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DESCRIPCION
Inhibidores del virus de la hepatitis C

Referencia a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos Numero de
Serie 60/382.103 presentada el 20 de mayo de 2002 y 60/344.080 presentada el 20 de diciembre de 2001.

Antecedentes de la invencion

El virus de la hepatitis C (VHC) es el principal agente etioldgico del 90 % de todos los casos de hepatitis no A no B
(Choo y col., 1989, Kuo y col., 1989). La incidencia de infeccion por VHC se esta convirtiendo en una preocupacion
de salud publica de creciente gravedad con un 2-15 % de individuos infectados en todo el mundo. Aunque la
infeccién primaria con VHC es con frecuencia asintoméatica, la mayoria de infecciones de VHC progresan a un
estado cronico que puede persistir durante décadas. De los que tienen infecciones por VHC crénicas, se cree que
aproximadamente el 20-50 % desarrollaran con el tiempo enfermedad hepéatica crénica (por ejemplo cirrosis) y el 20-
30 % de estos casos conduciran a insuficiencia hepatica o cancer hepatico. A medida que envejece la actual
poblacion infectada por VHC, se espera que la morbilidad y mortalidad asociada con VHC se triplique.

Un tratamiento aprobado para la infeccion por VHC usa interferén (IFN) que efectla indirectamente infeccion por
VHC estimulando la respuesta antiviral del huésped. El tratamiento de IFN es suboptimo, sin embargo, puesto que
se produce una respuesta antiviral prolongada en menos del 30 % de los pacientes tratados. Ademas, el tratamiento
con IFN induce una serie de efectos secundarios de diversa gravedad en mas del 90 % de los pacientes (por
ejemplo: pancreatitis aguda, depresion, retinopatia, tiroiditis). La terapia con una combinacién de IFN y ribavirina ha
proporcionado una tasa de respuesta prolongada ligeramente mayor, pero no ha aliviado los efectos secundarios
inducidos por IFN.

El uso de inhibidores de proteasa, particularmente los que se dirigen selectivamente a serina proteasa de VHC, tiene
un gran potencial para ser util en el tratamiento de VHC en pacientes por inhibicion de la replicacion de VHC.

Entre los compuestos que han demostrado eficacia en la inhibicién de replicacion de VHC, como inhibidores de
serina proteasa de VHC selectivos, estan los compuestos peptidicos macrociclicos desvelados en la Solicitud
Internacional PCT/CAOO/00353 (Publicacion N° W000/59929), documentos US 6.323.180, WO 02/060926, WO
2004/037855, WO 03/064455 y WO 2004/039833.

La presente invencién describe inhibidores selectivos del complejo serina proteasa NS3/NS4A de VHC de disefio
guimico mejorado en relacién con la invencién previamente descrita, que tienen el potencial de demostrar
permeabilidad celular completa adecuada para el tratamiento de pacientes infectados por VHC.

Sumario de lainvencién

La presente invencion se refiere a compuestos de Férmula I, incluyendo sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos,

en la que:
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(a) R; es cicloalquilo Cs.7 sin sustituir;

(b) Rz es H, halo, alquilo Ci.6, alcoxi Ci.6, cicloalcoxi Ci.6, arilo Cs ¢ 10 0 heterociclo; en el que el heterociclo es
un heterociclo saturado o insaturado, de cinco, seis 0 siete miembros, que contiene de uno a cuatro
heteroatomos seleccionados entre nitrégeno, oxigeno y azufre; estando dicho arilo o heterociclo sustituido con
R24; en el que R24 es H, halo, o alquilo Ci.;

(c) Rz es H, halo, alcoxi C1.¢ 0 cicloalcoxi Cs.s;

(d) R4 es NH, 0 -NH-Rg31; en el que R3; es -C(0)-Rs2, C(O)-NHR32 0 C(O)-OR3,; en el que Rs; es alquilo C1-Cs,
o cicloalquilo Cs.7;

(e) Rses H;y

(f) Q es una cadena de alquileno saturada o insaturada, de tres a nueve atomos, que contiene uno a tres
heteroatomos seleccionados independientemente entre O 0 S.

La presente invencion también se refiere a una composicién farmacéutica util para inhibir la proteasa NS3 de VHC o
para tratar a pacientes infectados con el virus de la hepatitis C, que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion también se refiere al uso de los compuestos de la invencidon en un procedimiento de
tratamiento de mamiferos infectados con el virus de la hepatitis C.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de los compuestos de la invencion en un procedimiento de inhibicion
de la proteasa NS3 de VHC.

Descripcion detallada de la invencién

Como se usan en el presente documento, las siguientes definiciones se aplican a menos que se indique otra cosa.
Con respecto a los casos en los que se usa (R) o (S) para designar la configuracion de un sustituyente, se refiere a
todo el compuesto y no solo al sustituyente.

El término "halo", como se usa en el presente documento, se refiere a un sustituyente halégeno seleccionado entre
bromo, cloro, fldor o yodo.

El término "alquilo C1.6", como se usa en el presente documento, se refiere a sustituyentes alquilo de cadena lineal o
ramificada, aciclicos, que contienen de 1 a seis atomos de carbono e incluyen, por ejemplo, metilo, etilo, propilo,
butilo, terc-butilo, hexilo, 1-metiletilo, 1-metilpropilo, 2-metilpropilo, 1,1-dimetiletilo.

El término "alcoxi C1.", como se usa en el presente documento, se refiere al radical -O(alquilo C;.6) en el que el
alquilo es como se ha definido anteriormente, que contiene hasta seis atomos de carbono. Alcoxi incluye, por
ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, 1-metiletoxi, butoxi y 1,1-dimetiletoxi. El ultimo radical es conocido comiUnmente
como terc-butoxi.

El término "cicloalquilo Cs7", como se usa en el presente documento, se refiere a un sustituyente cicloalquilo que
contiene de tres a siete atomos de carbono e incluye, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y
cicloheptilo.

El término "cicloalcoxi Cs.7", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo cicloalquilo Cz.7 unido a un
atomo de oxigeno, tal como, por ejemplo, butiloxi o ciclopropiloxi.

El término "arilo Cs ¢ 10", cOmo se usa en el presente documento, se refiere a un grupo monociclico aromatico que
contiene 6 atomos de carbono o a un grupo biciclico aromatico que contiene 10 atomos de carbono, por ejemplo,
arilo incluye fenilo, 1-naftilo o 2-naftilo.

El término "carboxi(alquilo Ci.6)", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo carboxilo (COOH)
unido a través de un grupo alquilo C;.6 como se ha definido anteriormente e incluye, por ejemplo, acido butirico.

El término "heterociclo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical monovalente obtenido por
eliminacion de un hidrégeno de un heterociclo saturado o insaturado (incluyendo aromatico), de cinco, seis o siete
miembros, que contiene de uno a cuatro heterodtomos seleccionados entre nitrégeno, oxigeno y azufre. Ademas, el
término heterociclo incluye heterociclos, como se ha definido anteriormente, que estan condensados con una 0 mas
de otras estructuras de anillos. Los ejemplos de heterociclos adecuados incluyen, pero sin limitacion, pirrolidina,
tetrahidrofurano, tiazolidina, pirrol, tiofeno, diazepina, 1H-imidazol, isoxazol, tiazol, tetrazol, piperidina, 1,4-dioxano,
4-morfolina, piridina, pirimidina, tiazolo[4,5-b]-piridina, quinolina o indol, o los siguientes heterociclos:
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El término "alquil C1.¢-heterociclo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical heterociclico como

se ha definido anteriormente unido a través de una cadena o grupo alquilo ramificado, en el que el alquilo como se
ha definido anteriormente contiene de 1 a 6 4tomos de carbono. Los ejemplos de alquil C;.s-Het incluyen:

Férmula Il

en la que R1, Rz, R3, R4, Rs y Q son como se han definido para la Férmula .

Para compuestos de Férmula Il, se prefiere que R; sea ciclopropilo. Ademas, se prefiere que R, sea fenilo. Se
10 prefiere adicionalmente que Rz sea metoxi. Ademas, se prefiere adicionalmente que Rs sea NH, o terc-

butoxicarbonilNH-. También se prefiere que Q sea -(CH2),CH=C- en la que n es 1-5. Se prefiere mas que n sea 3 6
4,

En una realizacién mas preferida, los compuestos de la presente invencion tienen la estructura de Férmula 11l
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en la que R4 es NH; o terc-butoxicarbonilNH-, Q es (CH2),CH=C- y n es 1-5. Para los compuestos de Férmula Ill, se
prefiere mas que n sea 3 6 4.

En otra realizacion preferida para compuestos de Férmula I, en la que:

R, es

N
é—g J—cmcu,), .

R4 es

g—NH-C(O)-O—O o %NH-C(O)-O-C(CH;);;

y R; es ciclopropilo.

Los compuestos de la presente invencion, en virtud de su resto basico, pueden formar sales mediante la adicion de
un &cido farmacéuticamente aceptable. Las sales de adicion de acidos se forman a partir de un compuesto de
Férmula | y un acido inorganico farmacéuticamente aceptable, incluyendo, pero sin limitacion, clorhidrico,
bromhidrico, yodhidrico, sulfarico, fosférico, o un acido orgéanico, tal como p-toluenosulfénico, metanosulfonico,
acético, benzoico, citrico, malénico, fumarico, maleico, oxalico, succinico, sulfdmico o tartarico. Por lo tanto, los
ejemplos de dichas sales farmacéuticamente aceptables incluyen cloruro, bromuro, yoduro, sulfato, fosfato,
metanosulfonato, citrato, acetato, malonato, fumarato, sulfamato y tartrato.

Las sales de un grupo amina también pueden comprender sales de amonio cuaternario en las que el nitrégeno del
amino tiene un grupo organico adecuado tal como uno resto alquilo, alquenilo, alquinilo o aralquilo.

Los compuestos de la presente invencion, que estan sustituidos con un grupo acido, pueden existir en forma de
sales formadas a través de adicion de bases. Dichas sales de adicién de bases incluyen los obtenidos a partir de
bases inorganicas que incluyen, por ejemplo, sales de metales alcalinos (por ejemplo, sodio y potasio), sales de
metales alcalinotérreos (por ejemplo, calcio y magnesio), sales de aluminio y sales de amonio. Ademas, las sales de
adicibn de bases adecuadas incluyen sales de bases organicas fisiologicamente aceptables tales como
trimetilamina, trietilamina, morfolina, piridina, piperidina, picolina, diciclohexilamina, N,N’-dibenciletiliendiamina, 2-
hidroxietilamina, bis-(2-hidroxietil)amina, tri-(2-hidroxietil)amina, procaina, dibencilpiperidina, N-bencil-p-fenetilamina,
dehidroabietilamina, N,N’-bishidroabietilamina, glucamina, N-metilglucamina, colidina, quinina, quinolina,
etilendiamina, ornitina, colina, N,N’-bencilfenetilamina, cloroprocaina, dietanolamina, dietilamina, piperazina,
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tris(hidroximetil)aminometano e hidréxido de tetrametilamonio y aminoacidos basicos tales como lisina, arginina y N-
metilglutamina. Estas sales pueden prepararse por procedimientos conocidos por los expertos en la materia.

Ademas, los compuestos de la presente invencién, o una sal de los mismos, pueden mostrar polimorfismo. La
presente invencion también incluye cualquiera de dichas formas polimorficas.

Los compuestos de la presente invencion (Formula I, Il o 1ll) también contiene dos 0 mas centros quirales y existen
en diferentes formas Opticamente activas. Por ejemplo, los compuestos de Férmula | pueden incluir un ciclopropilo
de formula

o o}

en la que cada uno de C; y C; representa un atomo de carbono asimétrico en las posiciones 1 y 2 del anillo de
ciclopropilo. Sin tener en cuenta otros centros asimétricos posibles en otros segmentos de los compuestos de
férmula |, la presencia de estos dos centros asimétricos significa que los compuestos de férmula | pueden existir
como mezclas de diastereémeros, tales como los diastereémeros de compuestos de Férmula Il en la que Q esta
configurado syn con respecto a la amida o syn con respecto al carbonilo, como se muestra a continuacion.

/Q H
7 7
c ¢
et 1
>——NH (R)\“/' >—NH (RY
o] o) o o]
syn con respecto al syn con respecto a la amida

carbonilo

Como alternativa, las estructuras pueden observarse como:

H
\
o

Cf C;
>_HN/(R)\|K >~HN/(RW|/’
o) o) S

o]
syn con respecto al syn con respecto a la
carbonilo amida

La presente invencion incluye enantiomeros y mezclas de enantiomeros tales como mezclas racémicas.

Como se ilustra en los ejemplos, las mezclas racémicas pueden prepararse y, después de ello, separarse en los
isdmeros Opticos individuales, o estos isbmeros épticos pueden prepararse por sintesis quiral.
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Los enantiémeros pueden resolverse por procedimientos conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, por
formacion de sales diastereocisoméricas que pueden separares por cristalizacion, cromatografia de gas-liquido o de
liquidos, reaccion selectiva de un enantiémero con un reactivo especifico de enantiémero. Se apreciard que cuando
el enantiomero deseado se convierte en otra entidad quiral por una técnica de separacion, entonces se requiere una
etapa adicional para formar la forma enantiomérica deseada. Como alternativa, los enantiomeros especificos pueden
sintetizarse por sintesis asimétrica usando reactivos, sustratos, catalizadores o disolventes Opticamente activos, o
convirtiendo un enantidmero en el otro por transformacion asimétrica.

Ciertos compuestos de la presente invencion también pueden existir en diferentes formas conformacionales estables
que pueden ser separables. La asimetria torsional debida a la rotacion restringida alrededor de un enlace sencillo
asimétrico, por ejemplo, debida al impedimento estérico o a la tension del anillo, puede permitir la separacién de
diferentes conférmeros. La presente invencién incluye cada isémero conformacional de estos compuestos y mezclas
de los mismos.

Ciertos compuestos de la presente invencion pueden existir en forma zwiteridnica y la presente invencion incluye
cada forma zwiteridnica de estos compuestos y mezclas de los mismos.

Los compuestos de la presente invencion son utiles en la inhibicién de proteasa NS3 de VHC, asi como la
prevencion o el tratamiento de la infeccién por el virus de la hepatitis C y el tratamiento de afecciones patologicas
posteriores. El tratamiento implica administrar a un paciente, que necesite dicho tratamiento, un compuesto de la
presente invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o una composicién farmacéutica que
comprende un vehiculo farmacéutico y una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente
invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los expertos en la materia reconoceran que la referencia a tratamiento en el presente documento se extiende a
profilaxis asi como al tratamiento de infecciones o sintomas establecidos. Esto incluye iniciar tratamiento antes y
después de la exposicion al virus. Ademas, la presente invencion puede administrarse junto con
inmunomoduladores, tales como interferones a, B 0 y; otros agentes antivirales tales como ribavirina, amantadina;
otros inhibidores de proteasa NS3 de VHC; inhibidores de otras dianas en el ciclo de vida de VHC, que incluyen pero
sin limitacion, helicasa, polimerasa, metaloproteasa o sitio de entrada de ribosoma interno (IRES); o combinaciones
de los mismos. Los agentes adicionales pueden combinarse con los compuestos de la presente invencion para crear
una forma farmacéutica sencilla. Como alternativa estos agentes adicionales pueden administrarse de forma
separada a un mamifero como parte de una forma farmacéutica multiple.

Estos procedimientos son Utiles en la reduccion de la actividad de proteasa NS3 de VHC en un mamifero. Estos
procedimientos son Utiles para inhibir la replicacién viral en un mamifero. Si la composicién farmacéutica comprende
solamente un compuesto de la presente invencién como el componente activo, tales procedimientos pueden
comprender adicionalmente la etapa de administrar a dicho mamifero un agente seleccionado de un agente
inmunomodulador, un agente antiviral, un inhibidor de proteasa de VHC o un inhibidor de otras dianas en el ciclo de
vida del VHC tales como helicasa, polimerasa o metaloproteasa o IRES. Dicho agente adicional puede administrarse
al mamifero antes de, simultaneamente con, o después de la administracién de las composiciones de la presente
invencion.

Los compuestos de la presente invencién también son Utiles en la preparacion y la ejecucién de ensayos de
exploracion o replicacion para compuestos antivirales. Ademas, los compuestos de la presente invencién son Utiles
al establecer o determinar el sitio de union de otros compuestos antivirales con proteasa NS3 de VHC, por ejemplo,
por inhibicidbn competitiva.

Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse por via oral, via parenteral, incluyendo inyecciones
subcutaneas, inyeccion intravenosa, intramuscular, intraesternal o técnicas de infusién), por pulverizacion de
inhalacién o por via rectal, en formulaciones farmacéuticas unitarias que contienen vehiculos, adyuvantes y
transportadores farmacéuticamente aceptables no téxicos convencionales.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica para su uso en el procedimiento
terapéutico anteriormente descrito. Una composicidn farmacéutica de la presente invencion comprende una cantidad
eficaz de un compuesto de Férmula | en asociacion con un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

El principio activo en tales formulaciones comprende del 0,1 por ciento al 99,9 por ciento en peso de la formulacion.
Por “farmacéuticamente aceptable” se entiende que el vehiculo, diluyente o excipiente debe ser compatible con los
otros ingredientes de la formulacion y no deletéreo para el receptor de la misma.

Las presentes composiciones farmacéuticas se preparan por procedimientos conocidos usando ingredientes bien
conocidos y facilmente disponibles. Las composiciones de la presente invencion pueden formularse para
proporcionar liberacion rapida, prolongada o retardada del principio activo tras su administracion al paciente
empleando procedimientos bien conocidos en la técnica. Al realizar las composiciones de la presente invencion, el
principio activo habitualmente se mezclard con un vehiculo, se diluira en un vehiculo o se incluird dentro de un
vehiculo que puede estar en forma de una capsula, sobrecito, papel u otro recipiente. Cuando el vehiculo sirve como
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un diluyente, puede ser un material sélido, semisélido o liquido que actlia como un vehiculo, excipiente o0 medio para
el principio activo. Por lo tanto, las composiciones pueden estar en forma de comprimidos, pildoras, polvos, perlas,
pastillas, sobres, elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, aerosoles (como un sélido o en un medio
liquido), capsulas de gelatina dura y blanda, supositorios, soluciones inyectables estériles, polvos empaquetados
estériles y similares.

Los compuestos pueden administrarse por una diversidad de vias incluyendo oral, por via intranasal, rectal,
transdérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular e intranasal.

Cuando se administran por via oral, estas composiciones se preparan de acuerdo con técnicas bien conocidas en la
materia de la formulacién farmacéutica. Para administracion oral, el compuesto se formula normalmente con
excipientes tales como aglutinantes, cargas, lubricantes, expansores, diluyentes, agentes de disgregacion y similares
como se conocen en la técnica.

Para administracion parenteral, el compuesto se formula en diluyentes o disolventes parenteralmente aceptables, no
téxicos y farmacéuticamente aceptables, tales como manitol, 1,3-butanodiol, agua, dextrosa al 5 por ciento, solucion
de Ringer o solucion de cloruro sédico isoténico o agentes de suspension, humectantes o de dispersion adecuados,
tales como aceites estériles, insipidos, fijos, que incluyen mono o diglicéridos sintéticos y acidos grasos, incluyendo
acido oleico.

Un compuesto de la presente invencidon, o una sal o solvato del mismo, puede formularse en formulaciones
farmacéuticas unitarias que comprenden una dosis entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 1000 mg, 0
maés, de acuerdo con el tratamiento particular implicado. Un ejemplo de una formulacion farmacéutica unitaria
comprende 5 mg de un compuesto de la presente invencion en una ampolla de vidrio estéril de 10 ml. Otro ejemplo
de una formulacién farmacéutica unitaria comprende aproximadamente 10 mg de un compuesto de la presente
invencion como una sal farmacéuticamente aceptable en 20 ml de solucidén salina isoténica contenida en una
ampolla estéril.

Los compuestos de la presente invencion también pueden administrarse a seres humanos en un intervalo de
dosificaciéon de 1 a 100 mg/kg de peso corporal en dosis divididas. Un intervalo de dosificacion preferido es de 1 a 20
mg/kg de peso corporal por via oral en dosis divididas. Se entendera, que, sin embargo, el nivel de dosis especifico y
la frecuencia de dosificacion para cualquier paciente particular puede variarse y dependera de una diversidad de
factores incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la duracion de
accion del compuesto, la via de administracion, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el modo
y el momento de administracién, la tasa de excrecion, la combinacién de farmacos, la gravedad de la afeccion
particular y el huésped que se somete a la terapia.

A continuacion se muestran procedimientos generales para la sintesis de compuestos incluidos en la presente
invencion. Las preparaciones que se muestran a continuacion se desvelan con fines de ilustracién y no deben
interpretarse como limitaciones de los procedimientos para fabricar los compuestos por cualquier otro procedimiento.

Se apreciara por los expertos en la materia que estan disponibles numerosos procedimientos para la preparacion de
los compuestos de la presente invencién. Estos compuestos pueden prepararse por procedimientos que incluyen
procedimientos conocidos en la técnica quimica para la produccion de compuestos estructuralmente analogos o por
un procedimiento novedoso descrito en el presente documento. Un procedimiento para la preparacion de estos
compuestos (o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos) e intermedios novedosos para la fabricacion de
estos compuestos proporciona caracteristicas adicionales de la invencién y se ilustra por los siguientes
procedimientos en los que los significados de los radicales genéricos son como se han definido anteriormente, a
menos que se indique otra cosa. Se apreciara que puede preferirse o ser necesario preparar dicho compuesto en el
gue un grupo funcional se protege usando un grupo protector convencional y después retirar el grupo protector para
proporcionar un compuesto de la presente invencion.

Por ejemplo, los compuestos de la presente invencion, que tienen la estructura de Férmula I, 1l o lll, tales como los
compuestos de Férmula IlIA y 1lIB, que se muestran a continuacion, se sintetizaron, como se muestra en el siguiente
esquema, indirectamente a partir de compuestos de férmula IV, y directamente a partir de compuestos de férmula
VIIA o VIIB.
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amino-(n-1)-
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D =z

catalizador de Grubbs,
1,2-DCE '
b) LiOH, MeOH,

H20, THF
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BOC,

(VIIA) (VIIB)

R{SO,NH, R{SO,NH,

(IITIA) (IIIB)

El &cido a-carboxilico de un compuesto de Férmula VIIA o VIIB se acopla con RiSO;NH,, que se preparé por
tratamiento de R;SO,Cl en una solucién de tetrahidrofurano saturada con amoniaco, en presencia de un agente de
acoplamiento de péptidos, tal como CDI o EDAC, y en presencia de una base, tal como 4-dimetilaminopiridina (4-
DMAP) y/o 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU), para formar un compuesto de Férmula |, Il o Ill.

Los compuestos que tienen la estructura de Férmula 1V, VI, VIIA o VIIB pueden prepararse como se describe en el
presente documento, y en la solicitud no provisional U.S.S.N. 10/001.850 presentada el 20 de noviembre de 2001,
Solicitud Internacional Numero PCT/CA00/00353, Publicacion N° WO 00/59929, publicada el 12 de octubre de 2000
titulada "Macrocyclic Peptides Active Against the Hepatitis C Virus"; y Patente de Estados Unidos 6.323.180
concedida el 27 de noviembre de 2001 (correspondiente a la Solicitud Internacional Namero PCT/CA99/00736, N° de
Publicacion WO 00/09543), titulada "Hepatitis C Inhibitor TriPeptides". La divulgacién de la Patente de Estados
Unidos 6.323.180 se incorpora en el presente documento, en su totalidad, por referencia.

Los compuestos que tiene la estructura de Férmula IV también pueden prepararse por acoplamiento del precursor
guimico A con el precursor quimico B como se muestra a continuacion.

10
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— v

R\ /N HC1l H,N~ CO,P
Boc/b-] R, _ (B)
PyBrop o HATU o TBTU o HBTU;
GOoH NMM o DIPEA
(a) CH2CI2/THF o DMF
o ~
BOCN— N
. H o
VR
7

Ry (IV)

El precursor quimico A, que se ha mostrado anteriormente, puede sintetizarse como se describe en lo siguiente.

R
//I 3
H,N
. 7 (a2)
R, OEt _R
W pp 3
(o] 0]
.(A.l‘) OH (A3)
POC1,4
WOH
COOH
(A5)
‘\\\O
\ / base 1
Cl (n4)
Bo
COOH

En este esquema, el éster etilico (Al) se condensa con la anilina apropiada (A2), en presencia de acido, para formar
una imina. Después, la imina se cicla por calentamiento a aproximadamente 260-280 °C para dar la 4-
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hidroxiquinolina correspondiente (A3). Posteriormente, la 4-hidroxiquinolina (A3) se calienta a reflujo con oxicloruro
de fosforo para formar una 4-cloroquinolina (A4).

Después, la Boc-4(R)-hidroxiprolina disponible en el mercado (A5), en un disolvente adecuado tal como DMSO, se
trata con una base, por ejemplo, hidruro sédico o terc-butdxido potasico, para formar un alcéxido de A5 que después
se hace reaccionar con la 4-cloroquinolina (A4) para dar el precursor quimico A.

Un medio alternativo para formar el precursor quimico A, y para formar fragmentos o precursores del precursor
quimico (A), se describe en la Solicitud Internacional Numero PCT/CA00/00353, Publicacion N° WO 00/59929,
titulada "Macrocyclic Peptides Active Against the Hepatitis C Virus", y Patente de Estados Unidos 6.323.180
concedida el 27 de noviembre de 2001 (correspondiente a la Solicitud Internacional Niamero PCT/CA99/00736,
Publicacion N° WO 00/09543), titulada "Hepatitis C Inhibitor Tri-Peptides". La divulgacién de la Patente de Estados
Unidos 6.323.180 se incorpora en el presente documento, en su totalidad, por referencia.

El precursor quimico B, que también se ha mostrado anteriormente, puede sintetizarse como se describe en el
siguiente esquema con ligeras modificaciones representadas en la seccion experimental del presente documento.

R
/k + & /halo
x hale” NF
Ph N/\coza
(B1) (B2) 1) MOtBu/
R=H, alquil, aril tolueno
NN
X 2) extracto de TBME R
3) HCl acuoso ‘ )\
(B) (B3)

El tratamiento de la imina (B1) disponible en el mercado, o que puede obtenerse facilmente con el 1,4-dihalobuteno
(B2) en presencia de una base, proporciona la imina resultante (B3). La hidrolisis a4cida de B3 proporciona después
B, que tiene un sustituyente alilo syn con respecto al grupo carboxilo. Se prefiere, para los compuestos B3 y B, que
el grupo vinilo sea syn con respecto al éster.

Ejemplificacién

Los ejemplos especificos que se muestran a continuacion ilustran la sintesis de los compuestos de la presente
invencién, y no deben considerarse como limitaciones de la invencion en su ambito o alcance. Los procedimientos
pueden adaptarse a variaciones con el fin de producir compuestos incluidos por esta invencion pero no desvelados

de forma especifica. Ademas, para un experto en la materia también seran evidentes variaciones de los
procedimientos para producir los mismos compuestos de manera en cierto modo diferente.

Las abreviaturas quimicas usadas habitualmente para identificar compuestos quimicos en la bibliografia incluyen Bn:
bencilo; Boc: terc-butiloxicarbonilo {Me3COC(0)}; BSA: albumina de suero bovino; CDI: carbonildiimidazol; DBU: 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]-undec-7-eno; CH,Cl,=DCM: cloruro de metileno; DEAD: azodicarboxilato de dietilo; DIAD:
azodicarboxilato de diisopropilo; DIEA: diisopropiletilamina; DIPEA: diisopropiletilamina; 4-DMAP: 4-
dimetilaminopiridina; DCC: 1,3-diciclohexil-carbodiimida; DMF: dimetilformamida; DMSO: dimetilsulfoxido; DPPA:
difenilfosforilazida; EDAC: clorhidrato de etildimetilaminopropilcarbodiimida; EDTA: acido etilendiamintetraacético; Et:
etilo; EtOH: etanol; EtOAc: acetato de etilo; Et,O: éter dietilico; Catalizador de Grubb: dicloruro de
bis(triciclohexilfosfina)bencilidenorutenio (1V); HATU: [O-7-azabenzotriazol-1-il)-1, HBTU: hexafluorofosfato de [O-
(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio; PYBROP: hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidin-fosfonio; HOAT,
1-hidroxi-7-azabenzotriazol; HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién; EM: espectrometria de masas; Me:
metilo; MeOH: metanol; NMM: N-metilmorfolina; NMP: N-metilpirrolidina; Pr: propilo; Succ: 3-carboxipropanoilo; PPA:
acido polifosférico; TBAF: fluoruro de tetra-n-butilamonio; 1,2-DCE o DCE: 1,2-dicloroetano; TBTU: tetrafluoroborato
de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio; TFA: acido trifluoroacético; THF: tetrahidrofurano

Los porcentajes de solucion expresan una relacién peso a volumen, y las relaciones de soluciéon expresan una
relacion volumen a volumen, a menos que se indique otra cosa. Los espectros de resonancia magnética nuclear
(RMN) se registraron en un espectrometro Bruker de 300, 400 6 500 MHz; los desplazamientos quimicos (8) se
indican en partes por millon. La cromatografia ultrarrdpida se realizé sobre gel de silice (SiO,) evidente para un
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experto en la materia. Todos los datos de Cromatografia Liquida (CL) se registraron en un cromatégrafo de liquidos
Shimadzu LC-10AS usando un detector de UV-Vis SPD-10AV y los datos de Espectrometria de Masas (EM) se
determinaron con un Micromass Platform para CL en modo de electronebulizacion (EN+).

A menos que se indique otra cosa, cada compuesto se analizé, por LC/MS, usando una de cinco metodologias, que
tiene las siguientes condiciones.

Columnas:

(Procedimiento A) - YMC ODS S7 C18 3,0 x 50 mm
(Procedimiento B) - YMC ODS-A S7 C18 3,0 x 50 mm
(Procedimiento C) - YMC S7 C18 3,0 x 50 mm
(Procedimiento D) - YMC Xterra ODS S7 3,0 x 50 mm
(Procedimiento E) - YMC Xterra ODS S7 3,0 x 50 mm
(Procedimiento F) - YMC ODS-A S7 C18 3,0 x 50 mm
(Procedimiento G) - YMC C18 S5 4,6 x 50 mm]
(Procedimiento H) - Xterra S7 3,0 x 50 mm
(Procedimiento I) - Xterra S7 C18 3,0 x 50 mm

Gradiente:

de 100 % de Disolvente A/0O % de Disolvente B a
0 % de Disolvente A/100 % de Disolvente B

Tiempo de gradiente: 2 min. (A, B, D, F, G, H, I); 8 min. (C, E)
Tiempo de mantenimiento: 1 min. (A, B, D, F, G, H, I); 2 min. (C, E)
Caudal: 5 ml/min

Longitud de onda del detector: 220 nm

Disolvente A: 10 % de MeOH/90 % de H,O/TFA al 0,1 %
Disolvente B: 10 % de H,O/90 % de MeOH/TFA al 0,1 %.

(Procedimiento J) - YMC Xterra ODS S7 3,0 x 50 mm
Gradiente:

de 100 % de Disolvente A/0 % de Disolvente B a
0 % de Disolvente A/100 % de Disolvente B

Tiempo de gradiente: 4 min (A)

Tiempo de mantenimiento: 1 min (A); 2 min

Caudal: 4 ml/min

Longitud de onda del detector: 220 nm

Disolvente A: 10 % MeOH/90 % H,O/TFA al 0,1 %
Disolvente B: 10 % de H,O/90 % MeOH/TFA al 0,1 %.

Los compuestos e intermedios quimicos de la presente invencidn, descritos en los siguientes ejemplos, se
prepararon de acuerdo con los siguientes procedimientos. Para la descripcion de los ejemplos, en una etapa
sintética tal como 1a, el nimero se refiere al nimero de ejemplo y la letra se refiere a la etapa secuencial relativa en
la secuencia.

