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DATOS DEL SOLICITANTE .

(71) Nombres y Apellidos o Razén Social PFIZER PRODUCTS INC.

No. de Identificacién

Representante Legal ( Persona Juridica)

Pais de Domicilio ESTADOS UNIDOS DE AMERICA.

Departamento o Estado ESTADO DE CONNECTICUT

Direccién EASTERN POINT ROAD, GROTON, CONNECTICUT 06340

Teléfono

¢4 DATOS DEL APODERADO

CARLOS R. OLARTE

CALLE 35 No. 7-25 Piso 4

SANTAFE DE BOGOTA Teléfono 285-14-00/570-0010

DATOS DEL INVENTOR

(12) Nombre del Inventor (es) YAN CHEN, CLAES GUSTAFSSON, ANKE KREBBER, JEREMY

STEPHEN MINSHULL, SUN AI RAILLARD, KIM JONELLE

STUTZMAN-ENGWALL

Identificacidn

l“.élreocidn

Ciudad Teléfono

DATOS DE LA PATENTE DE INVENCION

(s4) Titzlo de 1a Invencién  PIRIMIDINA-2,4,6-TRIONAS INHIBIDORES DE METALOPROTEINASAS

PRIORIDAD REIVINDICADA SI NO O TIPO DE PRIORIDAD ANDINA [ UNIONISTA [
\ b
{

(33) Pafs us (32) Fecha Agosto 12, 1999 (31) No. Solicitud 60/148,547

Para Publicar a los [] 6 meses [ 12 meses 174 lsmuapuﬁrdelafechndehpresentuolicimd'

(51) CLASIFICACION INTERNACIONAL




RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

fo\wo 240

ANEXOS DE LA SOLICITUD
Certificado de Existencia y Representacién Legal cuando ¢l solicitante sea Persona Juridica
I, g@pederes debidamente otorgados, o mencién de su protocolizacién ante la SIC A{Y“\D
Recibo de la tasa respectiva
Recibo de la tasa por concepto de excedente de palabras de Ia publicacién
Si se reivindica prioridad Andina:
Copia de la primera solicitud
Traduccién oficial

X
X
X
O
O
OJ

Si se reivindica prioridad Unionista:
Copia certificada de la primera solicitud
Nota: Debe presentarse dentro de los tres (3) meses, contados a partir de la fecha de radicacidn de la solicitud pasterior
Traduccién simple

gw.\lo descriptivo

Dibujos, planos necesarios

Capftulo reivindicatorio

Tarjeta archivo propietarios segim formato
Tarjeta archivo temitico segin formato
Extracto para publicacién segin formato
Ane final 12x 12y 6 x 6 cms

Otros Docurnentos

ODOXXXXOXK

SOLICITO LA CONCESION DE LA PATENTE DE INVENCION Y DECLARO
QUE LA INVENCION ES NUEVA Y DE MI PROPIEDAD

o g

NOMBRE CARLOS R. OLARTE CC.  79.782.747 de Bogoti TPNo. 74.295
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JD Raisbeck, Lara, Rodriguesx
\ Miembros de la Firma
BAKER & McKENZIE
Abogados

Apartado Adreo 3746
Teléfono : 285-1400
Santa fe de Bogotd, D.C.
Colombia

PODER

La abajo firmante PFIZER PRODUCTS INC., una sociedad
constituida bajo las leyes del Estado de Connecticut, Estados
Unidos de América, domiciliada en Eastexn Point Road, Groton
Connecticut 06340, Estados Unidos de América, declara por el
presente otorgar a ALVARO CORREA ORDONEZ y/o JAMES W.F.
RAISBECK y/o LUZ HELENA VILLAMIL y/o CARLOS R. OLARTE poder
especial amplio y bastante para recabar de las oficinas y
autoridades nacionales que correspondan, la obtencién de:
Registzo de marcas, renovaciones, fusiones, cambios de
nombre, traspasos, presentacién y tramitacién de oposiciones,
depositos de nombres comerciales, cambios de direacién
registro de patentes de invencion, fiisiones, cambios de
nombre, traspasos, presentacién y tramitacién de oposiciones,
cambios de direccién, a cuyo efecto los faculta para dar ante
dichas autoridades, todos los pasos necesarios al objeto
indicado, elevar solicitudes, formular descripciones,
protestas, declaraciones, apelaciones y reclamos, oblar
impuestos, solicitar testimonios, recibir documentos y
valores, desistir y percibir. Se concede a los expresados
mandatarios poder bastante par recibir notificaciones a
nombre de la compaflia, otorgar poderes a quien vayan a
representar a la compafia judicial y estrajudicialmente,
responder en juicio a todas las reclamaciones o demandas que
por motivo de las marcas se presentaren y hacer cuanto fuere
necesario, ante las autoridades administrativas o judiciales
de cualquier orden, dandoles asimismo facultad para sustituir
el presente y en caso necesario revocar dichas sustituci

Dado y firmado en Nueva York, Estado de New !o:kajﬁ rEbaticgs ONCE UE L3t ‘
Unidos de América. “m "”l‘:‘guq:'fo%&“,
A los 8 dias del mes de Octubre de 1997 U/ TRy LA VISTA
X
M“# AN

Ty,
!ﬂ;ﬂlﬁsrtun utlk‘!l




PFIZER PRODUCTS INC.
(Firma ilegible)
ALLEN J. SPIEGEL
Vicepresidente

Estado de nueva York)
Condado de nueva York)

SUSCRITO Y JURADO ante mi a los 8 dias del mes de octubre de
1997.

Firmado John (ilegible)

JOHN ALPHONSO

Notario Publico, Estado de Nueva York

No. 30-4859888

Calificado en el Condado de Nassau

Certificado Registrado en el Condado de Nueva York

Comisién expira el 19 de mayo de 1998
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Raisbeck, Lara, Rodriguex
Miembros de la Firma
BAKER & McKENZIE
Abogados
Apartado Aéreo 3746
Teléfono : 285~1400
Santa fe de Bogota, D.C.
Colombia

CERTIFICADO NOTARIAL

los 8 dias del mes de Octubre de 1997, el suscrito Notario

DA FE

Que ALLEN J. SPIEGEL, mayor y domiciliado en Nueva York,
Estado de New York, Estados Unidos de América, suscribié
de su puflo y letra el siguiente documento que antecede

Que conozco al otorgante y gque éste tiene capacidad
legal para el otorgamiento.

Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su
cardcter de Vicepresidente de la persona juridica PFIEZER
PRODUCTS INC.

Que la persona juridica PFIZER PRODUCTS INC. con sede en
Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340, Estados
Dnidos de América estid legalmente constituida, que
tiene existencia legal actual y que el acto para el cual
se ha otorgado el poder estd comprendido entre los que
constituyen su objeto social.

Que el otorgante efectivamente tiene la representacidn
que ostenta y que esté es legitima.

Que he basado las certificaciones 3,
los szgulentes documentos auténticos que al i

de sus fechas y de su origen o procedencia

Rasolucion de Pfizaer Products Inc. da fecha 24
febrero de 1997.

W
C—



Firmado John (ilegible)

JOHN ALPHONSO

El Notario Piblico

Notario POblico, Estado de Nueva York

No. 30-4859888

Calificado en el Condado de Nassau

Certificado Registrado en el Condado de Nueva York
Comisién expira el 19 de mayo de 1998-08-13

Estado de Nueva York)
}b.j.
Condado de Nueva York) No.21320

Yo, NORMAM GOODMAN, Funcionario del Condado y Funcionario de
la Corte Suprema del Estado de Nueva York, en y para el
Condado de Nueva York, una Corte de Registro, poseedor, por
ley, un sello, CERTIFICO POR EL PRESENTE que

JOHN ALPHONSO

A través de quién se ejecutd el anterior reconocimiento de
prueba, y cuyo nombre estd suscrito en el mismo, era en el
momento de ejecutar dicha prueba, un NOTARIO PUBLICO
residente en el Estado de Nueva York, debidamente comisionada
juramentada y autorizada por las leyes de dicho Estado, para
tomar tales reconocimiento de prueba de escrituras y de otros
instrumentos por escrito para ser reqgistrados en dicho
estado, y para tomar juramentos o afirmaciones en dicho
Condado; que he comparado la firma de dicho NOTARIO PUBLICO
con el ejemplar de su firma del archivo de mi oficina y creo
firmemente que la firma del anterior certificado original es
genuina.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, fijo mi firma y sello este 14 de
octubre de 1997,

Firma ilegible

Funcionario del Condado
Funcionario de la Corte Supr
Condado de Nueva York

L )
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) Razaida tta. 0041

widjusticla 1

A\



Legalizacidén No. 148381 del Consulade de Colombia en Nueva
York de la firma de Norman Goodman como Funcionario del

Condado de Nueva York. Julio 31 de 1997.

Firma ilegible
Federico Mejia Mejia
Consul de Colombia

Legalizacién No. 065918 del Ministerio de Relaciones
Exteriores de Colombia de la firma de Federico Mejia como
Cénsul de Colombia en Nueva York, Estados Unidos de América.
Santa fe de Bogotd, agosto 13 de 1998.

Firma ilegible
Jefe de Legalizaciones

Traduccién Oficial, de un texto del idioma inglés.
Traduceién Oficial realizada por ROBERTO M. OLARTE GARCIA,

Traductor e intérprete oficial juramentade segin Resolucidn
0041 del Ministerio de Justicia 1996. Santa fe de Bogota,
agosto 13, 1998.
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA ‘7{3
10 EAST 46TH STREET, NUEVA YORK, NY 10017
TEL. (212) 370-0004 FAX (212)972-1725

EL SUSCRITO CONSUL DE COLOMBIA
VISTOS LOS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS

CERTIFICA:

Que el (la) Sr.(a) NORMAN GOODMAN, Clerk del Condado de New York
Estados Unidos de América, certifica que JOHRN ALPHONSO es Notario Piblico
del Estado de New York y que ejercia en la fecha las funciones alli expresadas
y que la firma y sellos que en el documento aparecen como suyos son los que
usa y acostumbra en sus actos oficiales.

Que el notarlo citado autenticé el documento adjunto firmado.por ALLEN 3.
SPIEGEL en su calidad de VICEPRESIDENTE de la firma PFIZER P ODUCTS
INC., compaiiia legailmente constituida y existente de acuerdo co as onas H‘E:
su pais y cumple con su objeto social de acuerdo con las mismas. -_-; | -

¢ (']
Que ha tenido a ia vistalos documentos probatorios de los hechos c :d“?;
constatados por el Notario Publico y el County Clerk de New yo , logzCuales
forman parte integral del presente documento. : g

Se expide esta certificaciébn en concordancia con el articulo 259 del Cédigo de
Procedimiento Civil y 480 del Cédigo de Comercio a solicitud del interesado a
los 31 dias del mes de Julio de 1998.

NO SE ASUME RESPONSABILIDAD POR EL CONTENIDO DE: LOS
DOCUMENTOS ADJUNTOS. -
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R.usn'clé. Laxs, Ropmicvez a n'um o \\ q,

Mambers of the Firm
BAKER & McKENZIE

ATTORNEYS AT LAW
APARTADO AEREO 3748
TELEFONO: 208-1400
SANTAPE DI BOGOTA, D.C.
COLOMBIA

POWER OF ATTORNEY

The undersigned, PFIZER PRODUCTS INC,,
a corporation organized under the laws of
the State of Connecticut, United States of

PODER
La abajo firmada
PFIZER PRODIICTS TNC.

America, located in Eastern Polnt Road,- Grolon

Connecticut 06340, Unlied States of Americs,
declares that It hereby grants to

ALVARO CORREA ORDONEZ and/or
JAMES W.F. RAISBECK and/or

LUZ HELENA VILLAMIL, and/or
CARLOS R. OLARTE

a full and sufficient power of attorney to apply to
the proper national officers and authorities for
the issue of:

Trademark registrations, renewals, mergers, .

changes of name, assigpnments, flling and
prosecution of oppasitions, deposit of commercial
names, changes of address.

Letters FPatent, mergers, changes of name,
assignments, flling and prosecution of
oppositions, changes of address,

to which end it empowers them to take all steps
necessary before said authorities for the abjects
stated, to fille petitons, preparc descriptions,
make protests, declarations, appeals and
objections, pay imposts, apply for certifications,
receive documents and securitles, abandon
applications and collect refunds. To the said
mandatories sufficient power Is granted hereby to
receive notifications for and on behalf of the
Company, to confer powers on those who are to
represent the company judiclally and
cxtrajudicially, 10 answer in court in the matter
of all ciaims and demands that may be presented

everything that may be required,
administrative or judicial officers of a:

giving them likewise power to subatitu
presents and revoke such suhstitutlons i
Decessary.

in connectlon with the marks, and m—uo:;:;.:— administrativas
orden, dindojesasimisp
ouﬂ-ppusll fel presente y & c250 1

¢ sqy dichas ustitucio

Done and subscribed In _New York, New York, USA

Dated 08 October 1997

PFIZER PRODUCTS INC. \

domicilada en
Eastern Point Road, Groton
Connecticut 06340,

Estados Unidos de América.

Eruenw Otrogar a
ALVARO CORR A OPDDﬂFZ y/o

JAMES W. F. RAISBECK y/o
LUZ HELENA VILLAMIL y/o
CARLOS R. OLARTE

poder especial amplio y bastante para recabar de

las oficinas y autoridades nacionales que
correspondan, 1a obtencion de: Registro de marcas
renovaciones. fusiones, cambios de nombre,
traspasos, presentacion y tramitacidn de
ﬂoséﬁ'if"e clcle 0. ali:os de nombres comercia-
8 cuyo clécto los Jacu pnﬁﬂ“ﬂns S
autoridades, todos los pasos necesarios al objeto
Indicado, elevar solicitudes, formular
descripciones, protestas, declaraclones,
apelaciones y reclamos, oblar impuestos, solicitar
testimonios, reclbir documentos y wvalores,

desistir y percibir. Se concede a los expresados
mandatarios poder bastante para recibir
notificaciones a nombre de 1a compafila, otrogar

poderes a quicnes vayan a representsr a la
compafila judiciaiy extrajudicialmente, responder

en juicio a todas Ias reclamaciones o demandas

que por motivo de las marcas s¢ presentaren y

hacer cuanto fuere necesario,  ante . lag

Dado y firmado

State of New York )
County of New York)

SUBSCRIBED AND- SWORN to before me this
8th day of Octaber 1997.

JOHN ALPHONSO . :
Noiary Public, Siate of New York ’
No. 30-4859838 ’ .
ualificd in Nassau County .
Centificatc filed in New York County

Commlssion Expires May 19, 1998



4% Continuacién...
Registro de Patentes de Invencifn,
fusiones, cambios de nombre,
traspasos, presentacidn y

tramitacidn de oposiciones,
cambios de direccién.
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e T Rawmsseck, Laza, Rovricurz & Ruepa
Mombars of the Firm

BAKER & McKENZIE

L ATTORNEYS AT LAW
N yd APARTADO AERED 3748
TELEFONO: 258-1400
BANTAFE DE BOGOTA, D.C.
COLOMBIA
NOTARIAL CERTIFICATION CERTIFICACION NOTARIAL
On this 8th deyof October Alos 8 dias deimas de Octubre
1697 , the undaraigned Notary de 18 97 o1 suscrito Notaro
CERTIFIES DA FE

‘nn ALLEN J. SPIEGEL

ofl;gnlngunddomiu‘lad in New York, New York,
United States of America,

sat his hand on the foregoing document

2. That the grantor s to ma pamonally know and that ha/sha han
legal capacily to exscuta the instrument

3. That the grantor has exacutsd the foregoing docusmnt
as

VICE PRESIDENT

of tha jurkiical person

PFIZER PRODUCTS INC.

4, That the Juridical parson
PFIZER PRODUCTS INC.

having s home ofica'n  E: ‘tern Point Road, Groton,
Connecticut 06340, '1ited States of America,

1.Que ALLEN J. SPIEGEL

d llad
Vet!vw or Es?t.ado de New York,

Estados Un1dos de América.
suscribio de su pufio y letra 8l documento que anteceds

2. Que conozco ol otorgante y que dste tiene capacidad legal

para al otorgamiento

3. Que sl otorgante h; suscrito of referiic documento en su
canicts de:

Vice—presidente

de |a parsona juridica
PFIZER PRODUCTS INC.

4, Que la pamona jusidica

PFIZER PRODUCTS INC.

E:lns't.g‘r?ln Point Road,

Connecticut 06340, E o

is duly omgantzed, has prasent evislence and that the purposes for estd legaiments cnnslituld ol ‘ hactiubly que ol
which the powar of gttornay is ¢ *within tha scope of e corporate #cto para ol cunl squifiETENTRd ﬁ re
purposes. que constituysn su TSERaaCialy

Livka

S. That the grantor ha in fact the referred to authorily and that hissher 5. Que el oioruanh el’aA:.n i

raprasentaiion Is legal. yquaesiae —

&. That { have based carifications 3, 4 and 5 above on the Kllowing authentic 6. Qus he basado - N K &P lon
documents for such purposs axhbited to me and which | manilon slgulentes doeumlnm giigtice qm‘a ﬁ_me jthibleron y *
speciiically, giving thelr datea and thelr origin or sourca: qua menciono sspacificarantéeg upnlld'n de sum fachas ydl su

ongen O procedencia;
g:u;i::iz:yofggsuer Producta Inc. dated Resolucidn de Pfizer Products Inc, de
) Z fecha 24 de febrero de 1997.
JOHN ALPHONSO
Mfﬂ%%‘glsh w-York Ef Notario Pilblico
Qualified in Nassau County

Centificate filed in New York Coun
Commission Expircs May 19, 199£



A QUIENES LES SEAN PRESENTADOS ESTOS DOCUMENTOS:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

La Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

5 de abril de 2000

POR LA PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO ADJUNTO ES COPIA
FIEL DEL ORIGINAL DE LA SOLICITUD DE PATENTE IDENTIFICADA MAS
ADELANTE, A LA QUE LE FUE OTORGADA FECHA DE PRESENTACION
AL CUMPLIR LOS REQUISITOS ESTABLECIDOS EN EL ARTICULO 111
TITULO 35 DEL CODIGO DE LOS ESTADOS UNIDOS, Y QUE OBRA EN
ELL. REGISTRO DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS.

NUMERO DE SOLICITUD: 60/148,547
FECHA DE PRESENTACION: 12 de agosto de 1999

Por delegacién del

COMISIONADO DE PATENTES Y MARCAS

P. SWAIN

Oficial de certificaciones



IMPRESO DE SOLICITUD PROVISIONAL

\&Tﬁ;:;ncia para registrar una SOLICITUD PROVISIONAL bajo CFR 37 1.53(b) (2}.

N® de Archivo PCl0625 Escriba una c¢ruz (+) en esta casilla 2+

2" Apellido lexr Apellide Inicial Residencia {ciuda? y estado
o pais)

BLAGG JULIAN CANTERBURY, ENGLAND

TITULO DE LA INVENCICN (méximo 280 caracteres)
PIRIMIDINA-2,4,6-TRIONAS INHIBIDORES DE METALOPROTEINASAS
DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA
Paul H. Ginaburg
Pfizer Inc.

235 Eaet 42nd Street, 20th Floor
New York, NY 10017-5755

ANEXOS DE LA SOLICITUD (Revisar todas los aplicables)

X Descripcifn, as
X Reivindicaciones, 4
_ Dibujon Nim. hojas
X Otros (especificar) Resumen, 1 pfgina
FORMA DE PAGO (smefialar una de las opciones)

- Se adjunta cheque o pago en metdlico IMPORTE TASAS

para cubrir tasas solicitud provisional SOLICITUD

PROVISIONAL ($) $150

X El Comisionado estd autorizado para

cargar las tasas de solicitud en la
Cuenta nimero 16-1445

La invencién fue realizada por una agencia del Goblerno de los Estados Unidos
o bajo contrato con una agencia del Gobierno de lop Estados Unidos

X No

§1, el nombre de la agencia del Gobierno de los Estados Unidos y el n°"
de contrato son:

Respetucsamente presentada,

FIRMA (ilegible) FECHA 12 agosto 1999

GARTH BUTTERFIELD N°® DE REGISTRO 36,997
{8l procede)

Inventores Adicionales es especifican en las hojas adjuntas

UNICAMENTE SOLICITUD PROVISIONAL

CORREO URGENTE N° EM484850186US



S X

PC10625 -1-
US 60/148,547 solicitada el 12 de agosto de 1999

PIRIMIDINA-2.,4,6-TRIONAS INHIBIDORES DE METALOPROTEINASAS
Antecedentes de la invencifn

La presente invencién se refiere a pirimidina-2,4,6-

trionas inhibidores de metaloproteinasas, y a composiciones
5 farmacéuticas y procedimientos de tratamiento de la
inflamacién, el céncer, asi como de otros trastornos.

