2)* | antagonism (nM2)* Interactiunea
Compusul 10 & &
Compusul 6 Inhibitor al NS5A 33142 -7,7+133 Aditiva
Inhibitor non-nucleozidic ey
Compusul 1 al NS5B 47181 -11,7+10,0 Aditiva
Inhibitor non-nucleozidic ey
Compusul 5 al NSSB 1,3+£23 -5,7+9,0 Aditiva
Compusul 3 Inhibitor al proteazei NS3 1,0+ 1,7 3,044 Aditiva
RBV Analog nucleozidic 35,3+3,2 2020 Sinergie minora

a

Valorile reprezinta deviatia medie + standardd a trei experimente independente efectuate in
patru exemplare

Tabelul 8.3.
25 Cuantificarea citotoxicitdtii in combinatiile de compusi
Compusul utilizat in Cea mai mare concentratie a Compusului CltOtOXlCltatf;a 1ani§?nr§?;1$aéz concentrajie

combinatic cu utilizat cu cea mai mare concentratie | & comot (} .
Compusul 10 (320 nM) a Compusului 10 compusi (inhibitia % asupra cresterii

celulelor)

Compusul 6 0,16 nM 50+50

Compusul 1 120 nM 7,0+4,6

Compusul 5 64 nM 43+29

Compusul 3 240 nM 20+35

RBV 16000 nM 14,0+ 44

# Valorile reprezintd deviatia medie + standard a trei experimente independente efectuate in
patru exemplare
Concluzii
Activitatea antivirald a Compusului 10 a fost testatd in combinatie cu Compusul 6, Compusul
30 1, Compusul 5, Compusul 3 sau RBV. Compusul 10 a demonstrat o activitate antivirald aditiva
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in combinatie cu Compusul 6, Compusul 1, Compusul 5 sau Compusul 3 si sinergie minord cu
RBV.

Pe scurt, aceste rezultate sustin potentialul Compusului 10 de a fi utilizat In combinatie cu
Compusul 6, Compusul 1, Compusul 5, Compusul 3 sau RBV pentru a realiza suprimarea virald
Tmbunatatita fird a reduce eficacitatea oricérei dintre medicamentele individuale.

Exemplul clinic 1: Testarea clinica a activitatii anti-VHC a combinatiei de Compus 1 si
Compus 2

Acest Exemplu Clinic aratd c¢d o combinatie de Compus 1 si Compus 2 plus ribavirind este
mai eficace In reducerea Incarcaturii virale VHC si suprimarea recaderii virale VHC, decat o
combinatic de Compus 1 si Compus 2 fard ribavirina.

Schema studiului clinic:

Un studiu de faza 2 randomizat, deschis al Compusului 2 plus Compusul 1 singur si in
combinatie cu ribavirina timp de 28 de zile la subiecti cu infectia cronicd VHC genotipul 1
netratati anterior. Subiectilor din Bratul 1 1i s-a administrat Compusul 2 la 75 mg + Compusul 1
la 40 mg, ambii administrati de doud ori pe zi (BID) (schema dubla) si subiectilor din Bratul 2 1i
s-a administrat Compusul 2 la 75 mg + Compusul 1 la 40 mg, ambii administrati de doud ori, si
plus ribavirina, de asemenca, administratd BID (schema tripld) timp de 28 de zile.

in Ziua 28, 1a toti subiectii s-a initiat administrarea PEG/ribavirinei. in plus, protocolul numit
pentru subiectii cu un raspuns virusologic insuficient (reducerea < 2 logip Ul/mlL. din ARN VHC
initial la Ziua 5) sau recidiva virologica (cresterea ARN VHC de > 0,5 logio Ul/mL din nivelul
inferior a confirmat peste doud momente de timp care apar dupd Ziua 5 cu o valoare absolutd >
1000 UI/mL) pentru a initia administrarea PEG/RIBA 1nainte de Ziua 28.

Pentru subiectii cu raspuns virologic insuficient, administrarea combinatiei de interferon
pegilat (PEG) si ribavirind (RIBA) a fost initiatd 1nainte de Ziua 28 cu sau fird continuarea
administrarii Compusului 2 + Compusul 1. Drept rezultat, pand la Ziva 28 a studiului, subiectii
au primit unul din cele patru tratamente:

(1) Compus 2 + Compus 1,

(1) Compus 2 + Compus 1 + RIBA,

(111) Compus 2 + Compus 1 + PEG/RIBA, sau

(iv) PEG/RIBA.