Ejemplo 1

Etapa la: Preparacion de 4-hidroxi-2-fenil-7-metoxi-quinolina

Etapa 1a (2 etapas)
1) HCl/tolueno/reflujo

/©\ o Purgador Dean-Stark, después
+ -
o NH; o 2) 280 °C puro ~

A una solucién de m-anisidina (300 g, 2,44 mol) y benzoilacetato de etilo (234,2 g, 1,22 mol) en tolueno (2,0 I) se le
afiadié HCI (4,0 N en dioxano, 12,2 ml, 48,8 mmol). La solucién resultante se calent6 a reflujo durante 6,5 h usando
un aparato Dean-Stark (se recogieron aproximadamente 56 ml de solucidn acuosa). La mezcla se enfrié a ta, se
dividié en multiples ocasiones con HCI acuoso (10 %, 3 x 500 ml), NaOH acuoso (1,0 N, 2 x 200 ml) y agua (3 x 200
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ml) y la fase orgéanica se sec6 (MgSOQ,) y se concentré al vacio, proporcionando un residuo oleoso (329,5 g). El
producto en bruto se calenté en un bafio de aceite (280 °C) durante 80 min usando un aparato Dean-Stark (se
recogieron aproximadamente 85 ml de liquido). La mezcla de reaccion se enfrid a ta, el residuo sélido se trituré con
CH_Cl; (400 ml), la suspension resultante se filtrd y la torta de filtro se lavé con mas CH,Cl, (2 x 150 ml). El sélido
resultante se secé al vacio (50 °C; 0,13 KPa (1 torr); 1 dia), proporcionando 4-hidroxi-7-metoxi-2-fenilquinolina
analiticamente pura en forma de un soélido de color pardo claro (60,7 g, 20 % en total): RMN s (DMSO) 3,86 (s,
3H), 6,26 (s, 1H), 6,94 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 7,21, (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,56 7,61 (m, 3H), 7,80-7,84 (m, 2H), 8,00
(d, J = 9,0 Hz, 1H), 11,54 (s, 1H); RMN *C (DMSO-dg) & 55,38, 99,69, 107,07, 113,18, 119,22, 126,52, 127,17,
128,97, 130,34, 134,17, 142,27, 149,53, 161,92, 176,48.

Etapa 1b: Preparacién de 4-cloro-7-metoxi-2-fenilquinolina

Etapa 1b
POCls, reflujo

La 4-hidroxi-2-fenil-7-metoxiquinolina (21,7 g, 86,4 mmol) se suspendioé en POCI; (240 ml). La suspension se calento
a reflujo durante 2 horas. Después de eliminar el POCI; al vacio, el residuo se repartié entre EtOAc (1 1) y NaOH
enfriado acuoso (generado a partir de 200 ml de NaOH 1,0 N y 20 ml de NaOH 10,0 N) y se agit6 durante 15 min. La
fase orgéanica se lavd con agua (2 x 200 ml) y salmuera (200 ml), se sec6 (MgSO,) y se concentré al vacio dando 4-
cloro-2-fenil-7-metoxiquinolina (21,0 g, 90 %) en forma de un sélido de color pardo claro. RMN 'H (DMSO-dg) & 3,97
(s, 3H), 7,36 (dd, J = 9,2, 2,6 Hz, 1H), 7,49-7,59 (m, 4H), 8,08 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,19 (s, 1H), 8,26-8,30 (m, 2H) :
RMN **C (DMSO-ds) & 55,72, 108,00, 116,51, 119,52, 120,48, 124,74, 127,26, 128,81, 130,00, 137,58, 141,98,
150,20, 156,65, 161,30. CL-EM (Procedimiento D: tiempo de retencién: 1,547), EM m/z 270 (M"+1) .

Etapa 1c: Preparacion de N-Boc-(2S,4R)-(2-fenil-7-metoxi quinolin-4-oxo)prolina

o 0
ﬂ\OAN \‘\\kOH
Cl e} o
>L )k ,[K Etapa 1c
/ | 0" “N—S “oH +BUOK
~o N *

DMSC Q

SRS 1

Q
\

A una suspension de N-Boc-(2S,4R)-hidroxiprolina (16,44 g, 71,1 mmol) (Fluka) en DMSO (250 ml) se le afiadio t-
BuOK (19,93 g, 177,6 mmol) a 0 °C. La mezcla generada se agité durante 1,5 hora y después se afiadié en tres
porciones 4-cloro-7-metoxi-2-fenilquinolina (21,02 g, 77,9 mmol) durante 1 h. La reaccion se agit6 durante un diay la
mezcla de reaccion se vertio en agua enfriada con hielo (1,5 1) y se lavé con Et,0O (4 x 200 ml). La solucion acuosa
se acidificé a pH 4,6, se filtrd para obtener un sélido blanco y se secd al vacié, dando el producto N-Boc-(2S,4R)-(2-
fenil-7-metoxiquinolin-4-oxo)prolina (32,5 g, 98 %): RMN H (DMSO) 6 1,30, 1,32 (2s, 9H), 2,27-2,31 (m, 1H), 2,58-
2,69 (m, 1H), 3,73 (s, 2H), 3,88 (s, 3H), 4,30-4,35 (m, 1H), 5,72 (s, 1H), 7,11-7,17 (m, 1H), 7,35-7,57 (m, 5H), 7,92-
7,97 (rrl, 1H), 8,24 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 12,76 (s a, 1H); CL-EM (Procedimiento D: tiempo de retencién: 2,01; MS m/z
465 (M"+H).
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Etapa 1d: Preparacién de clorhidrato de éster etilico del &cido (1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-
vinilciclopropanocarboxilico racémico (Procedimiento A y Procedimiento B) y resolucién quiral de este racemato para
la_preparacién de clorhidrato de éster etilico del acido N-(1R,2S)-1-amino-2-vinilciclo-propanocarboxilico
(Procedimiento C)

C1H4N_ CO,Et

AN

El compuesto nombrado se hizo (Etapa d) racémico por cada uno de los siguientes Procedimientos A y B. Este
racemato quiral también puede resolverse, proporcionando el éster del &cido Boc-(1R,2S)-1-amino-2-
vinilciclopropilcarboxilico quiral que se desprotegio en condiciones acidas, proporcionando el clorhidrato de éster del
acido (1R,2S)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico (Procedimiento C).

Procedimiento A

A.1 Preparacion de N-bencil imina de éster etilico de glicina

CHO
H3C1N/\COZEt S co, Et

Na,S0,/TBME
Et,N

Se suspendio clorhidrato de éster etilico de glicina (303,8 g, 2,16 mol) en terc-butilmetil éter (1,6 I). Se afiadieron
benzaldehido (231 g, 2,16 mol) y sulfato sédico anhidro (154,6 g, 1,09 mol) y la mezcla se enfrié a 0 °C usando un
bafio de agua enfriada con hielo. Se afadié gota a gota trietilamina (455 ml, 3,26 mol) durante 30 min y la mezcla se
agité durante 48 h a ta. Después, la reaccion se interrumpié mediante la adicion de agua enfriada con hielo (1 1) y la
fase organica se separ6. La fase acuosa se extrajo con terc-butilmetil éter (0,5 I) y las fases organicas combinadas
se lavaron con una mezcla de NaHCO3 acuoso saturado (1 1) y salmuera (1 I). La solucién se secé sobre MgSQO, y se
concentré al vacio, proporcionando 392,4 g del producto N-bencil imina en forma de un aceite espeso de color
amarillo que se us6 directamente en la siguiente etapa. RMN H (CDCls, 300 MHz) & 1,32 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 4,24 (c,
J=7,1Hz, 2H), 4,41 (d, J = 1,1 Hz, 2H), 7,39-7,47 (m, 3H), 7,78-7,81 (m, 2H), 8,31 (s, 1H).

A.2 Preparacion de éster etilico del acido N-Boc-(1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico racémico

\N/\COZEt Br/‘\\//’\vBr BOC (H)N&
1) LiOtBu =

tolueno/TA

2) Hy0"
3} NaOH
4) (BOC),0

A una suspensién de terc-butdxido de litio (84,06 g, 1,05 mol) en tolueno seco (1,2 I) se le afiadié gota a gota una
mezcla de N-bencil imina del éster etilico de glicina (100,4 g, 0,526 mol) y trans-1,4-dibromo-2-buteno (107,0 g,
0,500 mol) en tolueno seco (0,6 I) durante 60 min. Después de que se completara la adicién, la mezcla de color rojo
oscuro se inactivo mediante la adicion de agua (1 ) y terc-butilmetil éter (TBME, 1 I). La fase acuosa se separd y se
extrajo una segunda vez con TBME (1 I). Las fases organicas se combinaron, se afiadio HClI 1 N (1 ) y la mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 2 h. La fase organica se separ6 y se extrajo con agua (0,8 I). Después, las
fases acuosas se combinaron, se saturaron con sal (700 g), se afiadié6 TBME (1 ) y la mezcla se enfri6 a 0 °C. La
mezcla agitada después se acidifico a pH 14 mediante la adicién gota a gota de NaOH 10 N, la fase organica se
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separd y la fase acuosa se extrajo con TBME (2 x 500 ml). Los extractos organicos combinados se secaron (MgSQ,)
y se concentraron hasta un volumen de 1 |. A esta solucidn de amina libre se le afiadié BOC,O o dicarbonato de di-
terc-butilo (131,0 g, 0,6 mol) y la mezcla se agit6 durante 4 dias a ta. A la reaccion se le afiadidé més cantidad de
dicarbonato de di-terc-butilo (50 g, 0,23 mol) , la mezcla se calent6 a reflujo durante 3 h y después se dejé enfriar a
temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccion se secé sobre MgSO, y se concentr6 al vacio,
proporcionando 80 g de material en bruto. Este residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida (2,5 kg de SiO»,
eluyendo con MeOH del 1 % al 2 %/CH,Cl,), proporcionando 57 g (53 %) de éster etilico del acido N-Boc-
(1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico racémico en forma de un aceite de color amarillo que
solidificd mientras reposaba en el frigorifico: RMN H (CDCls, 300 MHz) 6 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 1,46 (s, 9H), 1,43-
1,49 (m, 1H), 1,76-1,82 (m a, 1H), 2,14 (c, J = 8,6 Hz, 1H), 4,18 (¢, J = 7,2 Hz, 2H), 5,12 (dd J=10,3, 1,7 Hz, 1H),
5,25 (s a, 1H), 5,29 (dd, J = 17,6, 1,7 Hz, 1H), 5,77 (ddd, J = 17,6, 10,3, 8,9 Hz, 1H); MS m/z 254,16 (M-1)

A.3 Preparacion de clorhidrato de éster etilico del acido (1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico
racémico

BocHNACO/zE: HCI4N ClH3NACO/2Ei
e —————
. \ - . - .. . ; \ F

Se disolvié éster etilico del acido N-Boc-(1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico (9,39 g, 36,8 mmol)
en HCI 4 N/dioxano (90 ml, 360 mmol) y se agité durante 2 h a ta. La mezcla de reaccién se concentrd,
proporcionando clorhidrato de éster etilico del acido (1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico con
rendimiento cuantitativo (7 g, 100 %). RMN H (metanol-d4) & 1,32 (t, J = 7,1, 3H), 1,72 (dd, J = 10,2, 6,6 Hz, 1H),
1,81 (dd, J = 8,3, 6,6 Hz, 1H), 2,38 (c, J = 8,3 Hz, 1H), 4,26-4,34 (m, 2H), 5,24 (dd, 10,3, 1,3 Hz, 1H) 5,40 (d, J =
17,2, 1H), 5,69-5,81 (m, 1H).

Procedimiento B

1) KOtBu/Tolueno
-78 °C a 0 °C

. ANFNBY clH.N. COLEL
N/\COZEt Br 3 2

- AN

A una solucion de terc-butdxido potasico (11,55 g, 102,9 mmol) en THF (450 ml) a -78 °C se le afiadio la N,N-
dibencilimina del éster etilico de glicina disponible en el mercado (25,0 g, 93,53 mmol) en THF (112 ml). La mezcla
de reaccion se calent6 a 0 °C, se agit6 durante 40 min y después se enfrio de nuevo a -78 °C. A esta solucion se le
afadio trans-1,4-dibromo-2-buteno (20,0 g, 93,50 mmol) y la mezcla se agit6é durante 1 h a 0 °C y se enfrié de nuevo
a -78 °C. Se afiadi6 terc-butéxido potasico (11,55 g, 102,9 mmol), la mezcla se calentd inmediatamente a 0 °C y se
agitdé durante una hora méas antes de concentrarse al vacio. El producto en bruto se recogié en Et,O (530 ml), se
afiadié una solucion acuosa 1 N de HCI (106 ml, 106 mmol) y la mezcla bifasica resultante se agité durante 3,5 h a
ta. Las fases se separaron y la fase acuosa se lavé con Et;O (2 x) y se hizo alcalina con una soluciéon acuosa
saturada de NaHCOs. La amina deseada se extrajo con Et;O (3 X) y el extracto organico combinado se lavé con
salmuera, se secé (MgSQ,) y se concentré al vacio, obteniendo la amina libre. Este material se tratd6 con una
solucion 4 N de HCI en dioxano (100 ml, 400 mmol) y se concentrd, proporcionando clorhidrato de éster etilico del
acido (1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico en forma de un semisdlido de color pardo (5,3 g,
rendimiento del 34 %) idéntico al material obtenido a partir del procedimiento A, excepto por la presencia de una
pequefia impureza aromatica no identificada (8 %).

2YHCI4N

Procedimiento C

C.1 Resolucion de clorhidrato de éster etilico del acido N-Boc-(1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-
vinilciclopropanocarboxilico
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-, Bacillus globigil

ﬁ\__o/\

racemato: 1:1 mezcla de
(1R, 25) y {15, 2R)

”/z/

Una solucién de tampon fosfato (pH 8,0, 6,12 g, KH2PO4, 121,41 g, NayPOy4, en 9 | de agua) se calenté a 40 °C en
un reactor con camisa calefactora con un agitador mecanico. Si es necesario, el pH se ajusta a 8,0 con la adicion de
acido fosforico. Se afiadié una solucion (1,8 kg) de enzima de proteasa de Bacillus globigii (Sigma) y el pH de la
mezcla resultante se ajusté a 8,0 mediante la adicion de NaOH al 50 %. A esta mezcla después se le afadio el éster
racémico (180 g, 0,75 mmol) en forma de una solucién en DMSO manteniendo el pH a 8,0. Se tomaron alicuotas (1
ml) de la mezcla de reaccion varias veces y se analizaron por el siguiente procedimiento: 1) Acidificacion a pH 4
mediante la adicion de acido sulfurico 6(N). 2) Se extrajo la alicuota (1 ml) con MTBE (2 ml) y el extracto de MTBE
se dividié en dos porciones y se evapord. 3) Una porcion se disolvié de nuevo en acetonitrilo y se analizé por HPLC
para determinar la conversién: Columna HPLC: YMC Propack C-18, 150 X 4,6 mm, S-3 um. 40 °C Disolvente:
Gradiente de 70:30 a 10:90 de H3PO4 al 0,2 %-CH3CN en 15 minutos, Re-equilibrado de nuevo a original en 16
minutos y continuando hasta 20 min antes de la siguiente inyeccion. Caudal: 1 ml/min, Detecciéon: UV 210 nm.
Tiempo de Elucion: Acido 4,7 min, Ester 8 min. 4) La segunda porcion se disolvié de nuevo en la fase movil y se
analiz6 por HPLC para determinar el exceso enantiomérico: Columna: Chiralpak AD, Temperatura Ambiente,
Disolvente: Heptano:Etanol (Absoluto, graduacion 200):Acido trifluoroacético (97,4:2,5:0,1) Caudal: 1 ml/min,
Deteccion: UV 210 nm Elucién: Enantiomero (1R,2S) deseado 9,2 min, enantiomero (1S, 2R) indeseado 9,7 min

Nota: La reaccién se termind cuando el analisis mostr6 que el exceso enantiomérico del éster habia alcanzado el
nivel deseado (normalmente ee >95 % en 16-24 h). Después de 22 horas, la reacciéon se enfri6 a temperatura
ambiente. El pH era 7,75. Los andlisis de una alicuota (véase lo anterior) mostraron una relacién de acido a éster de
55:45. Se afiadid hidroxido sédico (10 %) a la mezcla de reaccién para llevar el pH a 8,5. La fase acuosa se extrajo
con MTBE (2 x 6 litros) hasta que no quedd éster en la fase acuosa. Los extracto de MTBE se lavaron con NaHCO3
al 5 % (4 litros) para retirar cualquier acido restante y después con agua (2 x 4 ). El disolvente se evapor6, dando el
éster 87,9 g (97 %, basado en un rendimiento maximo tedrico de 90 g) en forma de un aceite de color amarillo.

C.2 Preparacion de clorhidrato de éster etilico del acido (1R,2S)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico quiral

H,N
H(..':I4Nen HCle H, o™
Dioxano

/1,

Se agitd éster etilico del acido N-BOC-(1R,2S)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico (8,5 g, 33,3 mmol) en una
atmosfera de N2 con 200 ml de HCI 4 N/dioxano (Aldrich) a ta durante 3 h. El disolvente se retir6 a presion reducida
manteniendo la temperatura por debajo de 40 °C. Esto dio 6,57 g (~100 %) de clorhidrato de éster etlllco del acido
(1R,2S)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico en forma de un sélido de color castafio claro. RMN 'H (300 MHz,
CDs;0OD) 6 1,31 (t, J = 7,0 Hz, 3 H), 1,69-1,82 (m, 2 H), 2,38 (¢, J = 8,8 Hz, 1 H), 4,29 (¢, J = 7,0 Hz, 2 H), 5,22 (d, J =
10,3 Hz, 1 H), 5,40 (d, J = 17,2 Hz, 1 H), 5,69-5,81 (m, 1 H). CL-EM (Procedimiento J, tiempo de retencién: 0,58
min), EM m/2 156 (M*+1).
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Etapa le: Preparacion de éster terc-butilico del acido 2(S)-(1(R)-etoxicarbonil-2(S)-vinilciclopropilcarbamoil)-4(R)-(7-

metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carboxilico (Diastereémero con Fr alto) y éster terc-butilico del acido 2(S)-

(1(S)-etoxicarbonil-2(R)-vinilciclopropilcarbamoil)-4(R)-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-pirrolidin-1-carboxilico

(Diastereémero con Fr bajo)

(rac-sin vinil/lcarboxi)

oZepe O
~° NH, .HCI N

Q o
o)
>|\ /‘L JJ\ o \ Diasteredmero de Ciclopropano
0" °"N—" “OH  PyBrop;NMM eluido con Fr alto
CH2CIa/THF o
HBTU/HOBT/CH,Clh
y
0 (Etapa 1e)
=
3= oSS
BOCN— “N7s ~~
9 o
\
(o]

7\
av
o)
\ Diastereémero de Ciclopropano
eluido con Fr bajo

Procedimiento A: A una solucion de Boc-(2S,4R)-(2-fenil-7-metoxiquinolin-4-oxo)prolina (11,0 g, 23,7 mmol),
clorhidrato de éster etilico del acido (1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico en el que el grupo
carboxi es syn al resto de vinilo (5,40 g, 28,2 mmol), NMM (20,8 ml; 18,9 mmol) en 500 ml de CHCl, al 50 %/THF se
le afiadié en tres porciones el reactivo de acoplamiento PyBrop o hexafluorofosfato de bromotrispirrolidinfosfonio
(16,0 g, 34,3 mmol) durante 10 min a 0 °C. La solucién se agit6é a ta durante un dia y después se lavo con tampon
pH 4,0 (4 x 50 ml). La fase orgéanica se lavé con NaHCO3; acuoso saturado (100 ml), el lavado acuoso se extrajo con
acetato de etilo (150 ml) y la fase orgéanica se lavé de nuevo con tampén pH 4,0 (50 ml) y NaHCOs3 acuoso saturado
(50 ml). La solucion organica se secd (MgSO.,), se concentrd y se purific6 usando una columna Biotage 65M
(eluyendo con EtOAc al 50 %/Hexanos) para proporcionar 7,5 g de una mezcla 1:1 de diasteredbmeros (1R,2S) y
(1S,2R) de ciclopropano (50 % en total) o, como alternativa, elucién usando un gradiente lento de EtOAc del 15 % al
60 % en hexanos, proporcionando 3,54 g, 25 % en total del diastereémero (1R,2S) de ciclopropano eluido con Fr alto
y 3,54 g, 25 % en total del diastereémero (1S,2R) de ciclopropano eluido con Fr bajo.

Procedimiento B: Una solucién de clorhidrato de éster etilico del &cido (1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-
vinilciclopropanocarboxilico (7,5 g, 39,1 mmol) se combiné con diisopropiletiiamina (32,5 ml, 186 mmol) en
diclorometano (150 ml). A la mezcla resultante se le afiadieron HOBT hidrato (6,85 g, 44,7 mmol) y N-Boc (2S,4R)-
(2-fenil-7-metoxi-quinolin-4-oxo)prolina (17,3 g, 37,3 mmol) seguido de la adicién de HBTU (16,96 g, 44,7 mmol). Se
produjo inmediatamente una ligera reaccion exotérmica y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante una
noche. Después, la mezcla se concentré al vacio y se disolvio de nuevo en acetato de etilo (600 ml). La solucion se
lavé con agua (2 x 200 ml), después con bicarbonato sédico acuoso al 10 % (2 x 200 ml), después con agua (150
ml) y finalmente con salmuera (150 ml). La fase orgénica se sec0 sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtré y el
filtrado se concentré al vacio, dando un sélido cristalino de color beige. La purificacion se realiz6 en varios lotes (7 g
cada uno) por cromatografia ultrarrapida en un cartucho Biotage Flash 75M (hexanos al 66 %/acetato de etilo),
proporcionando el diasteredmero (1R,2S) de ciclopropano eluido con Fr alto (9,86 g en total, rendimiento del 44,0
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%), seguido del diasteredmero de ciclopropano eluido con Fr bajo (10,43 g en total, rendimiento del 46,5 %). Se
recuperaron un total de 1,97 g de las fracciones de mezcla, dando una conversién total del 99,3 % en los dos
diastereémeros.

Datos para éster terc-butilico del acido 2(S)-(1(R)-etoxicarbonil-2(S)-vinilciclopropilcarbamoil)-4(R)-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carboxilico (Diasteredmero de Ciclopropano con Fr Alto): RMN H (CDCl3) 6 1,22 (t, J
= 7,1 Hz, 3H), 1,44 (s, 9H), 1,48-1,58 (m, 1H), 1,89 (s a, 1H), 2,05-2,20 (m, 1H), 2,4 (s a, 1H), 2,90 (s a, 1H), 3,80,
3,87 (2bs, 2H), 3,94 (s, 3H), 4,07-4,22 (m, 2H), 4,56 (s a, 1H), 5,13 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 5,30 (d, J = 17,1 Hz, 1H),
5,70-5,82 (m, 1H), 7,03 (s a, 1H), 7,09 (dd, J = 9,1, 2 Hz, 1H), 7,42-7,53 (m, 4H), 7,61 (s a, 1H), 7,96 (d, J = 9,1 Hz,
1H), 8,05 (d, J = 7,2 Hz, 2H); RMN *H (metanol-ds) & 1,23 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 1,4 (s, 4H), 1,45 (s, 6H), 1,73 (dd, J =
7.9, 1,5 Hz, 0,4H), 1,79 (dd, J = 7,8, 2,4 Hz, 0,6H), 2,21 (c, J = 8,2 Hz, 1H), 2,44-2,49 (m, 1H), 2,66-2,72 (m, 0,4H),
2,73-2,78 (m, 0,6H), 3,93-3,95 (m, 2H), 3,96 (s, 3H), 4,10-4,17 (m, 2H), 4,44 (c, J = 7,8 Hz, 1H), 5,13 (d, J = 10,7 Hz,
1H), 5,31 (d, J = 17,7 Hz, 0,4H), 5,32 (d, J = 17,4 Hz, 0,6H), 5,49 (s a, 1H), 5,66-5,82 (m, 1H), 7,16 (dd, J = 9,2, 2,5
Hz, 1H), 7,26 (s, 1H), 7,42 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,48-7,55 (m, 3H), 8,02-8,05 (m, 3H); RMN *C (CDCls) & 14,22;
22,83, 28,25, 33,14, 33,58, 39,92, 51,84, 55,47, 58,32, 61,30, 75,86, 81,27, 98,14, 107,42, 115,00, 117,84, 118,27,
122,63, 123,03, 127,50, 128,72, 129,26, 133,39, 140,06, 151,23, 159,16, 160,34, 161,35, 169,78, 171,68. CL-EM
(Procedimiento D: tiempo de retencién: 1,62), EM m/z 602 (M*+1).

Datos para éster terc-butilico del acido 2(S)-(1(S)-etoxicarbonil-2(R)-vinilciclopropilcarbamoil)-4(R)-(7-metoxi-2-fenil-
quinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carboxilico (Diastereémero de Ciclopropano con Fr Bajo): RMN H (CDCl3) 6 1,25 (t, J =
7,2 Hz, 3 H), 1,45 (s, 9 H), 1,35-1,52 (m, 1 H), 1,85 (s a, 1 H), 2,13-2,22 (m, 1H), 2,4 (s a, 1 H), 2,95 (s a, 1 H), 3,83
(sa, 2H), 399 (s, 3H), 4,13 (c,J =7,2Hz,2 H), 4,59 (s, 1 H), 5,16 (d, J = 10,8 Hz, 1 H), 5,33 (d, J = 17,2 Hz, 1 H),
5,40 (s a, 1 H), 5,74-5,86 (m, 1 H), 7,06 (s, 1 H), 7,14 (dd, J = 9,2, 2,3 Hz, 1 H), 7,46-7,6 (m, 3 H), 8,00 (d,J=19,2,1
H), 8,08, 8,10 (2s, 2H). CL-EM (Procedimiento D: tiempo de retencién: 1,66), EM m/z 602 (M*+1).

Etapa 1f: Preparacién de éster etilico del acido 1-{[4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4(R)-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-
amino}-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico diclorhidrato

ﬂ\o)?\:‘)jzhgo\\\\/ ;gfi"ﬁ?\/
H o H o
] o
7\
o q HC!
\

Se disolvieron 5,88 g (9,77 mmol) de éster terc-butilico del &acido 2(S)-(1(R)-etoxicarbonil-2(S)-
vinilciclopropilcarbamoil)-4(R)-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carboxilico (Diastereémero de
Ciclopropano con Fr Alto) en HCl/dioxano (4,0 M; 200 ml) y se agité durante 2,5 h a ta. La mezcla de reaccion se
concentrd, proporcionando el compuesto del titulo que se usé directamente en la siguiente etapa. RMN H (metanol-
ds) 81,25 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 1,51 (dd, J = 9,6, 5,4 Hz, 1H), 1,78 (dd, J = 8,1, 5,5 Hz, 1H), 2,30 (dd, J = 17,7,8,7 Hz,
1H), 2,27-2,67 (m, 1H), 3,06 (dd, J = 14,6, 7,4 Hz, 1H), 3,56-3,76 (m, 3H), 3,99 (s, 2H), 4,07 (s, 3H), 4,16 (c, 2H),
4,77 (dd, J = 10,4, 7,4 Hz, 1H), 5,13 (dd, J = 10,3, 1,7 Hz), 5,33 (dd, J = 17,1, 1,7 Hz), 5,71-5,81 (m, 1H), 6,06 (s a,
1H), 7,49 (dd, J = 9,4, 2,3 Hz, 1H), 7,66-7,77 (m, 4H), 8,12-816 (m, 2H), 8,55 (d, J = 9,4 Hz, 1H). RMN **C (metanol-
ds) 6 14,77, 23,23, 34,86, 37,25, 41,19, 43,90, 52,66, 60,35, 62,32, 62,83, 68,27, 72,58, 73,70, 81,21, 100,70,
102,44, 116,13, 118,67, 122,25, 126,93, 130,27, 130,94, 133,19, 134,14, 134,89, 143,79, 158,39, 166,84, 167,44,
169,57, 171,33. CL-EM (Procedimiento D: tiempo de retencion: 1,55), EM m/z 502 (M++1)

Etapa 1f
Hcudioxano
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Ejemplos 1,2

Preparaciéon de los Compuestos 1y 2

Compuesto 1 -R es Boc
Compuesto2-Res H

Etapa 1 g: Preparaciéon de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-hex-5-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenil-
5 guinolin-4 (R)-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico

Y/
0o Q
H S
Etapa 1g Q

\ _HATUINMM/DMF ° i\ . ~ O
C Q >ty o L r"

~
A una suspension de (0,600 g; 1,04 mmol) de éster etilico del acido 1-{[4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4(R)-
iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico diclorhidrato, acido 2(S)-terc-

butoxicarbonil-amino-5-hexenoico adquirido en RSP Amino Acids (0,34 g, 1,46 mmol) y NMM (0,57 ml, 5,22 mmol)

10 en DMF (5 ml) se le afiadi6 HATU (0,56 g, 1,46 mmol) a 0 °C. Después de agitar durante 2 dias, la mezcla de
reaccion se diluyé con EtOAc (200 ml), se lavd con tampdn pH 4,0 (2 x 30 ml), NaHCO3 acuoso saturado (30 ml) y
salmuera (30 ml), se sec6 (MgSQ.) y se purifico por una columna Biotage 40 M (eluyendo con EtOAc del 30 % al 60
% en Hexanos), proporcionando el compuesto del titulo, éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-
hex-5-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4(R)-iloxi)-pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-

15 vinilciclopropanocarboxilico, en forma de un aceite de color amarillo (0,56 g, 76 %): RMN 'H (300 MHz, CDCls) &
1,20 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,39 (s, 9H), 1,43-1,48 (m, 1H), 1,64-1,92 (m, 4H), 2,10-2,20 (m, 2H), 2,36-2,44 (m, 1H), 2,91-
2,99 (m, 1H), 3,94 (s, 3H), 4,04-4,22 (m, 2H), 4,29 (d, J = 11 Hz, 1H), 4,46-4,51 (m, 1H), 4,81 (dd, J = 8,1, 5,5 Hz,
1H), 4,98-5,15 (m, 4H), 5,29 (dd, J = 17,2, 1,5 Hz, 1H), 5,41 (s a, 1H), 5,67-5,86 (m, 2H), 7,04 (s, 1H), 7,08 (dd, J =
9,2, 2,6 Hz, 1H), 7,42-7,64 (m, 4H), 7,97-8,06 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencién: 1,59), EM m/z

20 713 (M*+1).
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Etapa 1h: Preparacién de éster etilico del acido (1S,4R,6S,11S)-7-trans-11-terc-butoxicarbonilamino-15-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-4-iloxi)-2,12-dioxo-3,13-diazatriciclo[11.3.0.0* *|hexadec-7-en-4-carboxilico

Y, BOC,

N

N\/l'k “\\U\N . -OEt Etapa 1h y 1i i—fl

I N H g 1h)catalizador Grubbs O ? H O
1,2-DCE, 80 °C
1i} LiOH, MeOH

H,0, THF; pH 4 &
‘“N O

A una solucion de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-hex-5-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-
4 (R)-iloxi)-pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino}-2(S)-vinil-ciclopropanocarboxilico (360 mg, 0,505 mmol) en 0,25 | de
1,2-DCE desgasificado con Argén se le afiadieron 70 mg de catalizador de Grubbs, la mezcla se desgasificé con Ar
y se calenté a reflujo durante 3 h. La mezcla de reaccion se enfri6 a ta, la mezcla se desgasificd de nuevo, se afadié
una porcion final de 70 mg de catalizador de Grubbs y la mezcla se calentd a reflujo durante 12 h. La solucion de
color marrén oscuro se concentré al vacio, se purificé por una columna Biotage 40 M (eluyendo con EtOAc del 30 %
al 65 % en Hexanos) proporcionando el intermedio de éster etilico del acido (1S,4R,6S, 11S, 15R)-7-trans-11-terc-
butoxicarboniIamino-15-(7-metoxi-2-feninuinoIin-4-ioni)-2,12-dioxo-3,13-diazatricic|o-[1l.3.0.04’6]hexadec-7-en-4-
carboxilico (165 mg, 46 %) en forma de un aceite de color amarillo palido: RMN 'y (500 MHz, CD30D) 6 1, 12 (s,
9H), 1,23 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,41 (dd, J = 7,5, 5,8 Hz, 1H), 1,64-1,71 (m, 2H), 2,04-2,18 (m, 2H), 2,32 (m, 2H), 2,60-
2,70 (m, 2H), 3,95 (s, 3H), 4,11-4,23 (m, 4H), 4,34 (m, 1H), 4,64 (m, 1H), 5,25 (m, 1H), 5,54 (d, J = 15,3 Hz, 1H),
5,65 (s,1H), 7,18 (dd, J = 9,2, 2,4 Hz, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,40 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,56-7,59 (m, 3H), 8,02-8,04 (m,
2H), 8,09 (d, J=9,2 Hz, 1H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,66), EM m/z 685 (M*+1).