Los compuestos de la presente invencién son inhibidores
de 1las cinc metaloendopeptidasas, en especial las que
pertenecen a las subfamilias de metaloproteinasa de la matriz

10 (también denominadas MMP o matrixina) y de reprolisina
(también conocida como adamilsina) de las metzincinas
(Rawlings, et al., Methods in Enzymology, 248, 183-228 (1995)
y Stocker, et al., Protein Science, 4, 823-840 (1995)).

La subfamilia de enzimas MMP, cuenta en la actualidad

15 con diecisiete miembros (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8,
MMP-%, MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14, MMP-15, MMP-
16, MMP-17, MMP-18, MMP-15 y MMP-20). La mayoria de las MMP
gson bien conocidas por su funcién en la regulacién de 1la
renovacién de las proteinas de la matriz extracelular y como

20 tales desempefian importantes funciones en los procesos
fisiolégicos normales como la reproduccidn, el desarrollo y
la diferenciaciftn. Ademds, las MMP se expresan en muchas
situaciones patolégicas en las que se produce una renovacioén
anémala del tejido conectivo. Por ejemplo, la MMP-13, una

25 enzima con una potente actividad para degradar el coligeno
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tipo II (el principal col&geno en el cartilago), ha demos-
trado que se sobreexpresa en el cartilago ostecartritico
(Mitchell, et al., J,. Clin. Invest., 97, 761 (1996)). Otras
MMP (MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-12) también se
sobreexpresan en el cartilago osteocartritico y cabe esperar
que la inhibicién de algunas o todas eatas MMP ralentice o
bloquee la pérdida acelerada de cartilago tipica de
enfermedades de las articulaciones como la osteoartritis o
la artritis reumatoide.

Las reprolisinas de mamifero se conocen como ADAM (del
inglés A Digintegrin And Metalloproteinase) (Una disintegrina
y metaloproteinasa (Wolfberg, et al., J. Cell. Biol., 131,
275-278 (1995}) y contienen un dominio de disintegrina junto
con un dominio del tiﬁo de las metaloproteinasas. Hasta la
fecha, se han identificado veintitrés ADAM distintas.

La ADAM-17, también conocida como enzima conversora del
factor alfa de necrosis tumoral (TACE) es la ADAM mejor
conocida. La ADAM-17 (TACE) es responsable de la eacisidén del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, también conocido como
cagquectina unido a las células). Se sabe gque el TNF-a esta
implicado en muchas enfermedades infecciosas y autcinmunes
(W. Friers, FEBS Letters, 285, 199 (1991)). AdeméAs, se ha
demostrado que el TNF-a ea el mediador principal de la

respuesta inflamatoria observada en la septicemia y el chogue

séptico (Spooner, et al., Clinical Impunology and
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Immunopathology, 62, S11 (1992)). Existen dos formas de TNF-
a, una proteina de membrana tipo II de masa molecular
relativa 26.000 (26 kD) y una forma soluble de 17 kD generada
a partir de la proteina unida a las células por escisidén
proteolitica especifica. La forma soluble de 17 kD del TNF-«
es liberada por las células y se asocia a los efectos
perjudiciales del TNF-a. Esta forma de TNF-a también puede
actuar en sitios alejados del lugar de la sintesis. Asi, los
inhibidores de la TACE evitan la formacién de TNF-a soluble
y previenen los efectos perjudiciales del factor soluble.

Los compuestos seleccionados de 1la invencifn son
potentes inhibidores de la agrecanasa, una enzima importante
en la degradacién del agrecano del cartilago. Se cree también

que la agrecanasa es una ADAM (Torterella et al., Science,

28B4, 1664 (1999)). La pérdida de agrecano de la matriz del

cartilago es un factor importante en la progresién de
enfermedades de las articulaciones como osteocartritis vy
artritis reumatoide y es de esperar que la inhibicién de
agrecanasa ralentice o bloquee la pérdida de cartilago en
estas enfermedades.

Otras ADAM que han demostrado expresién en situaciones
patolégicas incluyen ADAM TS-1 (Kuno et al., J. Biol. Chem.,
272, 556-562 (1997)) y ADAM 10, 12 y 15 (Wu, et al., Biochem.
Biophys. Res. Comm., 235, 437-442 (1997). Como reconocimiento

de la expresién, se apreciard que la asociacién de substratos
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fisiolégicos y enfermedad de las ADAM aumenta la importancia
de la funcién inhibidora de esta clase de enzimas.

Es conocido que diferentes combinaciones de MMP y ADAM
se expresan en diferentes situaciones patoldgicas. Como
tales, para determinadas enfermedades individuales pueden
preferirse inhibidorxres con selectividades especificas para
determinadas ADAM y/o MMP. Por ejemplo, la artritis
reumatoide es una enfermedad inflamatoria de las
articulaciones caracterizada por niveles excesivos de TNF y
por la pérdida de los constituyentes de la matriz de la
articulacién. En este caso, la terapia preferida puede ser
un compuesto que inhiba la TACE y la agrecanasa, ademds de
las MMP, tal como MMP-13. Por el contrario, en una enfermedad
de las articulaciones menos inflamatoria como la
osteocartritis, pueden preferirse los compuestos que inhiban
las MMP que degradan la matriz como MMP-13, pero no la TACE.

Los autores de la presente invenciédn han descubierto
también que es poeible identificar inhibidores de f&érmula I
con actividad diferencial de metaloproteinasas y reprolisinas
(preferiblemente actividad inhibidora de MMP-13). Un grupo
de inhibidores preferidos de £6rmula I que los inventores han
podido identificar incluye aquellos que inhiben
selectivamente MMP-13 preferentemente sobre MMP-1,.

Los inhibidores de la metaloproteinasa de la matriz y

de la reprolisina son bien conocides en la biblicgrafia.

Ke
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Especialmente, la publicacién de documento PCT WO 98/58925,
publicada el 30 de diciembre de 1998 se refiere a ciertas
pirimidina-2,4,6-trionas inhibidores de MMP. La publicacidn

de patente europea 606.046, publicada el 13 de julio de 1994,

5 ge refiere a ciertos inhibidores heterociclicos de las MMP.
La patente de los Estados Unidos 5.861.510, expedida el 19

de enero de 1999, se refiere a dcidos
arilgsulfonilaminohidroxamicos ciclicos que son (Gtiles como
inhibidores de las MMP. La publicacién del documento PCT

10 WO098/34918, publicada el 13 de agosto de 1998, se refiere a
dcidos hidroxamicos heterociclicos que incluyen ciertos
compuestos dialquil sustituidos, que son f(tiles como
inhibidores de las MMP. Las publicaciones de documentos PCT

WO 96/27583 y WO 98/07697, publicadas el 7 de marzo de 1996

15 y el 26 de febrero de 1998, respectivamente, se refieren a
dcidos arilsulfonilhidroxémicos. La publicacién del documento

PCT WO 98/03516, publicada el 29 de enero de 1998 se refiere

a fosfinatos con actividad frente a las MMP. La publicacién
del documento PCT 98/33768, publicada el & de agosto de 1998,

20 se refiere a &cidos arilsulfonilaminc-hidroxdmicos con el N
no sustituido. La publicacién del documento PCT WO 98/08825

y WO 98/08815, publicadas ambas el 5 de marzo de 1598, se
refieren a ciertos inhibidores de las MMP heterociclicos. Las
solicitudes de patente de los Estados Unidos 60/096232 y

25 60/096256, presentadas ambas el 12 de agosto de 1998, se
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refieren también a &cidos hidrox8micoe heterociclicos
inhibidores de las MMP y del TACE. Cada una de las
publicaciones y solicitudes anteriormente citadas se
incorpora en la presente memoria como referencia en su
5 totalidad.
mari e la invencién

La presente invencién se refiere a compuestos de férmula

0 4
R
RZ_ \ X— Ar—Y—2Z
l
10
o)\T o
R3

R' es hidrégeno, perfluorcalquilo C,-C;, alquilo C,-C; o
cicloalquilo C,;-C;, pudiendo contener dichos alquilo C,-C; o©

15 cicloalquilo C;-Cy opcionalmente de uno a tres heterodtomos
seleccionados independientemente de oxfgeno, >NR?’ y azufre;
pudiendo estar también dichos alquilo ¢;-C; o cicloalquilo C,-

C; opcicnalmente sustituidos por uno a dos sustituyentes
seleccionados independientemente de alquilo C,-C,, arilo C,-

20 C,, heteroarilo C,-C,p, OH, NH,, (alquil C,-C,)amino, di[alquil
C,-C;) lamino, (cicloalquil C4-Cg)amino, (cicloalquil ;-

Cy) (alquil C,-C,)amino, alcoxi C;-C,, -CONH,, -CONHR!, -CON(R'),

y cicloalquile C;-Cy, pudiendo contener dicho cicloalgquilo Cj-

C; opcionalmente uno o dos heterodtomos seleccionados

25 independientemente de >NR%, oxigeno o azufre.
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R’ vy R’ se seleccionan independientemente de hidr&geno
o alquilo C(,-C,, pudiendo contener dicho alquilo (-G,
opcionalmente un heteroitomo seleccionado de oxigeno, >NR* o
azufre y pudiendo estar dicho alquilo C;-C; opcionalmente
5 sustituido por arilo CgC,, hetercarilo GC,;-Cyq, OH, NH;,
{alquil C,-C,}amino, di[({alquil C;-C;}lamino, (cicloalquil C,-
Cg) amino, (cicloalquil C;-Cg) (alquil C,-C,)amino, alcoxi C,-C,,
-CON{R')» o cicloalquilo C;-C;, pudiendo contener dicho
cicloalquilo C;-C; uno o dos heterodtomos seleccionados

10 independientemente de >NR®’, oxigeno o azufre;

X se spelecciona del grupo formado por oxigeno, azufre,

»>S0,, >S=0, >NR*, -CH,0-, -OCH,-, -CH;S-, -CH,{S=0)-, -CH.SO.-,

-SCH.-, -SOCH,-, -SO,CH,-, -N(R')CH,-, -CHN(R')-, -N(R')SO.- y
-SON (RY) -;

15 R, siempre que esté presente, se selecciona

independientemente de hidrégeno y alquilo C,-C,;

R?, siempre que esté presente, se selecciocna
independientemente de hidrégeno, alquilo C,-C,, arilc C,-C,,
heteroarilo C;,-C,, ©OH, -CONH,, -CONHR‘, -CON(RY), vy

20 cicloalquile GC3-Cy;

Y se selecciona del grupo formado por un enlace,
oxigeno, azufre, »>S0,, >S=0, »NH, -CH,-, -CH,0-, -OCH;-, -CH,S-
, -CH.{§=0)-, -CH,S80,-, -SCH,-, -SOCH,-, -SO,CH,-, -NHCH,-,

-CH.NH-, -CH,CH,-, -CH=CH-, -NHSO,- y -SO,NH-;

25 Ar' es arilo C4,-C,, 0 heterocarilo C,-Cip; Y
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Z es arilo C¢-Cy, cicloalquilo GC,-G,, (cicloalqui-l Cs-
Cg) (alquilo C;-C,) o heteroarilo C,-Cy; pudiendo estar uno o
dos de 1los é&tomos de carbono del anillo de dichos
cicloalquilo C3-C; o (cicloalquil (;-C) {(alquilo C;-C))

5 opcionalmente reemplazados por heterodtomos seleccionados
independientemente de oxigeno, azufre y NRY;

Ar! y Z pueden estar opcionalmente sustituidos en
cualquiera de los adtomos de carbono del anillo que puedan
formar un enlace adicional por uno a tres sustituyentes

10 seleccionados independientemente de F, Cl, Br, CN, OH,
alquilo C,-C,, perfluorocalquilo C,;-C,, perfluoroalcoxi C,-C,,
alcoxi C,-C,, cicloalquiloxi C;-GCy)};

o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente invencién también se refiere a las sales de

15 adiciébn de &cidos farmacéuticamente aceptables de los
compuestos de £6rmula I. Los &cidos que se usan para preparar
las sales de adicibén de &4cidos farmac&éuticamente aceptables
de los compuestos bésicos anteriormente citados de esta
invencidn son aquellos que forman sales de adicidn de &cidos

20 no téxicas, es decir, sales qgque contienen aniones
farmacolégicamente aceptables como clorhidrato, bromhidrato,
yodhidrato, nitrato, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato
acido, acetato, lactato, citrato, citrato &dcido, tartrato,
bitartrato, succinato, maleato, fumarato, gluconato,

25 sacarato, benzoato, metanosulfonato, etanosulfonato,
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bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato [es decir,
1,1'-metilen-bis- (2-hidroxi-3-naftoato)].
La invencién también se refiere a las sales por adicidén
de bages de férmula I. Las bases quimicas que se usan como
5 reactivos para preparar las sales de adicién de bases
farmacéuticamente aceptables de los compuestoa de férmula I
que son de naturaleza &cida son aquellas que forman sales de
adicién de bases no téxicas con dichos compuestos. Tales
sales de adicién de bases no tdxicas incluyen, aunque sin
10 quedar limitadas a las mismas, las derivadas de cationes
. farmacol6gicamente aceptablea como cationes de metales
alcalinos (por ejemplo, potasio y Bodic) y cationes de
metales alcalinotérreos (por ejemplo, calcio y magnesio),
sales de amonio o de adicién de aminas solubles en agua como
15 N-metilglucamina (meglumina) y las sales de (alcanol
inferior)amonio y otras sales de adicién de bases de aminas
orgdnicas farmacéuticamente aceptables.
El término "enlace", tal y como se usa en el grupo Y,
se refiere a que los grupos Ar' y Z estén conectados
20 directamente a través de un enlace carbono-carbonc de manera
que forman anillos arilo pendientea como difenilo.
El término "alquilo" tal como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otro modo, incluye
radicales hidrocarburo monovalentes saturados con restos

25 lineales, ramificados o ciclicos, o combinaciones de 1los
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mismos. Los grupos alquilo, cuando eatén presentes, pueden
estar opcionalmente sustituidos con un sustituyente adecuado.

El término "alquenilo", tal y como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indigque de otro modo, incluye
radicales hidrocarburo que contienen al menos un enlace
olefinico y que tienen restos lineales, ramificados o
ciclicos o combinaciones de los mismos.

El término "alquinilo", tal y como se usa en la presente
memoria, a no ser que pe indique de otro medo, incluye
radicales hidrocarburc gque contienen al menos un enlace
carbono-carbono triple y que tienen restos lineales,
ramificados o ciclicos o combinaciones de los mismos.

El término "alcoxi" tal como se usa en la presente
memoria, incluye grupos O-alquilo en los que "alquilo" se
define como antes.

El término "halo", tal y como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otro modo, incluye fléGor,
cloro, bromo o yodo, preferiblemente fldor o cloro.

El término "arilo", tal como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otrc modo, incluye un
radical organico derivado de un hidrocarburo aromético por
eliminacién de uno o mis hidrégenos, como fenilo o naftilo,
opcionalmente sustituido con de 1 a 3 sustituyentes adecuados
seleccionados del grupo formado por fluoro, cloro, ciano,

nitro, trifluorometilo, alcoxi C,-C4, ariloxi C4-Cy,
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cicloalquiloxi C;-Cy, trifluorometoxi, difluorometoxi o
alquilo C,-Cs.

El término "heteroarilo", tal como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otro modo, incluyé un
radical organico derivado de un compuesto heterociclico
aromético por eliminacién de uno o mAs hidrégenos, como
piridilo, furilo, pirrolilo, tienilo, isotiazolilo,
imidazolilo, benzoimidazolilo, tetrazolilo, pirazinilo,
pirimidilo, quinolilo, isoquinelilo, benzofurilo,
isobenzofurilo, benzotienilo, pirazolilo, indolilo,
igsoindolilo, purinilo, carbazolilo, isoxazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, benzotiazolilo o benzoxazolilo, opcionalmente
sustituidos con 1 a 3 sustituyentes adecuados como los
definidos mAs adelante, tales como fluoro, cloro,
trifluorometilo, alcoxi C-Cs, ariloxi C¢-Ce, trifluorometoxi,
difluorometoxi o alquilo C,-C,.

"Un sustituyente adecuado" se refiere a un grupo
funcional, quimica o farmacéuticamente aceptable, es decir,
un resto gque no anule la actividad inhibidora de los
compuestos de la invencidn. Tales sustituyentes adecuados se
pueden seleccionar de forma rutinaria por los técnicos en la
materia. Ejemplos ilustrativos de sustituyentes adecuados
incluyen, aunque sin estar limitados a los mismos, grupos
halégeno, grupos perfluorcalquilo, grupos perfluorocalcoxi,

grupos alquilo, grupos hidroxi, grupos oxo, grupos mercapto,
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grupos alquiltio, grupos alcoxi, grupos arilo o heterocarilo,
grupos ariloxi o heteroariloxi, grupos aralquilo o
hetercaralquilo, grupos aralcoxi o heteroaralcoxi, grupos
carboxi, grupos amino, grupos alquil- y dialquilamino, grupos
carbamoflo, grupos alquilcarbonilo, grupos alcoxicarbonilo,
grupos alquilaminocarbonilo, grupos dialquilaminocarbonilo,
grupos arilcarbonilo, grupos ariloxicarbonilo, grupos
alquilsulfonilo y grupos arilsulfonilo y grupos similares.

Algunocs compuestos de férmula I contienen centros
quirales y por tanto existen en diferente formas
enantioméricas. Esta invencién se refiere a todos los
isémeros~ 6pticos, enantiSmeros, diastereoigsbmeros vy
estereoisbmeros de los compuestos de f6rmula I y a sus
mezclas. Los compuestos de la invencifn también existen en
diferentes formas tautdmeras. Esta invencién se refiere a
todos los tautémeros de fSrmula I.

Compuestos preferidos de la invencién incluyen aquellos
en los gque X es oxigeno, -0OCH,-, -CH;0-, mis preferiblemente,
en los que Y es un enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, >S0,,

-OCH,;- o -CH,0-.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen 1los
compuestos de fSrmula I en los que X es azufre, >SO,, -SCH,-,
-CH.,S-, -~CH,;80,- o -SO,CH,-, mids preferiblemente, en los que Y
es un enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, >S5S0, -OCH,- o -CH,0-.

Otras realizaciones de 1l1la invencifén incluyen los
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compuestos de férmula I en los que X es >NR', -CHNR'- o
-NR'CH,-, mis preferiblemente, en los gue Y es un enlace,
oxigeno, azufre, -CH;-, >50;, -OCH;- o -CH;O-.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de f6rmula I en los que X es -N(R')50,- o -SO,N(R') -
, mis preferiblemente, en los que Y es un enlace, oxigeno,
azufre, -CH,-, »>80,, -OCH;- o -CH,0-.