Un total de 31 de subiecti au fost inrolati si dozarea a inceput (16 subiecti au primit o schema
dubld in Bratul 1 si 15 subiecti au primit o schemd tripld in Bratul 2). Datele demografice
preliminare ale subiectilor si caracteristicile de bazd (Tabelul XVI) au fost in general
comparabile intre Bratele 1 si 2, in afara de un numar mai mare de subiecti cu genotipul 1b din
Bratul 2. Patru subiecti au fost identificati ca avind VHC de genotipul 1b la examinare (un
subiect pe schema dubld si trei subiecti pe schema tripld), dar nu au fost confirmati ca avand
genotipul la sau 1b la o analizd mai aprofundatd, cu continuarea evaludrii suplimentare.

Nici un subiect nu s-au prezentat cu evenimente adverse grave. Medicamentele de studiu au
fost in general bine tolerate, cu toate evenimentele adverse fiind de gradul 1-2 in severitate, cu
exceptia oboselii de gradul 3, care a fost singurul eveniment advers emergent din tratament care
a condus la intreruperea administrarii medicamentului de studiu. Inainte de initierea administrarii
PEG/ribavirinei, cele mai frecvente evenimente adverse emergente din tratament care au aparut
la mai mult de un subiect au fost cefalee (n=5) si diaree sau greatd (n=3 fiecare) in Bratul 1 si
cefalee (n=7), diaree sau oboseala (n=3 fiecare), greatd, astenie, prurit sau insomnie (n=2 fiecare)
in Bratul 2. Cand Compusul 2 + Compusul 1 s-au administrat in combinatie cu PEG/RIBA,
singurele evenimente adverse care au aparut la mai mult de un subiect au fost boli asemanatoare
gripei (n=5) si mialgie (n=3), ambele evenimente adverse comune cu terapia PEG/RIBA. In ceea
ce priveste anomaliile de laborator, nu au existat evenimente de Gradul 4 in timpul perioadei de
tratament de 28 de zile. Printre subiectii care au primit medicamente de studiu, au existat doua
cresteri de Gradul 3 emergente din tratament ale bilirubinei totale in ribavirina din Bratul 2 (care
au aparut in Ziua 7, dar rezolvate cu dozarea continuatd a medicamentului de studiu). Au fost, de
asemenea, 2 cresteri de Gradul 1 si o singurd crestere de Gradul 2 a bilirubinei totale printre alti
subiecti din acest Brat de dozare (cu ribavirind). Printre subiectii din Bratul - 1 (fard ribavirind),
au existat patru cresteri de Gradul 1 ale bilirubinei totale. Valorile ALT s-au redus cu
aproximativ 40 U/L de la valoarea inifiala in ambele brate pand la Ziva 14. Mediana QTcF nu s-a
modificat semnificativ de la valoarea initiald in fiecare brat de studiu si nici un subiect nu a
intrerupt administrarea medicamentelor de studiu din cauza anomaliilor QTc. Datele de siguranta
preliminare sunt prezentate in Tabelul XVIII.
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ARN VHC plasmatic a fost monitorizat de aproximativ doua ori pe siptiméani pentru a

evalua raspunsul virusologic in raport cu criteriile specificate in protocol pentru initierea precoce

a PEG/RIBA. Din analiza preliminard a valorilor ARN VHC, declinul maximal median al ARN

VHC a fost de 3,9 logio Ul/mL pentru schema dubla si 5,0 logig U/mL pentru schema tripla.

5 Timpul median de scddere maxima a ARN VHC a fost de 7 zile pentru schema dubla si 14 zile

pentru schema tripla, cu diferenta atribuita incidentei intarziate si debutulului progresiei virale 1n

bratul care contine ribavirind. Trei din 15 (20%) subiecti care au primit schema dubla si 10 din

13 (77%) subiectii care au primit schema tripld au avut valori inferioare ale ARN VHC < 30

Ul/'mL (cu exceptia subiectilor non-GT1). 13/16 (81%) subiecti care au primit Compusul

10 2/Compusul 1 si 6/15 (40%) subiecti care au primit Compusul 2/Compusull/Ribavirind au initiat

administrarea PEG sau PEG/ribavirinei inainte de inceperea programatd in Ziua 28 a studiului.