Etapa 1li: Preparacién del &acido (1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-11-terc-butoxicarbonilamino-15-(7-metoxi-2-fenil-
quinolin-4-iloxi)-2,12-dioxo-3,13-diazatriciclo[11.3.0.0*°Jhexadec-7-en-4-carboxilico

A una solucion de éster etilico del acido (1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-11-terc-butoxicarbonilamino-15-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-4-iloxi)-2,12—dioxo-3,13-diazatriciclo[l1.3.O.09'6]hexadec-?-en-4-carboxilico (80 mg,0,12 mmol) en 7 mi
de 4:2:1 de THF/H,O/MeOH se le afiadié 28 mg de LiOH (0,70 mmol), la mezcla se agité durante 24 h, la solucion se
ajustd a pH 7, y la mezcla se concentrd hasta que sélo la fase de agua se mantuvo. La solucion se ajusté a pH 4, la
soluciéon acuosa acida se extrajo con EtOAc (porciones 3 x 100 ml) y los extractos organicos se combinaron, se
secaron (MgSQ,) y se concentraron proporcionando el acido (1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-11-terc-butoxicarbonil-
amino-15-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,12-dioxo-3,13-diazatriciclo[11.3.0.0*|hexa-dec-7-en-4-carboxilico (62,2
mg, 80 %): RMN *H (300 MHz, CDsOD) & 1,12 (s, 9H), 1,18-2,48 (m, 8H), 2,65-2,69 (m, 1H), 3,94 (s, 3H), 4,18-4,34
(m, 3H), 4,83 (t, J = 8 Hz, 1H), 5,30-5,38 (m, 2H), 5,53-5,61 (m, 2H), 7,14 (dd, J = 9,2, 2,4 Hz, 1H), 7,24 (s, 1H), 7,39
(d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,48-7,64 (m, 3H), 8,02-8,07 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencién: 1,45), EM
m/z 657 (M*+1). HRMS m/z (M+H)" calc. para CasH41N4Og: 657,2924, encontrado 657,2924,

o NH; (sat) THF 0
S-C1 - S—NH,
0 0 °C ata 5

Preparaciéon de ciclopropilsulfonamida a partir de cloruro de ciclopropilsulfonilo.

Una solucion de 100 ml de THF enfriada a 0 °C se burbujeé en amonio gaseoso has que se alcanzo la saturacion. A
esta solucién se le afiadié una soluciéon de 5 g (28,45 mmol) de cloruro ciclopropilsulfonilo (adquirido de Array
Biopharma) en 50 ml de THF, la solucién se calenté a ta durante una noche y se agit6 durante un dia mas. La
mezcla se concentré hasta que quedaron 1-2 ml de disolvente, se sobre un lecho de 30 g de SiO; (eluyendo con
EtOAc del 30 % al 60 %/Hexanos), proporcionando 3,45 g (100 %) de ciclopropil sulfonamida en forma de un sélido
de color blanco. RMN *H (Metanol-ds) § 0,94-1,07 (m, 4H), 2,52-2,60 (m, 1H); RMN **C (metanol-ds) § 5,92, 33,01.
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i} tBuLi
ii) S0,Cl,
ili) NH, (sat) THF

0
©
<>—Br 9Cata S—1H,

o

Preparacién de ciclobutilsulfonamida a partir de bromuro de ciclobutilo

A una solucién de 5,0 g (37,0 mmol) de bromuro de ciclobutilo en 30 ml de éter dietilico anhidro (Et,0), enfriada a -
78 °C, se le afadieron 44 ml (74,8 mmol) de terc-butil-litio 1,7 M en pentanos y la solucién se calent6 lentamente a -
35 °C durante 1,5 h. Esta mezcla se canul6 lentamente en una solucion de 5,0 g (37,0 mmol) de cloruro de sulfurilo
recién destilado en 100 ml de hexanos, se enfri6 a -40 °C, se calenté a 0 °C durante 1 h y se concentrd
cuidadosamente al vacio. Esta mezcla se disolvié de nuevo en Et,0, se lavd una vez con un poco de agua enfriada
con hielo, se secé (MgSO.) y se concentré cuidadosamente. Esta mezcla se disolvié de nuevo en 20 ml de THF, se
afiadio gota a gota a 500 ml de NH3 saturado en THF y se dej6 en agitacion durante una noche. La mezcla se
concentro al vacio para dar un soélido en bruto de color amarillo y se recristalizo en la cantidad minima de CHCl, en
hexanos con 1-2 gotas de MeOH, proporcionando 1,90 g (38 %) de ciclobutilsulfonamida en forma de un sélido de
color blanco. RMN *H (CDCls) & 1,95-2,06 (m, 2H), 2,30-2,54 (m, 4H), 3,86 (p, J = 8 Hz, 1H), 4,75 (s a, 2H); RMN **C
(CDCls) 6 16,43, 23,93, 56,29, HRMS m/z (M-H)  calc. para C4HgNSO3: 134,0276, encontrado 134,0282.

Etapa 1j: Preparacién del compuesto 1, Ejemplo 1 éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-[4-
ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-15-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,12-dioxo-3, 13-diazatriciclo[11.3.0.0% ]hexa-
dec-7-en-11-iljcarbamico

Etapa 1j
CDWS; osu
1] R"“N
H SNH, i
H
4]

Etapa 1k ompuesto 1 - R es Boc
HCI 4N
ompuesto 2 - Res H

en dioxano
{Sal HCI Bis)

A una solucién de acido (1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-11-terc-butoxicarbonilamino-15-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-
ioni)-2,12-di0xo-3,13-diazatriciclo[l1.3.0.04’6]hexadec-7-en-4-carboxilico (47,7 mg, 0,0726 mmol) en THF (2 ml) se le
afiadié en una porcion CDI (16,5 mg, 0,102 mmol) en una atmoésfera de argon. La solucidn resultante se agitd
durante 30 min, se sometid6 a reflujo durante 30 min y se dej6 enfriar a ta. Se afiadi6 en una porcion
ciclopropilsulfonamida (12,3 mg, 0,102 mmol) antes de la adicién de una solucién pura de DBU (0,016 ml, 0,102
mmol). La reaccion se agité durante 24 h, se diluy6é con EtOAc (100 ml) y se lavd con tampdn pH 4,0 (3 x 20 ml) y
salmuera (20 ml), se secd (MgSO.) y se purificd usando una placa de TLC preparativa (Analtech 20 x 40 cm,
espesor 1000 uM), proporcionando éster terc-butilico del &cido (1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-[4-ciclopropanosulfonil-
aminocarboniI-15-(7-metoxi-2-feni|quinolin-4-i|oxi)-2,12-dioxo-3,13-diazatriciclo[l1.3.0.04’6]hexa-dec-7-en-11-
illcarbamico. Compuesto 1, Ejemplo 1, en forma de una espuma (31,8 mg, 58 %): RMN H (300 MHz, CD30D) &
0,86-1,43 (m, 5H), 1,15 (s, 9H), 1,63-1,73 (m, 2H), 2,03-2,20 (m, 2H), 2,27-2,41 (m, 2H), 2,56-2,80 (m, 3H), 3,92 (s,
3H), 4,16-4,37 (m, 3H), 4,83 (t, J = 8 Hz, 1H), 5,28-5,36 (m, 1H), 5,52-5,56 (m, 2H), 7,09 (dd, J = 9,2, 2,2 Hz, 1H),
7,22 (s, 1H), 7,37 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,44-7,54 (m, 3H), 8,00-8,04 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento D-tiempo de
retencion: 1,43), EM m/z 760 (M*+1). HRMS m/z (M+H)" calc. para CagH4sSNsOo: 760,3016, encontrado 760,3002.
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Etapa 2k: Preparacion del Compuesto 2, Ejemplo 2, [11-amino-15-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,12-diox0-3,13-
diazatriciclo-[11.3. 0.0**]hexadec-7-en-4-carbonillamida del &cido (1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-ciclopropanosulfénico
diclorhidrato

o
7\
av
N
Q 2Hcl
CHa

5 Una solucién de 2 ml (8 mmol) de HCI 4 N/dioxano se afiadié a 11 mg (0,014 mmol) de éster terc-butilico del acido
(1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-15-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,12-dioxo-
3,13-diazatriciclo-[11.3.0.0*°Jhexadec-7-en-11-illcarbamico, la mezcla se agité durante 2 h, se concentrd y se secé
(50 °C; 2,67 KPa (20 torr); 12 h), proporcionando 10,5 mg (~100 %) de [11-amino-15-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-
ioni)-2,12-dioxo-3,13-diazatriciclo-[ll.3.O.04'6]hexadec-?-en-4-carboniI]amida del acido (1S,4R,6S,11S,15R)-7-trans-

10 ciclopropanosulfénico diclorhidrato en forma de un soélido de color blanco: RMN 'H (300 MHz, CD30OD) 6 0,87-1,41
(m, 8H), 1,70 (m, 1H), 2,16 (s, 1H), 2,30 (m, 1H), 2,45 (m, 1H), 2,65 (m, 1H), 2,96 (m, 1H), 4,05 (s, 3H), 4,33 (s, 3H),
4,48 (m, 1H), 5,46-5,67 (m, 2H), 5,99 (s, 1H), 7,45 (m, 1H), 7,58-7,85 (m, 5H), 8,12 (s a, 2H), 8,35 (m, 1H). CL-EM
(Procedimiento E-tiempo de retencién: 1,09), EM m/z 660 (M"+1). HRMS m/z (M+H)" calc. para CasH3sSNsO7:
660,2492, encontrado 660,2492.

15 Ejemplos 3,4

Preparaciéon de Compuestos 3y 4

Compuesto 3 -R es Boc
Compuesto4-ResH
(Sal HCI Bis)
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Etapa 3g: Preparacién de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-hept-6-enoil)-4-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-9 (R)-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico

o H\i “\i})\N N /0.\/
S RESoLE:

Siguiendo el procedimiento de la Etapa 1 g, con la excepciéon de que se acoplaron (0,356 g, 1,46 mmol) del acido
2(S)-terc-butoxicarbonilamino-6-heptenoico adquirido de RSP Amino Acids, en lugar del acido 2(S)-terc-
butoxicarbonilamino-5-hexenoico, para dar el compuesto del titulo, éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-
butoxicarbonilamino-hept-6-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4(R)-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-
vinilciclopropanocarboxilico en forma de un aceite de color amarillo (0,600 g, 79 %): RMN H (CDCl3) 6 (300 MHz,
CDCl3); 1,21 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,40 (s, 9H), 1,42-2,18 (m, 9H), 2,36-2,45 (m, 1H), 2,91-2,99 (m, 1H), 3,94 (s, 3H),
4,05-4,22 (m, 2H), 4,26-4,30 (m, 1H), 4,39-4,49 (m, 1H), 4,83 (dd, J = 8,2, 5,6 Hz, 1H), 4,92-5,14 (m, 4H), 5,29 (dd, J
= 17,2, 1,4 Hz, 1H), 5,41 (s a, 1H), 5,63-5,80 (m, 2H), 7,04 (s, 1H), 7,09 (dd, J = 9, 2 Hz, 1H), 7,42-7,54 (m, 4H),
8,00-8,05 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,53), EM m/z 727 (M"+1).

H
CHy 10
CHs OEt

Etapa 3h: Preparacion de éster etilico del &cido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-12-terc-butoxicarbonilamino-16-(7-
metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,13-dioxo-3,14-diazatriciclo[12.3.0.0*°]-heptadec-7-en-4-carboxilico

Siguiendo el procedimiento experimental y de purificacion de la Etapa 1h, se hizo reaccionar éster etilico del acido 1-
{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-hept-6-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4(R)-iloxi)-pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-
amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico (404 mg, 0,555 mmol) con dos porciones de 75 mg de catalizador Grubbs,
proporcionando éster etilico del acido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-12-terc-butoxicarbonilamino-16-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-4-iloxi)-2,13-dioxo-3,14-diazatriciclo[12.3.0.0* (|heptadec-7-en-4-carboxilico (190 mg, 49 %): RMN H
(500 MHz, CDs0D) §, 1,22 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,26 (s, 9H), 1,32-1,43 (m, 3H), 1,59-1,64 (m, 1H), 1,77-1,90 (m, 3H),
2,11 (s a, 1H), 2,29-2,34 (m, 1H), 2,60-2,65 (m, 1H), 2,70-2,74 (m, 1H), 3,93 (s, 3H), 4,07-4,18 (m, 3H), 4,30 (d, J =
7,6 Hz, 1H), 4,52 (d, J = 11,3 Hz, 1H), 4,67 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 5,35 (dd, J = 15,7, 6,0 Hz, 1H), 5,50-5,56 (m, 1H),
5,60 (s a, 1H), 7,10 (dd, J = 9,2, 2 Hz, 1H), 7,26 (s, 1H), 7,37 (d, J = 2 Hz, 1H), 7,53-7,57 (m, 3H), 8,00, 8,01 (2s,
2H), 8,17 (d, J = 9,2 Hz, 1H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,58), EM m/z 699 (M*+1).
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Etapa 3i: Preparacion del &cido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-12-terc-butoxicarbonilamino-16-(7-metoxi-2-fenil-
quinolin-4-iloxi)-2,13-dioxo-3,14-diazatriciclo-[12.3.0.0* *|heptadec-7-en-4-carboxilico

Siguiendo el procedimiento experimental y de purificacion de la Etapa 1i, se hizo reaccionar éster etilico del acido
(1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-12-terc-butoxicarbonil-amino-16-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,13-dioxo-3,14-
diazatriciclo-[12.3.O.04'6]heptadec-7-en-4-carboxilico (185 mg, 0,265 mmol) con 64 mg (1,6 mmol) de LiOH en 15,5
ml de 9:5:1,5 de THF/H,O/MeOH, proporcionando &cido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-12-terc-butoxicarbonilamino-
16-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,13-diox0-3,14-diazatricic|o[12.3.0.04'6]heptadec-?-en-4-carboxilico (180 mg,
100 %): RMN 'H (300 MHz, CD30D) & 1,24 (s, 9H), 1,33-1,43 (m, 1H), 1,61-1,97 (m, 6H), 2,10 (s a, 1H), 2,28-2,36
(m, 1H), 2,70 (m, 2H), 3,94 (s, 3H), 4,17 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 4,28 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 4,65-4,70 (m, 1H), 5,34 (dd, J
= 15,7, 5,9 Hz, 2H), 5,53-5,62 (m, 2H), 7,14 (d, J = 9 Hz, 1H), 7,32 (s, 1H), 7,39 (s, 1H), 7,56 (m, 3H), 8,01-8,02 (m,
2H), 8,22 (d, J = 9,2 Hz, 1H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,49), EM m/z 671 (M*+1). HRMS m/z
(M+H)" calc. para Cs7H43N4Osg: 671,3081, encontrado 671,3080.

Etapa 3j: Preparacion del Compuesto 3, Ejemplo 3, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-[4-
ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-16-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,13-dioxo-3,14-
diazatriciclo[12.3.0.0*%]heptadec-7-en-12-illcarbamico

Compuesto 3, Ejemplo 3

Aplicando las medidas de procedimiento y purificacion de la Etapa 1j, se convirtieron (144,9 mg, 0,216 mmol) de
acido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-12-terc-butoxicarbonil-amino-16-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,13-dioxo-3,14-
diazatriciclo[12.3.0.04’6]heptadec-7-en—4-carboxilico en 92 mg (56 %) del producto éster terc-butilico del acido
(1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-[4-ciclopropano-sulfonilaminocarbonil-16-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,13-dioxo-

3,14-diazatriciclo[12.3.0.0*%-heptadec-7-en-12-illcarbamico: RMN *H (300 MHz, CDs;OD) & 0,81-0,88 (m, 2H), 1,00-
1,05 (m, 2H), 1,15-1,19 (m, 1H), 1,32 (s, 9H), 1,42 (m, 1H), 1,59-1,68 (m, 1H), 1,77-1,93 (m, 4H), 2,08-2,26 (m, 2H),
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2,60-2,73 (m, 3H), 3,94 (s, 3H), 4,21-4,34 (m, 2H), 4,43 (d, J = 11 Hz, 1H), 4,56-4,62 (m, 1H), 5,28-5,36 (m, 1H),
5,46-5,55 (m, 2H), 7,07 (dd, J = 9,5, 2,4 Hz, 1H), 7,27 (s, 1H), 7,37 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,42-7,49 (m, 3H), 8,01, 8,03
(2s, 2H), 8,18 (d, J = 9,5 Hz, 1H). CL-EM (Procedimiento D-tiempo de retencién: 1,48), EM mlz 774 (M*+1). HRMS
m/z (M+H)" calc. para CaoH4sSNsOg: 774,3173, encontrado 774,3173.

Etapa 4k: Preparacion del Compuesto 4, Ejemplo 4, [12-amino-16-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,13-dioxo-3,14-
diazatriciclo [12.3.O.04’6]heptadec-?-en-4-carboniI]amida del acido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-ciclopropanosulfénico
diclorhidrato

Compuesto 4, Ejemplo 4 - (Sal HCI Bis)

Una solucion de 5 ml (20 mmol) de HCI 4 N/dioxano se afiadié a 10,8 mg (0,014 mmol) de éster terc-butilico del
acido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-trans-[4-ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-16-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,13-
dioxo-3,14-diazatriciclo[12.3.0.04’6]hexa-dec-7-en-12-iI]carbémico, la mezcla se agité durante 2 h, se concentré y se
seco (50 °C; 2,66 KPa (20 torr); 12 h), proporcionando 10,6 mg (~100 %) de [12-amino-16-(7-metoxi-2-fenilquinolin-
4-i|oxi)-2,13-dioxo-3,14-diazatriciclo-[12.3.0.04'6]heptadec-?-en-4-carboniI]amida del acido (1S,4R,6S,12S,16R)-7-
trans-ciclopropanosulfonico diclorhidrato en forma de un soélido blanco: RMN 'H (300 MHz, CD30D) § 0,89 (m, 1H),
1,05-2,12 (m, 11H), 2,18-2,26 (m, 1H), 2,41-2,49 (m, 1H), 2,62-2,99 (m, 2H), 4,05 (s, 3H), 4,30 (m, 2H), 4,44-4,46 (m,
2H), 5,15-5,23 (m, 1H), 5,68-5,75 (m, 1H), 5,96 s a, 1H), 7,45 (d, J = 9 Hz, 1H), 7,57 (s, 1H), 7,63-7,73 (m, 4H), 8,08-
8,13 (m, 2H), 8,38 (d, J = 9 Hz, 1H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencién: 1,10), EM m/z 674 (M"+1). HRMS
m/z (M+H)+ calc. para C3sHaoSNsO7: 674,2649, encontrado 674,2655.
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Ejemplos 5, 6

Preparacion de los Compuestos 5y 6

Compuesto 5, Ejemplo 5 - R es Boc
Compuesto 6, Ejemplo 6 - R es H (Sal HCI Bis)

Etapa 5 g: Preparacién de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilaminoct-7-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenil-
5 quinolin-4(R)-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico

Siguiendo el procedimiento de la Etapa 1 g, con la excepcion de que se acoplé (0,35 g, 1,4 mmol) de acido 2(S)-terc-
butoxicarbonilamin-7-octenéico adquirido de RSP Amino Acids, en lugar de éster etilico del acido 2(S)-terc-
butoxicarbonilamino-5-hexenoico, dando éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamin-oct-7-enoil)-4-(7-
10 metoxi-2-fenil-quinolin-4(R)-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico en forma de un
aceite amarillo (0,58 g, 75 %): RMN H (300 MHz, CDCls) & 1,20 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,32-1,47 (m, 5H), 1,39 (s, 9H),
1,54-1,68 (m, 2H), 1,68-2,05 (m, 3H), 2,09-2,18 (m, 1H), 2,35-2,48 (m, 1H), 2,89-2,99 (m, 1H), 3,93 (s, 3H), 4,02-4,22
(m, 2H), 4,27 (d, J = 11,3 Hz, 1H), 4,38-4,47 (m, 1H), 4,80-4,98 (m, 3H), 5,06-5,14 (m, 2H), 5,28 (dd, J = 17,2, 1,5
Hz, 1H), 5,41 (s a, 1H), 5,63-5,81 (m, 2H), 7,03 (s, 1H), 7,07 (dd, J = 9,2, 2,6 Hz, 1H), 7,41-7,57 (m, 4H), 7,98-8,04
15 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento A-tiempo de retencion: 1,81), EM m/z 741 (M*+1).
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Trans o E-Isomero Cis 0 Z-Isbmero
se uso en esta secuencia no se uso en esta secuencia

Etapa 5h: Preparacion de éster etilico del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-13-terc-butoxicarbonilamin-17-(7-
metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo-[lS.3.0,04'6]0ctadec-7-en-4-carboxilico y éster etilico del
acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxicarbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo [13.3.0.0*%|octadec-7-en-4-carboxilico

Siguiendo el procedimiento experimental y de purificacion de la etapa 1 h, se hizo reaccionar éster etilico del acido 1-
{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamin-oct-7-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4(R)-iloxi)-pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-
amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico (1,16 g, 1,565 mmol) con porciones de 275 mg y 225 mg de catalizador
Grubbs, proporcionando éster etilico del éacido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-13-terc-butoxicarbonil-amino-17-(7-
metoxi-2—fenilquinolin-4-i|oxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo-[lS.3.O.04'6]octadec-7-en-4-carboxilico (90 mg, 8 %) y
éster etilico del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxicarbonilamin-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-
dioxo-3,15-diazatriciclo[lS.3.O.04’6]octadec-?-en-4-carboxilico (222 mg, 20 %). Datos para isémero trans- o E-olefina:
RMN *H (500 MHz, CDs0D) & 1,14-1,48 (m, 6H), 1,21 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,34 (s, 9H), 1,51-1,63 (m, 2H), 1,76 (s,
1H), 1,81-1,91 (m, 2H), 2,00-2,08 (m, 1H), 2,50 (c, J = 8 Hz, 1H), 2,61-2,66 (m, 1H), 2,75-2,80 (m, 1H), 3,95 (s, 3H),
4,04-4,18 (m, 2H), 4,40-4,44 (m, 1H), 4,54 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 4,79 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 5,04 (dd, J = 15,6, 7,6 Hz,
1H), 5,16 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 5,46 (s a, 1H), 5,53-5,59 (m, 1H), 7,04 (s, 1H), 7,07 (dd, J = 9,2, 2,4 Hz, 1H), 7,42-7,52
(m, 4H), 8,03-8,10 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,89), EM m/z 713 (M"+1). Datos para
isomero cis- o Z-olefina: RMN *H (300 MHz, CDCl3) 6 1,15-1,62 (m, 5H), 1,21 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,38 (s, 9H), 1,91 (dd,
J=8,1,5,9 Hz, 1H), 1,97-2,02 (m, 5H), 2,33-2,41 (m, 1H), 3,03-3,11 (m, 1H), 3,95 (s, 3H), 4,06-4,18 (m, 3H), 4,27 (d,
J =11 Hz, 1H), 4,54 (m, 1H), 4,93 (dd, J = 8,2, 4,2 Hz, 1H), 5,27-5,40 (m, 2H), 5,71-5,80 (m, 1H), 7,05 (s, 1H), 7,08
(dd, J =9,2, 2,6 Hz, 1H), 7,43-7,53 (m, 4H), 8,02 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,05-8,07 (2s, 2H). CL-EM (Procedimiento E-
tiempo de retencion: 1,80), EM m/z 713 (M*+1).
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Trans o E-lsémero
se usoO en esta secuencia

Etapa 5i: Preparacion de acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-13-terc-butoxicarbonilamin-17-(7-metoxi-2-fenilguinolin-
4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo-[13.3.0.0*°|Joctadec-7-en-4-carboxilico

Siguiendo el procedimiento experimental y de purificacion de la Etapa 2i, se hizo reaccionar éster etilico del acido
(1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-13-terc-butoxicarbonil-amino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo-[lS.3.0.04’6]octadec-?-en-4-carboxilico (185 mg, 0,265 mmol) con 64 mg (1,6 mmol) de LiOH en 15,5 mi
de 9:5:1,5 de THF/H,O/MeOH, proporcionando &cido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-13-terc-butoxicarbonilamin-17-(7-
metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo[13.3.O.04’6]octadec-7-en-4-carboxilico (180 mg, 100 %):
RMN *H (300 MHz, CDs0OD) & 1,14 (s, 9H), 1,20-1,51(m, 5H), 1,53-1,58 (m, 1H), 1,70 (dd, J = 9,9, 5,1 Hz, 1H), 1,86
(s a, 1H), 2,06 (s a, 1H), 2,28-2,59 (m, 3H), 2,65-2,73 (m, 1H), 3,94 (s, 3H), 4,07 (dd, J = 11,3, 2,6 Hz, 1H), 4,23 (d, J
= 8,4 Hz, 1H), 4,64-4,70 (m, 2H), 5,54-5,68 (m, 3H), 7,10 (dd, J = 9, 2 Hz, 1H), 7,26 (s, 1H), 7,39 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
8,02, 8,04 (2s, 2H), 8,12 (d, J = 9,1 Hz,1H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencién: 1,57), EM m/z 685(M*+1).
EMAR m/z (M+H)" calc. para CagHasN4Og: 685,3238, encontrado 685,3241.

Etapa 5j: Preparacion del Compuesto 5, Ejemplo 5, éster terc-butilico del acido (1S.,4R,6S,13S,17R)-7-trans-[4-
ciclopropanosulfonilamino-carbonil-17-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo[13.3.0.0*%Joctadec-7-en-13-illcarbamico

Usando las condiciones de procedimiento y de purificacion de la Etapa 2j, se convirtieron 35,6 mg (0,052 mmol) de
acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-13-terc-butoxicarbonil-amino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
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diazatriciclo-[13.3.0.0%|octadec-7-en-4-carboxilico en 30 mg (73 %) de éster terc-butilico del &cido
(1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-[4-ciclo-propanosulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-

3,15-diazatriciclo-[13.3.0.0*®|octadec-7-en-13-illcarbamico: RMN *H (300 MHz, CDs0OD) & 0,85-1,51 (m, 8H), 1,16 (s,
9H), 1,64-1,76 (m, 3H), 1,87 (m, 1H), 2,10 (m, 1H), 2,32 (m, 1H), 2,44 (m, 1H), 2,52-2,72 (m, 2H), 2,83 (s a, 1H), 3,94
(s, 3H), 4,10-4,15 (m, 1H), 4,23-4,32 (m, 1H), 4,61-4,69 (m, 2H), 5,49-5,64 (m, 3H), 7,08 (dd, J = 9,2, 2,2 Hz, 1H),
7,23 (s, 1H), 7,37 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,46-7,56 (m, 3H), 8,03-8,09 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de
retencion: 1,57), EM m/z 788 (M*+1). EMAR m/z (M+H)" calc. para C41Hs0SNsOq: 788,3329, encontrado 788,3337.

Etapa 6k: Preparacién del Compuesto 6, Ejemplo 6, [13-amino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo[13.3.0.0*®Joctadec-7-en-4-carbonillamida_del &cido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-ciclopropanosulfénico
diclorhidrato

Compuesto 6, Ejemplo 6

Una solucion de 2 ml (8 mmol) de HCI 4 N/dioxano se afiadio a 10,5 mg (0,014 mmol) de éster terc-butilico del acido
(1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-
3,15-diazatriciclo-[13.3.0.0*®Joctadec-7-en-13-illcarbamico, la mezcla se agité durante 2 h, se concentré y se secd
(50 °C; 2,66 KPa (20 torr); 12 h), proporcionando 10,0 mg (~100 %) de [13-amino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-
ioni)-2,14-di0xo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.04’6]octadec-?-en-4-carboniI]amida del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-trans-
ciclopropanosulfénico diclorhidrato en forma de un sélido de color blanco: RMN H (300 MHz, CD30OD) 6 0,86-2,03
(m, 14H), 2,17 (s a, 1H), 2,52-3,00 (m, 3H), 4,06 (s, 3H), 4,16-4,53 (m, 4H), 5,36 (t, J = 10,6 Hz, 1H), 5,65-5,72 (m,
1H), 5,97 (s a, 1H), 7,44-7,47 (m, 1H), 7,59-7,74 (m, 5H), 8,12 (m, 2H), 8,38-8,41(m, 1H). CL-EM (Procedimiento E-
tiempo de retencion: 1,16), EM m/z 688 (M*+1). EMAR m/z (M+H)" calc. para CssH42SNsO7: 688,2805, encontrado
688,2793.
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Ejemplos 7.8

Preparaciéon de los Compuestos 7 y 8

Compuesto 7, Ejemplo 7 - R es Boc
Compuesto 8, Ejemplo8-Res H

Etapa 7h: Preparacién de éster etilico del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxicarbonilamino-17-(7-metoxi-
2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo-[13.3.0.0*%|octadec-7-en-4-carboxilico

Esta etapa de esta secuencia particular usé el producto de la etapa 5g como punto de partida. A una solucion de
éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-oct-7-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4(R)-iloxi)pirrolidin-
2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico (1,44 g, 1,93 mmol) en 2,5 | de 1,2-DCE desgasificado
con Argén, se le afadieron 150 mg de catalizador de Grubbs, la mezcla se desgasificé en una atmésfera de Ary se
calent6 a reflujo durante 3 h. La mezcla de reaccidn se enfrié a ta, la mezcla se desgasificé de nuevo, se afiadié una
porcién de 140 mg de catalizador de Grubbs y la mezcla se calentd a reflujo durante 14 h. La mezcla de reaccion se
enfrio de nuevo a ta, la mezcla de desgasificd de nuevo, se afiadié una porcion de 140 mg de catalizador de Grubbs
y la mezcla se calent6 a reflujo durante 4 h finales. La solucién de color pardo oscuro se concentré al vacio, se
purific6 mediante una columna Biotage 40 M (eluyendo con EtOAc del 15 % al 65 % en hexanos) para proporcionar
éster etilico del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxicarbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-
2,14-dioxo-3,15-diazatricic|o[13.3.0.04'6]octadec-7-en-4-carboxilico (720 mg, 52 %). Datos para isémero cis- 0 Z-
olefina, éster etilico del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxi-carbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-
iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.0* ®|octadec-7-en-4-carboxilico: RMN *H (300 MHz, CDCls) & 1,15-1,62 (m,
5H), 1,21 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,38 (s, 9H), 1,91 (dd, J = 8,1, 5,9 Hz, 1H), 1,97-2,02 (m, 5H), 2,33-2,41 (m, 1H), 3,03-
3,11 (m, 1H), 3,95 (s, 3H), 4,06-4,18 (m, 3H), 4,27 (d, J = 11 Hz, 1H), 4,54 (m, 1H), 4,93 (dd, J = 8,2, 4,2 Hz, 1H),
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5,27-5,40 (m, 2H), 5,71-5,80 (m, 1H), 7,05 (s, 1H), 7,08 (dd, J = 9,2, 2,6 Hz, 1H), 7,43-7,53 (m, 4H), 8,02 (d, J = 9,2
Hz, 1H), 8,05-8,07 (2s, 2H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,80), EM m/z 713 (M*+1).

Etapa 7i: Preparacion de acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxicarbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-
iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo-[13.3.0.0* Joctadec-7-en-4-carboxilico

Siguiendo el procedimiento experimental y de purificacion de la Etapa 1i, se hizo reaccionar éster etilico del acido
(1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxi-carbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo[13.3.0.0*®|octadec-7-en-4-carboxilico (290 mg, 0,406 mmol) con 100 mg (2,5 mmol) de LiOH en 23,9 ml
de 14,4:7,7:1,8 de THF/H,O/MeOH, proporcionando &cido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxicarbonilamino-
17—(7-metoxi-2-feni|quinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo-[13.3.0.04'6]octadec-?-en-4-carboxﬂico (279 mg, 100
%): RMN *H (300 MHz, CD3OD) & 0,97-1,05 (m, 2H), 1,14 (s, 9H), 1,20-1,55 (m, 5H), 1,60-1,73 (m, 2H), 1,85 (s a,
1H), 2,06-2,22 (m, 1H), 2,29 (s a, 1H), 2,52-2,73 (m, 2H), 3,93 (s, 3H), 4,14-4,19 (m, 1H), 4,26 (d, J = 9,5 Hz, 1H),
4,56-4,67 (m, 2H), 5,47-5,53 (m, 2H), 5,71-5,78 (m, 1H), 7,08 (dd, J = 9,1, 2,2 Hz, 1H), 7,22 (s, 1H), 7,37 (d, J = 2,2
Hz, 1H), 7,45-7,56 (m, 3H), 8,02, 8,04 (2s, 2H), 8,09 (d, J = 9,1 Hz, 1H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de
retencion: 1,60), EM m/z 685 (M*+1).

Etapa 7j: Preparacidon del Compuesto 7, Ejemplo 7 de éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-[4-
ciclopropanosulfonilamino-carbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo[13.3.0.0*%Joctadec-7-en-13-illcarbamico

Siguiendo las condiciones del procedimiento y de purificacién de la Etapa 1j, se convirtieron 219 mg (0,31 mmol) de
acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxicarbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo-[13.3.0.0"%|octadec-7-en-4-carboxilico en 94 mg (40 %) de éster terc-butilico del &cido
(1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-[4-ciclopropanosulfonilamino-carbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo[13.3.0.0"Joctadec-7-en-13-illcarbamico: RMN *H (300 MHz, CDsOD) & 0,90-1,50 (m, 9H), 1,16 (s, 9H),
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1,64-1,74 (m, 2H), 1,85 (s a, 1H), 2,08 (s a, 1H), 2,30 (s a, 1H), 2,44 (s a, 1H), 2,53-2,71 (m, 2H), 2,84 (s a, 1H), 3,92
(s, 3H), 4,05-4,12 (m, 1H), 4,24 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 4,60-4,69 (m, 2H), 5,44-5,63 (m, 3H), 7,06 (dd, J = 9,2, 2,2 Hz,
1H), 7,20 (s, 1H), 7,35 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,45-7,56 (m, 3H), 8,02-8,08 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento D-tiempo de
retencién: 1,55), EM m/z 788 (M*+1).