Otras realizaciones de 1la invencidén incluyen Jlos
compuestos de f6rmula I en los que Z es arilo C4-Cy.
preferiblemente fenilo, sustituido opcionalmente c¢on unc o
mds sustituyentes, preferiblemente cerxo, une o dos
sustituyentes, seleccionados independientemente de F, Cl, Br,
-CN, OH, alguilo C;-C;, perfluorvalguilc C,~C;, perflucroalcoxi
C,-C,, alcoxi C,-C, y cicloalgquiloxi C,-Cj.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de férmula I en los que Z es cicloalquilo G,-Cj,
en el que uno o dos de los &tomoe de carbono del anillo de
dicho cicleoalquilo C,-C; pueden estar opcionalmente
reemplazados por hetexodtomos gseleccionados
independientemente de oxfgeno, azufre o NR), siendo R
hidrégeno, alquilo C;-C,, arilo C4-Cj,, heterocarilo C,-C,, OH,

-CONH,, -CONR!, -CON(R'), y cicloalquilo C;-C;. Tales grupos
preferidos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, N-metil-

3-azetidinilo, piperazinilo, piperidinilo, 1,3-oxazolidin-4-
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oxazolidin-3-on-4-ilo, 1,3-tiazolidin-4-on-5-ilo, 1,3-
tiazolidin-2,4-dion-5-ilo, 1,3-imidazolidin-4-on-5-ilo, 1,3-
imidazolidin-2,4-dion-5-ilo, 1l,2-pirazolidin-3-on-4-ilo,
tetrahidro-1,3-oxazin-4-on-5-ilo,tetrahidro-1,3-0xazin-2,4-
dion-5-ileo, morfolinilo, morfolin-3-on-2-ilo, morfolin-3,5-
dion-2-ilo, 2,3-dihidro-1,4-oxazin-3-on-2-ilo, tetrahidro-
1,3-tiazin-4-on-5-ilo,tetrahidro-1,3-tiazin-2,4~-dion-5-ilo,
tiomorfolinilo, tiomorfolin-3-on-2-ileo, tiomorfolin-3,5-dion-
2-ilo, 2,3-dihidro-1l,4-tiazin-3-on-2-ilo, hexahidro-1,2-
diazin-3-on-4-ilo, 4,5-dihidro-2H-piridazin-3-on-4-ilo,
hexahidro-1,3-diazin-2,4-dion-5-ilo, piperazin-2-on-3-ilo,
piperazin-2,6-dion-3-ilo,tetrahidro-1,3,4-tiadiazin-5-on-6-
ilo, 5,6-dihidro-1,3,4-tiadiazin-5-on-6-ilo, 1,3,4-oxadiazin-
S5-on-6-ilao, 5,6-dihidro-1,2,4-oxadiazin-5-on-6-ilo,
tetrahidro-1,2,4-oxadiazin-5-on-6-ilo,1,2,4-triazin-5-on-6-
ilo, tetrahidro-1,2,4-oxadiazin-5-on-6-ilo, 5,6-dihidro-
1,2,4-oxadiazin-5-on-6-ilo, 1,2,4-oxadiazin-3,5-dion-6-ilo,
y 1,2,4-triazin-6-on-5-ilo, preferiblemente ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, tetrahidrofuranilo,
tetrahidropiranilo, N-metil-3-azetidinilo, piperazinilo,
piperidinilo, N-metilpiperidinile y morfelinilo, mas
preferiblemente ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, tetrahidrofuranilo y tetrahidropiranilo, lo més

preferible, ciclopropilo, tetrahidrofuranilo Y
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tetrahidropiranilo.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen 1los
compueatos de férmula I en los que Z es (cicloalquil C;-
Cg) (alquilo C,-C,); pudiendo estar uno o dos de los atomos de
carbono del anillo de dicho (cicloalquil C;-Cg) (alquile C,-C,)
opcionalmente reemplazado por heterocdtomos seleccionados
independientemente de oxigeno, azufre o »>NR’°, siendo R’
hidrégeno, alquilo C,-C,, arilo C4¢-Cy, heterocarilo C,-C,,, OH,

-CONH,, -CONHR*, -CON(RY), y cicloalquilo C;-Cz. Los anillos
cicloalquilo y heterocicloalquilo preferidos son como los
descritos antes. Los grupos alquilo preferidoa de dicho
(cicloalquil C;-C) (alquilo C,-C,) son metileno y etileno.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de f6érmula I en los que Z es heterocarilo C,-C,;
preferiblemente piridilo, furilo, pirroilo, tienilo,
isotiazolilo, imidazolilo, benzoimidazolilo, tetrazolilo,
pirazinilo, pirimidilo, quinolilo, isoquinolilo, benzofurilo,
isobenzofurilo, benzotienilo, pirazolilo, indolilo,
isoindolilo, purinilo, carbazolilo, isoxazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, benzotiazolilo o benzoxazolilo, mas
preferiblemente, piridileo, pirimidilo o pirazinilo, lo mé&s
preferible, piridilo opcionalmente sustituido por 1 a 3
sustituyentes adecuados, como fluoro, cloro, trifluorometilo,
alcoxi C,-Cs, ariloxi C4-Cy,, trifluorometoxi, difluorometoxi

o alquilo C,-C,.
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Otros compuestos preferidos de la invencién incluyen los
compuestos en los que Ar' es fenilo o heterocarilo C;-Cj;
preferiblemente piridilo, furilo, pirroilo, tienilo,
isotiazolilo, imidazolilo, benzoimidazolilo, tetrazolilo,
pirazinilo, pirimidilo, quinolilo, isoquincolilo, benzofurilo,
isobenzofurilo, benzotienilo, pirazolilo, indolilo,
isoindolilo, purinilo, carbazolilo, isoxazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, benzotiazolilo (o] benzoxazolilo, mas
preferiblemente, fenilo, pirimidilo, pirazinilo, pirimidilo,
lo mis preferible, piridilo o fenilo opcionalmente
sustituidos por 1 a 3 sustituyentes adecuados como fluoro,
cloro, trifluorometilo, alcoxi C,-C,, ariloxi  C4-Cy,
trifluorometoxi, difluorometoxi o alquilo C,-C.

Otros compuestos preferidos de la invencién incluyen
aquellos en los que Ar' y Z estdn sustituidos en cualquiera
de los &tomoe de carbono del anillo que puede formar un
enlace adicional por uno o mis sustituyentes seleccionados
independientemente de F, Cl, Br, -CN, OH, alquilo C,-C,,
perfluorocalquilo C,-C,, perfluoroalcoxi C,-C,, alcoxi ¢,-C; y
cicloalquiloxi C;-Ci.

Los compuestos mis preferidos de la invencién incluyen
compuestos de f&6rmula I, en los que X es oxigeno, Y es un
enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, >80,, -OCH,- o -CH,0-; R! es
hidrégeno o alquilo C,-C,; pudiendo contener dicho alquilo C,-

C; opcionalmente uno a dos heteroitomos seleccionados



YRS

-17-

L

‘\'\u'ié-""'-l--“-.;;"— : s . . .
L independientemente de oxf{geno y >NR’, pudiendc dicho alquilo

C,-C, estar ademis opcionalmente sustituido por uno a tres
sustituyentes (preferiblemente, cero, unoc o dos
sustituyentes) seleccionados independientemente de alquilo
5 C;-C;, OH, NH,;, (alguil C;-C,)amino, dil[{alquil C,-C,)]amino,
alcoxi C,-C,, -CONH,, -CONHR’* y CON(R%));; y R* y R se
seleccionan independientemente de hidrbSgeno y alquilo ¢,-C;.
Otras realizaciones de la invencién incluyen compuestos
de fS6rmula I en los que R' es alquilo C,-C; que opcionalmente
10 contienen unc a tres heteroitomos (preferiblemente dos
heterodtomos separados por al menos un Atomo de carbono,
gsiendo dicho heterocdtomo con preferencia -NH- u O, lo més
preferible O), estando dicho alquilo C,-Cg sustituido con CH,
NH,, (alquil C;-C,)amino, di[{alquil C,~C;)]amino, alcoxi C,-C,
15 o -CON(R'),, preferiblemente dilf(alquil C,-C,)]amino.
Otras realizaciones de la invencién incluyen compuestos
de férmula I, en la que al menos uno de R?! y R? es alquilo C;-
Cy,, opcionalmente sustituido con un hetercdtome (siendo
preferiblemente dicho hetero&tomo -NH- u -0-, lo més
20 preferible -0-}, estando dicho alquilo C,-C, sustituido con
uno o dos grupos seleccionados independientemente de arilo
Ce-Cio © heterocarilo C;-Cy.
Otros compuestos preferidos de la invencién incluyen
aquellos en los que:

25 R' es metilo; cada uno de R? y R® es hidrégeno; X es
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oxigeno; Y es oxigeno o un enlace; y Z es arilo Cy-Cy;
R' es n-butilo; cada uno de R! y R’ es hidrégeno; X es
oxigeno; ¥ es oxfgeno o un enlace; y Z es arilo Cy-Cyy;
R' es metilo; cada uno de R! y R* es hidrégeno; X es
oxigeno; Y es oxigeno o un enlace; y Z eB arilo Cs;-Cyy; Y
R' es n-butilo; cada uno de R? y R® es hidrégeno; X es
oxigeno; Y es oxigeno o un enlace; y Z es arilo C,-Cy.
Compuestos especificos preferidos de férmula I se
seleccionan del grupo formado por:
5-Metil-5- (4-fenoxi-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5- (4- (4’ -fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
5-n-Butil-5- (4-fenoxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;
5-n-Butil-5-(4-(4’-fluorofenoxi)-fenoxi)-pirimidina-
2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-fenil-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(3-fenil -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-tricna; y
5-Metil-5-{4-benciloxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;
o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
Otros compuestos de la invencidén incluyen:
5-Metil-5-(4-(4’'-clorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
5-Metil-5-(4-(4’-cianofenoxi)-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4-(4’-trifluorometilfenoxi)-fenoxi) -
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pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5- (4- (4’ -metoxifenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-{4-(3’-clorofenoxi) -fenoxi)-pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4-{3’'-fluorofenoxi)-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-{4-(3’'-trifluorofenoxi) -fenoxi)-pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4’-clorofenilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4'-fluorofenilmetoxi) -fenoxi)-pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4'-fluoro-2’'-cloro-fenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4’-cloro-2’'-fluoro-fenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4'-fluoro-2’-metil-fenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4'-fluoro-2’'-trifluorometil -fenilmetoxi) -
fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4’'~fluoro-2’'-ciclopropil-fenilmetoxi) -
fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(piridin-2-il)-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-

triona;
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5-Metil-5-(4-(4’-fluoro-piridin-2-il) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-(4'-cloro-piridin-2-il) -fenoxi) -pirimidina-
¥2,4,6-triona;
5 5-Metil-5-(4-(piridin-4-il) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
5-Metil-5- (4-(piridin-3-il) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
5-Metil-5-(4-(pirimidin-2-il) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
10 triona;
5-Metil-5-(4- (pirimidin-4-il) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
5-Metil-5- (4- (pirazin-3-il) -fenoxi) ~-pirimidina-2,4,6-
triona;
15 5-Metil-5-(4-(pirazin-4-il}-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
1,5-Dimetil-5-(4-{(4’'-fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
1-Etil, 5-metil-5- (4-(4’-fluorofenilmetoxi) - fenoxi} -
20 pirimidina-2,4,6-triona;
1- (2-Metoxietil) -5-metil-5-(4-(4'-fluorofenilmetoxi}) -
fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;
l1-{(2-Dimetilamino-etil)-5-metil-5-(4-(4"-
Fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

25 l-Ciclopropilmetil-5-metil-S5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi) -
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fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;
S5-Dimetilaminometil-5- (4- (4’ -fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-(2-Dimetilamino-etil) -5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi) -
fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;
5-(2-Metoxietil)-5-(4-{4’'-fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Ciclopropi1meti1-5-(4-(4'-f1ﬁorofenilmetoxi)-fenoxi)-
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Etil-5-(4-(4'-fluorofenilmetoxi)-fenoxi)-pirimidina-
2,4,6-triona;
5-Trifluorometil-5- (4- (4’ -fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Isopropil-5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi)-fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Isocbutiril-5-(4-(4’'-fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi)-£feniltio) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi) -fenilsulfonil) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-(4’'-fluorofenilmetoxi) -fenilsulfoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-S5- (N-4-(4'-fluorofenilmetoxi)-fenilamino) - .

pirimidina-2,4,6-triona;
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5-Metil-5- (N-Metil-N-4-(4’'-fluorofenilmetoxi)-fenil-
amino) -pirimidina-2,4,6-txiona;

5-(4- (4’ ~-Fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-{4-(4’'-Clorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-{4-(4'-fluorcfenil) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4-(4’-clorofenil) -fenoxi)-pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(3-(4'-fluorofenil) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(3-(4’'-clorofenil) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(5-(4’-fluorofenoxi) -2-piridiloxi) -pirimidina-
2,4,6-triocna;

5-Metil-5- (2-{4’'-fluorofenoxi) -5-piridiloxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(3-(4’-fluorofenoxi) -6-piraziniloxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(2-(4’'-fluorofenoxi)-S5-pirimidiloxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-{4-(ciclopropilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-{(4-{(ciclobutilmetoxi)-fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(ciclopentilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-
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5-Metil-5-(4-(3’-tetrahidrofuranilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-{4-{(4’'-tetrahidropiranilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona; y

5-Metil-5-(4-(N-metil-3-azetidiniimetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente invencién también se refiere a una
composicién farmacéutica para el tratamiento de un trastorno
seleccionado del grupo formado por artritis (incluyendo
osteocartritis y artritis reumatoide), enfermedad inflamatoria
del intestino, enfermedad de Crohn, enfisema, sindrome del
distrés respiratorio agudo, asma, enfermedad pulmonar
cbatructiva crénica, enfermedad de Alzheimer, toxicidad en
el trasplante de un 6rgano, caquexia, reacciones alérgicas,
hipersensibilidad alérgica por contacto, céAncer (tal como
cancer de tumores s&lidos, incluyendo céncer de colon, clncer
de mama, céncer de pulmén y céncer de préstata y procesos
hematopoyéticos malignos, incluyendo leucemias y linfomas),
ulceracién de tejidos, restenosis, enfermedad periodontal,
epidermSlisis vesicular, osteoporosis, falta de firmeza en
implantes de articulaciones artificiales, atercsclerosis
(incluyendo ruptura de la placa aterosclerftica), aneurisma

aértico (incluyendo aneurisma aértico abdominal y aneurisma
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aértico cerebral), insuficiencia cardiaca congestiva, infarto
de miocardio, apoplejia, isguemia cerebral, traumatismo
craneal, lesidén de la mé&dula espinal, trastornoa neurodege-
nerativos (agudos y crénicos), trastormos autoinmunes,
5 enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, migraifia,
depresién, neuropatia periférica, dolor, angiopatia amiloide
cerebral, potenciacién nootrépica o cognitiva, esclerosis
lateral amiotréfica, esclerosgis miltiple, angiogénesis
ocular, 1lesién corneal, degeneracién macular, curacién

10 andémala de heridas, quemaduras, diabetes, invasién tumoral,
crecimiento de tumores, metéstasis tumoral, cicatrices
corneales, escleritis, SIDA, septicemia y choque séptico vy
otras enfermedades caracterizadas por actividad de
metaloproteinasas y otras enfermedades caracterizadas por

15 actividad de reprolisina de mamifero en un mamifero,
incluyende un ser humano, que comprende una cantidad de un
compuesto de f6rmula I o de una sal farmacéuticamente acepta-
ble del mismo, eficaz en tales tratamientos y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

20 La presente invencién se refiere también a una
composiciédn farmacéutica para la inhibicién de (a)
metaloproteinasas de la matriz u otras metaloproteinasas
implicadas en 1la degradacién de la matriz, o (b) wuna
reprolisina de mamifero (como agrecanasa o ADAM TS-1, 10, 12,

25 15 y 17, lo més preferible ADAM-17) en un mamifero,



B\ il

incluyendo un ser humano, que comprende una cantidad eficaz

-25-

de un compuesto de férmula I o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

La presente invencién se refiere también a un

5 procedimiento para tratar un trastorno seleccionade del grupo

formade por artritis (incluyendo osteocartritis y artritis

reumatoide), enfermedad inflamatoria del intestino,

enfermedad de Crohn, enfisema, sindrome del distrés

respiratorio agudo, asma, enfermedad pulmonar obstructiva

10 crénica, enfermedad de Alzheimer, toxicidad en el trasplante

de un 6rgano, cagquexia, reacciones alérgicas,

hipersensibilidad alérgica por contacto, céncer (tal como

cadncer de tumores adlidoa, incluyendo cincer de colon, céncer

de mama, céncer de pulmén y céncer de préstata y procesos

15 hematopoyéticos malignos, incluyendo leucemias y linfomas),

ulceracidén de tejidos, restenosis, enfermedad periodontal,

epidermSlisis vesicular, osteoporosis, falta de firmeza en

implantes de articulaciones artificiales, aterosclerosis

(incluyendo ruptura de la placa aterosclerftica), aneurisma

20 abrtico (incluyendo aneurisma adrtico abdominal y aneurisma

adrtico cerebral), insuficiencia cardiaca congestiva, infarto

de miccardio, apoplejia, isquemia cerebral, traumatismo

craneal, lesidn de la médula espinal, trastornos neurcdege-

nerativos (agudos y c¢rénicos), trastornos autoinmunes,

25 enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, migrafia,
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depresifn, neuropatia periférica, dolor, angiopatia amiloide
cerebral, potenciacién nootrfpica o cognitiva, esclerosis
lateral amiotréfica, eaclerosis midltiple, angiogénesis
ocular, 1lesién corneal, degeneracién macular, curacién
anémala de heridas, quemaduras, diabetes, invasién tumoral,
crecimiento de tumores, metdstasis tumoral, cicatrices
corneales, escleritis, SIDA, septicemia, choque séptico y
otras enfermedades <caracterizadas por actividad de
metaloproteinasas de la matriz y otras enfermedades
caracterizadas por actividad de reprolisina de mamifero en
un mamifero, incluyendo un ser humano, gque comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad de un compuesto de
fé6rmula I o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
eficaz para tratar dicho trastorno.

El término "tratar" tal y como se usa en la presente
memoria, se refiere a invertir, aliviar, inhibir el progreso
de una enfermedad o trastorno al que se aplica el té&rmino,
o prevenirlo, o de uno o mis sintomas de dicha enfermedad o
trastorno. El término "tratamiento" tal y comc se usa en la
presente memoria, se refiere a la accidn de tratar, siendo
"tratar" como se acaba de definir.

La presente invencién se refiere adems a un
procedimientc para la inhibicién de (a) metaloproteinasas de
la matriz u otras metaloproteinasas implicadas en 1la

degradacién de la matriz, o (b) una reprolisina de mamiferc
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" (como agrecanasa o ADAM TS-1, 10, 12, 15 y 17,
preferiblemente ADAM-17) en un mamifero, incluyendo un ser
humano, que comprende administrar a dicho mamifero una
cantidad eficaz de un compuesto de fSrmula I o una sal

5 farmacéuticamente aceptable del mismo.
La presente invencién incluye ademis compuestos marcados
con isé6topos, que son idénticos a los compuestos de Férmula
I, salvo por el hecho de que uno o mis &tomos estén
reemplazados por un &tomo que tiene una masa atémica o namero
10 mésico diferente de 1la masa atémica o nimero mésico
normalmente encontrado en la forma natural. Ejemplos de
isdtopos que se pueden incorporar en los compuestos de la
invencién incluyen isStopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno,
oxigeno, féaforo, flior y cloro, como 2H, *H, B¢, Y“c, Pn, Yo,
15 ‘o, 3p, ¥p, ¥g, Br y ¥C]l, respectivamente. Los compuestos de
la presente invencién, sus profdrmacos y 1las sales
farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos o de dichos
profdrmacos que contienen los is6topos anteriormente citados
y/u otros isétopos de otros &tomos estén dentro del alcance
. 20 de esta invencién. Ciertos compuestos marcados con isdtopos
de la presente invencién, por ejemplo, aquellos en los que
se incorporan isétopos radiactivos como *H y “C, son dGtiles
en ensayos de distribucién de firmacos y/o tejidos substrato.
Los isétopos tritio, es decir %H, y carbono 14, es decir ",

25 son particularmente preferidos por su facil preparacién y
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Lo deteccién., Ademés, la sustitucibén con is6étopos més pesados
como deuterio, es decir, 2H, puede proporcionar ciertas
ventajas terapéuticas derivadas de una mayor estabilidad
metabdlica, por ejemplo, mayor semivida in vivo o menores

5 requerimientos de dosificacién y, por tanto, se pueden
preferir en determinadas circunstancias. Los compuestos
marcados con isétopos de Fé6rmula I de esta invencibn y sus
profiarmacos pueden prepararse de forma general llevando a
cabo los procedimientos descritos en los Esquemas y/o

i0 Ejemplos y Preparaciones expuestos miAs adelante, sustituyendo
un reactivo no marcado con isétopos por un reactivo marcado
con isbtopos faAcilmente disponible.
Esta invencién también incluye composiciones
farmacéuticas que contienen profarmacos de los compuestos de
15 f6érmula I. Esta invencién también incluye procedimientos para
tratar o prevenir trastornos que se pueden tratar o prevenir
mediante la inhibicién de metaloproteinasas de la matriz o
la inhibicién de reprolisina de mamifero, gque comprenden
administrar profArmacos de compuestos de férmula I. Los
20 compuestos de férmula I qQue tengan grupos amino, amido,
hidroxi, &cido hidrox&mico, sulfonamida o &cido carboxilico
libres se pueden convertir en proférmacos. Los profirmacos
incluyen compuestos en los que un resto aminodcido, © una
cadena polipeptidica de dos o mis restoe aminodcido (por

25 ejemplo, dos, tres o cuatro), estén unidos covalentemente a
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través de enlaces peptidicos a los grupos amido, amino,
hidroxi o &cido carboxflico libres de los compuestos de
férmula I. Los restos aminodcido incluyen los 20 amino&cidos
naturales designados corrientemente por simbolos de tres
letras y también incluyen 4-hidroxiprolina, hidroxilisina,
demosina, isodemosina, 3-metilhistidina, norvalina, beta-
alanina, &cido gamma-aminobutirico, citrulina, homocisteina,
homoserina, ornitina y metioninasulfona. Los profirmacos
también incluyen compuestos en los gue carbonatos,
carbamatos, amidas y ésteres de alguilo est&n unidos
covalentemente a los sustituyentes anteriores de los
compuestos de f6rmula I a través de la cadena lateral del
profarmaco en el carbono carbonilico.