Detalii suplimentare ale rezultatelor virologice sunt prevazute in:

Rezultate. Compusul 2 + Compusul 1 singur si in combinatiec cu RIBA au fost bine tolerati

pana la 28 zile de subiectii cu VHC in acest studiu, atat inainte cét si dupa addugarca PEG sau

15 PEG/ribavirinei. Ambele regimuri au produs supresiunea puternica a ARN VHC, cu activitate
mai mare §i mai sustinuti in trei scheme de tratament medicamentos.

Tabelul XVI
Datele demografice preliminare si caracteristicile de baza
Bratul #1 Bratul #2:
Compusul 2 la 75 mg BID + Compusul 2 la 75 mg BID +
Compusul 1 la 40 mg BID Compusul 1 la 40 mg BID + RIBA
(n=16) (n=15)
Varsta 1n ani - Medie (33,76 6) (275,563)
Sex 14 masculin 11 masculin
2 feminin 4 feminin
Etnicitate 16 non-ispanic/Latino 15 non-ispanic/Latino
13 albd 13 albd
Rasd 2 neagrd 2 neagrd
1 asiaticd 0 asiaticd
Greutatea corporald initiald in kg — Medie (57, 88’6i11 0.5) ( 51’7?5)7’ 5)
BMI initial in kg/M?* — Medie (21’25?’31 4.1) a 9’29‘}’377’ 6)
Logio RNA VHC initial IU/mL) din Lab 6,17 6,34
central- Mediu Lab central (5,25, 7,26) (5,41, 7,19)
. L 8 1a 31a
Genotipul VHC initial 3 1b 12 1b

20 Tabelul XVII
Rezultatele preliminare privind siguranta

Bratul 1: Bratul 2:
Compusul 2 la 75 mg BID + Compusul 2 la 75 mg BID +
Compusul 1 la 40 mg BID Compusul 1 la 40 mg BID + RIBA
(n=16) (n=15)
Evenimente adverse de Gradul 3 (EA):
Oboseala 1 0
Gradul 1/Gradul 2 (EA):
Cefalee 5 (31%) 7 (47%)
Diaree 3 (19%) 3 (20%)
Greata 3 (19%) 2 (13%)
Oboseala 0 3 (20%)
Astenie 0 2 (13%)
Prurit 1(6%) 2 (13%)
Insomnie 0 2 (13%)
Anomalii de baborator de Gradul 3:
Bilirubina 0 2
Anomalii de baborator de Gradul 1/Gradul 2:
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Bratul 1: Bratul 2:
Compusul 2 la 75 mg BID + Compusul 2 la 75 mg BID +
Compusul 1 la 40 mg BID Compusul 1 la 40 mg BID + RIBA
(n=16) (n=15)
Bilirubina 4 3
Hemoglobind 0 2
Glucoza (nu pe stomacul gol) 8 5
Tabelul XVIII
Rezultate virologice preliminare
Bratul 1: Bratul 1: Bratul 2: Bratul 2:
Compusul 2 la 75 Compusul 2 la 75 Compusul 2 la 75 Compusul 2 la 75

mg BID + Compusul
1 la 40 mg BID

mg BID + Compusul
1 la 40 mg BID

mg BID + Compusul
1 la 40 mg BID +

mg BID + Compusul
1 la 40 mg BID +

(n=16) Ribavirina Ribavirina
GT1 neconfirmat (n=15)
Subiectii exclusi GT1 neconfirmat
(n=15)* Subiectii exclusi
(n=13)

Scaderea mediana -3.9 logio Ul/mL -4.0 logio Ul/mL -5.0 logio Ul/mL -5.0 logio Ul/mL
maximd a RNA -3.4 log1o Ul/mL -3.6 logio Ul/mL -4.5 logio Ul/mL -4.9 log1o Ul/mL
VHC
Scaderea medie
maximd a RNA
VHC
Timpul mediu pana 16 zile 16 zile 23 zile 23 zile
la progresie
Subiectii cu un nivel 3/16 (19%) 3/15 (20%) 10/15 (63%) 10/13 (77%)
mferior al RNA
VHC <50 Ul/mL
Subiectii cu 12 (75%) 12/15 (80%) 6/15 (40%) 6/13 (46%)
progresie**
Réaspunsul in Ziua
28: 1716 (6%) 1715 (7%) 5/15 (33%) 5/13 (38%)
RVR la <25 Ul/mL 1716 (6%) 1715 (7%) 6/15 (40%) 6/13 (46%)
RVR la < 50 Ul/mL

* GT1 este o abreviere pentru VHC de genotipul 1.