Etapa 8k: Preparacion del Compuesto 8, Ejemplo 8, [13-amino-17-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-

diazatriciclo[lS.3.O.04'6]octadec-?-en-4-carb0niI]amida del &cido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-ciclopropanosulfénico

diclorhidrato

O
hi-la 2 HCI

Compuesto 8, Ejemplo 8

Una solucion de 5 ml (20 mmol) de HCI 4 N/dioxano se afiadioé a 21 mg (0,027 mmol) de éster terc-butilico del acido
(1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo-[13.3.0.04'6]octadec-7-en-13-il]carbémico, la mezcla se agit6 durante 2 h, se concentrd y se sec6 (50 °C;
2,66 KPa (20 torr); 12 h), proporcionando 20 mg (~100 %) de [13-amino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-
dioxo—3,15-diazatricic|o[13.3.O.04’6]octadec-7-en-4—carboniI]amida del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cCis-
ciclopropanosulfénico diclorhidrato en forma de un sélido de color blanco: RMN *H (500 MHz, CDsOD) & 1,03-1,16
(m, 3H), 1,25-1,33 (m, 2H), 1,35-1,57 (m, 3H), 1,65-1,71 (m, 2H), 1,76-1,84 (m, 1H), 1,94-2,01 (m, 1H), 2,10-2,21(m,
2H), 2,38-2,43 (m, 1H), 2,67-2,72 (m, 1H), 2,85 (dd, J = 14,6, 7,9 Hz, 1H), 2,93-2,98 (m, 1H), 4,06 (s, 3H), 4,24 (dd, J
=12,2, 3,7 Hz, 1H), 4,40, 4,42 (2s, 2H), 4,80-4,81 (m, 1H), 5,53-5,57 (m, 1H), 5,67-5,74 (m, 1H), 5,95 (s, 1H), 7,45
(dd, 3 =9, 2 Hz, 1H), 7,57 (d, J = 2 Hz,1H) 7,61 (s, 1H), 7,70-7,77 (m, 3H), 8,09-8,10 (m, 2H), 8,37 (d, J = 9,2 Hz,
1H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,21), EM m/z 688 (M +1).

33



ES 2366432 T3

Ejemplos 9, 10

Preparacion de Compuestos 9 y 10

Compuesto 9, Ejemplo 9 -R es Boc
Compuesto 10, Ejemplo 10 - R es H (Sal HCI Bis)

Etapa 9qg: Preparacién de éster etilico_del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-4-(7-metoxi-2-
5 fenilquinolin-4(R)-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico

o

R -C
>rOYN\é')I\Qﬁ T ~

Siguiendo el procedimiento de la Etapa 1g, con la excepcién de que se acoplé (0,78 g, 3,0 mmol) de acido 2(S)-terc-
butoxicarbonilamino-8-nonenoico adquirido de RSP Amino Acids, en lugar de acido 2(S)-terc-butoxicarbonilamino-5-
hexenoico, dando &cido éster etilico del &cido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-4-(7-metoxi-2-
10 fenilquinolin-4(R)-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino}-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico en forma de un aceite de
color amarillo (1,55 g, 82 %): RMN "H (300 MHz, CDCls) & 1,15-1,78 (m, 9H), 1,20 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,39 (s, 9H), 1,84
(dd, J = 8,1, 5,5 Hz, 1H), 1,91-2,04 (m, 2H), 2,14 (c, J = 8,8 Hz, 1H), 2,35-2,48 (m, 1H), 2,89-3,00 (m, 1H), 3,93 (s,
3H), 4,02-4,20 (m, 2H), 4,28 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 4,39-4,47 (m, 1H), 4,80-4,99 (m, 1H), 5,06-5,14 (m, 2H), 5,27 (dd, J
=17, 1,3 Hz, 1H), 5,40 (s a, 1H), 5,65-5,81 (m, 2H), 7,03 (s, 1H), 7,07 (dd, J = 9,1, 2,6 Hz, 1H), 7,42-7,57 (m, 4H),
15 7,99-8,05 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,79), EM m/ z 755 (M*+1).
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Etapa 9h: Preparacién de éster etilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-(7-metoxi-
2-fenilquinol-in-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0*°|-nonadec-7-en-4-carboxilico

A una solucién de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-
4(R)-iloxi)-pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino]-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico (1,50 g, 1,99 mmol) en 2,4 | de 1,2-
DCE desgasificado con Argon, se le afladieron 150 mg de catalizador de Grubbs, la mezcla se desgasificé con Ar y
se calent6 a reflujo durante 3 h. La mezcla de reaccion se enfrié a ta, la mezcla se desgasific6 de nuevo, se afiadié
una porcion de 150 mg de catalizador de Grubbs y la mezcla se calento a reflujo durante 3 h. La mezcla de reaccion
se enfri6 de nuevo a ta, la mezcla se desgasificé de nuevo, se afiadid un porcion de 150 mg de catalizador de
Grubbs y la mezcla se calent6 a reflujo durante 9 h finales. La solucién de color pardo oscuro se concentr6 al vacio y
se purific6 mediante una columna Biotage 40 M (eluyendo con EtOAc del 15 % al 65 % en hexanos), proporcionando
éster etilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-
2,15-dioxo-3,16-diaza-triciclo[14.3.0.0*®nonadec-7-en-4-carboxilico (1,08 g, 75 %): RMN *H (300 MHz, CDCls) &
1,10-1,42 (m, 6H), 1,17 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,33 (s, 9H), 1,54 (dd, J = 9,5, 5,5 Hz, 1H), 1,62 (m, 1H), 1,73 (dd, J = 8,5,
5,5 Hz, 1H), 1,75-1,86 (m, 1H), 2,01-2,24 (m, 3H), 2,39-2,47 (m, 1H), 2,81-2,89 (m, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,98-4,17 (m,
3H), 4,34 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 4,46 (m, 1H), 4,77 (dd, J = 8,1, 5,5 Hz, 1H), 5,21-5,27 (m, 1H), 5,39 (m, 1H), 5,48-5,57
(m, 1H), 6,99 (s, 1H), 7,04 (dd, J = 9,1, 2,2 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,42-7,50 (m, 3H), 7,95-8,01 (m, 3H).
CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,71), EM m/z 727 (M*+1).
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Etapa 9i: Preparacién de acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-
iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0*°]-nonadec-7-en-4-carboxilico

Siguiendo un procedimiento experimental y de purificacion analogo a la Etapa 1i, se hizo reaccionar éster etilico del
acido (1S,4R,6S,19S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo[14.3.O.04’6]nonadec-?-en-4—carboxilico (225 mg, 0,309 mmol) con 78 mg (2,0 mmol) de LiOH en 20,8 ml
de 12,4:6,6:1,8 de THF/H.O/MeOH para proporcionar acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-
18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-di0x0-3,16-diazatriciclo[14.3.0.04’6]-nonadec-7-en-4-carboxilic0 (178 mg, 82
%): RMN 'H (500 MHz, CDs0OD) § 1,12-1,54 (m, 8H), 1,19 (s, 9H), 1,59 (dd, J = 8,4, 5,0 Hz, 1H), 1,64 (dd, J = 9,8,
4,9 Hz, 1H), 1,75-1,82 (m, 1H), 1,87-1,94 (m, 1H), 2,31 (c, J = 9 Hz, 1H), 2,52-2,57 (m, 1H), 2,69 (dd, J = 14, 7,5 Hz,
1H), 3,92 (s, 3H), 4,01 (dd, J = 11,6, 3,2 Hz, 1H), 4,19 (dd, J = 10,4, 2,4 Hz, 1H), 4,65 (t, J = 8 Hz, 1H), 4,75 (d, J =
11,6 Hz, 1H), 5,33 (t, J = 9,6 Hz, 1H), 5,55-5,60 (m, 2H), 7,08 (dd, J = 9,2, 2,1 Hz, 1H), 7,25 (s, 1H), 7,37 (d, J = 2
Hz, 1H), 7,51-7,57 (m, 3H), 8,02-8,05 (m, 2H), 8,15 (d, J = 9,2 Hz, 1H). CL-EM (Procedimiento E-tiempo de
retencion: 1,61), EM m/z 699 (M*+1). EMAR m/z (M+H)" calc. para CagH47N4Osg: 699,3394, encontrado 699,3395.

Etapa 9j: Preparacion del Compuesto 9, Ejemplo 9, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-Cis-[4-
ciclopropanosulfonilamino-carbonil-18-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,15-diox0-3,16-
diazatriciclo[14.3.0.0*%Inonadec-7-en-14-illcarbamico

Compuesto 9, Ejemplo 9

Siguiendo el procedimiento de la Etapa 1j, se convirtieron 136,5 mg (0,195 mmol) del acido (1S,4R,6S,13S,18R)-7-
cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo-
[14.3.0.0*®Jnonadec-7-en-4-carboxilico en 115 mg (76 %) de éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,13S,18R)-7-cCis-
[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo-

[14.3.0.04' lnonadec-7-en-14-iljcarbdmico: RMN H (500 MHz, CD3;0D) 0,97-1,54 (m, 11H), 1,20 (s, 9H), 1,59 (m,
1H), 1,71 (m, 1H), 1,75-1,89 (m, 2H), 2,35-2,43 (m, 1H), 2,47-2,75 (m, 3H), 2,87-2,91 (m, 1H), 3,92 (s, 3H), 3,97-4,05
(m, 1H), 4,17 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 4,64 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 5,07 (m, 1H), 5,54 (s a, 1H), 5,63 (s a, 1H), 7,04 (d, J =
8,6 Hz, 1H), 7,21 (s a, 1H), 7,36 (s, 1H), 7,48-7,55 (m, 3H), 8,02, 8,03 (2s, 2H), 8,15 (d, J = 8,5 Hz, 1H). CL-EM
(Procedimiento E-tiempo de retencién: 1,64), EM m/z 802 (M*+1). EMAR m/z (M+H)" calc. para CsHs2SNsOo:
802,3486, encontrado 802,3481.
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Etapa 10k: Preparaciéon del Compuesto 10, Ejemplo 10, Preparacién de [14-amino-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-
iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0*%]-nonadec-7-en-4-carbonillamida_del &cido (1S,9R,6S,14S,18R)-7-Cis-
ciclopropanosulfénico diclorhidrato

Compuesto 10, Ejemplo 10

5 Una solucién de 5 ml (20 mmol) de HCI 4 N/dioxano se afiadié a 26 mg (0,032 mmol) de éster terc-butilico del acido
(1S,4R,6S,13S,18R)-7-cis-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo-[14.3.O.04’6]nonadec-?-en-14-il]carbémico, la mezcla se agit6 durante 2 h, se concentré y se sec6 (50 °C;
2,66 KPa (20 torr) ; 12 h), proporcionando 24,0 mg (~100 %) de [14-amino-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-
dioxo-3,16-diazatricicl0[14.3.O.04’6]nonadec-?-en-4-carboniI]amida del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-

10 ciclopropanosulfénico diclorhidrato en forma de un sélido de color blanco: RMN H (300 MHz, CD30D) & 0,96-2,05
(m, 16H), 2,24-2,34 (m, 1H), 2,52 (EM, 1H), 2,73 (m, 1H), 2,91 (m, 2H), 3,57-3,74 (m, 1H), 4,06 (s, 3H), 4,17 (m, 1H),
4,37 (m, 1H), 4,48 (m 2H), 5,07-5,14 (m, 1H), 5,66-5,75 (m, 1H), 5,95 (m, 1H), 7,47 (m, 1H), 7,60-7,75 (m, 5H), 8,12
(m, 2H), 8,39-8,41 (m, 1H) CL-EM (Procedimiento E-tiempo de retencion: 1,24), EM m/z 702 (M"+1). EMAR m/z
(M+H)" calc. para Cs7H44SNsO7: 702,2962, encontrado 702,2976.

Compuesto 11, Ejemplo 11 Compuesto 12, Ejemplo 11
15
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Compuestos 11/12, Ejemplo 11

Preparacion del Compuesto 11, Ejemplo 11, se consiguieron éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,13S,18R)-7-Cis-
[4-ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo-
[14.3.0.0*°nona-dec-7-en-14-illcarbamico _y el Compuesto 12, Ejemplo 11, éster terc-butilico del &cido
(1S.4R,6S,13R,18R)-7-cis-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo-[14.3.0.04’6]nonadec-?-en-l4-i|]carbémico usando las etapas 11A-J.

% >% o o
> 3 oﬁko B) Ph,0 ©\)j/ . @
o’::: “NHgz 5 ? g ? SN H T
~

250 °¢

Recristalizacion

selectiva
o OH o]
soce,, &y \ m _Coeeny ﬂOJ{N For
Y 0 N DEAD
5 9
CH THF >
‘n\ H
o

D) LiOH I :':R = Me
THF-MeOH
Hz0 R=H

Etapas 11A-11B: Preparacién de 7-metoxiquinolin-4-ol a partir de m-anisidina.

Etapa 11A) A una solucién de m-anisidina (58 g, 471 mmol) en 800 ml de CH3CN se le afiadi6 acido de Meldrum (75
g, 518 mmol) y formiato de trimetilo (60 g, 565 mmol). La mezcla heterogénea se calent6 a reflujo durante 2 h'y entro
en solucién. El disolvente se retird al vacio, se afiadieron 30 ml de MeOH y el precipitado resultante se filtro y se lavo
con 10-15 ml de MeOH. El procedimiento de adicion/filtracion de MeOH se repitié en las aguas madre concentradas.
El sélido combinado resultante se sec6 (~2,66 KPa (~20 torr), 45 °C durante una noche), proporcionando (117,6 g,
90 %) de la 5-[(3-metoxifenil-amino)metileno]-2,2-dimetil-[1,3]dioxano-4,6-diona intermedia.

Etapa 11B) A una solucion de 500 g de Ph,O calentada a 250 °C se le afiadieron en porciones 108,7 g (392 mmol)
de 5-[(3-Metoxi-fenil-amino)metileno]-2,2-dimetil-[1,3]dioxano-4,6-diona durante un periodo de 30 min. La mezcla se
calent6 durante 15 min mas, se enfrié a ta, se diluydé con 800 ml de hexanos y la suspensién resultante se agité
durante una noche. Los hexanos se retiraron por decantacion, el residuo sélido se disolvié a reflujo en 600 ml de
MeOH, se enfri6 a ta y el sélido resultante se filtr6 y se lavé con una cantidad minima de CH.Cl,. Los procedimientos
de recristalizacién analogos se siguieron para proporcionar un total de 20,73 g (30 %) de 7-metoxiquinolin-4-ol en
forma de un sélido de color pardo claro. RMN H (metanol-ds) 6 3,87 (s, 3H), 6,23d,J=7,3 Hz, 1H), 6,68 (d,J=2,4
Hz, 1H), 6,96 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 8,11 (d, J = 9 Hz, 1H); CL-EM (tiempo de retencién: 0,77, procedimiento D),
EM m/z 176 (M"+1).

Etapa 11C: Preparacién de 2-metil éster de 1-terc-butil éster del acido BOC-N-P2[(4R)-(7-metoxi-quinolin-4-
oxo)prolin-metil-éster]4-(7-metoxiquinolin-4iloxi)-pirrolidin-1,2-dicarboxilico a partir de BOC-L-CIS-HYP-OH y 7-
metoxi-guinolin-4-ol.

Etapa 11C) A una solucion de 12,24 g (49,8 mmol) de BOC-L-CIS-HYP-OH (BOC-CIS-HYP-OME, éster metilico de
N-a-terc-butoxicarbonil-cis-L-4-hidroxiprolina) y 26,14 g (99,7 mmol) de PPh3; en 200 ml de THF enfriada a 0 °C, se le
afiadié una solucién de 17,36 g (99,7 mmol) de DEAD y 8,73 g (49,8 mmol) de 7-metoxiquinolin-4-ol en 700 ml de
THF durante un periodo de 45 min. La mezcla se dejo calentar lentamente a ta durante una noche, se concentro al
vacio y el residuo se purificd sobre una columna Biotage 65 M (eluyendo con MeOH del 0 % al 10 % -EtOAc),
proporcionando 12,78 g (64 %) del producto deseado, 2-metil éster de 1-terc-butil éster del &cido BOC-N-P2[(4R)-(7-
metoxiquinolin-4-oxo)prolina-metil-éster]-4-(7-metoxiquinolin-4iloxi)-pirrolidin-1,2-dicarboxilico, en forma de un cristal
incoloro. RMN *H (CDCls) & 1,36 (s, 9H), 2,26-2,35 (m, 1H), 2,57-2,68 (m, 1H), 3,71 (s, 3H), 3,75-3,92 (m, 2H), 3,86,
3,87 (dos s (rotdmeros) 3H), 4,41-4,53 (m, 1H), 5,09 (m, 1H), 6,52 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 7,06-7,09 (m, 1H), 7,24-7,26
(m, 1H), 7,94 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,50-8,56 (m, 1H); CL-EM (tiempo de retencién: 1,34, procedimiento D), EM m/e
403 (M'+1).

Etapa 11D: Preparacién de 1-terc-butil éster del acido BOC-N-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)prolina]-OH, 4-(7-
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metoxiquinolin-4-il-oxi)-pirrolidin-1,2-dicarboxilico a partir de 2-metil éster de 1-terc-butil éster del acido BOC-N-
P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)prolina-metil-éster]4-(7-metoxiquinolin-4iloxi)-pirrolidin-1,2-dicarboxilico.

Etapa 11D) A una solucion de 8,54 g (21,2 mmol) de BOC-N-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)prolin-metil-éster] en
600 ml de 5:1 de THF/MeOH, se le afiadié una solucion de 4,0 g (167 mmol) de LiOH en 150 ml de agua. La mezcla
se agité durante una noche, el pH se ajustd a pH 7 usando HCI acuoso 6 N y la solucién se concentré hasta que sélo
qguedaba la fase de agua. La solucion se ajustd a pH 4 usando HCI acuoso 6 N, se afiadi6 NaCl para saturar la
mezcla y se repartié repetidamente en primer lugar con EtOAc y después con THF segun el producto era soluble en
agua. Las fases organicas combinadas se secaron (MgSQO,) y se concentraron, proporcionando 8,18 g (99 %) de 1-
terc-butil éster del acido BOC-N-P2[(4R)-(7-metoxi-quinolin-4-oxo)prolina]-OH,4-(7-metoxiquinolin-4iloxi)-pirrolidin-
1,2-dicarboxilico en forma de un sélido de color blanco. RMN H (CDCls-Metanol-d4) & 1,42 (s, 9H), 2,40-2,49 (m,
1H), 2,68-2,77 (m, 1H), 3,88 (m, 2H), 3,94 (s, 3H), 4,41-4,53 (m, 1H), 5,32 (m, 1H), 6,86-6,92 (m, 1H), 7,21 (dd, J =
9, 2 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 2 Hz, 1H), 8,05-8,10 (m, 1H), 8,62 (d, J = 6 Hz, 1H); CL-EM (tiempo de retencion 1,20,
procedimiento A), EM m/z 389 (M*+1).

O o 11E) (0] 0]
J( N o) J N o > =
j\o Non . NHz HOL  BocN— MR O~ BOCN— N~ O~
H
Q HBTU;DIPEA 0 Q 5 9
0 (o} (o] '
HOBT.H,O
7\ 2 7\ 7\
CH,CI1
<N’ H 2Clz =y’ H =y’ H
(o} o (o)
\ \ Isémero de mayor Fr \ Isémero de menor Fr
Usado en el resto de la
Secuencia

Etapa 11E: Acoplamiento de Resto P1 de Sal HCI de (1R,2S/1S,2R)-Vinil Acca)-CO,Et con resto P2 de Boc (4R)-(7-
metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolina___para __ fabricar BOCN-P2[(4R)-7-metoxiquinolin-4-oxo)prolin]-P1(1R,2S/1S,2R)-
vinilAcca-COOEt y separacion cromatografica de diasteredmeros BOCN-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolina]-
P1(1R,2S,VinilAcca)-CO,Et  (isbmero _mas bioactivo) vy BOCN-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-0x0)-S-prolina)-
P1(1S,2RVinilAcca)-CO,Et.

Etapa 11E) A una solucién de 4,50 g (11,60 mmol) de Boc-4(R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)prolina, 2,66 g (13,9 mmol)
de sal HCI de VinilAcca (existente en forma de una mezcla 1:1 de diaesterecisomeros (1R,2S/1S,2R), en la que el
grupo ciclopropil carboxietilo es syn con respecto al resto vinilo), 10 ml (57,4 mmol) de DIPEA, y 2,13 g (13,9 mmol)
de HOBT.H,O en 150 ml de CH,CI, se le afiadieron 5,27 g (13,9 mmol) del reactivo de acoplamiento HBTU y la
mezcla se agitdé durante una noche. La solucion se diluydé con 200 ml de CH,Cl, y se repartié con un tampén de pH
4,0 (2 x 50 ml). La fase organica se lavé con NaHCO3; acuoso saturado (2 x 50 ml), agua (2 x 50 ml) y salmuera (2 x
50 ml). La soluciéon organica se sec6d (MgSO,), se concentrd y se purific6 usando una columna Biotage 65M
(eluyendo con MeOH del 0 % al 9 %/EtOAc) para proporcionar BOC-NH-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolina]-
P1(1R,2SVinilAcca resto P1)-COOEt como el isémero que se eluye en primer lugar (2,21 g, 36 % total), seguido de
1,13 g (19 %) del isomero puro de menor Fr, BOC-NH-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolina]-
P1(1S,2RVinilAcca resto P1)-CO.Et.También se obtuvieron fracciones mixtas. Datos para BOCN-P2[(4R)-(7-
metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolinal-P1(1R,2S)-(VinilAcca)-COOEt: RMN H (CDCl3) 6 1,16 (t, 3 = 7 Hz, 3H), 1,35 (s,
9H), 1,37-1,47 (m, 1H), 1,74-1,88 (m, 1H), 2,04-2,13(m, 1H), 2,32-2,46(m, 1H), 2,58-2,69 (m, 1H), 3,76 (m, 1H), 3,87
(s ,3H), 4,02-4,13 (m, 2H), 4,30-4,44 (m, 1H), 5,05-5,19 (m, 2H), 5,24 (d, J = 17 Hz, 1H), 5,63-5,71 (m, 1H), 6,61 (m,
1H), 7,07 (dd, J = 9, 2 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 2 Hz, 1H), 7,76-7,83 (m, 1H), 7,92 (d, J = 9 Hz, 1H), 8,50 (d, J = 5 Hz,
1H). LC-EM (tiempo de retencion: 1,38, procedimiento A), EM m/z 526 (M"+1).

Datos para BOC-NH-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolinal]-P1(1S,2RVinilAcca resto P1)-COzEt: RMN 'H
(metanol-ds) 8 1,23 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,38 (s, 9H), 1,45 (dd, J = 9,5, 5,5 Hz, 1H), 1,77-1,87 (m, 1H), 2,10-2,16 (m,
1H), 2,37 (m, 1H), 2,73 (m, 1H), 3,77 (m, 1H), 3,90 (s, 3H), 4,07-4,15 (m, 2H), 4,46 (m, 1H), 5,10 (d, J = 10 Hz, 1H),
5,21 (m, 1H), 5,27 (d, J = 17 Hz, 1H), 5,69-5,76 (m, 1H), 6,64 (m, 1H), 7,10 (dd, J = 9,2, 2,2 Hz, 1H), 7,27 (m, 1H),
7,95 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,56 (d, J = 5 Hz, 1H). CL-EM (tiempo de retencién: 1,45, procedimiento B), EM m/z 526
(M™+1).
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Etapa 11F: Preparacion de N-BOC-P2[(4R)-(7-metoxiguinolin-4-0xo)-S-prolina]-P1(1R,2SVinilAcca)-CO,H o Isémero

P1 (1R,2S)VinilAcca del éster terc-butilico del acido {1-[2-(1-ciclopropanosulfonilaminocarbon-il-2-vinil-

ciclopropilcarbamoil)-4-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carbonil]-2,2-dimetilpropil}-carbamico.

Etapa 11F) A una solucion de 794 mg (1,51 mmol) de N-BOC-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolinal-P1
(1R,2SVinilAcca)-COzEt (de la etapa 11E) en 68 ml de MeOH al 12 %/THF se le afiadid una solucion de 218 mg
(9,08 mmol) de hidroxido de litio en 30 ml de agua y la mezcla se agité 16 h. El pH se ajusto a neutro mediante la
adicion de HCI acuoso 6 N, se concentrd hasta que solo quedd agua, la solucién se ajustd a pH 4 usando HCI
acuoso 1 N y después se extrajo con THF al 50 %-EtOAc (porciones de 5 x 200 ml). Las fases organicas
combinadas se secaron (MgSQ,) y se concentraron para proporcionar 808 mg de producto en bruto que se sec6
adicionalmente para proporcionar 752 mg (100 %) de N-BOC-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolina]-
P1(1R,2SVinilAcca)-CO,H. RMN *H (Metanol-ds) & 1,37-1,43 (m, 1H), 1,39 (s, 9H), 1,69-1,78 (m, 1 H), 2,16-2,24 (m,
1H), 2,44-2,54 (m, 1H), 2,64-2,74 (m, 1H), 3,89-3,94 (m, 2H), 3,96 (s, 3H), 4,40-4,43 (m, 1H), 5,11 (d, J = 10 Hz, 1H),
5,31 (d, J = 17 Hz, 1H), 5,40 (m, 1H), 5,79-5,87 (m, 1H), 6,91 (s, 1H), 7,04 (d, J = 6 Hz, 1H), 7,25 (dd, J = 9,1, 2 Hz,
1H), 7,29 (m, 1H), 8,09 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,66 (d, J = 6 Hz, 1H). CL-EM (tiempo de retencién: 1,05, procedimiento
H). MS m/z 498 (M*+1).

Etapa 11G: Preparacion de N-BOC-P2[(4R)-(7-metoxiguinolin-4-0x0)-S-prolina]-P1(1R,2SVinilAcca)-

CONHSO,Ciclopropano o Diastereémero P1 (1R,2S)VinilAcca de éster terc-butilico del acido 2-(1-ciclopropano-

sulfonilamino-carbonil-2-vinilciclopropilcarbamoil)-4-(7-metoxi-quinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carboxilico.

Etapa 11G) A una solucion de 399,5 mg (0,668 mmol) de N-BOC-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolin]-
P1(1R,2SVinilAcca)-CO2H en THF (4 ml), se le afiadié CDI (434 mg, 2,68 mmol) y la solucién resultante se sometio
a reflujo durante 60 min y se dejo enfriar a ta. Se afiadié en una porcion ciclopropilsulfonamida (406 mg, 3,35 mmol)
antes de la adicion de una solucién pura de DBU (0,50 ml, 3,35 mmol). La reaccion se agité durante 16 h, se diluyé
con THF al 50 %-EtOAc (200 ml) y se lavé con un tampoén pH 4,0 de salmuera saturada (2 x 40 ml), se secé
(MgS0,) y se someti6é a cromatografia sobre una columna Biotage 25M (eluyendo con MeOH del 0 % al 15 % en
CH2Cly) para proporcionar 217 mg (54 %) del producto deseado N-BOC-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolinal-
P1(1R,2SVinilAcca)-CONHSOCiclopropano. RMN H (Metanol-ds) 6 1,01-1,10 (m, 2H), 1,11-1,18 (m, 1H), 1,20-1,27
(m, 1H), 1,39-1,48 (m, 1H), 1,44 (s, 9H), 1,87 (dd, J = 8, 5 Hz, 1H), 2,01-2,38 (m, 2H), 2,57 (dd, J = 14, 7 Hz, 1H),
2,91-2,96 (m, 1H), 3,83-3,92 (m, 2H), 3,94 (s, 3H), 4,36-4,39 (m, 1H), 5,11 (d, J = 10 Hz, 1H), 5,29 (d, J = 17 Hz, 1H),
5,38 (m, 1H), 5,74-5,81 (m, 1H), 6,91 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 7,20 (dd, J = 9,2, 2,4 Hz, 1H), 7,29 (m, 1H), 8,07 (d, J = 9,2
Hz, 1H), 8,60 (d, J = 5,5 Hz, 1H). CL-EM (tiempo de retencion: 1,28, procedimiento I). MS m/z 601 (M"+1)

Etapas 11H vy 11I: Preparacién de BOCNH-P3(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-8-nonenoil)-P2[(4R)-(7-metoxiguinolin-
4-0x0)-S-prolinal-P1(1R,2S-VinilAcca)-CONHSO,ciclopropano o Isémero P1 (1R,2S) del éster terc-butilico del acido
{1-[2-(1-ciclopropanosul-fonilaminocarbonil-2-vinil-ciclopropilcarbamoil)-4-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)-pirrolidin-1-
carbonil]-oct-7-enil}carbamico.

Etapas 11H) Un total de 600 mg (1,0 mmol) de BOC-P2 [(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolina]-
P1(1R,2SVinilAcca-CONHSOCiclopropano), isémero P1 (1R,2S)VinilAcca de éster terc-butilico del acido 2-(1-
ciclopropanosulfonilaminocarbonil-2-vinilciclopropil-carbamoil)-4-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carboxilico, se
disolvié en HCI 4 N/dioxano (4 ml, 16 mmol) y se agité durante 3 h a ta. La mezcla de reaccién se concentré para
proporcionar HN-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolina]-P1(1R,2SVinilAcca)-CONHSOCiclopropano, Sal HCI
Bis en bruto: isémero P1 (1R,2S)-VinilAcca de (1-ciclopropano-sulfonilaminocarbonil-2-vinilciclopropil)amida del
acido 4-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)-pirrolidin-2-carboxilico diclorhidrato en forma de un sélido de color castafio que se
us6 inmediatamente en la Etapa 111.

Etapa 11I) El HN-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-0x0)-S-prolina]-P1(1R,2SVinilAcca)-CONHSOCiclopropano, Sal HCI
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Bis de la etapa 11H, se suspendi6 en 20 ml de diclorometano. A esta mezcla se le afiadieron 352 mg (1,30 mmol) de
acido 2(S)-terc-butoxicarbonilamino-8-nonenoico adquirido de RSP Amino Acids, HOAT (82 mg, 0,60 mmol), DIPEA
(0,74 ml, 5,0 mmol) y HATU (494 mg, 1,30 mmol) a ta. La mezcla de reaccion se agit6 durante 16 h, y la mayoria del
CH_Cl; se retir6 al vacio. La mezcla se diluyé con un tampén saturado de pH 4,0 (150 ml) y se extrajo en EtOAc (4 x
200 ml). Las fases organicas combinadas se secaron (MgSQ,), se concentraron y se purificaron sobre una columna
Biotage 40M (eluyendo con MeOH del 0 % al 15 % en CH,CI,) para proporcionar 574 mg (76 %) de BOCNH-
P3(2(R/S)-terc-butoxicarbonilamino-8-acido noneico)-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-oxo)-S-prolina]-P1(1R,2S-
VinilAcca)-CONHSOCiclopropano o Isémero P1 (1R,2S) de éster terc-butilico del &cido {1-[2-(1-
ciclopropanosulfonilaminocarbonil-2-vinil-ciclopropilcarbamoil)-4-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)-pirrolidin-1-carbonil]-oct-7-
enil}carbamico. CL-EM m/e 754 (tiempo de retencion: 1,64, procedimiento ).

mezcla R/S

C

%,
Nas

Catalizador de Grubb l

1,2-DCE, A

Compuesto 11, Ejemplo 11 Compuesto 12, Ejemplo 11

Preparacion del Compuesto 11, Ejemplo 11, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,13S,18R)-7-cis-[4-
ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo-
[14.3.0.0%°Inonadec-7-en-14-illcarbadmico y Compuesto 12, Ejemplo 11, éster terc-butilico del acido
(1S,4R,6S,13R,18R)-7-cis-[4-ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo[14.3.0.0*°]-nonadec-7-en-14-illcarbamico.