Un técnico en la materia apreciara que los compuestos
de la invencidén son de utilidad en el tratamiento de una
serie de enfermedades. Un técnico en la materia también
apreciard que cuando se usan los compuestos de la invencidn
en el tratamiento de una enfermedad especifica, los
compuestos de la invencién se pueden combinar con diversos
agentes terapéuticos existentes usados para dicha enfermedad.

Para el tratamiento de artritis reumatoide, 1los
compuestos de la invencién se pueden combinar con agentes
como inhibidores de TNF-a tales como anticuerpos monoclonales
anti-TNF y moléculas de inmunoglobulina receptoras de TNF

{como Enbrel®), metotrexato en bajas dosis, lefunimida,

Y %
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hidroxicloroquina, d-penicilamina, auranofina u oro por via
oral o parenteral.

Loa compuestos de la invencién se pueden usar también
en combinacién con agentes terapéuticos existentes para el
tratamiento de osteocartritis. Agentes adecuados para usar en
combinacién incluyen agentes antiinflamatorios no esteroideos
convencionales (en lo sucesivo AINE) como piroxicam,
diclofenaco, 4cidos propifnicos come naproxeno, flubiprofeno,
fenoprofeno, cetoprofeno e ibuprofeno, fenamatos como acido
mefendmico, indometacina, sulindaco, apazona, pirazolonas
como fenilbutazona, salicilatos como aspirina, inhibidores
de la COX-2 como celecoxib y rofecoxib, analgésicos vy
terapias intraarticulares como corticosteroides y &acidos
hialurénicos como hialgan y sinvisc.

Los compuestos de la presente invencién se pueden usar
combinados con agentes contra el céncer como endostatina y
angiostatina o con farmacos citotdbxicos como adriamicina,
daunomicina, cis-platinco, etop6sido, taxol, taxétero vy
alcalioides, como vincristina y antimetabolitos como
metotrexato.

Los compuestos de la presente invencién también se
pueden usar combinados con agentes cardiovasculares como
bloqueantes de los canales del calcio, agentes para la
disminucién del nivel de lipidos como estatinas; fibratos,

beta-bloqueantes, inhibidores de la ECA, antagonistas del



10

15

20

-31-
receptor de angiotensina-2 e inhibidores de la agregacién
plaquetaria.

Los compuestos de la presente invencién también se
pueden usar combinados con agentes que actfian sobre el SNC
como antidepresivos (como sertralina), f&rmacoa contra el
Parkinson (como  deprenil, L-dopa, requip, mirapex,
inhibidores de 1la MAOB como Bselegilina y rasagilina,
inhibidores de comP como Tasmar, inhibidores de A-2,
inhibidores de la recaptacién de la dopamina, antagonistas
del NMDA, agonistas de la nicotina, agonistas de la dopamina
e inhibidores de la 6xido nitrico sintasa neuronal) y
fdrmacos contra el Alzheimer como donepezil, tacrina,
inhibidores de la COX-2, propentofilina o metrifonato.

Los compuestos de la presente invencidén se pueden usar
también combinados con agentes contra la osteoporosis como
raloxifeno, droloxifeno o fosomax y agentes inmunosupresores
como FK-506 y rapamicina.

Descripcidn 11 e la invencién

Los siquientes Esquemas de reaccidn ilustran la
preparacién de los compuestos de la presente invencidén. A no
ser que se indique de otro modo, en los Esquemas de reaccidn
y la siguiente descripcién, X, Y, Ar', 2z, R', R?® y R? son como

pe han definido antes.
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El Esquema 1 se refiere a la preparacidén de compuestos
de férmula I en una sintesis de dos etapas a partir de
compuestos de f6rmula V. Haciendo referencia al Esquema 1,
se prepara un compuesto de f6rmula I a partir de un compuesto
de férmula IV, en el gue L' y 1L? son grupos salientes como
metoxi, etoxi, benciloxi o clore, preferiblemente etoxi,

mediante la reaccién con un derivado de urea de f£6rmula III:

2
R\ /H
N
]|
A
|'a°

en presencia de una base fuerte y en un disolvente polar. Las
bases adecuadas incluyen metéxido sédico, etbxido sédico y
metdxido magnésico, preferiblemente etdxido 86dico. Los
disolventes adecuades incluyen alcoholes (como etanol) o
tetrahidrofurano, preferiblemente etanol absoluto. 1ILa
reaccidén anterior se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 90°C, preferiblemente,
de aproximadamente 50°C a aproximadamente 65°C durante un
periodo de tiempo de aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 16 horas. MARCA

El compuesto de f6rmula IV se prepara a partir de un
compuesto de fé6rmula V, en el gque L' es un grupo saliente

como halo, p-tolilsulfoniloxi (OTs) o metilsulfoniloxi (OMs),
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preferiblemente halo, lo mis preferible cloro o bromo,
mediante la reaccién con un compuesto de f&rmula HX-Ar'-Y-z
en presencia de una base en un disolvente polar. Los
disolventes adecuados incluyen dimetilformamida (DMF),
alcoholes (como etanol) o tetrahidrofurano, preferiblemente
etancl. La reaccién anterior se lleva a cabo a una
temperatura de aproximadamente 20°C a aproximadamente 90°C,
preferiblemente de aproximadamente 50°C a aproximadamente
65°C durante un perfodo de tiempo de aproximadamente 15
minutos a aproximadamente 16 horas.

Los compuestos de f6rmula V se pueden preparar por
procedimientos bien conocidos en la técnica tales como los
descritos en la publicacién de documento PCT WO 98/58925 o
revisados en The Organic Chemigtry of Drug Synthesis, D.
Lednicer and L. A. Mitscher, Volumen 1, pdginas 167 a 277 y
las referencias c¢itadas en el mismo. Cada una de las
publicaciones y solicitudes referenciadas antes se incorporan
en la presente memoria como referencia en su totalidad.

Los compuestos de férmula III est&n disponibles
comercialmente o se pueden preparar por procedimientos bien
conocidos por técnicoe en la materia.

Los compuestos de férmula HX-Ar'-Y-2 estén disponibles
comercialmente o se pueden preparar por procedimientos bien
conocidos por los técnicos en la materia.

El Esquema 2 se refiere a la preparacién de compuestos
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Le"""""de férmula I en una sintesis de tres etapas a partir de
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compuestos de f&rmula VI o VII. Haciendo referencia al
Esquema 2, se prepara un compuesto de f6rmula I a partir de
un compuesto de férmula IX mediante la reaccifn con una base
adecuada y un agente alquilante adecuado de f6érmula R'L' en
presencia de un disolvente. Las bases adecuadas incluyen
hidruro e6dico, carbonato potdsico, carbonato sbédico,
trietilamina, piridina o trietanclamina; lo mids preferible,
hidruro 8&dico. Agentes alquilantes adecuados incluyen
aquellos en los que L' es halo, p-tolilsulfoniloxi (OTs) o
metilsulfoniloxi (OMs), preferiblemente halo, lo més
preferible cloro o bromo; o los agentes alquilantes inc¢luyen
compuestos tales como las sales de Eshenmoser; epdxidos o
aziridinas electr6filas sustituidas de forma adecuada. Los
disolventes adecuados dependen de la base usada pero se
pueden elegir de N,N-dimetilformamida, tetrahidrofurano,
acetonitrilo y agua. La reaccién anterior se lleva a cabo a
una temperatura de aproximadamente 0°C a aproximadamente
30°C, preferiblemente de aproximadamente 20°C a
aproximadamente 25°C durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 16 horas.

Se puede preparar un compuesto de férmula IX a partir
de un compuesto de férmula VIII mediante la reaccién con una

urea de férmula
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Ry,
X
il
0 N’H
éa

en presencia de una base fuerte en un disolvente polar. Las
bases adecuadas incluyen metéxido eddico, etbxido sbdico y
metéxido magnésico; preferiblemente etéxido sbédico. Los
disolventes adecuados incluyen alccholes (como etanol) o
tetrahidrofurano, preferiblemente etanol absoluto. La
reaccién anterior se lleva a caboc a una temperatura de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 90°C, preferiblemente,
de aproximadamente 50°C a aproximadamente 65°C durante un
periodo de tiempo de aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 16 horas.

Se puede preparar un compuesto de férmula VIII a partir
de un compuesto de férmula VI, en el que I} es un grupo
saliente como halo, p-tolilsulfoniloxi {(OTa) o
metilsulfoniloxi (OMs), preferiblemente halo, lo més
preferible cloro, mediante la reaccidén con un compuesto de
f6rmula HX-Ar!-Y-2 en presencia de una base en un disolvente
polar. Las bases adecuadas incluyen metéxido sédico, etdxido
s6dico, carbonato potésico e hidruro s6dico; preferiblemente
et6xido sédico. Los disolventes adecuados incluyen

dimetilformamida (DMF) , alcoholes {como etanol) o
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tetrahidrofurano, preferiblemente etanecl. La reaccién
anteriormente citada se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 90°C, preferiblemente,
de aproximadamente 50°C a aproximadamente 70°C durante un
periodo de tiempo de aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 16 horas, preferiblemente, de aproximadamente
3 horas. Las reacciones de este tipo se ilustran con mis
detalle por el procedimiento de J. B. Niederl and R. T. Roth,
J. Amer. Chem. Soc., 62, 1154 (1940).

Como alternativa, se puede preparar también un compuesto
de férmula VIII a partir de un compuesto de f&rmula VII en
presencia de un catalizador adecuado, preferiblemente acetato
de rodio(II) seglin el procedimiento descrito por M. Campbell
et al., Aust. J. Chem., 45, 2061 (1852).

Loa compuestos de f6rmula VI y VII estédn diasponibles
comercialmente o se pueden obtener facilmente a partir de
materiales de partida disponibles facilmente segln
procedimientos bien conocidos por los técnicos en la materia.
Por ejemplo, los compuestos de F6rmula VII se pueden preparar
segin el procedimiento de D. W. Peace et al., Synthesis, 658
(1971).

Los compuestos de f6rmula III estdn disponibles
comercialmente o se pueden preparar por procedimientos bien
conocidos por los técnicos en la materia.

El Esquema 3 se refiere a la preparacifn de compuestos
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de f6rmula I, en particular aquelles en los que X es oxigeno
u -OCH,-. Haciendo referencia al Esquema 3, se puede obtener
un compuesto de férmula I mediante alquilacién de un
compuesteo de f&rmula XI con un fenol adecuado de férmula
HOAr'-Y-Z seglin el procedimiento de 0. Mitsunobu (Synthesis,
1 (1981)) o por alquilacién con un agente algquilante adecuado
de férmula L’CHAr'-Y-Z, donde 1} es un grupo saliente como
halo, p-teolilsulfoniloxi (OTa) o© metilsulfoniloxi (OMs),
preferiblemente halo, lo més preferible cloro © bromo, en
un disolvente adecuado como N,N-dimetilformamida,
tetrahidrofuranc o acetonitrilo en presencia de una base
adecuada como hidruro sbddico, carbonato potésico,
trietilamina, piridina o trietanolamina. La reaccién anterior
se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 0°C a
aproximadamente 50“C, preferiblemente a aproximadamente 20°C
durante un periocdo de tiempo de aproximadamente 15 minutos
a aproximadamente 16 horas.

Los compuestos de f6rmula XI se pueden preparar a partir
de compuestos de f6rmula X segiin el procedimiento de J. A.
vida et al,, J. Med. Chem,, 17, 732 (1974).

Los compuestos de férmula X se pueden preparar a partir
de un compuesto de f£6rmula XII mediante reaccién con una base
adecuada, en presencia de un agente alquilante adecuado R'L!
y un disolvente, como se describe en Biehl et al., J. Het.

Chem., 23, 9 (1986). Las bases adecuadas incluyen hidruro
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s6dico, carbonato potéesico, trietilamina, piridina o
trietanolamina; lo mis preferible, trietanolamina. Agentes
alquilantes adecuados incluyen aquellos en los que L' es
halo, p-tolilsulfoniloxi (OTe) o metilsulfoniloxi (OMs),
preferiblemente halo, lo mé&s preferible cloro o bromo; o
agentes alquilantes tales como las pales de Eshenmoser;
epbxidos o aziridinas electrb6filas sustituidas de forma
adecuada. Los disolventes adecuados dependen de la base usada
pero se pueden elegir de N,N-dimetilformamida,
tetrahidrofurano, acetonitrilo y agua. La reaccién anterior
se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 0°C a
aproximadamente 30°C, preferiblemente de aproximadamente 20°C
a aproximadamente 25°C durante un perfodo de tiempo de
aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 16 horas.

Los compuestos de f6rmula XII estén disponibles de forma
comercial o se pueden preparar ficilmente por un técnico en
la materia segln los procedimientos revisados en The Organic
Chemistry of Drug Synthesig, D. Lednicer and L. A. Mitscher,
Velumen 1, paginas 167 a 277 y las referencias citadas en el
mismo.

El Esquema 4 se refiere a la preparacién de compuestos
de férmula I, en los que X es azufre o -SCH,-, o sus
derivados oxidados »S0,, >80, -SO,CH,-, -SOCH,-. Haciendo
referencia al Esquema 4, dicho compuesto de f6rmula I se

puede obtener por alquilacién del anillo de pirimidina-2,4,6-
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triona de un compuesto de férmula XIV (en el que R’ y R® son
hidrégeno) con un agente alquilante adecuado L’R? o L'R',
siendo I} un grupc saliente como halo, p-tolilsulfoniloxi
(0Ts) o metilsulfoniloxi (OMs), preferiblemente halo, lo mis
preferible cloro o bromo en un disolvente adecuado como N,N-
dimetilformamida, tetrahidrofurano o acetonitrilo en
presencia de una base adecuada como hidruro s&6dico, carbonato
potdsico, trietilamina, piridina ¢ trietanolamina. La
reaccién anterior se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 70°C, preferiblemente
a aproximadamente 20°C durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 15 minutoa a aproximadamente 16 horas.

Los compuestos de f&6rmula XIV se pueden preparar por
alquilacién de un compuesto de férmula X con un disulfuro
adecuado de £f6rmulas (SAr!'-Y-2Z); o (SCHAr'-Y-2), en un
disolvente adecuado como N,N-dimetilformamida,
tetrahidrofurano o acetonitrilo en presencia de una base
adecuada como hidruro s6dico, carbonato potésico,
trietilamina, piridina o trietanolamina. La reaccién anterior
se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 20°C a
aproximadamente 70°C, preferiblemente a aproximadamente 20°C
durante un perfiodo de tiempo de aproximadamente 15 minutos
a aproximadamente 16 horas.

Los disulfuros (SAr'-Y-Z), o (SCHAr'-Y-Z), me pueden

preparar a partir de los tioles correspondientes HSAr'-Y-Z o

p—
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HSCH.Ar'-Y-Z por procedimientos oxidativos bien conocidos por
los técnicos en la materia.

Los compuestos de férmula X estéin disponibles
comercialmente o se pueden preparar por procedimientos bien
conocidos por los técnicos en la materia.

Los compuestos de férmula I que son de naturaleza basica
pueden formar una amplia gama de salesa con diferentes &cidos
inorgdnicos y orgénicos. Aunque tales sales deberin ser
farmacéuticamente aceptables para la administracién a
animales, con frecuencia lo deseable en la pr&ctica es aislar
inicialmente un compuesto de f6rmula I de la mezcla de
reaccidn como una sal farmacéuticamente no aceptable y luego
simplemente convertir la Gltima en el compuesto base libre
por tratamiento con un reactivo alcalino y, seguidamente,
convertir la base libre en una sal de adici6tn de é&cidos
farmacéuticamente aceptable. Las sales de adicién de &cidos
de los compuestos bésicos de esta invencién se preparan
fadcilmente tratando el compuesto bésico con una cantidad
sustancialmente equivalente del &cido mineral u org&nico
elegido en un medio discglvente acuosoc © en un disolvente
orgdnico adecuado, como metanol o etanol. Tras evaporar
cuidadosamente el disclvente, s8e obtiene la sal sélida
deseada.

Los 8cidos que se usan para preparar las sales de

adicién de &cidos farmacéuticamente aceptables de 1los



10

15

20

25

-45-

compuestos bésicos de esta invencién son los que forman sales
de adicién de &cidos no téxicas, es decir, sales que
contienen aniones farmacolégicamente aceptables, tales como
las sales clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, nitrato,
sulfato o bisulfato, fosfato © fosfato &cido, acetato,
lactato, citrato o citrato &cido, tartrato o bitartrato,
succinato, maleato, fumarato, gluconato, sacarato, benzoato,
metanosulfonato y pamoato [es decir, 1,1’-metileno-bis-(2-
hidroxi-3-naftoato)].

Los compuestos de f6rmula I que son de naturaleza &cida
pueden formar sales de adicién de bases con diferentes
cationes farmacolSdgicamente aceptables. Ejemplos de tales
sales incluyen las sales de metales alcalinos y de metales
alcalinotérreos y, en particular, las sales de sodic y de
potasio. Estas sales se preparan todas por técnicas
convencionales. Las bases quimicas que se usan como reactivos
para preparar las sales de adicibn de bases farmacéuticamente
aceptables de esta invencién son aquellas que forman sales
de bases no t6xicas con loa compuestos &cidos de fédrmula I
descritos en la presente. Estas sales de base no téxicas
incluyen las sales derivadas de cationes farmacol&gicamente
aceptables como el sodio, potasio, calcio y magnesio y
similares. Estas sales se pueden preparar facilmente tratando
el compuesto &cido correspondiente con una solucidén acuosa

gque contiene los cationes farmacolSgicamente aceptables
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deseados, Yy luego evaporando 1la solucién resultante a
sequedad, preferiblemente a presidén reducida.

Como alternativa, éstas se pueden preparar ademis
mezclando Bsoluciones en alcanoles inferiorea de los
compuestos &cidos y el alcéxido de metal alcalino deseado vy,
seguidamente, evaporando la solucién resultante a sequedad
de la misma forma que antes. En cualquier caso,
preferiblemente se emplean cantidades estequiométricas de los
reactivos con el fin de asegurar la finalizacidén de 1la
reaccién y los miximos rendimientos del producto final

deseado.

ENSAYOS BIOLOGICOS

La capacidad de los compuestos de f6rmula I o sus sales
farmacéuticamente aceptables (en lo sucesivo denominados
compuestcs de la presente invencidén) para inhibir
metaloproteinasas de la matriz o reprolisina de mamifero y,
por consiguiente, demostrar su eficacia para tratar
enfermedades caracterizadas por actividad de metaloproteinasa
o0 de reprolisina de mamifero (tal como la produccién de
factor de necrosis tumoral) se muestra por los siguientes
ensayos in vitro.

Ensayos de MMP
Por inhibidores selectivos de colagenasa-3

(metaloproteinasa de la matriz 13) tal como se usa en la

"y
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presente memoria, se entiende agentes que presentan al menos
una selectividad de 100 veces para la inhibicién de 1la
actividad de la enzima colagenasa-3 respecto a la actividad
de la enzima colagenasa-1 y una potencia inferior a 100 nM
como se define por los resultados de ICy de los ensayos de
fluorescencia de MMP-13/MMP-1 descritos a continuacién. Los
inhibidores selectivos de colagenasa-3 se pueden identificar
evaluando los inhibidores de la presente invencién por los
ensayos de fluoreascencia de MMP-13/MMP-1 descritos a
continuacién y seleccionando aquellos agentes con relaciones
de ICy, para la inhibiciém MMP-13/MMP-1 superiores o iguales
a 100 y una potencia inferior a 100 nM.

Por inhibidores no selectivos de colagenasa, tal como
se usa en la presente memoria, se entiende agentes que
presentan una Belectividad inferior a 100 veces para la
inhibicién de la actividad de la enzima colagenasa-3 respecto
a la actividad de la enzima colagena-l1 o una potencia
superior a 100nM como se define por los resultados de ICy de
los ensayos de fluorescencia de MMP-13/MMP-1 descritos a
continuacién.