5 Subiectii 1011, 1012 si 1043 la un Centru de studiu francez au fost exclusi;
Subiectul 1004 nu a fost exclus

** Progresia definitd ca crestere > 1 log a valorii inferioare a ARN VHC mentionate mai sus

sau ARN VHC > 25 Ul/mL, dupd un nivel inferior de < 25 Ul/mL
Datele prezentate in Tabelul XVIII aratd cd a existat o scddere de aproximativ 10 ori mai

10 mare atit a nivelului median maxim de ARN VHC, cit si nivelul mediu maxim de ARN VHC ca
raspuns la combinatia de Compus 2 + Compus 1 in prezenta ribavirinei comparativ cu lipsa
ribavirinei. De asemenca, numérul de subiecti de studiu avand un nivel inferior de ARN VHC

sub 50 Ul/mL este mai mare in prezenta ribavirinei decat in absenta ribavirinei. Aceste rezultate

aratd cd ribavirina, in absenta interferonului, potenteazd in mod semnificativ activitatea antivirala

15 a combinatiei de Compus 1 si Compus 2.
In plus, timpul mediu pand la progresia VHC, care este o masurd a cresterii eventualde a
incarcaturii virale VHC deoarece virusul muteazd si devine mai putin sensibil la medicamentele
antivirale, este mai mare in prezenta ribavirinei decat in absenta ribavirinei. Mai mult decat atat,
numarul de subiecti care prezintd progresia virald este substantial mai mic in prezenta ribavirinei

20 decat in absenta ribavirinei. Aceste rezultate aratd cd virusul VHC este mai putin capabil si
dezvolte rezistentd la combinatia de Compus 1 si Compus 2 n prezenta ribavirinei.

Mai mult, datele prezentate in Tabelul XVIII arata cd numairul de pacienti care au obtinut un

raspuns virologic rapid (RVR) in prezenta ribavirinei este semnificativ mai mare decét in absenta
ribavirinei. Atingerea RVR coreleazd pozitiv cu vindecarea infectiei VHC.
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Luate impreund datele prezentate in Tabelul XVIII aratd c¢d o combinatie a Compusului 1,
Compusului 2 si ribavirinei produce o reducere rapida si semnificativa clinic a incarcaturii virale
VHC, cu o recadere virald redusd, chiar si in absenta administrarii interferonului.

Desi exemplele de realizare specifice ale prezentei inventii sunt ilustrate aici si descrise 1n
detaliu, inventia nu este limitatd la acestea. Descrierile detaliate de mai sus sunt oferite ca
exemplu de realizare a prezentei inventii i nu trebuie si fie construite ca reprezentand orice
limitare a inventiei. Modificdrile vor fi evidente pentru specialistii in domeniu, iar toate
modificdrile care nu s¢ indepérteazd de esenta inventiei sunt destinate a fi incluse in domeniul de
aplicare al revendicérilor anexate.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. US 7964580 B2 2011.06.21
2. US 2010298257 A1 2010.11.25

(57) Revendicari:
1. Compozitie care contine: 1) compusul 10
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sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia si 2) compusul 6
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sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia.
2. Compozitie conform revendicdrii 1, care contine suplimentar compusul 5
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sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia.

3. Compozitiec conform revendicdrii 1 sau 2, care contine suplimentar unul sau mai multi
diluanti sau purtatori farmaceutic acceptabili.

4. Compozitie conform revendicdrii 3, care este formulatd ca o forma medicamentoasd
standardizatd pentru administrare o datd pe zi.

5. Compozitie conform revendicarii 3 sau 4, care este formulata pentru administrare orala.

6. Compozitie conform revendicarii 5, care este formulati ca tableta.

7. Compozitie, astfel cum este descrisd in oricare dintre revendicarile 1-6, pentru utilizare in
tratamentul profilactic sau terapeutic al unei infectii VHC.

8. Compozitie utilizatd conform revendicarii 7, care nu este destinatid administrarii cu un
interferon.

9. Compozitie utilizatd conform revendicarii 7 sau 8, care este destinatd administrarii cu
ribavirina.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova
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