Etapa 11J) A una solucion de BOCNH-P3(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-8-nonenoil)-P2[(4R)-(7-metoxiquinolin-4-
0x0)-S-prolina]-P1(1R,2S-VinilAcca)-CONHSO.Ciclopropano o Isémero P1 (1R,2S) de éster terc-butilico del acido
{1-[2-(1-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-2-vinilciclopropil-carbamoil)-9-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)-pirrolidin-1-

carbonil]-oct-7-enil}carbamico de la Etapa 111 (537 mg, 0,712 mmol) en 0,7 | de 1,2-DCE desgasificado con Argén,
se le afiadieron 60 mg catalizador de Grubb, la mezcla se desgasificd en una atmdsfera de Ar y se calenté a reflujo
durante 4 h. La mezcla de reaccion se enfrid a ta, la mezcla se desgasificé una vez mas, se afiadieron porciones de
60 mg adicionales de catalizador de Grubb y la mezcla se calento a reflujo durante 4 h. La mezcla de reaccion se
enfrio a ta, la mezcla se desgasificd una vez mas y se afiadioé una porcion final de 60 mg de catalizador de Grubb y
la mezcla se calenté a reflujo durante 2 h. La mezcla se enfrio a ta, se agitdé durante 9 h mas y la solucion de color
pardo oscuro resultante se concentré al vacio y se purifico usando tres placas de PTLC Analtech 1000 p (20 x 40
cm), eluido secuencialmente con MeOH del 0 % al 3 % en CH,Cl, para proporcionar 80 mg del producto en bruto.
Este material se purific adicionalmente usando cuatro placas de PTLC E-Merck de 500 p para proporcionar 10 mg
de Compuesto 11, Ejemplo 11, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,13S, 18R) 7 -Cis-[4-ciclopropanosulfonil-
aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0. o* ] nonadec-7-en-14-

illcarbamico y Epimero P3 del Compuesto 12, Ejemplo 11, éster terc-butilico del acido (1S, 4R, 6S, 13R,18R)-7-cis-
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[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo-
[14.3.0.0°Jnonadec-7-en-14-il|carbamico. Datos para el Compuesto 11: RMN 'H (CDsOD) & 0,87-1,10 (m, 4H), 1,15-
2,01 (m, 11H), 1,21 (s, 9H), 2,19-2,29 (m, 1H), 2,45-2,73 (m, 3H), 2,83-2,92 (m, 1H), 3,93 (s, 3H), 4,11-4,17 (m, 1H),
4,20-4,29 (m, 1H), 4,60-4,69 (m, 2H), 5,21-5,27 (m, 1H), 5,47 (m, 1H), 5,54-5,63 (m, 1H), 6,96 (d, J = 5,5 Hz, 1H),
7,10 (dd, 3 = 9,5, 2,5 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 8,17 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 8,61(d, J = 5,5 Hz, 1H). CL-EM m/e
726 (tiempo de retencion: 1,57, procedimiento A). Datos para el Compuesto 12: RMN H (CDs0D) 6 0,79-0,99 (m,
2H), 1,00-1,65 (m, 9H), 1,15 (s, 9H), 1,80-2,05 (m, 4H), 2,32-2,57 (m, 2H), 2,59-2,83 (m, 2H), 2,84-2,92 (m, 1H), 3,92
(s, 3H), 4,03-4,16 .(m, 1H), 4,27-4,31 (m, 1H), 4,53-4,78 (m, 2H), 5,42 (m, 3H), 6,91 (d, J = 5 Hz, 1H), 7,11 (dd, J =
9,2, 2,2 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 8,11 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,60(d, J = 5 Hz, 1H). CL-EM m/e 726 (tiempo de
retencion: 1,49, procedimiento A).

Ejemplos 12,13

Preparaciéon de los Compuestos - 13y 14

Compuesto 13, Ejémplo 12 -R es Boc
Compuesto 14, Ejemplo 13 -Res H

%y?. ‘;j " ig—q | H;Ml:z(:m, mE}?' Q‘Pf&\:’: o g-"_q

Procedimiento A

Compuesto 7, Ejemplo 7 Compuesto 13, Ejemplo 12

Compuesto 13, Ejemplo 12

Preparacién de éster terc-butilico del acido (1S,4R,6R,13S,17R)-[4-ciclopropano-sulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-
2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.0*®]-octadec-13-il]-carbamico, Compuesto 13, Ejemplo 12.

Procedimiento A. Una solucion de 30 mg (0,038 mmol) de éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-[4-
ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-

diazatriciclo[13.3.0.0"Joctadec-7-en-13-illcarbamico, Compuesto 7, Ejemplo 7, se disolvié en 15 ml de MeOH y
después se retirg al vacio y se desgasificd repetidamente en una atmdsfera de Ar. A esta solucion se le afiadieron
15 mg de Pd(OH); al 20 %/C, la mezcla se retird tres veces y se puso en 1 atmoésfera de gas H; y finalmente se dejo
en agitacion en 1 atmésfera de H, durante 45 minutos. Después, los contenidos de la reaccion se retiraron y se
pusieron en una atmésfera de argén, se filtraron sobre celite y el residuo en bruto resultante se purificé sobre HPLC
preparativa (columna: Xterra C18 S5 30 x 75 mm, gradiente de 35 % al 80 % de Disolvente B/A durante 28 min,
tiempo de retenciéon 3 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, el Disolvente
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B es MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 40 ml/min). El Compuesto 13, Ejemplo 12 se eluy6
en primer lugar (8,8 mg, 29,3 %), seguido de 15 mg de fracciones mixtas que contenian el Compuesto 13 y un
producto indefinido: RMN H (metanol-ds) 6 0,84-2,08 (m, 26H), 2,51-2,69 (m, 1H), 2,74-2,78 (m, 1H), 2,91-3,01 (m,
1H), 3,96 (s, 3H), 4,04-4,09 (m, 1H), 4,17 (d, J = 11 Hz, 1H), 4,72 (t, J = 8 Hz, 1H), 4,97 (d, J = 12 Hz, 1H), 5,64 m,
1H), 7,13 (dd, 9, 1,6 Hz, 1H), 7,32 (s, 1H), 7,40 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 7,53-7,62 (m, 3H), 8,02-8,05 (m, 2H), 8,15 (d, J =
9 Hz, 1H). CL-EM m/e 790 (tiempo de retencion: 2,55, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente
aumentado de 2 a 3 min).

0 o
S
después AcOH

ii) 0 12j) CDI; DBU y
ciclopropilsulfonamida

o
"g\ iii) o 13k) HCI 4 N/dioxanos
" Procedimiento B-Etapa I-1ll o 1,12j, 13k

Compuesto 13, Ejemplo 12 - R es Boc
Compuesto 14, Ejemplo 13 -Res H

Etapa i del Procedimiento B) A una solucién de 400 mg (0,584 mmol) de acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-
butoxicarboniIamino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-diox0-3,15—diazatriciclo[lS.3.0.04'6]octa-dec-7-en-4-
carboxilico y 1,90 g (11,7 mmol) de diazodicarboxilato potasico en 20 ml de MeOH, se le afiadi6 gota a gota
lentamente una solucién de 1,34 ml (22,4 mmol) de AcOH glacial en 19 ml de MeOH mediante una bomba de jeringa
durante 5 h, seguido de agitacion durante 6 h mas. A esta mezcla se le afiadié 380 mg mas de diazodicarboxilato
potasico (preparado como en Org. React. 1991, 40, p. 91), seguido de 400 pl de AcOH glacial en 4 ml de MeOH
mediante una bomba de jeringa durante 70 min. La mezcla se agit6 durante una noche, se diluyé con 200 ml de
Et,0, se filtr6 y se concentrd al vacio. El residuo se sometié a cromatografia sobre 20 g de SiO; (eluyendo con
MeOH al 5 %/CH,Cl,), proporcionando 450 mg de producto en bruto que se disolvié en 12 ml de MeOH y se inyecto
seis veces (inyecciones 6 x 2 ml) en una columna de HPLC preparativa: Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del
30 % al 85 % de Disolvente B/A durante 25 min, tiempo de retencion 5 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10
%/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %. El disolvente B es MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA 0,1 % y el caudal es 40
ml/min). El pH de las fracciones combinadas se ajusté a neutro usando una solucién acuosa 6 N de NaOH y el
MeOH se elimind al vacio. La solucién se ajusté a pH 4 usando una solucién acuosa 3 N de HCIl y se extrajo
repetidamente con EtOAC. Los extractos combinados se secaron (MgSO,) y se concentraron, proporcionando 360
mg (90 %) de &cido (1S,4R,6R,13S,17R)-13-terc-butoxicarbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,14-di-
oxo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.0*®|octadecano-4-carboxilico: RMN *H (metanol-ds) § 1,10 (s, 9 H), 1,34 (m, 12 H), 1,68
(m, 1 H), 1,84 (m, 1 H), 2,05 (s, 1 H), 2,58 (m, 1 H), 2,71 (m, 1 H) 3,94 (s, 3 H), 4,05 (dd, J =114, 2,9 Hz, 1 H), 4,16
(dd, J=11,8,2,9 Hz, 1 H), 4,67 (t, J = 8,1 Hz, 1 H), 4,90 (m, 1 H), 5,61 (s, 1 H), 7,10 (dd, J =9, 2 Hz, 1 H), 7,29 (s, 1
H), 7,38 (d, J =2 Hz, 1 H), 7,55 (m, 3 H), 8,03 (d, J = 6,7 Hz, 2 H), 8,13 (d, J = 9 Hz, 1 H). CL-EM m/e 687 (tiempo de
retencion: 2,84, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente aumentado de 2 a 4 min). CL-EM m/e 687
(tiempo de retencion: 2,84, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente aumentado de 2 a 4 min).
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Etapa ii/12j-Procedimiento B, Preparacion del Compuesto 13, Ejemplo 12, Preparacion de éster terc-butilico del
acido (1S,4R,6R,13S,17R)-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-
3.,15-diazatriciclo[13.3.0.04,6]octadec-13-il]-carbamico, Compuesto 13, Ejemplo 12.

Compuesto 13, Ejemplo 12

Procedimiento B-Etapa ii/Etapa 12j) Siguiendo las condiciones de procedimiento y purificacion de la Etapa 1j, con
la excepcion de que se us6 HPLC preparativa/tratamiento de extraccion en lugar de cromatografia de fase normal,
se convirtieron 260 mg (0,38 mmol) de &cido (1S,4R,6R,13S,17R)-13-terc-butoxicarbonil-amino-17-(7-metoxi-2-fenil-
quinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.04,6]octa-decano-4-carboxilico en 192 mg (64 %) éster terc-
butilico del acido (1S,4R,6R,13S,17R)-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-
dioxo-3,15-diazatricicl0[13.3.O.04’6]octadec-13-iI]carbémico, el Compuesto 13, Ejemplo 12, espectroscopicamente
idéntico al preparado en el Procedimiento A. HPLC Preparativa representativa/Condiciones de tratamiento de
extraccion: Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 35 % al 100 % de Disolvente B/A durante 25 min, tiempo de
retencidon 5 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, el Disolvente B es
MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 40 ml/min). El pH de las fracciones combinadas se
ajustd a neutro usando una solucién acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se eliminé al vacio. La solucion se ajust6 a pH
4 usando una solucién acuosa 3 N de HCI y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los extractos combinados se
secaron (MgSQ.) y se concentraron, proporcionando la cantidad mencionada anteriormente del Compuesto 13.

Procedimiento B-Etapa iii/Etapa 13k: Preparacion del Compuesto 14, Ejemplo 13, [13-amino-17-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.0*®]-octadecano-4-carbonillamida del acido
(1S.,4R,6R,13S,17R)-ciclopropanosulfénico diclorhidrato

\ 2 HCI

Compuesto 14, Ejemplo 13
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Procedimiento B-Etapa iii/Etapa 13k) Una solucion de 2,5 ml (10 mmol) de HCI 4 N/dioxano se afiadié a 161 mg
(0,204 mmol) de éster terc-butilico del acido (1S,4R,6R,13S)-[4-ciclopropanosulfonilamino-carbonil-17-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-di-oxo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.0" Joctadec-13-ilJcarbamico, la mezcla se agité durante 3 h,
se concentré y se sec6 (40 °C; 2,66 KPa (20 torr); 24 h), proporcionando 156 mg (~100 %) del Compuesto 14,
Ejemplo 13, [13-amino-17-(7-metoxi-2-fenilquinoIin-4-i|oxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatricic|o[13.3.0.04’6]octa-decano-4-
carbonillamida &cido (1S,4R,6R,13S,17R)-ciclopropanosulfénico diclorhidrato en forma de un sélido de color blanco:
RMN 'H (500 MHz, CDsOD) & 1,03-1,26 (m, 3 H), 1,26-1,75 (m, 14 H), 1,84 (s, 1 H), 2,02 (m, 1 H), 2,75 (m, 1 H),
2,85 (m, 1 H), 2,96 (m, 1 H), 4,05 (s, 3 H), 4,23 (m, 1 H), 4,31 (s, 1 H), 4,46 (d, J = 11,29 Hz, 1 H), 5,95 (s, 1 H), 7,44
(d,J=8,85Hz,1H), 7,57 (s,1H),7,61(s,1H), 7,75 (dd, J =8,55, 7,32 Hz, 3 H), 8,13 (d, J = 6,71 Hz, 1 H), 8,38 (d,
J =9,16 Hz, 1 H). CL-EM m/e 690 (tiempo de retencién: 2,10, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente
aumentado de 2 a 4 min).

Ejemplos 14, 15

Preparaciéon de los Compuestos 15y 16

Compuesto 15, Ejemplo 14 - R es Boc
Compuesto 16, Ejemplo 15 - R es H (Sal HCI Bis)

L

"] después AcOH

i) 0 14j) CDI; DBU y
N ciclopropilsulfonamida
iii) o 15k) HCI 4 N/dioxano Re
)

H Procedimiento B-Etapai-lll o i,

Compuesto 15, Ejemplo 14 -R es Boc
Compuesto 16, Ejemplo15-Res H

Etapa i o Procedimiento B) A una solucién de 470 mg (0,67 mmol) de &cido (1S,4R,6S,14S,18R)-8-cis-14-terc-
butoxicarboniIamino-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.04'6]nona-dec-7-en-4-

carboxilico y 1,90 g (11,7 mmol) de diazodicarboxilato potasico (preparado como en Org. React. 1991, 40, p. 91) en
20 ml de MeOH, se le afiadi6é gota a gota lentamente una solucién de 1,34 ml (22,4 mmol) de AcOH glacial en 20 ml
de MeOH mediante una bomba de jeringa durante 6,5 h. Este procedimiento se repitié dos veces, pero usando un
intervalo de tiempo de 12 h en lugar de 6,5 h, tiempo durante el cual la reaccion se detuvo a aproximadamente el 90
% de su finalizacion. La mezcla se concentrd al vacio y después se sometié a cromatografia sobre 20 g de SiO;
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(eluyendo con MeOH al 5 %/CH,Cly). El residuo resultante se disolvié en 18 ml de MeOH y se inyecté nueve veces
(inyecciones de 9 x 2 ml) en una columna de HPLC preparativa: Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 30 % al
75 % de Disolvente B/A durante 30 min, tiempo de retencién 5 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 % /90
% H,0 con TFA al 0,1 %, el Disolvente B Es MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 40 ml/min).
El pH de las fracciones combinadas se ajusté a neutro usando una solucién acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se
elimin6 al vacio. La solucion se ajusté a pH 4 una solucion acuosa 3 N de y se extrajo repetidamente con EtOAC.
Los extractos combinados se secaron (MgSO.) y se concentraron, proporcionando 278 mg (59 %) de acido
(1S,4R,6R,14S,18R)-14-terc-butoxicarbonilamino-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo[14.3.0.0"®|nonadecano-4-carboxilico: RMN *H (500 MHz, metanol-ds) . & 1,23 (s, 9 H), 1,12-1,49 (m, 11
H), 1,50-1,67 (m, 4 H), 1,71-1,86 (m, 2 H), 2,54-2,60 (m, 1 H), 2,65-2,72 (m, 1 H), 3,94 (s, 3 H), 4,05 (dd, J = 11,29,
3,36 Hz, 1 H), 4,28-4,33 (m, 1 H), 4,65 (d, J = 11,29 Hz, 1 H), 4,70 (t, J = 8,09 Hz, 1 H), 5,55-5,61 (m, 1 H), 7,07-7,15
(m, 1 H), 7,28 (s, 1 H), 7,38 (d, J = 1,83 Hz, 1 H), 7,50-7,59 (m, 3 H), 8,04 (d, J = 7,02 Hz, 2 H), 8,15 (d, J = 9,16 Hz,
1 H). CL-EM m/e 701 (tiempo de retencion: 3,01, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente aumentado
de 2 a 4 min).

Etapa ii/14j-Procedimiento B, Preparacién del Compuesto 15, Ejemplo 14, Preparacién de éster terc-butilico del

acido (1S,4R,6R,14S,18R)-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-diox0-3,16-

diazatriciclo-[14.3.0.0*°Jnonadec-14-illcarbamico.

?
s—]
(o)
(0]
7\
\N O
(o]
CHg

Compuesto 15, Ejemplo 14

Procedimiento B-Etapa ii/Etapa 14j) Siguiendo las condiciones de purificacion y de procedimiento analogas a las
Etapas 1j y 12j, respectivamente, se convirtieron 100 mg (0,143 mmol) de acido (1S,4R,6R,14S,18R)-14-terc-
butoxicarboniIamino-18-(7-metoxi-2-feniI-quinoIin-4-ioni)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.04'6]n0nadecano-4-
carboxilico en 108 mg (93 %) de éster terc-butilico del &cido (1S,4R,6R,14S)-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-
18-(7-metoxi-2-feniI-quinoIin-4-ioni)-2,15-dioxo-3,16-diazatricic|o-[14.3.0.04’6]nonadec-14-i|]carbé1mico, Compuesto
15, Ejemplo 14: RMN 'H (500 MHz, metanol-ds) 51,20 (m, 9 H) 0,83-1,83 (m, 21 H), 2,48 (s, 1 H), 2,73 (s, 1 H), 2,95
(s, 1 H), 3,94 (s, 3H), 4,04 (m, 1 H), 4,24 (m, 1 H), 4,67 (m, 2 H), 5,60 (s, 1 H), 7,12 (m, J =8,85Hz, 1 H), 7,30 (s, 1
H), 7,38 (s, 1 H), 7,57 (m, J = 6,10 Hz, 3 H), 8,03 (m, J = 5,80 Hz, 2 H), 8,16 (d, J = 8,85 Hz, 1 H). CL-EM m/e 804
(tiempo de retencion: 1,73, procedimiento D.
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Procedimiento B-Etapa iii/Etapa 15k: Preparacion del Compuesto 16, Ejemplo 15, [14-amino-18-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0* °]-nonadecano-4-carbonillamida del 4cido
(1S.,4R,6R,14S,18R)-ciclopropanosulfonico diclorhidrato

Q 2 HCl

CH3

Compuesto 16, Ejemplo 15

Procedimiento B-Etapa iii/Etapa 15k) Una solucion de 2,5 ml (10 mmol) de HCI 4 N/dioxano se afiadié a 101 mg
(0,126 mmol) de éster terc-butilico del éacido (1S,4R,6R,14S,18R)-[4-ciclopropanosulfonil-amino-carbonil-18-(7-
metoxi-2-feniIquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.O.04’6]nona-dec-14-il]carbé1mico (Compuesto 15 del
Ejemplo 14), la mezcla se agité durante 3 h, se concentrd y se seco (40 °C; 2,66 KPa (20 torr); 24 h), proporcionando
98 mg (~100 %) del Compuesto 16, Ejemplo 15, [14-amino-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo[l4.3.O.04'6]nonadecano-4-carbonil]amida del acido (1S,4R,6R,14S,18R)-ciclopropanosulfonico
diclorhidrato en forma de un sélido de color blanco: RMN *H (500 MHz, CD30D) 6 1,05-1,77 (m, 19 H), 1,88 (m, 2 H),
2,60 (m, 1 H), 2,90 (m, 1 H), 2,96 (m, 1 H), 4,05 (s, 3 H), 4,21 (m, 1 H), 4,41 (m, 1 H), 4,46 (s, 1 H), 5,93 (s, 1 H),
7,44 (d, J =8,55Hz, 1 H), 7,58 (s, 1 H), 7,62 (s, 1 H), 7,74 (m, 3 H), 8,10 (m, J = 7,02 Hz, 2 H), 8,33 (d, J = 9,16 Hz,
1 H). CL-EM m/e 704 (tiempo de retencion: 2,24, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente aumentado
de 2 a 4 min).

Etapa 16j: Preparacién del Compuesto 17, Ejemplo 16 éster terc-butilico &acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-Cis-[4-
ciclobutanosulfonilamino-carbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-diox0-3,15-
diazatriciclo,[13.3.0.0%®|octadec-7-en-13-illcarbamico

S

CH,
Compuesto 17, Ejemplo 16

Etapa 16j) Siguiendo las condiciones de procedimiento andlogas de las Etapas 1j, con la excepcion de que se
sustituyd  ciclobutilsulfonamida por ciclopropilsulfonamida, asi como wusando la siguiente HPLC
preparativa/Purificacién por Tratamiento de Extraccion: Columna de HPLC Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente
del 35 % al 85 % de Disolvente B/A durante 23 min, tiempo de retencién 4 min; en el que el Disolvente A es MeOH al
10 %/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 30
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ml/min. El pH de las fracciones combinadas se ajustd a neutro usando una solucién acuosa 6 N de NaOH y el MeOH
se eliminé al vacio. La solucion se ajusté a pH 4 con una solucién acuosa 3 N de HCl y se extrajo repetidamente con
EtOAC. Los extractos combinados se secaron (MgSQO.) y se concentraron para dar la conversién resultante: 52 mg
(0,076 mmol) de &acido (1S, 4R,6S,13S,17R)-7-cis-13-terc-butoxicarbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-
2,14-dioxo-3,15-diaza—tricic|o[13.3.0.04’6]octa-dec-7-en-4-carboxilico se convirtieron en 12 mg (20 %) de éster terc-
butilico del acido (1S,4R,6S,13S,17R)-7-cis-[4-ciclobutanosulfonilamino-carbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-
2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.0**Joctadec-7-en-13-illcarbamico: RMN *H (500 MHz, CDsOD) & 1,18 (s, 9 H),
1,23-1,56 (m, 11 H), 1,76 (m, 1 H), 1,98-2,13 (m, 3 H), 2,15-2,34 (m, 2 H), 2,48 (m, 1 H), 2,62 (m, 1 H), 2,74 (m, 1 H),
3,98 (m, 3 H), 4,29 (m, 3 H), 4,66 (m, 1 H), 5,41 (m, 1 H), 5,64 (m, 2 H), 7,12 (d, J = 8,85 Hz, 1 H), 7,29 (s, 1 H), 7,42
(m, 1 H), 7,56 (m, 3 H), 8,10 (m, 3 H). CL-EM (Procedimiento D-tiempo de retencion: 1,61), EM m/z 802 (M*+1).

Etapa 17j-Preparacion del Compuesto 18, Ejemplo 17, Preparacién de éster terc-butilico del acido

(1S,4R,6R,13S,17R)-[4-ciclobutanosulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-

diazatriciclo[13.3.0.0**Joctadec-13-illcarbamico.

CH; O
CH3 -)\o)\r.q
CH3 H

‘CH3
Compuesto 18, Ejemplo 17

Etapa 17j) Siguiendo las condiciones de procedimiento y purificacion de la Etapa 1j, con la excepcién de que se uso
HPLC preparativa/tratamiento de extraccion en lugar de cromatografia de fase normal, se convirtieron 56 mg (0,082
mmol) de &cido (1S,4R,6R,13S,17R)-13-terc-butoxicarbonilamino-17-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-
3,15-diazatriciclo[13.3.0.04,6]octadecano-4-carboxilico en 12 mg (20 %) de éster terc-butilico del &acido
(1S,4R,6R,138,17R)-£4-ciclobutanosuIfoniIaminocarboniI-17-(7-metoxi-2-feninuinoIin-4-ioni)-2,l4-dioxo-3,15-
diazatriciclo-[13.3.0.0 ’G]OCtadec-13-iI]carbémico, Compuesto 18, Ejemplo 17, HPLC Preparativa
Representativa/Condiciones de Tratamiento de Extraccion: Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 35 % al 85 %
de Disolvente B/A durante 25 min, tiempo de retencion 5 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90
% con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 40 ml/min). El pH
de las fracciones combinadas se ajustd a neutro usando una solucion acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se eliminé al
vacio. La solucion se ajust6é a pH 4 con una solucion acuosa 3 N de HCI y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los
extractos combinados se secaron (MgSO.) y se concentraron, proporcionando la cantidad mencionada
anteriormente del Compuesto 18: RMN N (500 MHz, CD30D) 6 1,07 (s, 9 H), 1,22-1,62 (m, 15 H), 1,63-1,78 (m, 2
H), 2,04 (m, 1 H), 2,52 (m, 4 H), 2,87 (m, 1 H), 4,04 (s, 3 H), 4,14 (m, 2 H), 4,36 (m, 1 H), 4,78 (m, 1 H), 5,07 (m, 1
H), 5,82 (s, 1 H), 7,32 (d, J = 9,16 Hz, 1 H), 7,51 (s, 1 H), 7,56 (d, J = 8,55 Hz, 1 H), 7,72 (m, 3 H), 8,08 (m, 2 H), 8,32
(m, 1 H). CL-EM (Procedimiento D-tiempo de retencion: 1,68), EM m/z 804 (M"+1).
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Etapa 18j-Preparacion del Compuesto 19, Ejemplo 18, Preparacién de éster terc-butilico del &cido

(1S,4R,6R,14S,18R)-[4-ciclobutanosulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-

diazatriciclo-[14.3.0.0"®Jnona-dec-14-illcarbamico.

(o) H
)\\N 3\ X o
AN YN
(o) H O 8
§)
7\
\N O
o)
\
CHj

Compuesto 19, Ejemplo 18

Etapa 18j) Siguiendo las condiciones de purificacion y de procedimiento analogas de las Etapas 1j y 17j,
respectivamente, se convirtieron 50 mg (0,071 mmol) de acido (1S, 4R,6R,14S,18R)-14-terc-butoxicarbonilamino-18-
(7-metoxi-2-feni|-quinoIin-4-ioni)-2,15-dioxo-3,16-diazatricic|o[14.3.O.04'6]nonadecano-4-carboxilico en 22 mg (38 %)
de éster terc-butilico del acido (1S,4R,6R,14S,18R)-[4-cic|obutanosulf0nilaminocarboniI-18-(7-met0xi-2-fenil-quinolin-
4-i|oxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.O.04'6]nonadec-l4-i|]carbémico, Compuesto 19, Ejemplo 18: RMN “H (500
MHz, Disolvente metanol-ds) 6 1,21 (s, 9 H), 1,14-1,88 (m, 20 H), 2,35 (m, 2 H), 2,53 (m, 3 H), 2,83 (dd, J = 13,4, 6,4
Hz, 1 H), 4,01 (s, 3 H), 4,12 (d, J = 11,3 Hz, 1 H), 4,27 (m, 1 H), 4,36 (m, 1 H), 4,70 (m, 1 H), 5,73 (m, 1 H), 7,21 (d, J
=9,2 Hz, 1 H), 7,41 (m,1H), 7,46 (m,1H),7,64 (m,3H), 8,08 (m,2H), 8,25(d, J = 9,2 Hz, 1 H). CL-EM m/e818 (tiempo
de retencion: 1,75, Procedimiento D.

TR,

—_—
Etapa 191
O
7 3
SaV
(o]
\CHg 2HCI

Compuesto 10, Ejemplo 10 . Compuesto 20, Ejemplo 19

Etapa 191: Preparacion del Compuesto 20, Ejemplo 19 Preparacién de [14-(3-terc-butilureido)-18-(7-metoxi-2-fenil-
quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0* °Inonadec-7-en-4-carbonillamida del acido
(1S.4R,6S,14S,18R)-7-cis-ciclopropanosulfénico

Etapa 191) A una suspension de 59 mg (0,0762 mmol) del compuesto 10 y 53,4 ml (0,381 mmol) de EtsN en 2 ml de
CHCl,, se le afiadieron 24 pl (0,208 mmol) de isocianato terc-butilo (Aldrich). La mezcla se agit6 durante 18 h, se
concentrd al vacio y se disolvio por completo en 2 ml de MeOH. Esta solucion se inyecté en una HPLC preparativa
usando las siguientes condiciones: Columna Xterra C18 30 x100 mm S5, gradiente del 37 % al 85 % de Disolvente
B/A durante 30 min, tiempo de retencion 5 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al
0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0O al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 35 mil/min). El pH de las
fracciones combinadas se ajustd a neutro usando una solucién acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se eliminé al vacio.
La solucién se ajusté a pH 4 una solucién acuosa 3 N de HCI y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los extractos
combinados se secaron (MgSQ,) y se concentraron, proporcionando 30 mg (49 %) del Compuesto 20, Ejemplo 19:
RMN 'H (500 MHz, metanol-ds) 51,03 (s, 9 H) 1,11 (m, 3 H) 1,30 (m, 5 H) 1,49 (m, 5 H) 1,65 (m, 1 H) 1,78 (m, 2 H)
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1,91 (m, 1 H) 2,41 (m, 1 H) 2,69 (dd, J = 14,04, 4,58 Hz, 2 H) 2,85 (m, 1 H) 2,94 (m, 1 H) 4,07 (s, 3 H) 4,13 (dd, J =
12,2, 3,4 Hz, 1 H) 4,25 (d, J = 10,4 Hz, 1 H) 4,75 (m, 1 H) 4,98 (d, J = 12,2 Hz, 1 H) 5,11 (m, 1 H) 5,74 (m, 1 H) 5,91
(s,1H)7,40(dd,J=9,3,24Hz,1H)755(m,1H)7,67(s,1H)7,77(m,3H)8,10(d,J=7,6Hz, 1H)8,42(d,J=
9,3 Hz, 1 H). CL-EM m/e 801 (tiempo de retencion: 2,88, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente
aumentado de 2 a 4 min).

o

I‘L,;l R ﬁ EtaN
g (o) ! (o) \ﬁ ] o H (o]
H o} Etapa 201 o
O, Q.
>~ Sa®
=N O O =N
o o]
‘CHg 2 HCI \CH;
Compuesto 10, Ejemplo 10 Compuesto 21, Ejemplo 20

Etapa 201: Preparacion del Compuesto 21, Ejemplo 20 Preparacién de 2-fluoroetil éster del acido
(1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenilguinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo-[14.3.0.0*°Jnonadec-7-en-14-illcarbamico

Etapa 201) A una suspension de 59 mg (0,0762 mmol) del compuesto 10 y 53,4 ul (0,381 mmol) de EtsN en 2 ml de
CHCl,, se afiadio 20 pl (0,208 mmol) de cloroformiato de 2-fluoroetilo (Aldrich). La mezcla se agit6 durante 18 h, se
concentrd al vacio y se disolvio por completo en 2 ml de MeOH. Esta solucion se inyecté en una HPLC preparativa
usando las siguientes condiciones: Columna Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 30 % al 80 % de Disolvente
B/A durante 30 min, tiempo de retencién 2 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al
0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0O al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 35 mil/min). El pH de las
fracciones combinadas se ajustd a neutro usando una solucién acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se eliminé al vacio.
La solucion se ajustd a pH 4 con una solucién acuosa 3 N de HCIl y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los
extractos combinados se secaron (MgSQ4) y se concentraron, proporcionando 38 mg (64 %) del Compuesto 21,
Ejemplo 20: RMN H (500 MHz, metanol-d4) 8 1,05 (m, 3 H) 1,25-1,89 (m, 8 H) 1,62 (dd, J = 9,5, 5,49 Hz, 1 H) 1,74
(dd, 3 =8,1,5,34 Hz, 1 H) 1,84 (m, 2 H) 2,3,9 (m, 1 H) 2,66 (m, 2 H) 2,83 (m, 1 H) 2,91 (m, 1 H) 3,87 (m, 2 H) 4,06
(s,3H)4,09 (m, 1H)4,22 (m,1H)4,30(m,1H)4,40(m, 1H)4,71(m,1H)5,08 (m,1H)570(m,1H)591(s, 1H)
7,41 (m, 1 H) 7,53 (s, 1H)765(s,1H) 7,73 (m,3H)8,07(d,J=7,6Hz, 2H)8,39(d, J=9,2Hz, 1 H). CL-EM m/e
792 (tiempo de retencion: 2,66, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente aumentado de 2 a 4 min).

o
] ElsN >(\°
<

o Etapa 211
0,
7\
S
o‘CH;,
Compuesto 16, Ejemplo 15 Compuesto 22, Ejemplo 21

Etapa 211: Preparacion del Compuesto 22, Ejemplo 21 Preparacién de 2,2-dimetilpropil éster del acido
(1S,4R,6R,14S,18R)-[4-ciclopropano-sulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo[14.3.0.0**]-nonadec-14-illcarbamico

Etapa 211) A una suspension de 45 mg (0,058 mmol) del compuesto 16 y 42 ul (0,29 mmol) de EtsN en 2 ml de
CH2Cl, se le afiadieron 26 ul (0,174 mmol) de cloroformiato de neopentilo (Aldrich). La mezcla se agit6 durante 18 h,
se concentr6 al vacio y se disolvié por completo en 2 ml de MeOH. Esta solucién se inyectdé en una HPLC
preparativa usando las siguientes condiciones: Columna Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 30 % al 80 % de
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Disolvente B/A durante 29 min, tiempo de retencion 2 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 %
con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 35 ml/min). El pH de
las fracciones combinadas se ajusté a neutro usando una solucion acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se elimind al
vacio. La solucion se ajust6é a pH 4 con una solucion acuosa 3 N de HCI y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los
extractos combinados se secaron (MgSQO,) y se concentraron, proporcionando 35 mg (74 %) de Compuesto 22,
Ejemplo 21: RMN H (500 MHz, metanol-ds) & 0,81 (s, 9 H), 1,10-1,25 (m, 4 H), 1,27-1,79 (m, 16 H), 1,86 (m, 1 H)
2,60 (m, 1 H) 2,90 (m, 1 H), 3,01 (m, 1 H), 3,18 (d, J = 10,1 Hz, 1 H), 3,35 (m, 1 H), 4,07 (m, 3 H), 4,13 (m, 1 H), 4,26
(m, 1 H), 4,76 (m, 1 H), 4,90 (m, 1 H), 5,93 (m, 1 H), 7,43 (m, 1 H), 7,55 (m, 1 H), 7,68 (m, 1 H), 7,79 (m, 3 H), 8,12
(m, 2 H), 8,39 (d, J = 9,2 Hz, 1 H). CL-EM m/e 818 (tiempo de retencion: 3,21, procedimiento D, a excepcion del
tiempo de gradiente aumentado de 2 a 4 min).