La capacidad de los inhibidores de colagenasa para
inhibir la actividad de colagenasa es bien conocida en la
técnica. Los siguientes ensayos 8e pueden usar para
identificar inhibidores de 1las metaloproteinasas de la

macriz.
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Se activa colagenasa humana recombinante con tripsina.
La cantidad de tripsina se optimiza para cada lote de
colagenasa-1, aunque una reaccién tipica usa la siguiente
relacién: 5 ug de tripsina por 100 pg de colagenasa. La
tripgsina y la colagenasa se incuban a temperatura ambiente
durante 10 minutos y se afiade después un exceso de cinco
veces (50 mg/1l0 mg de tripsina) de inhibidor de tripsina de
soja.

Se preparan soluciones madre (10 mM) de inhibidores en
dimetil sulféxido y se diluyen después usando el siguiente
esquema :

10 mM » 120 M » 12 uM » 1,2 uM -» 0,12 uM

Después se afiaden, por triplicado, +veinticinco
microlitros de cada concentracién a pocillos apropiados de
una placa Microfluor de 96 pocillos. La concentracién final
de inhibidor seri una dilucién 1:4 después de la adicién de
enzima y substrato. Se disponen controles positivos (con
enzima y sin inhibidor) en los pocillos D7-D12 y controles
negativos (sin enzima y sin inhibidor) en los pocillos D1-D6.

Se diluye colagenasa-1 hasta 240 ng/ml y se afiaden
después 25 ul a pocillos apropiados de la placa Microfluor.
La concentracién final de colagenasa en el ensayo es 60
ng/ml.

Se prepara substrato (DNP-Pro-Cha-Gly-Cys(Me)-His-Ala-

J
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se diluye después hasta 20 pgM en tampém del ensayo. El ensayo
se inicia por la adicién de 50 ul de substrato por pocillo
de la placa Microfluor para dar una concentracién final de

5 10 uM.

Se toman lecturas de la fluorescencia (360 nm en
excitacién y 460 nm en emisién) a tiempo 0 y después a
intervalos de 20 minutos. El ensayoc se realiza a temperatura
ambiente con un tiempo tipico de ensayo de 3 horas.

10 Se construye después una gréifica de la fluorescencia en
funcién del tiempo, tanto para las muestras que contienen
colagenasa c¢omo para las del eneayo en blanco (en las
determinaciones por triplicado, se determina el valor medio).
Para determinar valores de la ICyqy Be elige un tiempo que

15 proporciona una buena sefial (al menos cinco veces el valor
del blanco) y que estid en la parte lineal de la curva
(normalmente alrededor de 120 minutos). Los valores
correspondientes al tiempo cero se usan como blanco para cada
compuesto a cada concentracién y estog valores se restan de

20 los datos correspondientes a 120 minutos. Los datos se
representan grdficamente como concentracién de inhibidor
frente a porcentaje de control (fluorescencia del inhibidor
dividida por fluorescencia de colagenasa sola y multiplicada
por 100). Se determinan las ICyq a partir de la concentracidén

25 de inhibidor que da una sefial que es el 50% de la del
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control.

Si las ICyp son inferiores a 0,03 uM, entonces se ensayan
los inhibidores a concentraciones de 0,3 uM, 0,03 uM y 0,003
uM.

Inhibicién de gelatinasa (MMP-2)

Se activa gelatinasa humana recombinante de 72 kD (MMP-
2, gelatinasa A) durante 16 a 18 horas con acetato p-
aminofenil-mercfirico 1 mM (de una soclucién madre 100 mM
recién preparada en NaOH 0,2N) a 4°C y se agita suavemente.

Se diluyen en serie soluciones madre de inhibidores 10
mM en dimetilsulféxido en tampén de ensayo (TRIS 50 mM, pH
7,5, NaCl 200 mM, CaCl, 5 mM, ZnCl, 20 uM y BRIJ-35 al 0,02%
(vol/vol)) usando el esquema sigquiente:

10 mM » 120 uM » 12 uM » 1,2 pM » 0,12 uM

Si es necesario, se realizan otras diluciones
adicionales siguiendo el mismo esquema. En cada ensayo, se
llevan a cabo un minimo de cuatro concentraciones de
inhibidor para cada compuesto. Se afladen entonces 25 ul de
cada concentracién a pocillos por triplicado de una placa
Microfluor de 96 pocillos con fondo en U negra. Como el
volumen final del ensayoc es de 100 ul, las concentraciones
finales de inhibidor son el resultado de una dilucién 1:4
adicional (es decir, 30 uyM » 3 ugM -» 0,3 uM » 0,03 uM, y asi
sucesivamente). También se preparan por triplicado un blanco

(sin enzima y sin inhibidor) y un control positivo de enzima
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(con enzima, sin inhibidor).

Se diluye la enzima activada hasta 100 ng/ml en tampén
de ensayo, se afiaden 25 pl por pocillo a los pocillos
apropiados de la placa de microvaloracién. La concentracién
de enzima final en el ensayo es de 25 ng/ml (0,34 nM).

Se diluye una solucién madre 5 mM en dimetilsulfdxido
de substrato (Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,) en tampSn
de ensayo hasta 20 uM. El ensayo se inicia mediante 1la
adicién de 50 pl de substrato diluido proporcionando una
concentracién final de ensayc de substrato 10 uyM. A tiempo
cero, se toman inmediatamente lecturas de fluorescencia (320
en excitacién y 390 en emisién) y posteriormente se toman
cada quince minutos a temperatura ambiente con un lector de
placas PerSeptive Biosystems CytoFluor Multi-Well Plate
Reader con la ganancia a 90 unidades.

El valor medio de la fluorescencia de la enzima y del
blanco se representan frente al tiempo. Para las
determinaciones de la ICy se elige un punto de los primeros
valores de tiempo en la parte lineal de la curva. E1 punto
a tiempo cero para cada compuesto y cada dilucién se resta
del punto a dltimo tiempo y se expresan los datos como
porcentaje del control de la enzima (fluorescencia del
inhibidor dividida por fluorescencia del control de enzima
positivo y multiplicada por 100). Los datos se representan

come concentracién de inhibidor frente a porcentaje del
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concentracién de inhibidor que produce una sefal que es el
50% de la del control de enzima positivo.
Inhibicién de la actividad de la estromelipina (MMP-3)

5 Se activa estromelisina humana recombinante {MMP-3,
estromelisina-1) durante 20 a 22 horas con acetato p-
aminofenil-mercirico 2 mM (de una solucidén madre 100 mM
recién preparada en NaOH 0,2N) a 37°C.

Se diluyen en serie soluciones madre de inhibidores 10
10 mM en dimetilsulféxido en tampén de ensayo (TRIS 50 mM, pH
7,5, NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM y BRIJ-35 al 0,05% (vol/vol))
usando el esquema siguiente:
10 mM » 120 uM - 12 pgM -» 1,2 uM » 0,12 uM
Si es necesario, se realizan otras diluciones
15 adicionales siguiendo este mismo esquema. En cada ensayo, se
llevan a cabo un minime de cuatro concentraciones de
inhibidor para cada compuesto. Se afiaden entonces 25 ul de
cada concentracién a pocillos por triplicado de una placa
Microfluor de 956 pocilloe con fondo en U negra. Como el
20 volumen final del ensayoc es de 100 ul, las concentraciones
finales de inhibidor son el resultado de una dilucién 1:4
adicional (es decir, 30 yM » 3 uM -» 0,3 pgM » 0,03 uM, y asi
sucesivamente) . También se preparan por triplicade un blanco
(sin enzima y sin inhibidor) y un control positivo de enzima

25 (con enzima, sin inhibidor).
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Se diluye la enzima activada hasta 200 ng/ml en tampdn
de ensayo, se afiaden 25 ul por pocillo a los pocillos
apropiados de la placa de microvaloracidén. La concentracién
de enzima final en el ensayo es de 50 ng/ml (0,875 nM).

Se diluye una soclucién madre 10 mM en dimetilsulfdxido
de substrato (Mca~Arg-Pro-Lys-Pro-Val-Glu-Nva-Trp-Arg-
Lys(Dnp) -NH,) en tamp6n de ensayo hasta 6 uM. El ensayo se
inicia mediante la adicién de 50 ul de substrato diluido
proporcionando una concentracidn final de ensayo de substrato
3 uM. A tiempo cero, se toman inmediatamente lecturas de
fluorescencia (320 en excitacién y 390 en emisién) vy
posteriormente se toman cada quince minutos a temperatura
ambiente con un lector de placas PerSeptive Biosystems
CytoFluor Multi-Well Plate Reader con la ganancia a 90
unidades.

El valor medio de la fluorescencia de la enzima y del
blanco s8e representan frente al tiempo. Para las
determinaciones de la ICy se elige un punte de los primeros
valores de tiempo en la parte lineal de la curva. El punto
a tiempo cero para cada compuesto y cada dilucifn se resta
del punto a uUltimo tiempo y Be expresan los datos como
porcentaje del contrel de la enzima (fluorescencia del
inhibidor dividida por fluorescencia del contrcl de enzima
positivo y multiplicada por 100). Los datos se representan

como concentracién de inhibidor frente a porcentaje del
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control de la enzima. Las ICyp 8e definen como la
concentracién de inhibidor que produce una sefal que es el
50% de la del control de enzima positivo.

Inhibicién de gelatinasa humana de 92 kD (MMP-9)

La inhibicién de la actividad de gelatinasa de 92 kD
{(MMP-9) se ensaya usando el substrato Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-
Dpa-Ala-Arg-NH, (10 uM) en condiciones similares a las
descritas antes para la inhibicidén de la colagenasa humana
(MMP-1) .

Se activa gelatinasa humana recombinante de 92 kD (MMP-
9, gelatinasa B) durante 2 horas con acetato p-aminofenil
mercirico 1 mM (de una solucién madre 100 mM recién preparada
en NaOH 0,2N) a 37°C.

Las soluciones madre 10 mM en dimetilsulféxido de
inhibidores se diluyen en serie en tampén de ensayo (TRIS 50
mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, CaCl, 5 mM, ZnCl, 20 uM y BRIJ-35
al 0,02% (vol/vol)) usando el siguiente esquema:

10 mM - 120 M - 12 uM » 1,2 uM » 0,12 uM

Las diluciones posteriores 8se realizan segin es
necesario siguiendo este mismo esquema. En cada ensayo, se
realizan un minimo de cuatro concentraciones de inhibidor
para cada compuesato. Se afiaden entonces 25 ul de cada
concentracién a pocillos por triplicado de una placa
Microfluor con fondo en U de 96 pocillos negra. Como el

volumen final del ensayo es 100 ul, las concentraciones



&\ &

finales de inhibidor son el resultado de otra dilucién 1:4

-55-

(es decir, 30 uM -» 3 uM -» 0,3 uM -» 0,03 pM, y asf
sucesivamente). También se prepara por triplicado un ensayo
blanco {(sin enzima, sin inhibidor) y un control de enzima

& positivo (con enzima, sin inhibidor).

La enzima activada se diluye hasta 100 ng/ml en tampén
de ensayo, se afladen 25 ul por pocillo a los pocillos
apropiados de la placa de microvaloracidén. La concentracién
final de enzima en el ensayo es 25 ng/ml (0,27 nM).

10 Se diluye en el tampén de ensayo hasta 20 gM una
solucidn madre 5 mM en dimetil sulfbxido de substrato (Mca-
Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,;). El ensayo 8e inicia
mediante la adicién de 50 pul de substrato diluido
proporcionando una concentracién final de ensayo de substrato

15 10 uM. A tiempo cero, se toma una lectura de fluorescencia
(320 en excitacién; 390 en emigién) inmediatamente y se toman
posteriores 1lecturas cada quince minutos a temperatura
ambiente con un Lector de Placas PerSeptive Biosystems
CytoFluor Multi-Well Plate Reader con la ganancia a 90

20 unidades,

El valor promedio de la fluorescencia de la enzima y del
blanco se representan frente al tiempo. Para las
determinaciones de la ICyp se elige uno de los primeros
valores de tiempo de la parte lineal de esta curva. El punto

25 a tiempo cero para cada compuesto y cada dilucién se resta



10

15

20

25

n..--w-rl sl

?P

AN
. XD
_56_
del punto a Gltimo tiempo anterior y los datos se expresan
entonces como porcentaje de contrcl de la enzima
(fluorescencia del inhibidor dividida por fluorescencia del
control de enzima positivo x 100). Los datos se representan
como concentracidén de inhibidor frente a porcentaje de
contrecl de 1la enzima. Las ICy 8Be definen como la
concentracién de inhibidor que origina una seflal que es el
50% de la del control de enzima positivo.

Inhibicién de MMP-13

Se activa MMP-13 humana recombinante con APMA (acetato
p-aminofenilmercirico) 2 mM durante 1,5 horas a 37°C y se
diluye hasta 400 mg/ml en tampén de ensayo (Tris 50 mM, pH
7,5, cloruro sbdico 200 mM, cloruro cdlcico 5 mM, cloruro de
cinc 20 pyM y Brij al 0,02%). En una placa Microfluor de 96
pocillos se afladen veinticinco microlitros de enzima diluida
por pocillo. La enzima se diluye después a una relacibdn 1:4
en el ensayo por adicién de inhibidor y substrato para dar
una concentracién final en el ensayo de 100 mg/ml.

Se preparan soluciones madre 10 mM de inhibidores en
dimetilsulféxido y se diluyen después en tampén de ensayo
seglin el esquema de dilucién de inhibidores del ensayo de
inhibicién de colagenasa humana {(MMP-1). En 1la placa
Microflucor se afiaden, por triplicado, veinticinco micreolitros
de cada concentracién. Las concentraciones finales en el

ensayo son 30 uM, 3 uM, 0,3 pM y 0,03 uM.
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Se prepara el substrato (DNP-Pro-Cha-Gly-Cys(Me)-His-
Ala-Lys (NMA)-NH,) como en el ensayo de inhibicién de
colagenasa humana (MMP-1) y se afladen S0 ul a cada pocillo
para dar una concentracién final en el ensayo de 10 uM. Se
toman lecturas de la fluorescencia (360 nm en excitacién y
450 nm en emisidén) en el tiempo 0 y a intervalos de 5 minutos
durante 1 hora.

Los controles positivos comprenden enzima y substrato
sin inhibidor y los blancos solo substrato.

Se determinan las IC,, como en el ensayo de inhibicidn
de colagenasa humana (MMP-1). Si las ICy son inferiores a
0,03 UM, entonces los inhibidores se ensayan a
concentraciones finales de 0,3 uM, 0,03 uM, 0,003 uM y 0,0003
uM.

Ensayo de MMP-13 en pslicula de coligeno

Se marca coligeno de rata tipo I con anhidrido acético
marcado con C (T. E. Cawston and A. J. Barrett, Anal.
Biochem,, 99, 340-345 (1979)) y se usa para preparar placas
de 56 pocillos gque contenfian peliculas de colégeno
radiomarcado (Barbara Johnson-Wint, Anal. Biochem, 104, 175-
181 (1980)). Cuando se afiade al pocillo una solucién que
contiene colagenasa, la enzima escinde el coldgeno insoluble
que se desenrrolla y por tanto se sBolubiliza. La actividad
de colagenasa es directamente proporcional a la cantidad de

colageno solubilizado, determinado por la proporcién de
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contador de centelleo convencional. Los inhibidores de la
colagenasa son por tanto compuestos que reducen el recuento
de radiactividad liberada con respecto a los controles sin
5 la presencia de inhibidor. Una realizacién especifica de este
ensayo se describe a continuacifén con detalle.
Para determinar la selectividad de los compuestos por
MMP-13 frente a MMP-1 usando coldgeno como substrato se usa
el siguiente procedimiento. Se activa proMMP-13 o proMMP-1
10 humanas recombinantes conforme a los procedimientos descritos
antes. La MMP-13 o MMP-1 activadas se diluyen hasta 0,6 ug/ml
con tampén (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM,
ZnCl, 1 uM, Brij-35 al 0,05%, azida de sodio al 0,02%).
Se preparan soluciones madre de los compuestos de ensayo
15 (10 mM) en dimetilsulféxido. Las diluciones de los compuestos
de ensayo en el tampbn Tris, anterior, se preparan hasta 0,2,
2,0, 20, 200, 2000 y 20000 nM.
Se pipetean 100 pl de la dilucidn de firmaco apropiada
y 100 pl de enzima diluida en loa pocillos de una placa de
20 96 pocillos que contienen peliculas de colageno marcadas con
coldgeno “C. La concentracién final de enzima es 0,3 ug/ml,
mientras que la concentracién final de fArmaco es 0,1, 1,0,
10, 100, 1000 nM. Cada concentracién de fa&rmaco y control se
analiza por triplicado. También se preparan controles por

25 triplicado en los gue no hay enzima y con enzima en ausencia
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de compuesto.

Las placas se incuban a 37°C durante un periodo de
tiempc tal que aproximadamente el 30-50% del colageno
disponible se solubilice - determinado por recuento adicional
de los pocillos de control a diversos tiempos. En la mayoria
de los casos, son hecesarias aproximadamente 9 horas de
incubacién. Cuando el ensayo ha progresado suficientemente,
se retira el sobrenadante de cada pocillo y se recuenta en
un contador de centelleo. Los 7recuentos de fondo
(determinados por los recuentos en los pocillos sin enzima)
se restan de cada muestra y se calcula el % liberado en
relacién a los pocillos con enzima sola y sin inhibidor. Se
promedian los valores por triplicado para cada tiempc y se
representan los datos come liberacién porcentual frente a
céncentracién de farmaco. Las ICy se determinan a partir del
punto en el gque se obtuvo una inhibicién del 50% de 1la
liberacién de colédgeno radiomarcado.

Para determinar la identidad de las colagenasas activas
en medio condicionado de cartilago, se llevaron a cabo
ensayos usando coligenoc como substrato, medioc condicionado
de cartilago que contenia actividad de colagenasa e
inhibidores de diferente selectividad. El medio condicionado
de cartilago se recogié durante el tiempoc en el gque se
produjo la degradaci6n del colageno y por tantoc es

representativo de 1las colagenasas responsables de la
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degradacién del colégenc. Los ensayos se llevaron a cabo como
se ha explicado antes salvo porque en lugar de MMP-13 o MMP-1
recombinante, el medio condicionado de cartilage fue la

fuente de enzima.

Degradacién de colégeno de cartilago procedente de cartilago
nasal bovino inducida por IL-1

Este ensayo usa explantes de cartilago nasal bovino que
se usan corrientemente para ensayar la eficacia de diversocs
compuestos para inhibir la degradacién de proteoglucano
inducida por IL-1 o la degradacifn de coligenoc inducida peor
IL-1. El1 cartilago nasal bovino es un tejido que es muy
similar al cartilago articular, es decir, condrocitos
rodeados por una matriz que fundamentalmente es de coldgeno
tipo II y agrecano. El tejido se usa porque: (1) es muy
similar al cartilago articular, (2) estd facilmente
dispeonible, (3) es relativamente homogéneo y (4) se degrada
con una cinética predecible después de la estimulacién con
IL-1.

Se han usado dos variantes de este ensayo para ensayar
los compuestos. Ambas variantes proporcionan datos similares.
A continuacién se describen las dos variantes:

Variante 1

Se colocan tres tapones de cartilago nasal bovino

(aproximadamente de 2 mm de didmetro x 1,5 mm de longitud)

en cada uno de lose pocillos de una placa de cultivo tisular



10

15

20

25

G

-61-
de 24 pocillos. Se afiade entonces 1 ml de medio exento de
suero a cada pocillo. Los compuestos 8e preparan Ccomo
soluciones madre 10 mM en DMSO y luego 8se diluyen
apropiadamente en medio exento de suero hasta las
concentraciones finales, por ejemplo 50, 500 y 5000 nM. Cada
concentracién se ensaya por triplicado.