Procedimiento General Para la Preparacion de cloroformiatos

o
fosgeno,
o piridina Fo)
OH — o Cl
0°Cata
THF

Este procedimiento se us6 para la preparacién de cloroformiatos no disponibles en el mercado. A una solucion de
5,96 g (67,6 mmol) de reactivos disponibles en el mercado, (S)-3-hidroxitetrahidrofurano y piridina (5,8 ml; 72 mmol)
en THF (150 ml) enfriada a 0 °C se le afiadi6é una solucién 1,93 M de fosgeno en tolueno (48 ml, 92,6 mmol durante
10 min en una atmdsfera de argdn. La solucion resultante se dejo calentar a ta durante 2 h, el solido resultante se
filtrd y las aguas madre se concentraron cuidadosamente al vacio a temperatura ambiente hasta que se obtuvo la
masa teodrica. El residuo resultante se disolvi6 en 100 ml de THF para preparar una solucion madre 0,68 M de
cloroformiato de 3(S)-oxo-tetrahidrofurano que pudo almacenarse en el congelados hasta su uso. De manera
analoga, otros alcoholes disponibles en el mercado pueden convertirse en soluciones madre 0,68 M de los
cloroformiatos correspondientes.

clJ’*o’C"o O\oi

EtaN
Etapa 221
O,
7\

Q =N O
o]

\CH;; 2 HCI
Compuesto 16, Ejemplo 15 Compuesto 23, Ejemplo 22

Etapa 221: Preparacién del Compuesto 23, Ejemplo 22, Preparacion de tetrahidro[4H]piran-4-il éster del acido
(1S.4R,6R,14S,18R)-[4-ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-3,16-
diazatriciclo[14.3.0.0*"Inonadec-14-illcarbamico

Etapa 221) A una suspension de 45 mg (0,058 mmol) del compuesto 16 y 42 pul (0,29 mmol) de EtsN en 2 ml de
CHCly, se le afiadieron 217 ul (0,174 mmol) de cloroformiato de tetrahidro[4H]piran-4-ilo ~0,8 M (preparado a partir
de tetrahidro[4H]piran-4-ol de calidad Aldrich usando el mismo procedimiento que en la preparacion de cloroformiato
de 3(S)-oxo-tetrahidrofurano) en CH.Cl,. La mezcla se agit6 durante 18 h, se concentrd al vacio y se disolvié por
completo en 2 ml de MeOH. Esta solucion se inyectd en una HPLC preparativa usando las siguientes condiciones:
Columna Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 30 % al 80 % de Disolvente B/A durante 29 min, tiempo de
retencién 2 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH
al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 35 ml/min). El pH de las fracciones combinadas se ajust6 a
neutro usando una solucién acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se eliminé al vacio. La solucion se ajusté a pH 4 con
una solucion acuosa 3 N de HCIl y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los extractos combinados se secaron
(MgS0,), se concentraron y se sometieron de nuevo a cromatografia sobre una columna Biotage 12M geluyendo con
MeOH del 0 al 8 %/CH,CI,), proporcionando 14,2 mg (30 %) del Compuesto 23, Ejemplo 22: RMN "H (500 MHz,
CDCl3) & 1,24 (m, 25 H), 2,48 (m, 1 H) 2,64 (m, 1 H), 2,93 (m, 1 H), 3,44 (m, 2 H), 3,83 (m, 2 H), 3,93 (s, 3 H), 4,05
(m, 1 H), 4,39 (d, J =11,3 Hz, 1 H), 4,45 (t, J = 6,9 Hz, 1 H), 4,65 (m, 2 H), 5,36 (m, 2 H,) 6,95 (s, 1 H), 7,02 (dd, J =
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9,0, 2,3 Hz, 1 H), 7,49 (m, 4 H), 7,93 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 7,3 Hz, 2 H), 10,26 (s, 1 H). CL-EM m/e 832
(tiempo de retencién: 2,90, procedimiento D, a excepcién del tiempo de gradiente aumentado de 2 a 4 min).

HATU :
: ! DIPEA ;
——
o Sj W O g Etapa 231 2 Q ho 4§
(o] (]
A\ 73 N\
SN O =N O
o (o]
‘CH; 2 HCI ‘CH3
Compuesto 14, Ejemplo 13 Compuesto 24, Ejemplo 23

Etapa 231: Preparaciéon del Compuesto 24, Ejemplo 23 Preparacién de (1S,4R,6R,14S,17R)-N-[4-
ciclopropanosulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-diazatriciclo[13.3.0.0*%]-
octadec-13-il]-2-ciclopropilacetamida

Etapa 231) A una suspensién de 50 mg (0,065 mmol) del compuesto 14, 14 mg (0,139 mmol) de &cido
ciclopropilacético y 97 ul de DIPEA en 2 ml de CHCl,, se le afiadieron 53 mg (0,139 mmol) de HATU. La mezcla se
agité durante 18 h, se concentr6 al vacio y se disolvio por completo en 2 ml de MeOH. Esta solucién se inyect6 en
una HPLC preparativa usando las siguientes condiciones: Columna Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 30 %
al 80 % de Disolvente B/A durante 30 min, tiempo de retencién 2 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10
%/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 35
ml/min). El pH de las fracciones combinadas se ajustd a neutro usando una solucién acuosa 6 N de NaOH y el
MeOH se eliminé al vacio. La soluciéon se ajust6 a pH 4 con una solucién acuosa 3 N de HCIl y se extrajo
repetidamente con EtOAC. Los extractos combinados se secaron (MgSQO,) y se concentraron, proporcionando 20 mg
(40 %) de Compuesto 24, Ejemplo 23: RMN 'H (500 MHz, metanol-dy) 6 -0,01 (m, 2 H), 0,30 (m, 2 H), 0,66 (m, 1 H),
0,88 (m, 1 H), 1,08 (m, 3 H), 1,24-1,68 (m, 13 H), 1,75 (m, 1 H), 1,91 (m, 3 H), 2,63 (m, 1 H), 2,81 (s, 1 H), 2,98 (m, 1
H), 4,02 (s, 3 H), 4,15 (m, 1 H), 4,41 (m, 1 H), 4,73 (t, J = 8,1 Hz, 1 H), 4,94 (d, J = 11,6 Hz, 1 H), 5,86 (s, 1 H), 7,31
(dd, J=9,2,2,2Hz,1H), 7,50 (d, J=2,2Hz, 1 H), 7,58 (s, 1 H), 7,69 (m, 3 H), 8,08 (m, 2 H), 8,27 (d, J=9,2 Hz, 1
H). CL-EM m/e 772 (tiempo de retencion: 2,77, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente aumentado de
2 a 4 min).

2,0 QL

Et;N
Etapa 241 g H O g
0o
‘tH, 2 HCI
Compuesto 14, Ejemplo 13 Compuesto 25, Ejemplo 24

Etapa 241: Preparacion del Compuesto 25, Ejemplo 24 Preparacién de éster ciclopentilico del acido
(1S,4R,6R,14S,17R)-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-henilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo[13.3.0.0*"Joctadec-13-ilJcarbamico

Etapa 241) A una suspension de 50 mg (0,065 mmol) del compuesto 14 y 47 ul (0,32 mmol) de EtzN en 2 ml de
CH_Cl, se le afadieron 300 pl (0,20 mmol) de cloroformiato ciclopentilo ~0,67 M (preparado a partir de ciclopentanol
de calidad Aldrich usando el mismo procedimiento que en la preparacion de cloroformiato de 3(S)-oxo-
tetrahidrofurano) en CH,Cl,. La mezcla se agité durante 18 h, se concentré al vacio y se disolvié por completo en 2
ml de MeOH. Esta solucidn se inyectd en una HPLC preparativa usando las siguientes condiciones: Columna Xterra
C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 30 % al 80 % de Disolvente B/A durante 30 min, tiempo de retencion 2 min; en el
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gue el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0 al 10 %
con TFA al 0,1 % y el caudal es 35 ml/min). El pH de las fracciones combinadas se ajusté a neutro usando una
solucion acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se elimind al vacio. La solucién se ajusté a pH 4 con una solucién acuosa
3 N de HCl y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los extractos combinados se secaron (MgSO,) y se
concentraron, proporcionando 26 mg (50 %) del Compuesto 25, Ejemplo 24: RMN 'H (500 MHz, metanol-d4) & 1,02-
1,17 (m, 3 H), 1,20-1,67 (m, 22 H), 1,72 (m, 1 H), 1,88 (m, 1 H), 2,63 (m, 1 H), 2,86 (m, 1 H), 2,98 (m, 1 H), 4,03 (s, 3
H), 4,08 (m, 1 H), 4,16 (m, 1 H), 4,28 (m, 1 H), 4,78 (m, 1 H), 5,02 (d, J = 11,0 Hz, 1 H), 5,89 (m, 1 H), 7,38 (m, 1 H),
7,51 (d,J=2,1Hz, 1H), 7,64 (s;1H), 7,73 (m, 3 H), 8,06 (d,J=7,6 Hz, 2 H), 8,34 (d, J =9,5 Hz, 1 H). CL-EM m/e
802 (tiempo de retencion: 3,00, procedimiento D, a excepcion del tiempo de gradiente aumentado de 2 a 4 min).

0, 0,
7\ 7\
=N O =N 0
o (o}
b, 2HC! T,
Compuesto 14, Ejemplo 13 Compuesto 26, Ejemplo 25

Etapa 251: Preparacion de Compuesto 26, Ejemplo 25, Preparacién de tetrahidrofurano-3’-il éster del acido

(1S,4R,6R,14S,17R,3'S)-[4-ciclopropano-sulfonilaminocarbonil-17-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)-2,14-dioxo-3,15-
diazatriciclo[13.3.0.0*%]-octadec-13-il]-carbamico

Etapa 251) A una suspension de 50 mg (0,065 mmol) del compuesto 14 y 47 ul (0,32 mmol) de EtsN en 2 ml de
CH_Cly, se le afiadieron 300 ul (0,20 mmol) de cloroformiato de 3(S)-oxo-tetrahidrofurano ~0,67M (preparado como
se ha descrito anteriormente) en CH,Cl,. La mezcla se agité durante 18 h, se concentré al vacio y se disolvié por
completo en 2 ml de MeOH. Esta solucion se inyectdé en una HPLC preparativa usando las siguientes condiciones:
Columna Xterra C18 30 x 100 mm S5, gradiente del 30 % al 80 % de Disolvente B/A durante 30 min, tiempo de
retencidon 2 min; en el que el Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH
al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el caudal es 35 ml/min). El pH de las fracciones combinadas se ajust6 a
neutro usando una solucion acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se elimin6 al vacio. La solucién se ajusto a pH 4 con
una solucion acuosa 3 N de HCI y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los extractos combinados se secaron
(MgS0,), se concentraron y se sometieron a cromatografia sobre una columna Biotage 12M (eluyendo con MeOH
del 0 % al 8 %/CH,Cl,), para proporcionar 10 mg (25 %) de Compuesto 26, Ejemplo 25: RMN H (500 MHz, CDCl3) &
1,20 (m, 18 H), 1,73 (m, 2 H), 1,93 (m, 2 H), 2,59 (m, 1 H), 2,69 (m, 1 H), 2,95 (m, 1 H), 3,74 (m, 3 H), 3,93 (s, 3 H),
4,07 (m, 1 H), 4,31 (m, 1 H), 4,65 (t, J = 7,48 Hz, 1 H), 4,71 (d, J = 11,3 Hz, 1 H), 4,96 (s, 1 H), 5,37 (d, J= 6,7 Hz, 1
H), 5,43 (s, 1 H), 7,02 (m, 3 H), 7,50 (m, 3 H), 8,07 (d, J = 7,3 Hz, 2 H) 10,83 (s, 1 H). CL-EM m/e 804 (tiempo de
retencion: 2,69, procedimiento D, a excepcidn del tiempo de gradiente aumentado de 2 a 4 min).

Las siguientes Etapas (A)-(G) muestran la preparacion del intermedio, el producto de la etapa (G).

A) Br,
O

B)
EtoJ\",NHz

s
0

C) LIOH/THF/MeOH/H,0 ,\k(s
; =

Etapa A) A una solucién de 4,0 g (46,5 mmol) de 3-metil-2-butanona (Aldrich) en 50 ml de MeOH se le afiadi6 gota a
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gota una solucién de 2,4 ml (46,5 mmol) de bromo durante 40 min. La mezcla se agité 1,5 h, se diluyé con 300 ml de
pentano, se lavé con NaHCO3; acuoso saturado, se secé (MgSO.) y se concentrd, proporcionando 5,81 g de 1-
bromo-3-metil-butan-2-ona impura que se llevo directamente ala etapa B.

Etapa B) Una solucién pura de 5,58 g (34 mmol) de 1-bromo-3-metil-butan-2-ona y 4,50 g (34 mmol) de tioxamato
de etilo (Aldrich) se calenté a 70 °C durante 18 h y después se enfri6 a temperatura ambiente. La mezcla se repartié
entre NaHCO3; acuoso saturado y EtOAc, la fase de EtOAc se secO (MgSO.), se concentrd y se sometio a
cromatografia sobre SiO- (eluyendo con EtOAc del 2 % al 40 %/hexanos), proporcionando 3,4 g (total 48 %) de éster
etilico del acido 4-isopropiltiazol-2-carboxilico en forma de un aceite: RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 1,32 (d, J = 7 Hz,
6 H), 1,42 (t, J=7,2 Hz, 3 H), 3,23 (m, 1 H), 4,46 (¢, J =7,2 Hz, 2 H), 7,18 (s, 1 H).

Etapa C) A una solucién de 3,12 g (15,7 mmol) de éster etilico del acido 4-isopropiltiazol-2-carboxilico en 32 ml de
THF al 75 %/MeOH, se le afiadieron 110 mg (31,3 mmol) de LiOH en 8 ml de H,O. La mezcla se agit6 durante una
noche, la solucion se ajust6 a pH 5 usando una solucién acuosa 1 N de HCl y se concentrd, proporcionando acido 4-
isopropiltiazol-2-carboxilico en forma de un sélido de color blanco (2,97 g incluyendo sales) que se usé directamente
en la Etapa E: RMN "H (500 MHz, metanol-ds) & 1,29 (d, J = 6,7 Hz, 6H), 3,20 (m, 1 H), 7,39 (m, 1 H).

D) BCl3/AICIy/AcCI
E) POCly/Piridina
o c
s
~ - ~ S
o NHz F)KOtBu 1 M/THF/A ° N p
N

G) POCl,, A

Producto intermedio (G)

Etapa D) A una solucién de 21,8 g (172 mmol) de m-anisidina en 800 ml de CH,Cl, enfriada a -50 °C, se le
afiadieron 172 ml (172 mmol) de BClz 1 M en heptano durante 20 min para producir una mezcla de color ambar que
se agité durante 1 h. A esta mezcla se le afiadieron 12,2 ml (172 mmol) de AcCl y 22,9 g (172 mmol) de AICIs. La
mezcla se dejo calentar a temperatura ambiente durante una noche, se vertié en agua enfriada con hielo, la solucion
se ajusto a pH 9 usando NaOH acuoso al 10 % y se extrajo repetidamente usando EtOAC. Los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera, se secaron (MgSQ.), se concentraron y el sélido resultante se recristalizé en
la cantidad minima de MeOH en CHyCl,/hexanos (50 %), proporcionando 13,4 g (47 %) de 2-amino-4-
metoxibenzofenona ligeramente impura en forma de un sdlido cristalino. El sélido podria recogerse directamente en
la siguiente reaccion o purificarse para a pureza absoluta sobre SiO- (eluyendo con MeOH del 0 % al 14 %/CH,CI,):
RMN *H (500 MHz, CDCls) § 2,50 (s, 3 H), 3,79 (s, 3 H), 6,05 (d, J = 2,4 Hz, 1 H), 6,21 (dd, J = 8,8, 2,4 Hz, 1 H), 6,38
(m, 2 H), 7,62 (d, J = 8,8 Hz, 1 H).

Etapa E) A una suspension de 2,59 g (15,7 mmol) de 2-amino-4-metoxibenzofenona (producto de la etapa D) y 2,68
g (15,7 mmol) acido de 4-isopropiltiazol-2-carboxilico (producto de la etapa C) en 75 ml de piridina enfriada a -30 °C,
se le afiadieron lentamente gota a gota 1,93 ml (23,5 mmol) de POCI; durante 5 min. La mezcla se agit6 durante 3 h,
se calentd a temperatura ambiente y se agit6 durante una noche. La mezcla de reaccion se vertié en agua enfriada
con hielo y se extrajo varias veces con EtOAc. Los extractos de EtOAc combinados se secaron (MgSO.), se
concentraron y se sometieron a cromatografia sobre SiO; (eluyendo con MeOH del 0 % al 15 %/EtOAc) para
proporcionar 2,57 g (51 %) de (2-acetil-5-metoxifenil)amida del &cido 4-metiltiazol-2-carboxilico en forma de un sélido
de color amarillo: RMN *H (500 MHz, CDCl3) 6 1,41 (d, J = 6,7 Hz, 6 H), 2,64 (s, 3 H), 3,24 (m, 1 H), 3,91 (s, 3 H),
6,67 (dd, J =9, 2,5Hz, 1 H), 7,18 (s, 1 H), 7,86 (d, J =9 Hz, 1 H), 8,56 (d, J = 2,5 Hz, 1 H), 13,48 (s, 1 H).

Etapa F) A una solucion de 2,5 g (7,85 mmol) de (2-acetil-5-metoxifenil)amida del acido 4-metiltiazol-2-carboxilico
(producto de la etapa E) en 50 ml de THF, se le afiadieron 19 ml (19 mmol) de KOtBu 1 M en THF. La mezcla se
calenté a 70 °C durante 3 h, se enfri6 a ta y se agitd6 durante una noche. La mezcla se concentrd y se afiadié agua
fria para formar una suspension. Después, la mezcla se acidificé a pH 4, se filtr6 y se secd6. El sélido resultante se
sometié a cromatografia sobre SiO; (eluyendo con MeOH del 0 % al 25 % en CH,Cl,) para proporcionar 1,31 g (56
%) de 2-(4-Isopropiltiazol-2-il)-7-metoxiquinolin-4-ol en forma de un sélido de color beige: RMN 'H (300 MHz, DMSO-
D®% 6 1,32 (d, J = 6,6 Hz, 6 H), 3,14 (m, 1H), 3,89 (s, 3 H), 7,06 (s, 1 H), 7,38 (s, 1 H), 7,51 (s, 1 H), 7,99 (d, J = 9,2
Hz, 1 H), 11,77 (m, 1 H). CL-EM m/e 301 (tiempo de retencién: 1,53, procedimiento D).

Etapa G) Una suspension de 1,3 g (4,3 mmol) de 2-(4-Isopropiltiazol-2-il)-7-metoxiquinolin-4-ol, producto de la etapa

F, en 60 ml de POCI; se calent6 a reflujo durante 2 h. El disolvente se retiré al vacio, el residuo se diluy6é con agua
enfriada con hielo y la mezcla se ajusté a pH 9 mientras se enfriaba a 0 °C. Testa solucidon acuosa se extrajo varias
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veces con EtOAc. Los extractos de EtOAc combinados se lavaron una vez con salmuera, tampon de pH 4, se
secaron (MgSO,) y se concentraron, proporcionando 0,89 g (64 %) de 4-cloro-2-(4-isopropiltiazol-2-il)-7-
metoxiquinolina en forma de un sélido de color amarillo: RMN H (500 MHz, CDCl3) 6 1,38 (d, J = 7 Hz, 6 H), 3,19
(m, 1 H), 3,98 (s, 3H), 7,06 ; (s, L H), 7,26 (m, 1 H), 7,47 (d, J =2 Hz, 1 H), 8,10 (d, J =9 Hz, 1 H), 8,31 (s, 1 H). CL-
EM m/e 319 (tiempo de retencion: 2,20, procedimiento D).

Preparacién de Ejemplo 26, acido (1S, 4R, 6S, 14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-hidroxi-2,15-dioxo-
3,16-diazatricicl0[14.3.O.04’6]nonadec-?-en-4-carboxilico usando Etapas 26i-26iv.

02 o

T

Ejemplo 26

Etapa 26i: Preparacion de éster metilico del acido 1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-4(R)-hidroxi-
pirrolidin-2(S)-carboxilico

H&f?l;u Y OMe
7<°-§o R SN

Una solucion de é&cido 2(S)-terc-butoxicarbonilamino-8-nonenoico (adquirido de RSP Amino Acids) (3,5 g, 12,9
mmol) en 200 ml de DCM se traté secuencialmente con éster metilico del acido 4(R)-hidroxipirrolidin-2(S)-carboxilico
clorhidrato (2,15 g, 11,8 mmol), N-metil morfolina (4,25 ml, 38,6 mmol) y HATU (5,37 g, 14,1 mmol). La mezcla de
reaccion se agitd a ta en una atmosfera de N, durante 3 dias y después se concentro al vacio. El residuo se repartio
entre acetato de etilo y tampén de pH 4 (biftalato). La fase organica se lavo con. NaHCO3; ac. sat., se sec6 (MgSQO,)
y se concentrd al vacio para dar el producto en bruto. La cromatografia ultrarrapida (acetato de etilo al 50 %/hexano
a acetato de etilo al 100 %) dio 4,7 g (~100 %) de éster metilico del acido 1-(2(S)-terc-butoxicarbonilaminonon-8-
enoil)-4(R)-hidroxi-pirrolidin-2(S)-carboxilico en forma de un aceite incoloro: RMN H (500 MHz, CDs0D) 6 1,33-1,50
(m, 8 H), 1,46 (s, 9 H), 1,57 (m, 1 H), 1,72 (m, 1 H) 2,08 (m, 2 H), 2,28 (m, 1 H), 3,72 (s, 3 H,) 3,75-3,87 (m, 2 H),
4,36 (m, 1 H), 4,51 (sa, 1 H), 4,57 (t,J=8,2Hz, 1 H), 4,95 (d, J =10,4 Hz, 1 H), 5,01 (m, 1 H), 5,83 (m, 1 H). CL-EM
(Procedimiento J, tiempo de retencion: 3,01 min), EM m/z 399 (M*+1).

Etapa 26ii: Preparacion de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-4(R)-hidroxi-
pirrolidin-2(S)carbonil]-(1R)-amino}-2(S)-vinil-ciclopropanocarboxilico
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Se disolvio éster metilico del acido 1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-4(R)-hidroxi-pirrolidin-2(S)-
carboxilico (4,7 g, 11,8 mmol) en THF (80 ml), metanol (20 ml) y agua (40 ml). Se afiadié hidréxido de litio en polvo
(5,6 g, 233 mmol). La suspension de color amarillo claro se agité a ta en una atmésfera de N, durante 16 h y
después se concentro al vacio. El residuo se repartié entre éter y agua. La fase de éter se descarto y la fase acuosa
se tratd con HCI 1 N hasta que el pH fue 4. Esta solucion acida se extrajo con EtOAc (3 x). Los extractos
combinados de EtOAc se secaron (MgSO.) y se concentraron al vacio para dar 4,36 g (96 %) de acido 1-(2(S)-terc-
butoxicarbonilamino-8-nonenoil)-4(R)-hidroxi-pirrolidin-2(S)-carboxilico en forma de un sélido de color blanco.
Después, este acido se disolvio en 150 ml de DMF y se afadieron éster etilico del acido (1R, 2S)-1-amino-2-
vinilciclopropano carboxilico clorhidrato (2,61 g, 13,6 mmol), N-metil morfolina (2,5 ml, 22,6 mmol), HATU (5,2 g, 13,7
mmol). La mezcla de reaccion se agité a ta en una atmésfera de N, durante 16 h y después se concentré al vacio. El
residuo se repartio entre acetato de etilo y tampdn de pH 4 (biftalato). La fase organica se lavé con NaHCO3 ac. sat.,
se secO (MgSO,) y se concentrd al vacio para dar el producto en bruto. La cromatografia ultrarrapida (acetato de
etilo 60 %-80 %/hexano) dio 6,0 g (98 %) de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-
4(R)-hidroxipirrolidin-2(S)carbonil]-(1R)-amino}-2(S)-vinil-ciclopropanocarboxilico en forma de un sélido de color
blanco: RMN *H (500 MHz, CDsOD) & 1,25 (t, J = 7,2 Hz, 3 H), 1,33-1,80 (m, 10 H), 1,46 (s, 9 H), 2,09 (m, 3 H), 2,25
(m, 2 H), 3,76 (m, 2 H), 4,14 (m, 2 H), 4,27 (dd, J = 8,5, 5,2 Hz, 1 H), 4,50 (m, 2 H), 4,94 (d, J = 10,1 Hz, 1 H), 5,01
(dd, 3 =17,1, 1,8 Hz, 1 H), 5,11 (dd, J = 10,4, 1,8 Hz, 1 H), 5,30 (d, J = 15,6 Hz, 1 H), 5,80 (m, 2 H), 8,57 (s, 1 H).
CL-EM (Procedimiento J, tiempo de retencion: 3,21 min), EM m/z 522 (M*+1).

Etapa 26iii: Preparacién de éster etilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-hidroxi-
2,15-dioxo-3,16-diaza-triciclo[14.3.0.0*°|nonadec-7-en-4-carboxilico

HO.
-
;

i
N
j?,u
O
.

oy
7< o

Una solucion de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonil-amino-non-8-enoil)-4(R)-hidroxi-pirrolidin-
2(S)carbonil]-(1R)-amino}-2(S)-vinilciclopropano-carboxilico (800 mg, 1,53 mmol) en 2 | de cloruro de metileno se
lavé abundantemente con N, durante 0,5 h. Después, se afiadid dicloruro de triciclohexilfosfina[1,3-bis(2,4,6-trimetil-
fenil)-4,5-dihidroimidazol-2-ilideno][bencilideno]-rutenio (IV) (Strem) (64 mg, 0,075 mmol) y la mezcla se lavd
abundantemente con N, durante 10 min mas. La solucion homogénea de color naranja claro se calent6 a reflujo
durante 2 h para dar una solucion de color naranja oscuro. La mezcla de reaccion se enfri6 a ta y se concentro al
vacio para dar un aceite de color naranja. La cromatografia ultrarrapida (acetato de etilo) dio 460 mg (61 %) de éster
etilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-hidroxi-2,15-dioxo-3,16-diazatri-
ciclo[14.3.O.04'6]-nonadec-7-en-4-carboxilico en forma de un sélido de color gris. RMN H (500 MHz, CDCls) 6 1,19 (t,
J=7,2Hz,3H), 1,42 (s,9H), 1,22-1,8 (m, 8 H), 1,87 (m, 2 H), 2,03-2,22 (m, 4 H), 2,63 (m, 1 H), 3,65 (m, 1 H), 4,09
(m, 3 H), 4,45 (m, 1 H), 4,56 (s, 1 H), 4,82 (m, 1 H), 5,23 (m, 1 H), 5,51 (s, 1 H), 7,16 (s, 1 H). CL-EM (Procedimiento
J, tiempo de retencién: 2,97 min), EM m/z 494 (M*+1).

Etapa 26iv: Preparacion de Ejemplo 26, acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-hidroxi-
2,15-di-oxo-3,16-diazatricicl0[14.3.0.04’6]-nonadec-?-en-4-carboxilico

—
-
-

A una solucién de éster etilico del &cido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-hidroxi-2,15-
dioxo-3,lG-diazatri-cicIo[l4.3.0.04'6]-nonadec-?-en-4-carboxilico (493 mg, 1,0 mmol) en THF (4 ml), metanol (1 ml) y
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agua (2 ml), se le afiadio hidréxido de litio en polvo (480 mg, 20 mmol) y la suspension de color amarillo claro se
agité a ta en una atmésfera de N, durante 16 h. Después, la mezcla se concentrd al vacio y el residuo se reparti
entre éter y agua. La fase de éter se descartd y la fase acuosa se traté con HCI 1 N hasta pH 4. Esta solucién acida
se extrajo tres veces con EtOAc. Los extractos de EtOAc combinados se secaron (MgSQO4) y se concentraron al
vacio para dar 460 mg (98 %) de Ejemplo 26, acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-
hidroxi-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.O.04'6]-n0nadec-7-en-4-carb0xilico en forma de un solido de color gris. RMN
'H (500 MHz, CDsOD) & ppm 1,26 (t, J = 7,2 Hz, 3 H), 1,35-1,52 (m, 15 H), 1,57-1,68 (m, 3 H), 1,79 (m, 1 H), 2,04
(m, 1 H), 2,16-2,41 (m, 3 H), 3,80 (dd, J = 10,7, 4,3 Hz, 1 H), 3,88 (m, 1 H), 4,38 (dd, J = 8,9, 3,1 Hz, 1 H) , 4,55 (m, 2
H), 5,39 (t, J = 9,8 Hz, 1 H), 5,58 (m, 1 H). CL-EM (Procedimiento J, tiempo de retencion: 2,64 min), EM m/z 466
(M™+1).

H) KOtBu 1 M en THF; LaCls

Ci
\
— Z s
o] N
;.&
% o (Producto de la etapa G)
N ) \ ) CDI, THF, A, DBU y
o ciclopropilsulfonamida
ﬁYO%
o
Ejemplo 26 Compuesto 27, Ejemplo 27

Etapa H) A una suspension de 58 mg (0,125 mmol) de &cido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-
18-hidroxi-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.04’6]—nonadec-?-en-4-carboxilico, Ejemplo 26 y 31 mg (0,125 mmol) de
LaCl; en 1,2 ml de DMF enfriada a -78 °C se le afiadieron 0,62 ml (0,62 mmol) de KOtBU 1 M en THF, seguido de 4-
cloro-2-(4-isopropiltiazol-2-il)-7-metoxiquinolina, producto de la etapa G. La mezcla se agit6 durante una hora y se
calent6 a ta, mostrando una pequefia conversion en el producto. Se afiadieron aproximadamente 0,75 equivalentes
de KOtBU sdélido (10 mg) y la mezcla se agit6 durante una noche. Después de 14 h, se afiadieron aproximadamente
medio equivalente de 4-cloro-2-(4-isopropiltiazol-2-il)-7-metoxiquinolina (22 mg) y de LaCls (16 mg), y la mezcla se
agité durante una noche. La mezcla se inactivd con tampdn de pH 4 y se extrajo en EtOAc. Los extractos de EtOAc
combinados se secaron (MgSO,), se concentraron al vacio y se disolvieron por completo en 2 ml de MeOH. Esta
solucion se inyecté en una HPLC preparativa usando las siguientes condiciones: Columna Xterra 30 x 100 mm S5,
gradiente del 30 % al 100 % de Disolvente B/A durante 18 min, tiempo de retenciéon 5 min; en el que el Disolvente A
es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0 al 10 % con TFA al 0,1 % y el
caudal es 40 ml/min). El pH de las fracciones combinadas se ajusté a neutro usando una solucién acuosa 6 N de
NaOH y el MeOH se elimind al vacio. La solucion se ajusto a pH 4 con una solucion acuosa 3 N de HCl y se extrajo
repetidamente con EtOAC. Los extractos de EtOAc combinados se secaron (MgSQO,) y se concentraron al vacio para
proporcionar 22 mg (31 %) de acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-[2-(2-isopropiltiazol-4-
iI)-7-metoxiquinolin-4-i|oxi]-2,15-dioxo-3,16-diazatricic|o[14.3.O.04'6]nona-dec-?-en-4-carboxilico: RMN 'H (500 MHz,
Metanol-d*) & 1,08-1,67 (m, 11 H), 1,39 (s, 9 H), 1,41 (d, J = 7,0 Hz, 6 H), 1,78 (m, 1 H), 1,93 (m, 1 H), 2,32 (¢, J = 9
Hz, 1 H), 2,74 (m, 1 H), 3,23 (m, 1 H), 3,97 (m, 3 H), 4,07 (d, J =9 Hz, 1 H), 4,20 (d, J = 8,2 Hz, 1 H), 4,66 (t, J = 8,2
Hz, 1 H), 4,76 (d, 3 = 11,3 Hz, 1 H), 5,36 (m, 1 H), 5,59 (m, 1 H), 5,64 (s, 1 H), 6,91 (s, 1 H), 7,13 (d, J = 8,9 Hz, 1 H),
7,42 (s, 1 H), 7,45 (s, 1 H), 7,70 (s, 1 H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1 H), 8,68 (s, 1 H). CL-EM m/e 748 (tiempo de
retencion: 203, procedimiento D).