Se aflade, por triplicado, IL-la humana recombinante (IL-
1) (5 ng/ml) a los pocillos de control y a cada uno de los
pocillos que contiene fdrmaco. También se preparan pocillos
de control por triplicadec a los que no se afiade ni farmaco
ni IL-1. El medio se retira y se afiaden medio que contiene
IL-1 y concentraciones de farmaco apropiadas los dias 6, 12,
18 v 24 o cada 3-4 dias, si fuera necesario. Los medios
retirados en cada tiempo se almacenan a -20°C para el
andlisis posterior. Cuando el cartilago en los pocillos que
Gnicamente contienen IL-1 se ha reabsorbido casi totalmente
(aproximadamente el dia 21), finaliza el experimento. El
medio se retira y se almacena. Se agrupan alicuotas (100 ul)
de cada pocillo a cada tiempo, se digieren con papaina y
luego s8e analizan para determinar el contenido de
hidroxiprolina. La hidroxiprolina de fondo (media de los
pocillos sin IL-1 y sin farmaco) se resta de cada punto de
datos y se calcula la media para cada uno por triplicadoc. Los
datos se expresan entonces como porcentaje del valor promedio

de IL-1 soclo y se representan graficamente. A partir de este
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grafico se determinan las ICs,.
Variante 2

La disposicién experimental es la misma que se ha
descrito para la Variante 1, hasta el dia 12. El dia 12, se
5 retira el medio condicionado de cada pocillo y se congela.
A continuacién, se afiade 1 ml de solucibén salina tamponada
con fosfato (PBS) que contenia 0,5 ug/ml de tripsina a cada
pocillo y se contintia la incubacién durante 48 horas a 37°C.
Después de 48 horas de incubacién en tripsina, se retira la
10 solucién de PBS. Se agrupan alicuotas (50 pl) de la solucidn
de PBS/tripsina y los dos tiempos previos (dfias 6 y 12), se
hidrclizan y se determina el contenido en hidroxiprolina. La
hidroxiprolina de fondo (media de los pocillos sin IL-~1 y sin
farmaco) se reasta de cada punto de datos y se calcula la
15 media de cada uno por triplicado. Los datos se expresan
entonces come porcentaje del valor promedio de IL-1 solo y
se repregentan grificamente. A partir de este grédfico se
determinan las ICs,. En esta variante, el lapso de tiempo del
experimento es considerablemente menor. La adicién de
20 tripsina durante 48 horas después de 12 dias de estimulacién
con IL-1 libera posiblemente todo el colageno tipo II que
haya sido dafiado por la actividad de colagenasa pero que
todavia no se ha liberado de la matriz del cartilago. En
ausencia de estimulacién con IL-1, el tratamiento con

25 tripsina produce soclo bajos niveles de fondo de degradacién
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de coldgeno en explantes de cartilago.
Inhibicidén de la produccién de TNF
La capacidad de 1los compuestoe o de las sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos para inhibir la
5 produccién de TNF y. en consecuencia, demostrar su eficacia
para tratar enfermedades que conllevan la produccidén de TNF
se muestra por el siguiente ensayo in vitro:
Ensayoc de monocitog humanos
Se aislaron células humanas mononucleares de sangre
10 humana anticoagulada, usando una técnica de separacién de
Ficoll-hypagque de una etapa. (2) Las células mcnonucleares
se lavaron tres veces en solucidén salina de Hanks equilibrada
(HBSS) con cationes divalentes y se volvieron a suspender a
una densidad de 2 x 10%/ml en HBSS que contenia un 1% de BSA.
15 Los recuentos diferenciales determinados usando el analizador
Abbott Cell Dyn 3500 indicaron que, en estas preparaciones,
los monocitos variaban de 17 a 24% de las células totales.
Se colocaron partes alicuotas de 180 ul de la suspensidn
celular en placas de 96 pocillos de fondo plano (Costar).
20 Adiciones de compuestos y de LPS (concentracién final de 100
ng/ml) dieron un volumen final de 200 ul. Todas las
condiciones se realizaron por triplicado. Después de incubar
durante cuatro horas a 37°C en un incubador con CO,
humidificado, se retiraron las placas y se centrifugaron (10

25 minutos a aproximadamente 250xg), se retiraron los liquidos
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sobrenadantes y se ensayb en ellos el TNFAa usando el estuche
R&D ELISA.

Ensayo de agrecanasa

Se aislaron por digestién secuencial con tripsina y
colagenasa condrocitos primarios porcinos de cartilago de
articulacién, seguido por digestién durante toda la noche con
colagenasa y se cultivaron a una densidad de 2 x 10° células
por pocillo en placas de 48 pocillos con 5 uCi/ml de azufre
¥s (1000 Ci/mmol) en las placas revestidas de colégeno tipo
I. Se dejé incorporar el marcador en la matriz de
proteoglucano de las células (aproximadamente 1 semana) a
37°C, en una atmésfera de CO, al 5%.

La noche antes de iniciarse el ensayo, se lavaron las
monocapas de condrocitos dos veces en DMEM/PSF al 1%/G y
luego se dejaron incubar en DMEM/FBS al 1% recién preparado
durante toda la noche.

A la mafiana siguiente, los condrocitos se lavaron una
vez en DMEM/PSF al 1%/G. El liquido de lavado final se dejé
reposar en las placas en el incubador mientras se preparaban
las diluciones.

Los medios y diluciones se pueden preparar tal y como

gse describe en la siquiente Tabla.
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Medios de

control

DMEM solo (medios de control)

Medioe IL- | DMEM + IL-1 (5 ng/ml)

1

Diluciones | Preparar todas las soluciones madre de los compuestos
de a 10 mM en DMSO

fadrmacos Preparar una solucién madre 100 uM de cada compuesto

en DMEM en placa de 96 pocillos. Almacenar en el
congelador durante toda la noche.

El dia siquiente realizar diluciones en serie en DMEM
con IL-1 hasta 5 uM, 500 nM y 50 nM.

Aspirar el liquido de lavado final de los pocillos y
afladir 50 ul de compuesto de las dlluciones
anteriores hasta 450 ul de medios IL-1 en los
pocillos apropiados de las placas de 48 pocillos.

Las concentraciones finales de compuesto scn 500 nM,
50 nM vy 5 nM. Todas las muestras se realizaron por

triplicado con muestras de control y de IL-1 solo en

cada placa.

Las placas se marcan y sBo0lo se usan los 24 pocillos

interiores de la placa. En una de las placas, se designan

varias columnas como IL-1 (sin fdrmaco) y Control (sin IL-1,

sin farmaco). Estas columnas de control se recuentan de forma

peribédica para controlar la liberacién de ¥s-proteoglucano.

Los medios de control e IL-1 se afiaden a los pocillos (450

ul) seguidos por el compuesto (50 ul) con el fin de iniciar
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el ensayo. Las placas se incuban a 37°C con una atmSsfera de
CO., al 5%.

El ensayo termina al llegar a una liberacién de 40-50%
(cuando los CPM de los medios IL-1 son 4-5 veces los de los
medios de control} determinada por recuento de centelleo
liquido (LSC) de las muestras (9-12 horas). Los medios se
retiran de todos los pocillos y Be colocan en tubos de
centellec. Se afiade liquido de centelleo y se toman les
recuentos radiactivos (LSC). Para solubilizar las capas de
células, se afiaden a cada pocille 500 ul de tampén de
digestién de papaina (Tris 0,2 M, pH 7,0, EDTA 5 mM, DIT 5
mM v 1 mg/ml de papaina). Las placas con solucién de
digestién se incuban a 60°C durante teda la noche. La capa
de células se retira de las placas al dfa siguiente y se
¢coloca en los tubos de centelleo. Se afiade liquide de
centelleo y se realiza el recuento de las muestras (LSC).

Se determina en cada pocillo el porcentaje de recuentos
emitidos de los totales presentes. Se realiza el promedio de
las muestras por triplicado, restando de cada pocillo el
valor de fondo del control. El porcentaje de inhibicién de
compuesto se basa en muestras de IL-1 como inhibicién 0%
(100% de los recuentos totales).

Los compuestos de la presente invencidén que se ensayaron
tuvieron ICs, menores que 100 uM, preferiblemente menores que

100 nM, en al menocs uno de los ensayos descritos antes.
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Ciertos grupos preferidos de compuestos poseen una
selectividad diferencial hacia las diversas MMP o ADAM. Un
grupo de compuestos preferidos posee actividad selectiva
hacia MMP-13 respecto a MMP-1. Otro grupo preferido de
compuestos posee actividad de agrecanasa ademés de
selectividad por MMP-13 respecto a MMP-1.

Para administracién a mamiferos, incluyendo seres
humancs, para la inhibicién de metaloproteinasas de la matriz
0 reprolisina de mamifero, se pueden usar una diversidad de
vias de administracién convencionales gue incluyen la via
oral, parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular o
subcutdnea), sublingual, rectal y tépica. En general, los
compuestos de la invenciétn {en lo sucesivo los compuestos
activos) se pueden administrar en dosificacionee que varian
de aproximadamente 0,1 a 25 mg/kg de peso corporal del sujeto
que se trata por dia, preferiblemente de aproximadamente 0,3
a 5 mg/kg. Preferiblemente, el compuesto activo se
administrard por via oral o parenteral. Sin embargo, se
producirid necesariamente alguna variacién de 1la dosis
dependiendo del trastorno del sujeto que se trate. El
responsable de la administracién determinard en cualquier
caso la dosificacifn apropiada para cada sujeto particular.

Los compuestos de la presente invencién se pueden
adminjistrar en una amplia gama de formas de dosificacién

diferentes, en general, los compuestos terapéuticamente
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eficaces de esta invencién estén presentes en dichas formas
de dosificacién en niveles de concentracién que varian de
aproximadamente un 5,0% a aproximadamente un 70% en pesoc.
Para administracién oral, pueden emplearse comprimidos
que contienen diferentes excipientes como celulosa
microcristalina, citrato sbdico, carbonate cdlcico, fosfato
dicdlcico y glicina, junto con diferentes disgregantes como
almidén (y con preferencia, almidén de maiz, patata o
tapioca), &cido alginico y ciertos silicatos complejos, junto
con ligantes de granulacién como polivinilpirrolidona,
sacarosa, gelatina y goma ardbiga. Ademas, a efectos de la
preparacién de comprimidos, son muy Gtiles con frecuencia
agentes lubricantes como estearato de magnesio, laurilsulfato
sédico y talco. También pueden emplearse composiciones
gsblidas de un tipo similar como cargae en céapsulas de
gelatina; incluyendo ademds los materiales preferidoa a este
respecto lactosa o© azicar de la leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular. Cuando se desean
suspensiones acuosas y/o elixires para administracién oral,
el ingrediente activo se puede combinar con diversos agentes
edulcorantes o aromatizantes, materiales colorantes o tintes
Yy, S8i asi se desea, también agentes de emulsidn y/o de
suspensidén, junto con diluyentes como agua, etanol,
propilenglicol, glicerina y diferentes combinaciones de los

mismos. En el caso de animales, éstoe estarén contenidos
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ventajosamente en el alimento o en el agua de bebida del
animal en una concentracién de 5 a 5000 ppm, preferiblemente
de 25 a S00 ppm.

Para administracién parenteral (uso intramuscular,
intraperitoneal, subcuténeo e intravenoso), 8e prepara
normalmente una solucién inyectable estéril del ingrediente
activo. Se pueden emplear soluciones de un compuesto
terapéutico de la presente invencién en aceite de sésamo o
de cacahuete o en propilenglicol acuoso. Las soluciones
acuosas se ajustarn y tamponarfn de modo adecuado,
preferiblemente a un pH mayor que 8, ai fuera necesario y el
diluyente liquido se hari en primer lugar isotbnico. Estas
soluciones acuosas son adecuadas a efectos de inyeccidn
intravencsa. Las soluciones olecsas son adecuadas a efectos
de inyeccibdn intraarticular, intramuscular o subcutédnea. La
preparacién de todas estas s8soluciones en condiciones
estériles s8se realiza de modo sencillo por técnicas
farmacéuticas convencionales bien conocidas por los técnicos
en la materia. En el caso de animales, los compuestos se
pueden administrar por via intramuscular o subcut@nea en
niveles de dosificaciébn de aproximadamente 0,1 a 50
mg/kg/dia, ventajosamente de 0,2 a 10 mg/kg/dia,
administrados en una fGnica dosis o hasta en 3 dosis
divididas.

Los compuestos activos de la invencién se pueden
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formular también en composiciones rectales como supositorios
o enemas de retencién, por ejemplo, conteniendo bases
convencionales de supositorios comoc manteca de cacac u otros
glicéridos.

5 Para administracién intranasal o administracién por
inhalacién, los compuestos activos de la invencién se liberan
convenientemente en forma de una solucién o suspensibén desde
un recipiente pulverizador de bombeo gque es presionado o
bombeado por el paciente o como una presentacién de

10 pulverizador en aerosol desde un recipiente a presién o un
nebulizador, usando un propulsor adecuado, por ejemplo,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluorcetano, didxido de carbone u otro gas
adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, 1la

15 dosificacidén unitaria se puede determinar disponiendo una
vidlvula para liberar una cantidad medida. El recipiente a
presién o© nebulizador puede contener una solucién o
sugpensidén del compuesto activo. Se pueden formular cipsulas
o cartuchos (realizados, por ejemplo, en gelatina) para usar

20 en un inhalador o insuflador, que contienen una mezcla en
polvo de un compuesto de la invencién y una base en polvo
adecuada como lactosa o almidén.

Los siguientes Ejemplos ilustran la preparacifén de los
compuestos de la presente invencién. Los puntos de fusidn

25 estén sin corregir. Los datcs de RMN se expresan en partes
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Loane por millén (8) y estén referidos a la sefial de estabilizacidén

del deuterio del disolvente de la muestra (deuterocloroformo,
a no ser que se indique otro). Los reactivos comerciales se
usaron sin purificacién adicional. THF s8e refiere a
5 tetrahidrofurano. DMF se refiere a N,N-dimetilformamida.
Cromatografia se refiere a cromatografia en columna realizada
usando gel de silice de 32-63 mm y llevada a cabo en
condiciones de ©presién de nitrégeno (cromatografia
ultrarrapida) . Temperatura ambiente se refiere a 20-25°C.
10 Todas las reacciones no acuosas se realizaron en atmésfera
de nitrégeno por cuestiones de conveniencia y para maximizar
los rendimientos. Concentracién a presién reducida significa

que se usd® un evaporador rotatorio.

EJEMPLO 1
15 5-Metil,5-(4’-fenoxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona
Q Me
e qele
041\¥ 0O (o)
H
20 Se afiadi6 lentamente y de forma cuidadosa sodio (190 mg,

8,26 mM) a etanol absoluto (25 ml) y se agitd hasta que la
solucién fue homogénea. Se afladié urea (620 mg, 10,32 mM) y
la mezcla se agité durante 30 minutos., Se afiadié gota a gota
una solucifn de -2-metil 2-(4’-fenoxi-fenoxi)malonato de

25 dietilo (1,48 g, 4,13 mM) en etanol absoluto (25 ml) y la
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mezcla resultante se calentd a reflujo (6 horas). La reaccién
se dejo enfriar hasta temperatura ambiente, se evapor{ hasta
sequedad y se repartid entre acetato de etilo (100 ml) y agua
(100 ml). La capa acuosa se separd, se acidificd hasta pH 1
con HCl 1IN y se extrajo con acetato de etilo (3 x 100 ml).
Los extractos orgAnicos reunidos se secaron scbre sulfato de
magnesio (MgSO,), se filtraron y evaporaron hasta sequedad.
El polvo blanco resultante se cristalizé en cloruro de
metileno caliente dando el compuesto deseado como un material
blanco cristalino (310 mg; véase la Tabla 1 para los datos
analiticos).
EJEMPLOS 2 A 9

Los Ejemplos 2 a 9 se prepararon por un procedimiento
similar al descrito antes, salvo porque se reemplazd el 2-
metil-2-(4'-fenoxi-fenoxi)malonato de dietilo por el malonato
apropiado. En la siguiente tabla, Me es metilo, Bu es n-
butilo, Ej. N°® es el Ejemplo Nimero y m/z es un peso de ion

molecular a baja resolucién.
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Tabla 1

Estructura

atos de RMN

(400MHz)

Punto dg
fusion
°Cc

Zf;fﬁi\@@

3252

8 (d"-acetonn); 1.05
(0 3H); 286 (s, n,
2H); 6,85-7,00 (m,
6H); 7.05 (m, 1H);
7.30-7,38 {(m, 2H).

182

Pearhs

3a7.3

3 (d"-acatona); 0.85
{t. 3H); 1,40 (m, 2H);
155 {m, 2H%; 2,25
(m, 2H); 285(s, a,
2H): 8,82-7,00 {m.
6H); 7.08 (m, 1H)
7.10-7.15 (m, 2H).

Searts

3 ("-acetona); 1,85
(8. 2H), 285(s, a,
2H); 6,85-7,00 (m,
6H), 7.10-7.15 Om,
2H).

1879

Lo

8 (d"-acetona); 0,65
{t. 3H); 1.40 (m, 2H);
1.85 (m, 2H); 2.25
(m, 2H); 285 (», a,
2H}; 6,82-7,00 (m,
8H), 7,10-7.15 (m,
2H).

183

Feqeas

8 {d*-ncetona); 1,87
(s, 3H): 2,80 (s, &,
ZH); 6,76-8,78 (dd,
1H); 7.061-7.067 {m,
1H); 7.27-748 (m,
SH); 7,57 - 7.50 (d,

175

2H).
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Datos de RMN [Punto d
Estructura (40CMHz) m?cén q

3093 | & (d"-acetona); 1,85 | 200-202

H\Nj:Eo (s. 3H); 6,86-6.89
)\ O {dd, 1H); 7.27-7 B2
o® N o {m. 8H).

H

339.1 | & (d-acetoney; 1.88

HN 0 (s. 3H); 5,03 (5, 2H),
A \©\ 8.77-891 (m, 4H);
"N o o’\©

|

7.30-7.45 (m, GH).

Preparacién 1l:
2-n-butil-2-{4’-fenoxl-fenoxi)malonato de dietilo

0
O
“1TCL 0O
Eeto (@) O

Se afiadié lentamente y de forma cuidadosa sodic (112 mg)

a etanol absoluto (25 ml) y se agité hasta gque Be observd una
solucién homogénea. Se afiadié lentamente 4-fenoxifenol (910
mg) (Aldrich Chemical Company) y la mezcla resultante se
agitdé (30 minutos, temperatura ambiente); se afladié, gota a
gota, dietil-g-bromo-g-n-butil-malonato (1,44 g) (Véase la
preparacién 3) en etanol absoluto (25 ml) y la mezcla

resultante se calentd hasta reflujo (1 hora). La mezcla de
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reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente, se evaporé
hasta sequedad y se repartié entre acetato de etilo {100 ml)
y agua (100 ml). La capa orgdnica se separ$, se lav6 con agua
(3 x 100 ml), se Becd (MgSO,), se filtrd y se evapord dando

5 el compuesto deseado como un aceite transparente (1,82 g).
RMN de 'H (CDCl,): &6 0,85-0,88 (t, 3H); 1,21-1,25 (t, 6H);
1,31-1,39 {(m, 4H); 2,2-2,27 {m, 2H); 4,23-4,28 (g, 4H); 6,80-
6,95 (m, 6H); 7,03-7,08 (t, 1H); 7,25-7,31 (g, 2H); m/z= 401
(M*) .

10 Preparacién 2:

- 00

Se afiadié lentamente y de forma cuidadcsa sodio (112 mg)

15

a etanol absoluto (25 ml) y se agit6 hasta gque se observé una
solucién homogénea. Se afiadid lentamente 4-fenoxifenol (910
mg) (Aldrich Chemical Company) y la mezcla resultante se
20 agit6 (30 minutos, temperatura ambiente); se ailladid, gota a
gota, dietil-g-bromo-g-metil-malonato (1,23 g) (Aldrich
Chemical Company) en etanol absoluto (25 ml) y la mezcla
resultante se calentdé hasta reflujo (1 hora). La mezcla de
reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente, se evaporé

25 hasta sequedad y se repartid entre acetato de etile (100 ml)
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y agua (100 ml). La capa orgénica se separd, se lavd con agua
(3 x 100 ml), se sec6 (MgS0O,), se E£iltré y se evapord dando
el compuesto deseado como un aceite transparente (1,48 q).
RMN de 'H (CDCl,): & = 1,25-1,28 (t, 6H); 1,71 (s, 3H); 4,24-
4,30 (g, 4H); 6,88-6,97 (m, 6H); 7,04-7,08 (t, 1H); 7,25-7,32
(g, 2H); m/z= 359 (M*).

Los malonatos incluidos los contenidos en la Tabla 2 se
prepararon usando procedimientos andlogos a los descritos
antes (preparaciones 1 y 2, partiendo del a-bromo,a-alquil
malonato apropiado y el fenol apropiado. En la tabla

siguiente, Me es metilo y Et es etilo.



-77-

Tabla 2

Estructura

RMN de ‘H

L

& (d"-acetona); 1,19-
1.23 (1, 6H); 1,84 (s, 3H);
4,19-4,24 (q. 4H); 8,90-7,14
(m, 9H).

377.2

Hosr

& (& - cloroforma);
0.88-0,88 (1. 3H) 1.21-1.23
(L 6H): 1.25-1,38 (m, 4H);
218222 (m, 2H}, 420 -
4,25 (q, 4H); 6,80-7,00 {m,
8H).

4103

b (d"-acetona); 1,10
1,23 (1, 6H); 1,75 (s, 3H);
4,24-4.20 (q. 4H). 695 - 7.63
(m. SH).

343.3

8 (d"acetona); 1.18-
1,22 (t, 6H); 1.72 (s, 3H);
4,23-4,28 (q, 4H); 6.89 - 7.60
(m, 8H).

3433

q\%\
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Preparacién 3:
Dietil -a-bromo-a-n-butilmalonato
Me

Br
EtO

EtO O

Se disolvié n-butil malonato de dietilo (32,3 g) en
clorurc de metileno (200 ml) y se tratd, gota a gota, con una
gsolucién de bromo (24,0 g), disuelto en cloruro de metileno
(25 ml) . La mezcla resultante se agité (1 hora a temperatura
ambiente), después de lo cual queddé una coloracidén naranja.
El disolvente se eliminé a vacio, y el residuo se destilé a
alto vacio dando el producto deseadoc como un aceite
transparente (p.eb. 105°C a 110°C; 36,0 g). RMN de 'H (CDCl,) :
6= 0,89-0,92 (t, 3H); 1,25-1,29 (t, 6H); 1,35-1,37 (m, 4H);

2,2-2,26 (m, 2H); 4,23-4,29 {(q, 4H); m/z=295 y 297 (M*).
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara

como propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de f£6rmula
0 R’
Rz\ X— Arl—y—2
N
A |
(o) lil O
R?

R' es hidrégeno, perfluorocalquilo C,-C,, alquile C,-C; o
cicloalquilo C3-Cg, pudiendo contener dichos alquilo C;-Cg o
cicloalquilo C;-C; opcionalmente de uno a tres heterodtomos
seleccionados independientemente de oxigeno, >NR® y azufre;
pudiendo estar también dichos alquile C,-C; o cicloalquilo C;-
Cs opcionalmente sustituidos por uno a dos sustituyentes
seleccionados independientemente de alquilo C,-C;, arilo C,-
Cp. heterocarilo C,-C,, OH, NH,, {alquil C,-C,)amino, di[alquil
C,-C,) ]amino, (cicloalquil C3-Cg)amino, (cicloalquil G-
Cg) (alquil C;-C,)amino, alcoxi C,-C,, -CONH,, -CONHR', -CON(R’),
y cicloalquilo C;-C, pudiendo contener dicho cicloalquilo C;-
C; opcionalmente uno o© dos heterodtomos seleccionados
independientemente de >NR’, oxigeno o azufre.

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno
o alquilo C,-C,, pudiendo contener dicho alquilo C(,-C,

opcionalmente un heteroitomo seleccionado de oxigeno, >NR® o
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azufre y pudiendo estar dicho alquilo C,-C, opcionalmente
sustituido por arilo C4C,, heterocarilo C,-Cy, OH, NH,,
(alquil C,-C,)amino, dil[(alquil C,-C,)lamino, (cicloalquil GC;-
Cg)amino, (cicloalquil C,-Gg) {alquil C,-C,)amino, alcoxi C,-C,,
-CON(RY)>» © cicloalquilo G,-C;, pudiendo contener dicho
cicloalquilc C3-Cy uno o dos heteroc&tomos selecciocnados
independientemente de >NR’, oxfIgeno ¢ azufre;

X se selecciona del grupo formado por oxigeno, azufre,

>80,, >»8=0, >NR*, -CH,0-, -OCH,-, -CH,S-, -CH,({S=0)-, -CH,SO,-,
-SCH,-, =-SOCH,-, -SO,CH;-, -N{(R')CH,-, -CHN(R')-, -N(R')S0.,- y
-SON(RY) -;

R', siempre que esté presente, se selecciona
independientemente de hidrégeno y alguilo C,-C,;

R, Biempre que esté presente, se selecciona
independientemente de hidrégeno, alquilo {,-C;, arilo C¢-Cy,
heteroarilo C;-C,, OH, -CONH,, -CONHR', -CON(R'), vy
cicleoalquilo C;-Cj;

Y se selecciona del grupo formado por un enlace,
oxigeno, azufre, >80,, »>$=0, >NH, -CH,-, -CH;0-, -OCH,-, -CH,S-
, -CH,{(8=0)-, -CH;80,-, -SCH;-, -SOCH,-, -SO,CH,-, -NHCH,-,
-CH,;NH-, -CH,CH,-, -CH=CH-, -NHSO;- Yy -SO,NH-;

Ar' es arilo C4-C;p © heteroarilo C,-Cy; Y

Z es arilo GC4;-Cy, cicloalquilo C;-C;, {cicloalquil C;-
;) (alquilo C,-C,) o heterocarilo C,;-C,; pudiendo estar uno o

dos de 1los &tomos de carbono del anillo de dichos
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cicloalquilo C;-C; © (cicloalquil C;-C) (alquilo C,-C,)
opcionalmente reemplazados por heterofitomos seleccionados
independientemente de oxigeno, azufre y NR’;

Ar! y Z pueden estar opcionalmente sustituidos en
cualgquiera de loe &tomos de carbono del anillo que puedan
formar un enlace adicional por uno a tres sustituyentes
seleccionados independientemente de ¥, Cl, Br, CN, OH,
alquilo C,-C;, perfluoroalquilo C,-C,;, perfluorocalquiloxi C;-C,,
alquiloxi C,-C; y ciclcalquiloxi C3-Cy);

© una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

2. Un compuesto seglin la reivindicacién 1, en el que
X es oxigeno, -OCH,- o ~CH,0-.

3. Un compuesto segin la reivindicacidén 1, en el que
X es azufre, >80,, -SCH,-, -CH,S-, -CH,S0,- o -SO,CH,-.

4. Un compuesto segln la reivindicacién 1, en el que
X es >NR', -CHN(R')- o -N{(R')CH,-.

5. Un compuesto seglin la reivindicacién 1, en el que
X es -N(R')S80,- o -SO,N(RY) -.

6. Un compuesto segin la reivindicacién 2, en el que
Y es un enlace, oxIgeno, azufre, -CH,-, »50,, -OCH,- o -CH,0-.

7. Un compuesto segfin la reivindicacién 3, en el que
Y es un enlace, oxigeno, azufre, -CH;-, »80,, -OCH;- o -CH,0-.

B. Un compuesto segln la reivindicacién 4, en el que
Y es un enlace, oxigeno, azufre, -CH;-, >S0,, -OCH,- o -CH,0-.

9. Un compuesto seglin la reivindicacién 5, en el que

"
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Y es un enlace, oxigeno, azufre, -CH;-, »S0,, -OCH,- o -CH,O-.

10. Un compuesto seg(n la reivindicacidén 1, en el que
Ar' es fenilo.

11. Un compuesto segln la reivindicacién 1, en el que
Z es arilo C4-Cyp.

12. Un compuesto segin la reivindicacién 1, en el que
Z es cicloalquilo C;-C; o (cicloalquil Cy-Cg) (alquilo C;-C,);
en los que uno o dos de los &tomos de carbono del anillo de
dicho cicloalquilo C;-C; o (cicloalquil C,;-Cg) (alquilo C,-C,)
pueden estar opcionalmente reemplazados por heterodtomos
seleccionados independientemente de oxigeno, azufre o NR’,
siendo R’ hidré6geno, alquilo C,-C,, arilo C,-C,, heterocarilo
C,-Cy, OH, -CONH,, -CONHR', -CON(R'), y cicloalgquilo C;-C;.

13. Un compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que
Z es heteroarilo C,-Cy.

14. Un compuesto seg(n la reivindicacién 1, en el que
Ar'! y Z estén sustituidos en cualquiera de los Atomos de
carbono del anillo que puedan formar un enlace adicional por
uno a tres sustituyentes seleccionados independientemente de
F, Cl, Br, CN, OH, alquilo C,-C,, perfluorocalquilo C,-C,,
perfluorcalquiloxi C,-C,, alquiloxi C,-C, y cicloalquiloxi C;-
Cs-

15. Un compuesto segin la reivindicacién 1, en el gue
X es oxigeno, Y es un enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, >S50,,

-OCH,- o -CH,0-; R! es hidrbgeno o alquilo C,-C,; pudiendo
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contener dicho alquile CC,-C, opcionalmente uno a dos
heteroitomoe seleccionados independientemente de oxfgeno y
>NR’>, pudiendo dichoe alquile C,-C, estar opcionalmente
sustituido por uno a tres sustituyentes seleccionados
independientemente de alquilo C,-C,, OH, NH,, (alquil ;-
C,)amino, di[(alquil C,-C;}]amino, alquiloxi C,-C,, -CONH,,
-CONHR* y -CONR!; y R! y R’ se seleccionan independientemente

de hidrégeno y alquilo C,-C,.

16. Un compuesto Begiin la reivindicacion 1, en el que
R' es metilo; cada uno de R’ y R® es hidr6geno; X es oxigeno;
Y es oxigeno o un enlace; y Z es arilo C4-Cy,.

17. Un compuesto seglin la reivindicaci6n 1, en el que
R' es n-butilo; cada uno de R*> y R es hidrSgeno; X es
oxigeno; Y es oxigeno o un enlace; y Z es arilo C¢-Cjp.

18. Un compuesto segin la reivindicacién 1, en el que
R' es metilo; cada uno de R! y R} es hidr6geno; X es oxigeno;
Y es un oxigeno o un enlace; y Z es arilo Cy,-Cy.

19. Un compuesto segfin la reivindicacién 1, en el que
R! es n-butilo; cada uno de R! y R® es hidrégeno; X es
oxigeno; Y es oxigeno o un enlace; y Z es arilo C¢-Ciq-

20. Un compuesto segin la reivindicacién 1, en el que
dicho compuesto se selecciona del grupo formado por:

5-Metil-5-(4-fenoxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5- (4- (4 -fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-

triona;
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5-n-Butil-5-{4-fenoxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;
5-n-Butil-5-(4-(4’-fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-fenil-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;
5 5-Metil-5- (3-fenil-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona; y
5-Metil-5-(4-benciloxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
21. Una composicién farmacéutica para el tratamiento
de un trastorno seleccionado del grupo formado por artritis,
10 enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn,
enfisema, sindrome del distrés respiratorio agqudo, asma,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedad de
Alzheimer, toxicidad en el trasplante de un 6rgano, caguexia,
reacciones alérgicas, hipersensibilidad alérgica por
15 contacto, céncer, ulceracién de tejidos, restenosis,
enfermedad periodontal, epidermblisis vesicular,
osteoporosgis, falta de firmeza en implantes de articulaciones
artificiales, aterosclerosis, aneurisma adértico,
insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de miocardio,
20 apoplejia, isquemia cerebral, traumatismo craneal, lesién de
la médula espinal, trastornos neurodegenerativos, trastornos
autoinmunes, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, migrafia, depresién, neuropatia periférica, dolor,
angiopatia amiloide cerebral, potenciacién nootrépica o

25 cognitiva, esclerosis lateral amiotréfica, esclerosis
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miltiple, angiogénesis ocular, lesién corneal, degeneracidn
macular, curacién anémala de heridas, quemaduras, diabetes,
invasién tumoral, crecimiento de tumores, metistasis tumoral,
cicatrices corneales, escleritis, SIDA, septicemia y choque
séptico en un mamifero, incluyendo un ser humano, que
comprende una cantidad de un compuesto de la reivindicacidn
1, eficaz en dicho tratamiento, Y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

22. Un procedimiento para tratar un trastorno
seleccionado del grupe formado por artritis, enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, enfisema,
sindrome del distrés respiratorio agudo, asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, enfermedad de Alzheimer,
toxicidad en el trasplante de un 6rgano, caquexia, reacciones
alérgicas, hipersensibilidad alérgica por contacto, céncer,
ulceraciédn de tejidos, restenosis, enfermedad periodontal,
epidermflisis vesicular, oateoporosis, falta de firmeza en
implantes de articulaciones artificiales, aterosclereosis,
aneurisma adrtico, insuficiencia cardiaca congestiva, infarto
de miocardio, apoplejia, isquemia cerebral, traumatismo
craneal, lesidén de la médula espinal, trastornos neurodege-
nerativos, trastornos autoinmunes, enfermedad de Huntington,
enfermedad de Parkinson, migrafia, depresién, neuropatia

periférica, dolor, angiopatia amiloide cerebral, potenciacidn

nootrdpica © cognitiva, esclerosis lateral amiotréfica,
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esclerosie mGltiple, angiogénesis ocular, lesibén corneal,
degeneracién macular, curacién anémala de heridas, quemadu-
ras, diabetes, invasién tumoral, crecimiento de tumores,
met&stasis tumoral, cicatrices corneales, escleritis, SIDA,
septicemia y choque séptico en un mamifero, incluyendo un ser
humano, que comprende administrar a dicho mamiferc una
cantidad de un compuesto de la reivindicacién 1, eficaz en
el tratamiento de dicho trastorno.

23. Una composicién farmacéutica para el tratamiento
de un trastorno que se puede tratar mediante la inhibiciédn
de metaloproteinasas de la matriz en un mamifero, incluyendo
un ser humano, que comprende una cantidad de un compuesto de
la reivindicacién 1, eficaz en dicho tratamiento y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

24. Una composicién farmacéutica para el tratamiento
de un trastorno gue se puede tratar mediante la inhibicién
de una reprolisina de mamifero en un mamiferc, incluyendo un
ser humano, que comprende una cantidad de un compuesto de la
reivindicacién 1, eficaz en dicho tratamiento y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

25. Un procedimiento para la inhibicién de
metaloproteinasas de la matriz en un mamifero, incluyendo un
ser humano, que comprende administrar a dicho mamifero una
cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1.

26. Un procedimiento para 1la inhibicién de una
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reprolisina de mamiferc en un mamifero, incluyendo un ser
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humano, que comprende administrar a dicho mamifero una

cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1.
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PIRIMIDINA-2,4,6-TRIONAS INHIBIDORES DE METALOPROTEINASAS

Resumen de la invencién

La presente invencién se refiere a pirimidina-2,4,6-

trionas inhibidores de metaloproteinasas de férmula

5 (e ;
R 1
R X— Arl—Y—Z
N
A |
0 r|¢ o
R3

10 en la que X, Y, Ar', 2, R, R? y R? son como se definen en la
memoria descriptiva, y a composiciones farmacéuticas vy
procedimientos para tratar la inflamacidén, el céncer y otros

trastornos.
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PYRIMIDINE-2.4 6-TRIONE METALLOPROTEINASE INHIBITORS
Background of the Invention

The present invention relates to pyrimidine-2,4.8-trione metalloprotainase inhibltors, and
o pharmaceutical compositions and methods of trestment of inflammation, cancer and other
disorders.

The compounds of the present invention are inhibitors of zinc metalloandopeplidases,
especially those belonging to the matrix metalioproteinase (aiso called MMP or matrbdn) and
reprolysin (also known as adamylsin) subfamifies of the metzincins (Rewlings, et al., Mathods
in Enzymaiogy, 248, 183-228 (1665) and Stocker, et al., Protein Sclence, 4, 823-840 (1985)).

The MMP subfamily of enzymes, curenty contains seventsen members (MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14,
MMP-15, MMP-18, MMP-17, MMP-18, MMP-18, MMP-20). The MMP's are most well known
for their role In regulating the tum-over of extracefiular mairix proteins and as such play
important roles in normal phyalological processes such as reproduction, development and
differantiation. (n addition, the MMP's are expressed in many pathological skuations In which
abnormal connective tssue tumover I8 occuning. For example, MMP-13 an anzyme with
Potent activity at degrading type Nl collagen (the principat collagen in cartiiege), has been
demonstrated to be overexpressed In ostecarthritic cartiiage (Mitchell, et al., J. Ciin. Invest,
97, 781 (1988)). Other MMPs (MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-8, MMP-12) ara alzo
overexpressad In osteoartivitic cartiage and Inhibition of some or al of these MMP's s
expecied to siow or block the accolerated loss of cartilage typical of joint dissases such as
ostecarthritis or rheumnatoid arthritis.

The mammallan reprolysins are known ss ADAMa (A Disivtegrin  And
Metalioproteinase) (Wolfberg, ot al, J. Cell Biol., 131, 275278 (1965)) and contsin &
disintagrin domain In addition to & metsloproteinase-lia domain. To dats twanty-three
distinct ADAM's have been identified.

ADAM-17, also known es tumor necrosis facior-aipha converting enxyme (TACE), Ia
the most well known ADAM. ADAM-17 (TACE) Is responsible for cleavage of cell boumd
tumor necrosis factor-aipha (TNF-a, also known as cachectin). TNF-a i recognized to be
invoived In many Infectious and autolmmune diseases (W. Friers, FEBS Letters, 285, 199
(1081)). Furtharmore, ik has been shown that TNF-a l& the pime mediator of the
inflammatory response seen in sepals and septic shack (Spooner, et al., Clinical immunology
and Immunopsathology, 62 S$11 (1982)). There are two forms of TNF-a, a type || membrane
protein of relative molecular mass 26,000 (28 kD) and a soluble 17 kD form generated from

the call bound protein by speciic proteolytic cleavage. The soluble 17 kD form of TNF-a is -

released by the cell and |s associated with the deleterious effects of TNF-a. This form of
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TNF-a is also capable of acting at sites distent from the site of synthesis. Thus, Inhibitors of
TACE prevant the formation of solubla TNF-c and pravant the daleiarious effects of the
scluble factor.

Select compounds of the Invention are potant inhibitors of apgrecanase, an enzyme
important in the degradation of carfilage aggrecan. Aggrecanase is aiso balleved to be an
ADAM (Toriorella et al,, Sclence, 284, 1664 (1998)). The loss of aggrecan from the cartilage
matrix is an important facior in the progression of joint diseasas such as ostecearthiitis and
rhaumatold arthrits and inhibltion of aggrecanase is expecied to siow or biock the loss of
cariiiage In thess dissases.

Other ADAMs that have shown expression in pathological situgtions Include ADAM
TS-1 (Kuno, et al, J. Blol Cham., 272, 558-682 (1987)), and ADAM's 10, 12 and 16 (Wu, et
al, Biochem. Biophys. Res. Camm., 235, 437-442, (1967)). As knowledge of the expression,
physiological subatratas and dissase sssociation of the ADAM's incraasas the full significance
of the role of inhibition of this class of enzymes will be appreciated.

it Is recopnized that differant combinations of MMP's and ADAM's are expressed in
different pathological situations. As such, Inhibitors with specific selectivities for Individual
ADAM's and/or MMP's may be prefemred for individual dissasss. For mxample, rheumatold
arthiitis is an inflammatory joint disease characterized by excessive TNF levels and the loss
of joint mairix constituents. In this cass, a compound that inhiblis TACE and aggrecanase as
well as MMP's such as MMP-13 may be the prefarred therapy. In contrast, in a less
inflammatory joint disease such as ostscarthvitis, compounds that inhibit matrix degrading
MMP"s auch as MMP-13 but not TACE may be preferred.

The prasent inveniors have also discovered that i is possibia to identlfy inhibitors of
formuia | with differential metaloprotsase and reprolysin activily (preferably MMP-13 Inhibflory
aciivity). One group of prefered inhibitors of formuta | the inventors have been able 1o identify
include thase which salactively inhibit MMP-13 preferentiafly over MMP-1.