Etapa |: Preparaciéon del Compuesto 27, Ejemplo 27, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-{4-
ciclopropanosulfonilamino-carbonil-18-[2-(2-isopropiltiazol-4-il)-7-metoxi-guinolin-4-iloxi]-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo-
[14.3.0.0**]nonadec-7-en-14-il}carbamico

Etapa I) A una solucion de 18 mg (0,024 mmol) de &cido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-butoxicarbonilamino-18-
[2-(2-isopropiltiazol-4-il)-7-metoxiquinolin-4-iloxi]-2,15-dioxo-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0*°|nona-dec-7-en-4-carboxilico
(producto de la Etapa H) en 2 ml de THF, se le afiadié CDI (29 mg, 0,036 mmol) y la solucidn resultante se someti6 a
reflujo durante 60 min y se dejo enfriar a ta. Se afiadié en una porcion ciclopropilsulfonamida (4,4 mg, 0,036 mmol)
antes de la adicién de una solucién pura de DBU (5,1 ul, 0,034 mmol). La reaccion se agit6 durante 16 h, se diluyé
en 2 ml de metanol y se inyecté en una HPLC preparativa usando las siguientes condiciones: Columna Xterra 30 x
100 mm S5, gradiente del 30 % al 100 % de Disolvente B/A durante 30 min, tiempo de retencidon 5 min; en el que el
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Disolvente A es MeOH al 10 %/H,0 al 90 % con TFA al 0,1 %, Disolvente B es MeOH al 90 %/H,0O al 10 % con TFA
al 0,1 % y el caudal es 40 ml/min). El pH de las fracciones combinadas se ajustd a neutro usando una solucién
acuosa 6 N de NaOH y el MeOH se eliminé al vacio. La solucidn se ajusté a pH 4 con una solucion acuosa 3 N de
HCI y se extrajo repetidamente con EtOAC. Los extractos de EtOAc combinados se secaron (MgSO,) y se
concentraron al vacio para proporcionar 6,4 mg (31 %) de Compuesto 27, Ejemplo 27, en forma de una espuma:
RMN *H (500 MHz, Metanol-d*) § 0,96-1,56(m, 17 H), 1,18 (s, 9 H), 1,61 (dd, J = 9,5, 5,5 Hz, 1 H), 1,72 (dd, J = 8,1,
5,3 Hz, 1 H), 1,84 (m, 2 H), 2,38 (m, 1 H), 2,61 (m, 1 H), 2,70 (m, 1 H), 2,80 (m, 1 H), 2,90 (m, 1 H), 3,24 (m, 1 H),
3,96 (s, 3 H), 4,07 (m, 1 H), 4,15 (d, J = 10,7 Hz, 1 H), 4,66 (m, 1 H), 4,86 (m, 1 H), 5,08 (m, 1 H), 5,69 (M, 2 H), 7,13
(d, J=9,2Hz, 1 H), 7,43 (s, 1 H), 7,45 (s, 1 H), 7,70 (s, 1 H), 8,20 (d, J = 9,2 Hz, 1 H). LC/MS m/e 851 (tiempo de
retencion: 1,98, procedimiento D).

Preparacion de Ejemplo 30, Compuesto 29, éster terc-butilico del &cido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-Cis-[4-
ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-2,15-dioxo-18-(quinolin-4-iloxi)-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0**Jnonadec-7-en-14-

iljcarbamico

Ejemplo 30, Compuesto 29

Etapa 30A: Preparacién de 1-terc-butil éster del &cido 4(R)-(quinolin-4-iloxi)-pirrolidin-1,2(S)-dicarboxilico

-
'/
o
a N~ on.
T e

__'_

Etapa 30A) Una suspension de Boc-L-4-hidroxiprolina[N-Boc(2S,4R)-hidroxiprolina] (10 g, 43,3 mmol) (CHEM-
IMPEX International) en DMSO (150 ml) se enfrié en un bafio de hielo durante ~3 minutos y después se afiadi6 t-
BuOK (12,1 g, 108,2 mmol). La mezcla se agitdé durante unos pocos minutos hasta que se formé una masa solida.
En este momento la mezcla de reaccion se dejo calentar a ta durante 1,5 h para dar una solucion incolora
transparente. Se afiadié en dos porciones aparte 1-cloroquinolina (7,7 g, 47,2 mmol) 10 min. La reaccion se agité
durante 24 h a ta. La mezcla de reaccién oscura se repartié entre éter (500 ml) y agua (700 ml). La fase acuosa se
acidificé a pH 4 usando 4 N HCI. El precipitado blanco resultante se filtr6 y después se lavo con agua (200 ml) para
dar el producto del titulo de la Etapa 30A en forma de un sélido de color blanquecino (13 g, 84 %): RMN H (500
MHz, DMSO) 6 1,32, 1,35 (2s, 9 H), 2,36 (m, 1 H), 2,66 (m, 1 H), 3,73 (m, 2 H), 4,35 (m, 1 H), 5,34 (s, 1 H), 7,06 (d, J
=52Hz,1H),756((t J=82Hz 1H),7,75(t J=8,2Hz, 1H),795(d,J=8,2Hz 1H), 8,11 (t, J =8,2 Hz, 1 H),
8,72 (d, J = 5,2 Hz, 1 H). CL-EM (Procedimiento J, tiempo de retencién: 1,87 min), EM m/z (M*+1).
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Etapa 30B: Preparacién de éster terc-butilico del acido (2S)-(1(R)-etoxicarbonil-2(S)-vinilciclopropilcarbamoil)-4(R)-

(quinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carboxilico

=
e

WO

Etapa 30B) Una suspension en agitacion de 1-terc-butil éster del acido 4(R)-(quinolin-4-iloxi)-pirrolidin-1,2(S)-
dicarboxilico (5,0 g, 14 mmol) en una mezcla de 100 ml de cloruro de metileno y 100 ml de DMF se tratd
secuencialmente con N-metil morfolina (3 ml, 27,3 mmol), HATU (PE biosystems) (6,3 g, 16,5 mmol) y éster etilico
del acido 1R,2S-1-amino-2-vinilciclopropanocarboxilico clorhidrato (3,2 g, 16,7 mmol). La solucién se agité a ta en
una atmdsfera de N, durante 18 h y después se concentr6 al vacio para dar 10 g de un aceite de color pardo. Este
aceite se repartié entre acetato de etilo y NaHCOs3 ac. sat. La fase organica se lavé con salmuera, se secé (MgSOa,)
y se concentrd al vacio. La cromatografia ultrarrapida (MeOH al 10 % en acetato de etilo) dio 7,0 g (100 %) del
producto del titulo de la Etapa 30B en forma de un solido de color amarillo: RMN 'H (300 MHz, CDs0OD) 6 1,25 (t, J =
7,3Hz,3H),1,44,1,39 (2 s, 10 H), 1,79 (m, 1 H), 2,20 (m, 1 H), 2,43 (m, 1 H), 2,71 (m, 1 H), 3,92 (m, 2 H), 4,15 (c, J
=7,3Hz, 2 H), 4,42 (m, 1 H), 5,11 (m, 1 H), 5,29-5,39 (m, 2 H), 5,75 (m, 1 H), 7,05 (d, J =5,5Hz, 1 H), 7,57 (t, J =
8,1 Hz, 1 H), 7,76 (t, J = 8,4 Hz, 1 H), 7,95 (d, J = 8,4 Hz, 1 H), 8,16 (d, J = 8,4 Hz, 1 H), 8,69 (d, J = 5,5 Hz, 1 H).
CL-EM (Procedimiento J, tiempo de retencion: 2,35 min), EM m/z 496 (M*+1).

Etapa 30C: Preparacion de éster etilico del &cido 1-{[4(R)-(quinolin-4-iloxi)-pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino}-2(S)-
vinil-ciclopropano-carboxilico bis clorhidrato

N
I ey
-
Q
N

H o
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Etapa 30C) Una suspension en agitacion de éster terc-butilico del acido (2S)-(1(R)-etoxicarbonil-2(S)-
vinilciclopropilcarbamoil)-4(R)-(quinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carboxilico (7,0 g, 14,1 mmol) se tratd6 con 150 ml (300
mmol) de HCI 2 N /éter (Aldrich) durante 24 h. La mezcla de reaccién se concentr6 al vacio para dar 7,0 g (94 %) del
producto del titulo de la etapa 30C en forma de un sélido de color amarillo: RMN 'H (500 MHz, CDs0D) 6 1,28 (t, J =
7,0 Hz, 3 H), 1,52 (dd, J = 5,5 Hz, 4,0 Hz, 1 H), 1,65 (dd, J = 7,6 Hz, 6,7 Hz, 1 H), 1,83 (dd, J = 5,5 Hz, 2,7 HZ, 1 H),
2,29 (¢, J = 8,8 Hz, 1 H), 2,65 (m, 1 H), 3,02 (m, 2 H), 4,00 (s, 2 H), 4,20 (c, J =7,0 Hz, 2 H), 4,74 (dd, J = 7,6 HZ, 2,7
Hz, 1 H), 5,17 (d, J = 10,4 Hz, 1 H), 5,35 (d, J = 17,1 Hz, 1 H), 5,81 (m, 1 H), 5,95 (m, 1 H), 7,69 (d, J = 6,7 Hz, 1 H),
7,98 (t, J =8,2 Hz, 1 H), 8,19 (m, 2 H), 8,66 (d, J = 8,2 Hz, 1 H), 9,14 (d, J = 6,7 Hz, 1 H). CL-EM (Procedimiento J,
tiempo de retencién: 1,34 min), EM m/z 396 (M*+1-2HCI).
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Etapa 30D: Preparacién de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-4(R)-(quinolin-4-
iloxi)pirrolidin-2 (S)-carbonil]-1(R)-amino}-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico

N

b
-

Etapa 30D) Una solucién de acido 2(S)-terc-butoxicarbonilamino-8-nonenoico (1,3 g, 4,79 mmol, adquirido de RSP
Amino Acids) disuelta en 100 ml de diclorometano se tratd secuencialmente con éster etilico del acido 1-{[4(R)-
(quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino}-2(S)-vinil-ciclopropanocarboxilico bis clorhidrato (2,0 g, 4,28
mmol), N-metil morfolina (1,5 ml, 13,6 mmol) y HATU (PE biosystems) (1, 92 g, 5,05 mmol). La mezcla de reaccion
se agitd a ta en una atmodsfera de N, durante 16 h y después se concentrd al vacio. El residuo se repartié entre
acetato de etilo y tampén de pH 4 (biftalato). La fase orgéanica se lavd con NaHCO3 ac. sat., se sec6 (MgSO.) y se
concentro al vacio para dar 2,2 g de el producto en bruto. La cromatografia ultrarrapida (metanol al 10 %/acetato de
etilo) dio 2,0 g (73 %) del producto del titulo de la Etapa 30D en forma de un sélido de color amarillo: RMN 'H (500
MHz, CD30OD) § 1,27 (s, 9 H), 1,21-1,45 (m, 10 H), 1,63 (dd, J = 11,29, 6,71 Hz, 2 H) 1,75 (m, 1 H) 2,04 (m, 2 H) 2,28
(c,J=8,75Hz, 1 H) 2,44 (m, 1 H) 2,76 (m, 1 H) 4,01-4,25 (m, 4 H) 4,55 (d, J = 12,21 Hz, 1 H) 4,67 (t, J = 8,55 Hz, 1
H) 4,93 (d, J = 10,07 Hz, 1 H) 5,00 (d, J = 15,26 Hz, 1 H) 5,12 (dd, J = 10,38, 1,83 Hz, 1 H) 5,31 (dd, J = 17,24, 1,68
Hz, 1 H) 5,51 (s, 1 H) 5,79 (m, 2 H) 7,08 (d, J = 5,49 Hz, 1 H) 7,56 (t, J = 7,32 Hz, 1 H) 7,77 (t, J = 7,48 Hz, 1 H) 7,97
(d, J = 854 Hz, 1 H) 8,27 (d, J = 8,55 Hz, 1 H) 8,73 (d, J = 5,19 Hz, 1 H). CL-EM (Procedimiento J, tiempo de
retencién: 3,06 min), EM m/z 649 (M*+1).

Etapa 30E: Preparacion de éster etilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[14-terc-Butoxicarbonilamino-2,15-dioxo-
18-(quinolin-4-iloxi)-3,16-diaza-triciclo[14.3.0.0*®*Jnonadec-7-en-4-carboxilico
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Etapa 30E) Una solucién de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-non-8-enoil)-4(R)-(quinolin-4-
iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino}-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico (1,6 g, 2,46 mmol) en 2 | de cloruro de
metileno se lavdé abundantemente con N durante 0,5 h. Después, se afiadié dicloruro de triciclohexilfosfina[1,3-
bis(2,4,6-trimetilfenil)-4,5-dihidroimidazol-2-ilideno]-[bencilideno]-rutenio (IV) (Strem) (150 mg, 0,17 mmol) se afiadio
y la mezcla se lavé abundantemente con N, durante 10 min més. La solucion homogénea de color naranja claro se
calent6 a reflujo durante 16 h. Se afiadieron 50 mg mas del catalizador de Ru y la mezcla de reaccién se calent6 a
reflujo durante 8 h mas. Finalmente, se afiadieron 50 mg mas del catalizador de Ru y se continué agitando durante 3
dias a ta. La mezcla de reaccién se concentré al vacio para dar 1,7 g de un aceite de color naranja. La cromatografia
ultrarrdpida (acetato de etilo a metanol al 5 % en acetato de etilo) dio 1,1 g (68 %) del producto del titulo de la Etapa
30E en forma de un sélido de color blanco: RMN *H (500 MHz, CD30D), & 1,19 (s, 9 H), 1,26 (t, J = 7,0 Hz, 3 H),
1,29-1,59 (m, 7 H), 1,63 (dd, J = 8,5 Hz, 4,8 Hz, 1 H), 1,67 (dd, J = 9,5 Hz, 4,8 Hz, 1 H), 1,78-1,85 (m, 1 H), 1,92-1,99
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(m, 1 H), 2,50 (m, 2 H), 2,70 (m, 1 H), 2,85 (c, J = 8,8 Hz, 1 H), 4,06 (d, J = 11,9 Hz, 1 H), 4,10-4,18 (m, 2 H), 4,23 (d,
J =10,7 Hz, 1 H), 4,68 (m, 1 H), 4,79 (d, J = 11,3 Hz, 1 H), 5,37 (t, J = 10,1 Hz, 1 H), 5,53 (s, 1 H), 5,64 (m, 1 H),
7,08(d, J=55Hz, 1 H), 7,52 (t,J=7,6Hz, 1 H), 7,75t J=8,2Hz, 1 H), 7,95 (d, J = 8,2 Hz, 1 H), 8,72 (d, J = 5,5
Hz, 1 H). (CL-EM (Procedimiento J, tiempo de retencién: 2,71 min), EM m/z 621 (M"+1).

Etapa 30F, Preparaciéon de éacido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[14-terc-butoxicarbonilamino-2,15-diox0-18-(quinolin-4-
ioni)-S,16-diaza—tricicl0[14.3.O.04’6]nonadec-?-en-4-carboxilic0

l
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Etapa 30F) Una solucion de éster etilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[14-terc-butoxicarbonilamino-2,15-
dioxo-18-(quinoIin-4-ioni)-3,16-diazatricic|o[14.3.0.04'6]nonadec-?-en-4-carboxilico (1,10 g, 1,77 mmol) se disolvié en
el sistema de disolvente mixto: THF (8 ml), metanol (2 ml) y agua (4 ml). Se afiadié hidroxido de litio en polvo (425
mg, 17,7 mmol). La suspension de color amarillo claro se agité a ta en una atmoésfera de N, durante 16 h, y después
se concentrd al vacio. El residuo se repartié entre éter y agua. La fase de éter se descartd y la fase acuosa se tratd
con HCI 1 N hasta que el pH fue 4. Esta solucidn &cido se extrajo cuatro veces con acetato de etilo. Los extractos
combinados de acetato de etilo se secaron (MgSQ.) y se concentraron al vacio para dar el producto de la etapa 30F
(0,90 g, 86 %) en forma de un sélido de color blanco: RMN *H (300 MHz, CDsOD) & 1,16 (s, 9 H), 1,24 (m, 1 H),
1,33-1,55 (m, 6 H), 1,61 (m, 2 H), 1,79 (m, 1 H), 1,92 (m, 1 H), 2,32 (¢, J = 8,8 Hz, 1 H), 2,58 (m, 2 H), 2,68 (m, 1 H),
4,05 (d, J = 10,6 Hz, 1 H), 4,22 (m, 1 H), 4,64 (t, J = 8,8 Hz, 1 H), 4,74 (m, 1 H), 5,36 (t, J = 10,6 Hz, 1 H), 5,99 (s, 1
H), 5,61 (m, 1 H), 7,07 (d,J=55Hz,1H), 7,49 (t, J=7,7 Hz, 1L H), 7,73 (t, 3= 7,7 Hz, 1 H), 7,92 (d, J = 8,8 Hz, 1 H),
8,30 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 8,70 (d, J = 5,5 Hz, 1 H). CL-EM (Procedimiento J, tiempo de retencion: 2,54 min), EM m/z
593 (M*+1).

Etapa 30G: Preparacion del Compuesto 29 del Ejemplo 30, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[4-
ciclopropanosulfonilamino-carbonil-2,15-dioxo-18-(quinolin-4-iloxi)-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0**Jnonadec-7-en-14-il]-
carbamico

o]

: \ Compuesto 29

Ejemplo 30

Etapa 30G) A una solucién de &cido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-Butoxicarbonilamino-2,15-dioxo-18-(quinolin-
4-i|oxi)-3,16-diazatriciclo[14.3.0.04'6]-nonadec-?-en-4-carboxilico (100 mg, 0,17 mmol) disuelta en 3 ml de THF se le
afiadié CDI (38 mg, 0,24 mmol) y la mezcla se calenté a reflujo durante una hora. La mezcla se enfri6 a ta y se tratd
secuencialmente con ciclopropilsulfonamida (29 mg, 0,24 mmol) y DBU (36 mg, 0,24 mmol). Después de agitar
durante 24 h a ta, el THF se retird por evaporacion rotatoria. El residuo se repartié entre acetato de etilo y tampo6n de
pH 4. La fase organica se sec6 (MgSQ,) y se concentré al vacio para dar el producto en bruto. La cromatografia
ultrarrapida (MeOH al 10 %/cloruro de metileno) dio 50 mg (42 %) del producto del titulo, Compuesto 29 del Ejemplo
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30, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,14S, 18R)-7-cis-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-2,15-dioxo-18-
(quinolin-4-iloxi)-3,16-diazatriciclo [14.3.0.04’6]nonadec-?-en-14-i|]carbé1mico en forma de un polvo de color blanco:
RMN *H (500 MHz, CDsOD) & 1,01 (m, 1 H), 1,18 (s, 9 H), 1,07-1,60 (m, 10 H), 1,65 (dd, J = 9,5 Hz, 5,2 Hz, 1 H),
1,76 (dd, J = 8,2 Hz, 5,5 Hz, 1 H), 1,86 (m, 2 H), 2,40 (m, 1H), 2,58 (m, 1 H), 2,68 (m, 1 H), 2,76 (m, 1 H), 2,93 (m, 1
H), 4,07 (d, J = 10,7 Hz, 1 H), 4,19 (m, 1 H), 4,68 (dd, J = 7,3 Hz, 1,81 Hz, 1 H), 4,85 (m, 1H), 5,14 (t, J=7,6 Hz, 1
H), 5,55 (s, 1 H), 5,70 (m, 1 H), 6,68 (d, J =5,8 Hz, 1 H), 7,09 (d, J =5,2 Hz, 1 H), 7,51 (t, J=7,0 Hz, 1 H), 7,76 (t, J
=7,0Hz,1H),7,95(d,J=8,2Hz, 1H), 8,33 (d,J=8,2Hz, 1H), 8,72 (d, J =5,5Hz, 1 H). CL-EM (Procedimiento A,
tiempo de retencion: 2,58 min), EM m/z 696 (M*+1).

Ejemplo 31, Preparacion del Compuesto 30, éster terc-butilico del &cido (1S,9R,6S,14S,18R)-7-cis-(4-
metanosulfonilaminocarbonil-2,15-dioxo-18-(quinolin-4-iloxi)-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0**Jnonadec-7-en-14-il)-
carbamico

7/
7 < Q Compuesto 30

Ejemplo 31

Se hicieron reaccionar acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[14-terc-butoxicarbonilamino-2,15-dioxo-18-(quinolin-4-iloxi)-
3,16-diazatriciclo[14.3.0.04'6]nonadec-?-en-4-carboxilico, el producto de la Etapa F en el Ejemplo 30 (50 mg, 0,075
mmol) de una manera analoga con metanosulfonamida (12 mg, 0,12 mmol) como se ha descrito antes en el ejemplo
anterior para dar 10 mg (20 %) de éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[4-metano-
sulfonilaminocarbonil-z,15-di0xo-18—(quinolin-4-i|oxi)-3,16-diazatriciclo[14.3.0.04'6]-n0nadec-7-en-14-i|]-carbémico en
forma de un sélido de color blanco: RMN *H (300 MHz, CDCl3) & 1,26 (s, 9 H), 1,22-1,94 (m, 11 H), 2,27 (m, 1 H),
2,55 (m, 1 H), 2,67 (m, 2 H), 3,17 (s, 3 H), 4,05 (m, 1 H), 4,27 (m, 1 H), 4,61 (t, J = 8,1 Hz, 1 H), 4,73 (d, J = 11,0 Hz,
1 H), 4,96-5,02 (m, 2 H), 5,35 (s, 1 H), 5,71 (¢, J=8,8 Hz, 1 H), 6,73 (d,J =5,1Hz, 1 H), 6,93 (s a, 1 H), 7,43 (t, J =
7,7Hz, 1 H), 7,69 (t, J=7,7 Hz, 1 H), 8,06 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 8,15 (d, J = 7,7 Hz, 1 H), 8,77 (d, J = 5,5 Hz, 1 H).
CL-EM (Procedimiento A, tiempo de retencion: 2,43 min), EM m/z 670 (M*+1).

Preparacion de Ejemplo 32, éster metilico del acido 2(S)-terc-butoxicarbonilamino-3-pentenilsulfanilpropiénico
(Ejemplo 32) para su uso en el Ejemplo 33.

Etapa 1 Etapa 2
o Et;N MoOM O\ _on

U= LiOM, THP HN

e S T G SN
'7< ° -7( ' 5 7< °EjempI032 >
\

Etapa 1: A una solucion de éster metilico de N-Boc-cisteina (3,36 g, 0,014 mol) en metanol (166 ml) a TA se le
afadieron trietilamina (10,8 ml) y 1-bromopent-4-eno (3,19 g, 21 mmol, 1,5 equivalentes) y la solucién resultante se
agité a temperatura ambiente durante una noche. Después, la mezcla se concentr6 al vacio y la mezcla residual
resultante se purific6 usando cromatografia ultrarrapida (gradiente de hexano, acetato de etilo) para proporcionar
1,76 g (41 %) el tioéter deseado. RMN *H (500 MHz, CDCls) 1,43 (s, 9H), 1,64 (m, 2H), 2,11 (m, 2H), 2,51 (m, 2H),
2,95 (m, 2H), 3,75 (s, 3H), 4,51 (m, 1H), 4,95-5,03 (m, 2H), 5,34 (m, 1H), 5,80 (1H, m). CL-EM (Procedimiento H, con
la excepcion de que el tiempo de gradiente fue de 3 min y de que el caudal fue 4 mil/min, tiempo de retencion: 2,29
min), EM m/z 304 (M"+1).

Etapa 2: El producto tioéter de la etapa 1 (9,51 g, 31,4 mmol) se afiadié a una mezcla de LiOH 1 M en agua (200 ml)
y THF (200 ml), y la mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante una noche. Después, la mezcla de
reaccion se acidificé usando acido clorhidrico 1 N y la mezcla resultante se extrajo varias veces con acetato de etilo.
Los extractos se combinaron, se secaron sobre sulfato de magnesio y se concentraron al vacio para proporcionar el
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acido deseado que se us6 como tal en la siguiente reaccion.

Preparacion de Ejemplo 33, Compuesto 31, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[4-

ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-12-tia-3,1-6-

diazatriciclo[14.3.0.0*%Inonadec-7-en-14-il-carbamico.

2P

/

A ° .
Compuesto 31

Ejemplo 33
/

Etapa 33A, Preparacion de éster etilico del acido 1-{[1-(2(S)-terc-butoxicarbonilamino-3-pent-4-enilsulfanilpropionil)-
4(R)-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2(S)-carbonil]-1(R)-amino}-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico.

Etapa 33A) Nota: el producto de la Etapa 1f, éster etilico del acido (1-{[4-(7-Metoxi-2-fenilquinolin-4(R)-iloxi)pirrolidin-
2(S)-carbonil]-1(R)-amino}-2(S)-vinilciclopropanocarboxilico se us6 como material de partida para la preparacion de
Compuesto 31. El &cido carboxilico (282 mg, 976 mmol) del ejemplo 32 se afiadié a una solucion de DMF que
contenia HATU (445 mg, 1,17 mmol, 1,2 equiv.), NMR (375 pl, 3,42 mmol, 3,5 equiv.) y la sal TFA del producto la
etapa If (600 mg, 976 umol, 1 equiv.) y la solucion resultante se agitdé a temperatura ambiente durante una noche. La
mezcla resultante se inactivd mediante la adicion de tampo6n de pH 4 y la mezcla resultante se extrajo (3 x) con
acetato de etilo. Los extractos se combinaron, se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio y se
concentraron al vacio. La mezcla del producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (hexano, acetato de
etilo) para proporcionar el producto de la Etapa 33A (753 mg, 84 %). RMN H (500 MHz, CDCls) & 1,20-1,25 (m, 3H),
1,36 (s, 9H), 1,54-1,68 (m, 4H), 1,88 (m, 1H), 2,10-2,20 (m,3H), 2,55 -2,64 (m, 2H), 2,73-2,97 (m,3H), 4,08-4,15 (m,
3H), 4,35 (m, 1H), 4,68 (m, 1H), 4,90-5,04 (m, 3H), 5,10 (m, 1H), 5,27-5,44 (m, 3H), 5,68-5,82 (m, 2H), 7,05-7,09 (m,
2H), 7,42-7,59 (m, 4H), 7,92-8,19 (m, 3H).
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Etapa 33B, Preparacion de éster etilico del acido 14-terc-butoxicarbonilamino-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-

2,15-dioxo-12-tia-3,16-diaza-triciclo[14.3.0.0**Jnonadec-7-en-4-carboxilico

7< o
Producto de la Etapa 33B

Etapa 33B) El producto de éster tripétido de la etapa 33A (390 mg, 505 mmol) se disolvi6 en dicloroetano
desgasificado (purgado con nitrégeno) (145 ml). Se afiadi6 dicloruro de triciclohexilfosfina[1,3-bis(2,4,6-trimetilfenil)-
4,5-dihidroimidazol-2-ilideno]-[bencilideno]-rutenio (1V) (Strem) (45 mg, 53 umol), la mezcla de reaccion se calent6 a
45 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 5 h. En ese momento, se afiadio catalizador de rutenio adicional (45
mg, 53 umol) se afiadié a la mezcla de reaccion y el calentamiento se mantuvo durante una noche. Después, la
mezcla de reaccién se concentré al vacio y se purificd por cromatografia ultrarrdpida (hexanos, acetato de etilo) para
proporcionar 159,4 mg (42 %) del producto de ciclacion de metéatesis de la olefina deseada de la Etapa 33B. RMN 'H
(500 MHz, CDCl3) 6 1,24 (t, J = 7 Hz, 3H), 1,37 (m, 1H), 1,41 (s, 9H), 1,50-1,75 (m, 3H), 1,85 (m, 1H), 1,96 (m, 1H),
2,13 (m, 1H), 2,21-2,45 (m, 3H), 2,52 (m, 1H), 2,81 (m, 1H), 3,07-3,15 (m, 3H), 4,12-4,25 (m, 3H), 4,85 (m, 1H), 5,09
(m, 1H), 5,37-5,42 (m, 2H), 5,5 (m, 1H), 5,6 (m, 1H), 7,05 (s, 1H), 7,09 (m, 1H), 7,40-7,58 (m, 4H), 8,00-8,10 (m, 3H).
). CL-EM (Procedimiento H, con la excepcion de que el tiempo de gradiente fue 2 min, el caudal fue 5 ml/min y el
tiempo de retencion: 1,55 min), EM m/z 745(M"+1).

Etapa 33C, Preparacion de (1S',4R,6S,14S,18R)-7-cis-14-terc-Butoxicarbonilamino-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-
iloxi)-2,15-dioxo-12-tia-3,16-diaza-triciclo[14.3.0.0*Jnonadec-7-en-4-carboxilico

7< o

Producto de la Etapa 33C

Etapa 33C) El producto de éster de tripéptido macrociclo de la etapa 33B (149,8 mg, 201 pumol) se disolvié en una
mezcla de THF (4,1 ml), MeOH (1,9 ml), H2O (0,45 ml) que contenia LiOH (97 mg, 4,04 mmol) y la mezcla resultante
se agitd a temperatura ambiente durante una noche. La reaccion se interrumpié mediante la adicion de HCI acuoso
(0,1 N) y la mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo. Los extractos organicos se secaron con sulfato de
magnesio y se concentraron al vacio para proporcionar una mezcla de producto en bruto que se purific6 usando
cromatografia ultrarrapida (acetato de etilo, después MeOH al 10 %/CH,Cl, como eluyente) para proporcionar el
acido carboxilico macrociclo deseado (109,3 mg, 76 %). RMN H (500 MHz, DMSO-dg) 6 1,1 (m, 1H), 1,16 (s, 9H),
1,36 (m, 1H), 1,41-1,55 (m, 3H), 1,60 (m, 1H), 1,95 (m, 1H), 2,27 (m, 1H), 2,32-2,43 (m, 2H), 2,45-2,60 (m, 3H), 2,71
(m, 1H), 2,90 (m, 1H), 3,92 (s, 3H), 4,05 (m, 1H), 4,25-4,55 (m, 2H), 5,42-5,70 (m, 3H), 7,10 (m, 1H), 7,19 (m, 1H),
7,32-7,62 (m, 3H), 7,75 (m, 1), 8,04 (m, 1H), 8,24-8,30 (m, 2H), 8,50 (s, 1H). CL-EM (Procedimiento H, con la
excepgién del que el tiempo de gradiente fue 2 min y el caudal fue 5 ml/min, tiempo de retencién: 1,48 min), EM m/z
717(M"+1).
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Etapa 33D, Preparacién de Ejemplo 33, Compuesto 31, éster terc-butilico del acido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-Cis-[4-
ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-12-tia-3,16-
diazatriciclo[14.3.0.0*%Inonadec-7-en-14-il-carbamico

; l\ Compuesto 31 '

Etapa 33D) El producto de acido macrociclo de la etapa 33C (77,9 mg, 109 umol, 1 equiv.) se disolvié en THF (770
ul) y se afadié CDI (21,1 mg, 130 umol, 1,2 equiv.). Después, la mezcla se calentd a reflujo y se mantuvo a esa
temperatura durante 2 h. Después, la mezcla de reaccidon se enfri6 a temperatura ambiente, se afiadieron
ciclopropilsulfonamida (15,5 mg, 128 umol, 1,2 equiv.) y DBU (18,7 pl, 125 umol, 1,2 equiv.) y la mezcla resultante se
agitd a temperatura ambiente durante una noche. El andlisis CL/EM indicoé que la mezcla de producto consistia en
una mezcla de material de partida y producto deseado. La mezcla resultante se repartié entre cloruro de metileno y
HCI acuoso 1 N, seguido de retro extraccion de la fase acuosa. Los extractos combinados se secaron sobre sulfato
de magnesio y se concentraron al vacio. Después, la mezcla de material de partida y producto deseado se sometid
de nuevo a las condiciones de reaccion descritas anteriormente usando cantidades de reactivos idénticas. Después
de la duracion de la reaccion, la mezcla de reaccién se tratd como anteriormente y después se purifico
adicionalmente por cromatografia (columna Biotage 12M, acetato de etilo al 75 %/hexano) para proporcionar la
sulfonamida de macrociclo deseada, Ejemplo 33, Compuesto 31, éster terc-butilico del 4cido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-
cis-[4-ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,15-dioxo-12-tia-3,16-
diazatriciclo[14.3.0.0*®Jnonadec-7-en-14-il]-carbamico (30,6 mg, 34 %). RMN *H (500 MHz, metanol-d,) & 0,90-1,50
(m, 7H), 1,24 (2, 9H), 1,55 (m, 1H), 2,60-2,67 (m, 2H), 2,83 (m, 1H), 2,15 (m, 1H), 2,30-2,47 (m, 2H), 2,5-2,9 (m, 7H),
3,8 (s, 3H), 4,22 (m, 1H), 4,35-4,41 (m, 2H), 4,7 (m, 1H), 5,38 (m, 1H), 5,48-5,68 (m, 2H), 6,82 (m, 1H), 7,06 (m, 1H),
7,25 (s, 1H), 7,35 (s, 1H), 7,49-7,60 (m, 3H), 8,03-8,15 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento H, con la excepcion de que el
tiempo de gradiente fue 2 min, el caudal fue 5 ml/min y el tiempo de retencion: 1,48 min), EM m/z 820(M"+1).

Ejemplo 34, Preparacion del Compuesto 32, éster terc-butilico del &cido (1S,4R,6S,14S,18R)-7-Cis-[4-
ciclopropanosulfonil-aminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,12,12,15-tetraoxo-12,16-tia-3,16-
diazatriciclo[14.3.0.0*°Inonadec-7-en-14-illcarbamico

/

g
A ® A e
: Compuesto 31 Compuesto 32

Ejemplo 33 Ejemplo 34

Oxona Etapa) A una solucion del Compuesto 31 (9,5 mg, 11,6 pumol) en metanol (0,276 ml) se le afiadié un tampdn
de pH 7 (0,093 ml) y la solucion se enfrié en un bafio de hielo. Se afiadid6 Oxona (21 mg, 34,8 umol, 3 equiv.) y la
reaccion se equilibré a temperatura ambiente y se agité durante dos horas. Después, se afadié agua a la mezcla de
reaccion y la mezcla resultante se extrajo con tres veces con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados
se concentraron al vacio y el producto en bruto se purificé por TLC preparativa (eluyente Hexano: acetato de etilo,
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1:3), proporcionando el producto deseado, Ejemplo 34, Compuesto 32, éster terc-butilico del acido
(1S,4R,6S,14S,18R)-7-cis-[4-ciclopropanosulfonilaminocarbonil-18-(7-metoxi-2-fenil-quinolin-4-iloxi)-2,12,12,15-
tetraoxo-12,16-tia-3,16-diazatriciclo[14.3.0.0*°Jnonadec-7-en-14-iljcarbamico (9,8 mg, 32 %). RMN *H (500 MHz,
metanol-d4) & 0,74-0,94 (m, 3H), 1,0-1,08 (m, 2H), 1,26 (s, 9H), 1,22-1,33 (m, 2H), 1,58 (m, 1H), 1,76-1,82 (m, 2H),
2,04 (m, 1H), 2,17 (m, 1H), 2,32-2,40 (m, 2H), 2,60 (m, 1H), 2,82-2,89 (m, 2H), 3,65-3,78 (m, 2H), 3,95 (s, 3H), 4,38-
4,45 (m, 2H), 4,75-4,99 (m, 3H), 5,48-5,62 (m, 3H), 7,14 (m, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,42 (m, 1H), 7,46-7,58 (m, 3H), 8,06-
8,18 (m, 3H). CL-EM (Procedimiento H, con la excepcion de que el tiempo de gradiente fue 2 min, el caudal fue 5
mi/min y el tiempo de retencion: 1,29 min), EM m/z 852 (M*+1).

Ejemplo 35

Preparaciéon de los Compuestos Definidos en |la Tabla 1 y Tabla 2 del Ejemplo 37

Cada uno de los Compuestos que se muestran en la Tabla 1 y Tabla 2 del Ejemplo 35 son acil sulfonamidas de
tripéptido. Cada uno de estos compuestos puede prepararse a partir del &cido carboxilico correspondiente en un
procedimiento de acoplamiento de sulfonamida que convierte el acido carboxilico en dicha acil sulfonamida. Se
encuentras Ejemplos de este procedimiento en la presente solicitud, en la sintesis de los Compuestos 1 a 34. Los
acidos carboxilicos que se usan como materiales de partida para la formacién de las acil sulfonamidas que se
muestran en la Tabla 1 pueden prepararse (para un ejemplo, véanse las etapas 9a-9i del Ejemplo 9 para la
preparacion del acido carboxilico de la etapa 9i) por los procedimientos descritos en la presente solicitud y también
de los contenidos de la Solicitud Internacional PCT/CA00/00353 (N° de Publicacion, WO 00/59929).
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Preparacién del Compuesto 441

Un ejemplo no limitante del procedimiento de acoplamiento anterior se muestra para la preparacion del compuesto
441 (en el que

s 4T D oy
Ry = tRp= 0™  R.-OMe Rs=H,Rs= ") El material de

partida, &cido carboxilico, Compuesto 441A como se describe en el la SoI|C|tud Internacional PCT/CA00/00353 (N°
de Publicacion, WO 00/59929) o Ejemplo 9 en el presente documento.

OH Etapa 1j
CDUTHF; DBU

1
R,—'S—NH,

3 s

Compuesto 441A Compuesto 441

del Ejemplo 37, Tabla 1

En la etapa de acoplamiento de sulfonamida, un &cido carboxilico de tripéptido, por ejemplo 441A (en el que R; =

Me g
_§.<,"T . :,J‘,",U\O/O AN
-§< _ o-N _ _ _ H . _ . s _

, Ry = R3 = OMe, R5 = H, R4 = , Q= ) se disuelve en un
disolvente adecuado, como por ejemplo THF o dicloroetano, en una atmosfera inerte, por ejemplo argén o nitrégeno.
Después se aflade un reactivo de acoplamiento adecuado. Un ejemplo no limitante de un reactivo de acoplamiento
es carbonildiimidazol. Después, la solucion resultante se agité a temperatura ambiente durante aproximadamente 30
min y después se calent6 a reflujo durante un periodo de 30 min. Después, la solucién se enfri6 a temperatura
ambiente y después se afiadié una sulfonamida. En el presente ejemplo se afadié ciclopropilsulfonamida en una
porcion, seguido de la adicion de una base. Un ejemplo de una base usada en la transformacion es DBU. La
reaccion resultante se agité durante 24 h, después de los cual se sometié a un procedimiento de tratamiento. Este
procedimiento de tratamiento puede implicar diluir en primer lugar la mezcla de reaccién con un disolvente organico,
tal como acetato de etilo, después lavar la mezcla resultante con una solucién acuosa como, por ejemplo, una
solucion acuosa tamponada a un pH de cuatro. Después, la fase organica se separd y se lavé con salmuera.
Después, el extracto organico se seco (MgSOQ.) y se concentrd al vacio para proporcionar un producto en bruto. El
producto en bruto puede purificarse usando practicas convencionales, tales como, pero sin limitacién, cromatografia
ultrarrapida, cromatografia preparativa de capa fina (TLC) o cromatografia de fase inversa para proporcionar el
compuesto de acilsulfonamida deseado 441.

Ejemplo 36

Estudios Biolégicos

Ensayo peptidico de FRET de complejo de proteasa NS3/4A de VHC recombinante

El fin de este ensayo in vitro fue medir la inhibicién de los complejos de proteasa NS3 de VHC, derivados de las
cepas BMS, H77C o J4L6S, como se describe posteriormente, por compuestos de la presente invencion. Este
ensayo proporciona una indicacion de cuan efectivos serian los compuestos de la presente invencion en la inhibicién
de la actividad proteolitica de VHC.

Se obtuvo suero de un paciente infectado por VHC del Dr. T. Wright, Hospital de San Francisco. Se construyé un
molde de ADNc (acido desoxirribonucleico complementario) de longitud completa obtenido por ingenieria genética
del genoma de VHC (cepa BMS) a partir de fragmentos de ADN obtenidos por PCR de transcripcion inversa (RT-
PCR) de ARN de suero (acido ribonucleico) y usando cebadores seleccionados basandose en la homologia entre
otras cepas de genotipo la. A partir de la determinacion de la secuencia gendémica completa, se asigné un genotipo
la al aislado de VHC de acuerdo con la clasificacion de Simmonds y col. (Véase P Simmonds, KA Rose, S Graham,

95



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2366432 T3

SW Chan, F McOmish, BC Dow, EAFollett, PLYap y H Marsden, J. Clin. Microbiol., 31(6), 1493-1503 (1993)). Se
mostré que la secuencia de aminoacidos de la regién no estructural, NS2-5B, era >97 % idéntica al genotipo 1a de
VHC (H77c) y 87 % idéntica al genotipo 1b (J4L6S). Los clones infecciosos, H77C (genotipo 1a) y J4L6S (genotipo
1b) se obtuvieron de R. Purcell (NIH) y las secuencias estan publicadas en Genbank (AAB67036, véase Yanagi, M.,
Purcell, R. H., Emerson, S. U. y Bukh, J. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94(16), 8738-8743 (1997); AF054247, véase
Yanagi, M., St Claire, M., Shapiro, M., Emerson, S. U., Purcell, R. H. y Bukh, J, Virology 244 (1), 161-172. (1998)).

Las cepas BMS, H77C y J4L6S se usaron para produccién de complejos de proteasa NS3/4A recombinante. Se
manipulé el ADN que codifica el complejo de proteasa NS3/4A de VHC recombinante (aminoacidos 1027 a 1711)
para estas cepas como se describe en P. Gallinari y col. (véase Gallinari P, Paolini C, Brennan D, Nardi C,
Steinkuhler C, De Francesco R. Biochemistry. 38(17): 5620-32, (1999)). Brevemente, se afiadié una cola
solubilizante de tres lisinas en el extremo 3’ de la regién codificante de NS4A. La cisteina en la posiciéon P1 del sitio
de escision de NS4A-NS4B (aminoacido 1711) se cambié a una glicina para evitar la escision proteolitica del
marcador de lisina. Ademas, se introdujo una mutacion de cisteina a serina por PCR en la posicion aminoacidica
1454 para evitar la escision autolitica en el dominio de helicasa NS3. El fragmento de ADN variante se clon6 en el
vector de expresion bacteriana pET21b (Novagen) y se expreso el complejo NS3/4A en la cepa de Escherichia coli
BL21 (DE3) (Invitrogen) siguiendo el protocolo descrito por P. Gallinari y col. (véase Gallinari P, Brennan D, Nardi C,
Brunetti M, Tomei L, Steinkuhler C, De Francesco R., J Virol. 72(8): 6758-69 (1998)) con modificaciones.
Brevemente, se indujo la expresion de NS3/4A con isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 0,5 mM durante 22
horas a 20 °C. Una fermentacion tipica (10 I) produjo aproximadamente 80 g de pasta celular himeda. Las células
se resuspendieron en tampén de lisis (10 ml/g) que consistia en acido N-(2-Hidroxietil)Piperazin-N’-(2-
Etanosulfénico) (HEPES), 25 mM, pH 7,5, glicerol al 20 %, Cloruro sodico 500 mM (NaCl), Triton-X100 0,5 %,
lisozima 1 pg/ml, Cloruro Magnésico 5 mM (MgCl,), Dnasal 1 pg/ml, B-Mercaptoetanol (BME) 5 mM, inhibidor de
Proteasa — acido Etilendiamin Tetracético (EDTA) libre (Roche), se homogeneizaron y se incubaron durante 20
minutos a 4 °C. El homogeneizado se sometio a ultrasonidos y se clarifico por ultracentrifugacion a 235000 g durante
1 h a 4 °C. Se afiadi6 imidazol al sobrenadante a una concentracion final de 15 mM y el pH se ajust6 a 8,0. El
extracto de proteina en bruto se cargdé en una columna de acido niquel-nitrilotriacético (Ni-NTA) preequilibrada con
tampon B (HEPES 25 mM, pH 8,0, glicerol 20 %, NaCl 500mM, Tritén-X100 0,5 %, imidazol 15 mM, BME 5 mM). La
muestra se cargd a un caudal de 1 ml/minuto. La columna se lavé con 15 volimenes de columna de tampon C (el
mismo que el tampon B excepto con Triton-X100 0,2 %). La proteina se eluy6 con 5 volimenes de columna de
tampdn D (el mismo que tampdn C excepto con imidazol 200 mM).

Las fracciones que contenian complejo de proteasa NS3/4A se agruparon y cargaron en una columna de desalacion
Superdex-S200 pre-equilibrada con tampén D (HEPES 25 mM, pH 7,5, glicerol al 20 %, NaCl 300 mM, Triton-X100
0,2 %, BME 10 mM). La muestra se cargd a un caudal de 1 ml/min. Las fracciones que contenian complejo de
proteasa NS3/4A se agruparon y se concentraron a aproximadamente 0,5 mg/ml. Se consideré que la pureza de los
complejos de proteasa NS3/4A, derivados de las cepas BMS, H77C y J4L6S, era mayor del 90 % por SDS-PAGE y
andlisis de espectrometria de masas.

La enzima se almacené a -80 °C, se descongel6 en hielo y se diluyd antes de su uso en tampén de ensayo. El
sustrato usado para el ensayo de proteasa de NS3/4A fue RET S1 (Sustrato de Depsipéptido de Transferencia de
Energia de Resonancia; AnaSpec, Inc. cat. N° 22991) (péptido FRET), descrito por Taliani y col. en Anal. Biochem.
240(2): 60-67 (1996). La secuencia de este péptido esta ligeramente basada en el sitio de escision natural de
NS4A/NS4B excepto que hay un engarce de éster en lugar de un enlace amina en el sitio de escision. El sustrato
peptidico se incubd con uno de los tres complejos de NS3/4A recombinantes, en ausencia o presencia de un
compuesto de la presente invencion y la formacion de producto de reaccion fluorescente se sigui6é en tiempo real
usando un Cytofluor Series 4000.

Los reactivos fueron como sigue: se obtuvieron HEPES y Glicerol (Ultrapuro) de GIBCO-BRL. Se obtuvieron Dimetil
Sulféxido (DMSO) y albimina de suero bovino (BSA) de Sigma. Se obtuvo B-Mercaptoetanol de Bio Rad: Tampdén de
ensayo: HEPES 50 mM, pH 7,5; NaCl 0,15 M; Tritén 0,1 %, Glicerol 15 %; BME 10 mM. Sustrato: concentracion
final 2 mM (a partir de una solucién madre 2 mM en DMSO almacenada a -20 °C). NS3/4A de VHC tipo la (1b),
concentracion final 2-3 nM (a partir de una solucion madre 5 uM en HEPES 25 mM, pH 7,5, glicerol 20 %, NaCl 300
mM, Triton-X100 0,2 %, BME 10 mM). Para compuestos con potencias que se acercan al limite del ensayo, el
ensayo se hizo mas sensible afadiendo BSA 50 pg/ml al tampdén de ensayo y reduciendo la concentracion final de
proteasa a 300 pM.

El ensayo se realiz6 en una placa negra de poliestireno de 96 pocillos de Falcon. Cada pocillo contenia 25 pl de
complejo de proteasa NS3/4A en tampdn de ensayo, 50 ul de un compuesto de la presente invencion en tampon de
ensayo/DMSO 10 % y 25 ul de sustrato en tampdn de ensayo. También se prepard un control (sin compuesto) en la
misma placa de ensayo. El complejo enzimatico se mezclé con el compuesto o solucién control durante 1 minuto
antes de iniciar la reaccion enzimatica mediante la adicion de sustrato. La placa de ensayo se leyo inmediatamente
usando el Cytofluor Series 4000 (Perspective Biosystems). El instrumento se ajusto para leer una emision de 340 nm
y excitacién de 490 nm a 25 °C. Las reacciones se siguieron generalmente durante aproximadamente 15 minutos.

El porcentaje de inhibicion se calculé con la siguiente ecuacion:
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100 - [(SFinhISFcon) X 100]

en la que 3F es el cambio en fluorescencia a lo largo del intervalo lineal de la curva. Se aplicé un ajuste de curva no
lineal a los datos de inhibiciébn-concentracion y se calcul6 la concentracion eficaz al 50 % (Clsg) mediante el uso de
software Excel X1-fit usando la ecuacidn, y=A+((B-A) / (1+ ((C/x)"D))).

Se descubrié que todos los compuestos ensayados tenian CI50 de 9 uM o0 menos. Ademas, se descubri6 que los
compuestos de la presente invencién, que se ensayaron frente a mas de un tipo de complejo de NS3/4A tenian
propiedades inhibidoras similares aunque los compuestos demostraron uniformemente mayor potencia frente a las
cepas 1b en comparacién con las cepas la.

Ensayos de especificidad

Los ensayos de especificidad se realizaron para demostrar la selectividad de los compuestos de la presente
invencion en la inhibicion de proteasa NS3/4A de VHC en comparacién con otras serina o cisteina proteasas.

Las especificidades de compuestos de la presente invencién se determinaron frente a una diversidad de serina
proteasas: elastasa de neutréfilos humanos (HNE), elastasa pancreatica porcina (PPE) y quimiotripsina pancreética
humana y una cisteina proteasa: catepsina de higado humano B. En todos los casos se usé un protocolo de formato
de placa de 96 pocillos usando sustrato colorimétrico de p-nitroanilina (pNA) para cada enzima como se ha descrito
previamente (Patente de Estados Unidos 6.323.180) con algunas modificaciones a los ensayos de serina proteasa.
Todas las enzimas se obtuvieron de Sigma mientras que los sustratos fueron de Bachem.

Cada ensayo incluy6 una preincubacion con inhibidor de enzima de 2 h a TA seguido de adicion de sustrato e
hidroélisis a aproximadamente 30 % de conversion segin se midié en un lector de microplacas Spectramax Pro. Las
concentraciones de los compuestos variaron de 100 a 0,4 uM dependiendo de su potencia.

Las condiciones finales para cada ensayo fueron como sigue:

Clorhidato de Tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCI) 50 mM, pH 8, Sulfato Sédico (Na;SO4) 0,5 M, NaCl
50 mM, EDTA 0,1 mM, DMSO 3 %, Tween-20 0,01 % con: succ-AAA-pNA 133 uM y HNE 20 nM o PPE 8
nM; succ-AAPF-pNA 100 uM y Quimiotripsina 250 pM.

NaHPO, (Hidrégeno Fosfato Sddico) 100 mM pH 6, EDTA 0,1 mM, DMSO 3 %, TCEP (clorhidrato de
Tris(2-carboxietil) fosfina) 1 mM, Tween-20 0,01 %, Z-FR-pNA 30 uM y Catepsina B 5 nM (reserva de
enzima activada en tampén que contiene TCEP 20 mM antes de su uso).

El porcentaje de inhibicion se calculd usando la formula:
[1-((UVinh-UVblanco) / (UVcu-UVbianco))] X 100

Se aplico un ajuste de curva no lineal a los datos de concentracion-inhibicion y se calcul6 la concentracion eficaz al
50 % (Clso) mediante el uso de software Excel X1-fit.

Ensayo basado en Células del Replicén de VHC

Se establecié un sistema celular completo de replicon de VHC como se describe en Lohmann V, Korner F, Koch J,
Herian U, Theilmann L, Bartenschlager R., Science 285(5424): 110-3 (1999). Este sistema permitié a los inventores
evaluar los efectos de sus compuestos de proteasa de VHC en la replicacién de ARN de VHC. Brevemente, usando
la secuencia de cepa 1B de VHC descrita en el articulo de Lohmann (nimero de Acceso: AJ238799), se generd un
ADNCc de VHC que codificaba el sitio de entrada de ribosoma interno 5’ (IRES), el gen de resistencia a neomicina, el
IRES de VEMC (virus de encefalomiocarditis) y las proteinas no estructurales del VHC, NS3-NS5B vy la regién no
traducida 3’ (NTR). Se transfectaron transcritos in vitro del ADNc a la linea celular de hepatoma humano, Huh7. La
seleccion de células que expresaban constitutivamente el replicon de VHC se consiguié en presencia del marcador
seleccionable, neomicina (G418). Las lineas celulares resultantes se caracterizaron con respecto a produccion de
ARN de hebra positiva y negativa y produccion de proteinas a lo largo del tiempo.

Se cultivaron células Huh7, que expresaban de forma constitutiva el replicon de VHC en medio de Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM) que contenia suero de ternero Fetal (FCS) 10 % y G418 1mg/ml (Gibco-BRL). Las células se
sembraron la noche antes (1,5 x 10* células/pocillo) en placas estériles de cultivo tisular de 96 pocillos. Se
prepararon controles sin compuesto y con compuesto en DMEM que contenia FCS 4 %, Penicilina / Estreptomicina
1:100, L-glutamina 1:100 y DMSO 5 % en la placa de dilucién (concentracion final de DMSO del 0,5 % en el
ensayo). Se afiadieron mezclas de Compuesto / DMSO a las células y se incubaron durante 4 dias a 37 °C. Después
de 4 dias, las placas se aclararon exhaustivamente con soluciéon Salina Tamponada con Fosfato (PBS) (3 veces 150
ul). Las células se lisaron con 25 pl de un reactivo de ensayo de lisis que contenia el péptido FRET (RET S1, como
se describe para el ensayo enzimatico in vitro). Se preparo reactivo de ensayo de lisis a partir de reactivo de lisis de
cultivo celular de luciferasa de células 5X (Promega N° E153A) diluido a 1X con agua destilada, se afiadi6 NaCl a
150 mM final, se diluy6 el péptido FRET a 10 uM final a partir de una reserva de 2 mM en DMSO 100 %. La placa
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se coloco después en el instrumento Cytofluor 4000 que se habia ajustado a excitacion 340 nm / emision 490, modo
automatico durante 21 ciclos y se leyé la placa en un modo cinético. Se llevaron a cabo las determinaciones de CEsg
como se describe para las determinaciones de Clso.

Se usaron dos ensayos secundarios diferentes para confirmar las determinaciones de CEsg a partir del ensayo de
FRET del replicon. Estos incluyeron un ensayo de ARN cuantitativo y un ensayo de indicador celular de luciferasa
transitorio. Para el ensayo de ARN cuantitativo, se incubaron compuesto / controles sin compuesto con las células
como se describe para el ensayo de FRET del replicon. Después de 4 dias, las células se lisaron usando el kit
Rneasy (Qiagen). El ARN total purificado se normalizé6 usando RiboGreen (Jones LJ, Yue ST, Cheung CY, Singer
VL, Anal. Chem., 265(2): 368-74 (1998)) y la cuantificacion relativa de expresién de ARN de VHC se evalu6 usando
el procedimiento de Tagmann (Kolykhalov AA, Mihalik K, Feinstone SM, Rice CM, Journal of Virology 74, 2046-2051
(2000)) y el kit de una etapa Platinum Quantitative RT-PCR Thermoscript (Invitrogen cat N° 11731-015).
Brevemente, se afiadid ARN llevado a un volumen de 5 pl (<1 ng) a una mezcla preparada de 20 pl que contenia lo
siguiente; mezcla de reaccion Thermoscript 1,25X (que contenia Sulfato de Magnesio y 2-desoxinucledsido 5'-
trifosfatos (ANTP)), dNTP 3mM, cebador directo 200 nM (secuencia: 5’-gggagagccatagtggtctgc-3’), cebador inverso
600 nM (5'-cccaaatctccaggcattga-3’), sonda 100 nM (5-6-FAM-cggaattgccaggacgaccgg-HHQ-1-3') (FAM:
Fluorescein-aminohexil amidita; BHQ: Interruptor Black Hole), colorante de referencia Rox 1 uM (Invitrogen cat N°
12223-012) y mezcla de Taqg polimerasa Thermoscript Plus Platinum. Todos los cebadores se disefiaron con el
software ABI Prism 7700 y se obtuvieron de Biosearch Technologies, Novato, CA. Las muestras que contenian
concentraciones conocidas de transcrito de ARN de VHC se aplicaron como patrones. Usando el siguiente protocolo
de ciclacion (50 °C, 30 min, 95 °C, 5 min; 40 ciclos de 95 °C, 15 segundos, 60 °C, 1 min), se cuantifico la expresién
de ARN de VHC como se describe e el manual de Perkin Elmer usando el Detector de Secuencia ABI Prism 7700.

También se uso el ensayo indicador de luciferasa para confirmar la potencia del compuesto en el replicén. El uso de
un ensayo indicador de luciferasa de replicén se describio por primera vez por Krieger y col (Krieger N, Lohmann V,
y Bartenschlager R, J. Virol. 75(10): 4614-4624 (2001)). La construccion de replicon descrita para el ensayo de
FRET de los inventores se modifico reemplazando el gen de resistencia a neomicina con el gen de resistencia a
blasticina fusionado con el extremo N terminal de la forma humanizada de luciferasa de Renilla (sitios de restriccion
Ascl / Pmel usados para la subclonacion). La mutacién adaptativa en la posicion 1179 (serina a isoleucina) también
se introdujo (Blight KJ, Kolykhalov, AA, Rice, CM, Science 290(5498): 1972-1974). El ensayo indicador de luciferasa
se establecié sembrando células huh7 la noche anterior a una densidad de 2 x 10° células por matraz T75. Las
células se lavaron al dia siguiente con 7,5 ml de Opti-MEM. Después del protocolo de Invitrogen, se agitaron en
vortex 40 ul de DMRIE-C con 5 ml de Opti-MEM antes de afiadir 5 ug de ARN del replicon indicador de VHC. La
mezcla se afiadié a las células huh7 lavadas y se dejo durante 4 horas a 37 °C. Mientras tanto, se prepararon
diluciones de compuesto en serie y controles sin compuesto en DMEM que contenia FCS 10 % y DMSO 5 % en la
placa de dilucién (concentracion final de DMSO del 0,5 % en el ensayo). Se afiadieron mezclas de
compuesto/DMSO a cada pocillo de una placa de 24 pocillos. Después de 4 horas, se aspird la mezcla de
transfeccion y se lavaron las células con 5 ml de Opti-MEM antes de la tripsinizacion. Las células tripsinizadas se
resuspendieron en DMEM 10 % y se sembraron a 2 x 10* células/pocillo en placas de 24 pocillos que contenian
compuesto o controles sin compuesto. Las placas se incubaron durante 4 dias. Después de 4 dias, se retiré el medio
y se lavaron las células con PBS. Inmediatamente se afiadieron 100 pl de Tampén de Lisis de Luciferasa de Renilla
1x (Promega) a cada pocillo y las placas se congelaron a -80 °C para andlisis posterior 0 se ensayaron después de
15 minutos de lisis. Se transfiri6 lisado (40 ul) de cada pocillo a una placa negra de 96 pocillos (fondo transparente)
seguido de 200 ul de sustrato de ensayo de Luciferasa de Renilla 1x. Las placas se leyeron inmediatamente en un
Packard TopCount NXT usando un programa de luminiscencia.

El porcentaje de inhibicién se calculé usando la siguiente férmula:

i i i i i +
% de control = sefial de luciferasa media en pocillos experimentales (+ compuesto)

sefial de luciferasa media en pocillos de control DMSO (-compuesto)

Los valores se representaron graficamente y se analizaron usando XLFit para obtener el valor de CEsg.

Ejemplos Bioldgicos

La siguiente Tabla enumera compuestos de la presente invencién que se ensayaron in vitro de acuerdo con el
procedimiento anteriormente descrito. Estos intervalos de Clsp usados en esta tabla son: A es <50 uM; B es <5 uM;
C es <0,5 uM; D es <0,05 uM. Se descubrié que todos los compuestos de la presente invencion que se ensayaron
tenian Clso de 9 pM o0 menos frente al complejo de NS3/4A de VHC BMS. Los compuestos preferidos tenian Clso de
0,021 puM, como se descubrié para el Compuesto 6, 0 menos. Ademas, se descubrié que compuestos de la presente
invencion, que se ensayaron frente a mas de un tipo de complejo de NS3/4A, tenian propiedades inhibidoras
similares; se mostraron propiedades inhibidoras un tanto mejores frente a la cepa JAL6S. También se evaluaron
compuestos representativos de la presente invencion en el ensayo celular de replicén de VHC, los resultados del
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cual se proporcionan en la tabla. Estos intervalos de CEsg usados en esta tabla son: A es <50 uM; B es <5 uM; C es
<0,5 uM; D es <0,05 uM. Se descubri6 que los compuestos de la presente invencion tenian CES50 de
aproximadamente 13,3 uM o menos. Los compuestos preferidos tienen CE50 de aproximadamente 0,124 uM, como
se descubrié para el Compuesto 6, 0 menos. Se descubrié que los compuestos mas preferidos de la presente
invencion tienen CE50 de 0,01 uM o menos.

En los ensayos de especificidad, se descubrié que el mismo compuesto tenia la siguiente actividad: HLE = 30 uM;
PPE > 100 pM; Quimiotripsina > 100 puM; Catepsina B > 100 pM. Estos resultados indican que esta familia de
compuestos es altamente especifica para la proteasa NS3 y muchos de estos miembros inhiben la replicacion del
replicon de VHC.

Compuesto | CI50 | CE50 | Compuesto | CI50 | CE50

1 B A 2 B

3 B A 4 A

5 D D 6 D C
7 D D 8 D C
9 D D 10 D D
11 D D 12 C C
13 D D 14 D D
15 D D 16 D D
17 D C 18 D D
19 D D 20 D D
21 D D 22 D D
23 D D 24 D D
25 D D 26 D D
27 D D 28 D D
29 D D 30 D B
31 D D 32 D D
33 D D 34 D D
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula I, incluyendo sales farmacéuticamente aceptables del mismo,

Q

en la que:

5 (a) Ry es cicloalquilo Cs.7 sin sustituir;

(b) Rz es H, halo, alquilo C1.6, alcoxi Cy.s, cicloalcoxi Cs.g, arilo Ce ¢ 10 0 heterociclo; en el que el heterociclo es un
heterociclo saturado o insaturado, de cinco, seis o siete miembros, que contiene de uno a cuatro heterodtomos
seleccionados entre nitrégeno, oxigeno y azufre; estando dicho arilo o heterociclo sustituido con Rag;

en el que R24 es H, halo o alquilo Ci.6;
10 (c) Rs es H, halo, alcoxi Ci1.¢ 0 cicloalcoxi Cs.;

(d) R4 es NH2 0 -NH-R31; en el que R3; es -C(0)-Rs2, C(0O)-NHR32 0 C(0O)-OR32, en el que Rs; es alquilo Ci.6 0

cicloalquilo Cs.7;
(e)RzesH;y

() Q es una cadena de alquileno saturada o insaturada, de tres a nueve atomos, que opcionalmente contiene de

15 uno a tres heteroatomos seleccionados independientemente entre O 0 S.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1 que tiene la férmula

3. Un compuesto de la reivindicacion 1 6 2 en el que R; es ciclopropilo.
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. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que R; es fenilo.

. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que R; es metoxi.

. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que R4 es NH; o terc-butoxicarbonilNH-.
. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que Q es -(CH2),.CH=C-ynes1-5.

. Un compuesto de la reivindicacion 7, en el que n es 3 6 4.

© 0 N o 0 @ »

. Un compuesto de la reivindicacion 1 que tiene la formula

en la que:
(a) R4 es NH; o terc-butoxicarbonilNH-;
10 (b) Q es -(CH2),CH=C-; y
(c) nes 1-5.
10. Un compuesto de la reivindicacion 9, en el que n es 3 6 4.
11. Un compuesto de la reivindicacion 1 6 2, en el que:

R, es

N
z CH(CHy)s
o
15

R4 es

é—NHC(ON—O . é—nn-c(oro-c(cmh

y R; es ciclopropilo.

12. Una composicion farmacéutica, que comprende un compuesto de las reivindicaciones 1 — 11 y un vehiculo
20 farmacéuticamente aceptable.

13. Un compuesto de las reivindicaciones 1-11 para su uso en el tratamiento terapéutico de un mamifero por
inhibicion de la proteasa NS3 del VHC.

14. Un compuesto de las reivindicaciones 1-11 para su uso en el tratamiento terapéutico de una infeccién por VHC
en un mamifero.
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