Matrix metalloproteinase and reprolysin inhibliors are weli known in the (ieratwre.
Specifically, PCT publication WO 88/68825, published Decemnber 30, 1808, refers o ceriain
pyrimidine-2,4,6 trione MMP inhibltors. Eurcpean Patent Publication 608,048, published July
13, 1964, refers to ceriain heterocyciic MMP Inhibltors. United Statea Patent 5.8681,610,
lssued January 19, 19389, refars to cyclic arylsulfonylamino hydroxamic acids that are useful
23 MMP Inhibltors. PCT Publication WO 88/34918, published August 13, 1898, refers to
helarocyclic hydraxamic aclds including certain dialkyl-substituied compounds that are useful
as MMP inhibitors. PCT publications WO 88/27583 and WO 08/17697, published March 7,
1088 and February 26, 1998, respeciively, refer to aryisuifonyl hydroxamic acids. PCT -
publication WO 98/03516, published January 29, 1898 refers to phosphinates with MMP
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acivity. PCT publication S8/33768, published August 6, 1988, refers to N-unsubstituted
arytsutfonylamino hydroxamic acide. PCT Publication WO B&/08825 and WO 88 08815, both
published March 5, 1888, refer to certain heterocyck: MMP inhibitors. United States Patent
appiications 60/0B6232 and 60/096256 both fled August 12, 1998 aiso sefer to heterocyclic
hydroxamic acid MMP and TAGE Inhibitors. Each of the above referanced publications and
appiications Is hereby incorporatad by reference In Its entirety.

Summary of the invention

The presant invention relates o compounds of the formula:

1

R
R’\N X— Ar—Y—2Z

|
O)\N 0
b .

R* is hydrogen, (C+-C.) perfiuoroalicgl, (C-C)alky! Or (CCalycioutkyl, wherein said
(CCy)aikyl or (C-Ccycioalkyl may aplionally contain one to thme hateroaioma indapendently
welected from oxygen, >NR® and sulfur; wherein seid {C,-Cyakyl or (Cy-Cylcycioalkyl may also
oplicnally be substitutad by one to two substituents indapendently selectsd from (C-CJalkyl,
(G-Cuwlayl, (CyCyuhetmparyl, OH, NH, (C,CJelkylamino, &{(C,CJakyllamino, {Cy-
Cucycloalitytaming, (CyCylcycloalkyl(C-CJalkylamino, (C,-CJjalkoxy, -CONH,, -CONHR®,
~CON(R‘), and {CyCylcycioalkyl, whereln sald (C,-Cy)cycioakyl may optionally contain one or
two heteroatoms independectly selectad from >NR*®, coeygen or sulfur.

R* and R® are independently selacted from hydrogen or (C,-CJalkyl wherein sald (C,-
Coalkyl may optionally contain one heteroatom selectad from corygen, >NR* or sulfur and seld
(C,-Coaky! may be optionaly substitied by (Cy-Caryl, (CyCylhetorceryl, OH, NHy: (Cr-
C.Jalkylamino, d(C-CJalkyllamine, (Cy-Cylcycioalicylamine, (Cy-Cylcycloalikyi(C,-C Jakylmmino,
{Cy-Calaxy, ~CON(R?), or (Cx-Cy)cycionkyl; wherain saki (Cy-Cy)cycioalkyl may contain one
or two heteroatoms independéntly sslsciad from >NR®, cxygsn or sulfur;

X s salectad from the group consisting of axygen, sullur, >S0,, >8=0, >NR*, -CH,0-,
-OCHy, -CH;S-, -CHy(S=0}, -CH,8Oy, -SCHy, -SOCHy, -80,CHyr, -N(R')CH, -CHN(R")-,
N(R%)SO,- and -SO,N(R*)-;

R* wherever it occurs s independently salectad from hydrogen and (C.-C,)alkyl;

R* wherever & occurs s indepandently selacted from hydrogen, (C,-CJalkyl, (Cy-
Craaryl, (Cy-Coheteroaryl, OH, -CONH,, ~CONHR*, -CON{R"), or (C;-Cy)cycioalkyt;
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Y is selected from the group conslsting of a bond, cxygen, sulfur, >S0,, >S=0, >NH,
<CHy, -CH,O-, -OCH;, -CH,S-, -CH,{5=0)-, -CH,SO7, -SCHy-, -SOCHy, -SO,CHy-, -NHCH,
“CH,NH-, -CH,CH,~, -CH=CH-, -NHSO, and -SO;NH-;

Ar' I8 (C¢-Cyolaryl or (CrCylhetaroaryt, and

Z Is (GrCaaryl, (Cy-Cyleycloalkyl, (Cy-Cy)cycioaliy(C-Clalkyl or (Cr-Cigheteroaryt,
wherein one or two of the ring cerbon etoms of sakd (Cy-Cy)cycioalkyl or (C-Cylcycloalkyl(C,-
C.Jalkyl may opficnally be replaced by heteroatoms indapandently salecied from axygen, sulfur
or NR%

Ar' and Z may be aptionally substituted on any of the ring carbon atoms capable of
forming an additional bond by one to three subsiiivents idependently salected from F, Ci, Br,
CN, OH, (CCjalyl, (C,CJperfucroatiyl, (C,-Cperfluaraalioxy, (C,-Clallexy, (Cyr
Cocycloalkyloxyl;

or the phammacsutically acceptabie salts thereof.

The present invention aiso relales to the pharmaceutically acceptable acid axdition salts
of compounds of the formula |. The acikds which are used o prepare the pharmaceutically
acceptabls acid addition saits of the aforementioned base compoimds of this invention are those
which form non-toxic acid addition salts, le., salls containing pharmacologically acceptable
anlons, such as the hydrochioride, hydmbromide, hydroiodide, nitrats, sulfais, bisuifsis,
meleate, fumarate, giuconate, seccharate, benxoate, methanesulionale, ethanesulionsaie,
benzenesulfonate, p-toluenesulfonete and pamoate [Le., 1,1-methylene-bis-(2-hydrooy-3-
naphthosie)jsaits.

The Invention also relates to base addition saits of formula I. The chemical bases that
may be used as reagents o prepare pharmaceulicaly acceptzble base salls of thoes
compounds of formula | that are acidic In nature are those that form non-todc base salts with
such compounds. Such non-imdc base salls inckude, but are not mited to those derived from
such pharmacalogicelly acceptable cations such as aliall metel cafions (e.g., potassium and
sodiam) and afiaiine earth metal cations (e.g., caicium and magnesium), ammonium or walsr-
soluble amine mddifon salts such as N-methyiglucamine-(meglumine), and the lower
allanclammonium and other base salts of pharmaceuiically accepiable organic aminee.

The term “a bond”, &3 usad heraln n the group Y, means that the groups Ar' and Z are
directly connectad through & carbon-carbon bond so aa to form pendent aryl rings such as

- diphenyt

The term "akyl", as used herein, uniess otherwise indicated, includes saturated

monovalent hydrocarbon radicals having straight, branched or cycdlic moletiss or combinations -

e

3
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thareof. Alkyl groups, whereaver they occur, may be opiionally substituted by a suitablo
subsiiutent.

The term "slkenyl”, a8 used herein, uniess otherwiee ndicated, inchudes hydrocarbon
radicals containing at least one olefin inkage and having straight, branched or cyciic moletias or
combinations thereof.

The tarm “alkynyl", as used herein, uniess otherwise indicated, includes hydrocarbon
radiceils containing at sast one carbon-carbon tripla bond finkage and heving straight, branched
or cyclic moleties or combinafions thereof.

The tarm “allexcy™, as used harein, includes O-afkyl groups whersin "alkyt™ Is as defined
sbove.

The term "halo”, es usad hetein, unless ctherwise indicated, includes fiuorine, chiorine,
bromine or lodins, prefarably fluorine or chiorine.

The term “aryf", as usad herein, uniess otherwise indicated, includes an arganic radical
derived from an aromatic hydrocarbon by removal of one, or more ydrogens, such as phenyl or
naphthyl, optionally subsiiiuted by 1 o 3 suitable substiiuents such as fluoro, chioro, cyana,
nitro, trifiuoromethyl, (C-Coaloony, (Cy-Cgaryloy, tiflucromethoxy, difivoromathaxy, ar (C,-
Colalioyl.

The tarm “heleroaryt”, as usad hereln, unlass otherwise indicaled, inckxles en organic
mdical derived from an aromafic haterocyclic compound by removal of one or more hydrogans,
wuch as pyridyl, furyl pyrroyl, thienyl, lecthissolyl, imiderolyl, benzimiderolyl, tstrezolyl,
pyrazinyl, pyrimidyl, quinolyl, lsoquinalyl, benxofuryl, sobenzofuryl, benzothienyl, pyrazolyl,
indolyl, iscindolyl, purinyl, carbazolyl, soxmzoly| thiszolyl, oxazolyl, benzthiazolyl or
benzoxszolyl, optionally sdbstitutad by 1 ©0 3 sulteble eubstiuents as definad below such as
fluora, chioro, triflucromathyl, (C ~Cyglaliaaxy, (Gy-Coaryioxy, trtflusromethoxy, diffucromethaxy or
{Cr-Cy)abiyl. '

"A sutieble substitvent” is intended 1o mean a chemicaly and pharmaceutically
accepiable finctional group Le., 2 molely that doas not negate the inhibitry activity of the
inventive compounds. Such sultable substiuents may be routinely salected by those sidiad in
the art. [lustrative sxamples of suiable subsiiuents include, but are not imiisd to halo groups,
perflucroalicyl groups, perflucroalicxy groups, alkyl groups, hydroxy groups, @ groups,
mercapio groups, aliylthlo groups, alioxy groups, aryl or hetercaryl groups, aryloxy or
hetarcaryloxy groups, aralkyl or hetercarakyl groups, aralioxy or hetercerslkoxy groups,
carboxy groups, amino groups, alkyl- and dialkytamino groups, carbamoyl groups, alkyicarboryl
groups, alkoxycarbonyl groups, atkylaminocarbony! groups dialkylamino cerbonyl groups,

arylcarbonyl groups, aryloxycarbony! groups, alkylsulfortyl groups, an arylsulfonyi groups and the -

like.
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Some compounds of formula | contain chiral cenfers and thersiore =dst in different
enantiomeric forms. This invention relates to all optical isomars, enantiomers, diasteriomers and
starecisomers of the compounds of formula | and mixtures thereof.  The compounds of the
invention also exist.in differant tautomeric forms. This invention reletes o all teudomers of
formulal.

Preferred compounds of the invention include those whesein X Is oxygen, -OCH-,
-CH,0-, more preferably wherein Y is a bond, axygen, sullr, -CHy, >S0O,, -OCH,- or -CH,0-.

Other embodiments of the invention include those compounds of formula | wherein X Is
sulfur, >SO,, -SCHy-, -CH,S-, -CH,80,- and -S50,CH,~, more prefarably wherein Y Is a bond,
oxygen, sulfur, -CHy-, >80;, -OCHy- or -CH,0-.

Other embodiments of the imvention include those compounds of formula | wherain X Is,
>NR*, -CH;NR* -, NR,CHy-, more prefarably wherein Y Ia a bond, oxygen, sulfur, -CHy-, >80,,
~OCH;- or -CH,0O-.

Other embodiments of the invention Inciude thoee compounds of formula | whereln X is
=N(R*S0,- and -SO,N(R*)-, more praferably wherein Y is a bond, oxygen, sullur, -CHy, >SO,,
“OCH,-or -CH,0-.

Other smbodiments of the invention include thoss compounds of formuia [ whereln Z Is
(Ge-Claryl, preferably phenyl, optionally substituted with one or more substitvents, preferably
2610, ane or iwo substituents, indepandently sslacted from F, Cl, Br, -CN, OH, (C,-CJalkyl, (C,-
CJperfiuoroalkyl, (C-C,perfiuoroakaxy, (C,-C,Jalkoxy, and {Cy-Cy)cycloaliyloxy.

Other ambadiments of the Invention include thoss compounds of formula | wherein Z Is
{Cy-Cocycioakyl wherein one or two of the ring carbon afoms of sakd (C-Cy)cycioakyl may
optionally be replaced by hetercaioms Independently selscted from cxygen, sullur or NR,
wherein R Is hydrogen, (C,-CJaliyl, (Cy-Croaryl, (CrCrlheteroaryl, OH, -CONH,, -CONHR',
<CON(R*), and (CyCy)cycloalkyl. Such prefecred groups inciude cyclopropyl, cyclobulyl,
cyclopeniyt, cyciohexyl, tetralvydrofuranyl, itrehydropyranyl, N-methyl-3-axstidinyl, piperazinyl ,
piperidinyl, 1,3-oxazolidin-4-on-5yi, 1,3-cmzolidin-2 4-dion-5-yi, 4,5-dhydro-1,2-oxazoidin-3-
on-4yl, 1,3-thiazolidin4-on-5-y1, 1,3-thiazolidin-2,4-dion-5y1, 1,3-imidazolidin4-on-541, 13-
imidazolidin-2,4-dlon-5-y1, 1,2-pyrezoiidin-3-on-4-y! tetrahydro-1,3-cmrin-4-on-5yl, tetrahydro-
1.3-oxmzin-2.4-dion-5y.. morpholinyl, morpholin-3-on-2yl, morphofin-3,5-dion-2-yl, 2,3-
diydro-1,4-oxazin-3-on-2yl, tetrahydro-1,3-thiazin4-on-5-yi, tstrahydro-1,3-thiazin-2 4-dlon-5-
yl, , thiomorphinyl, thiomorpholin-3-on-2-yl, thiomorphofin-3,5-dion-2-yl, 2,3-dihydro-1,4-thiazin-
3-on-2yi, hexahydro-1,2-diazin-3-on-4-yi, 4,5-dihydro-2H-pyridezin-3-on-4-yl, hexahydro-1,3-
diszin-2,4-dion-6yl, piperazin-2-on-3-yi, piperazin-2.8-dion-3yi, tetrahydro-1,3,4-thiadiazin-5-

on-8-yl, 56-dihydro-1,34-thiediezin-5-on-8yl, 1,34-cxadiazin-5-on-8yl, 5.5-dihydro-1,24- -

oxadiazin-5-on-6-yl, tetrmhydro-1.2 4-oxadiarin-5-on-6-yl, 1,2,4-rlexin-5-on-8yl, tetrahydro-
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1,2, 4-oxmdiarin-5-on-8yl, 5,6-dihydro-1-2,4-oxadiazin-5-on-8-yl, 1,2,4-oxadiazin-3,5-dion-8-yi,
1.24-trazin-6-on5-yl, preferably cyclopropyl, cyciobutyl, cyciopentyl, cycichexyl,
tetrahydrofuranyl, tstrahydropyranyl, N-methyl-3-azelidingl. plperaxinyl , plperdinyl, N-
methylpiperidinyl, marphalinyl more preferably  Gyclopropyl, cyclobutyl, cyclopentyl, cycloheuyl,
tetrahydrofuranyl, tetrshydropyranyl, most preferably cyclopropyl, ftetrahydrofuranyl end
tetrahydropyranyl

Other embodiments of the invention include those compounds of formula | wherein Z Is
(Cy-Coloycioalky}(C,-C Jalkyl; whersin one or two of the ring carbon atoms of said (C,-
Culcycloaliy(C-C,Jakyl may optionelly be repiaced by hetercatoms independently selected
from oxypen, sufir or >NR', wherein R* i hydrogen, (C,-CJukyl, (Cy-Cularyl, (Cr
Cgheteroaryl, OH, -CONH,, -CONHR®, -CON(R*), and (C,;-C,)cycloaliyl Prefemed cycicalkyl
and heterocycioalkyl rings are es described above. Prefaed akyl of seid (C,-Cylcycloalky)(Cy-
C.)alkyl are methylene and etivylene.

Other embodiments of the invention inciude those compounds of formula | wherein Z Is
(CrCihetercaryl, prefersbly pyridyl, fuyl, pyrmoyl thienyl, isothiazolyl, Imidazolyl,
benzimidazolyl, tetrazolyt, pyrazinyl, pyrimidyl, quinolyl, lsoquinolyl, benzofuryl, lsobenzofuryl,
banzothienyl, pyrazolyl, indolyl, lsoindolyl, purinyl, cerbexolyl, Isoxazolyl, thiszolyl, cxazolyl,
berzthiazolyl or berzmazolyl, more preferably pyridyl, pyrimidyl, pyrazinyl, most preferably
pyridyl, optionally substtuted by 1 to 3 sufohle subsiiuents, such as fuoro, chioro,
trifiuoromethyl, (C,-Cylalkaxy, (Cy-Cyoarylaxy, trifluoromethaxy, diftuoromethaxy or (C-Celalicyl.

Other preferred compounds of the invention include those wherein Ar' Is phenyl or (C,-
Cioheteroaryl; preferably pyridyl, furyl, pymoyl, thienyl, lsothiazolyl, imidezolyl, benzimidazolyl,
tetrazalyl, pyrazinyl, pyrimidyl, quinolyl, isoquinolyl, berzofuryl, lsoberzofuryl, benzothienyl,
pyrazolyl, indolyl, Isoindolyl, purinyl, cerbazolyl, lstocsxolyl, thiazolyl, cecazolyl, berzthiasxolyl or
MMMMMMM.MMWG
phenyl optionally substitsd by 1 % 3 suilable substituents, such as fuoro, chioro,
triflucromethyl, (C+-Cylalioxxy, (Gy-Crg)aryloxy, trifluoromethoy, diffuoromethaxy or (C~Colalicyl.

Other prefamed compounds of the invention include those wharein Ar' and 2 ame
subsiituted on any of the ring carbon atoms capable of forming an addiional bond by one or
more substiiuents independently selected fom F, Ci, Br, -CN, OH, (C,-CJ)akyl, (C,
Cuperfluoroalkyl, (C-C,)perflucroalkoxy, (C,-C Jalkay, and (C,-Cg)cycloalicyloxy.

Most prefamed compounds of the invention include compounds of formula |, whenain X
is oxygen, Y is a bond, oxygen, sulfur, -CHy,, >SO,, -OCHy or -CH,0-; R' Is hydrogen or (C,-
Calkyt, wherein seii (C,-C )alkyl may optionally contain one to two helaroatoms indepandently

selacted from axygen and >NR®, whersin said (C,-CJakyl chain may aiso oplionally be .

substituted by one to three subsiftuents (preferably zero, one or two substituents) Independently
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selectad from (C-CJabyl, OH, NH,. (C,-Celiylamino, d&(C,-Coalkyllamine, (C,-Calkoxy,
~CONH,, -CONHR* and CON(R*),; and R? and R® are independenily salected from hydrogen
and (C,-C,Jalkyl.

Other embodiments of the invention include compounds of the formuia |, wherein R' Is
(C+Cyjakyl optionally containing one (o three heteroatoms (preferably two hetercatoms
separated by at least one carbon atom preferably wherein said heteroatom is -NH- or O, most
prefarably O), wherein sald (C-Cyalkyl Is substituted with OH, NH,, (C,-C Jakylamino, di(C,-
C.akyllamine, (C,-C Jalkaxy or -CON(R?),, preferably d{(C,-Calkyljamino.

Other embodiments of ths invention inclixle compounds of the formula 1, wherein at
least one of R* or R? Is (C,-C.)akyl, optionally substituted with one hetarostom (preferably saki
hateroatom ls —NH- or ~0O-, most prafarably -0-), wharein seld {C-C Jelkyl Is substfitad with one
or two groups independenty selactad from (Cy-C.anyl or (Cr-Cogheteroaryl.

Other prajesmed compounds of the invention include thosa whanain:

R' Is methyt; R? and R® are each hydrogen; X is axygan; Y is coygen or a bond; and Z is
{GCroaryl:

R! is n-buty; R? and R" ara each hydrogerr; X is axygen; Y is axygen or a bond; and Z Is
(CeCiodaryl;

R' Is methyl; R? and R* sre each hydrogen; X Is oxygen; Y is oxygen or a bord; and 2 s
(G-Cro)aryl; and

R'Is nbulyt: R and R® are each hydrogen; X ia axypen; Y is oxygen orabond: and Z 1e
(CrCuiaryl y
Specific prefarmed compounds of formula | are selected from the group consisting of:
5-Methyl-5-(4-phenoxy-phenoxy)-pyrimkiine-2,4,6-rions;
5-Methyl-5-(4-(4-forophancxy)-phenaxy)-pyrimidine-2.4,6-triona;
5-n-Butyl -5-{4-phencay-phancacy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-n-Butyl- 5-{4~(4"-fluoraphencacy)-phanciy)-pyrimidine-2.4,8-irione;
S5-Methyl-5-(4-phenyl-phenoxy)-pyrimidine-2,4,8-trions;
5-Methyl-8-(3-phenyl-phenaxy)-pyrimidine-2,4,6-tione; and
S-Methyl-5-{4-berzyicxy-phencxy)-pyrimidine-2,4,8-irione;
or pharmaceutically accepiable saits thereof,

Other compounds of the invention include:
5-Mathy}-5-(4-{4'-chlorophenoxy)-phenoxy)-pyrimidine-2,4,8-rione;
5-Methyl-5-{4-{4'-cyanophenaxy)-phencxy)-pyrimkiine-2,4,6-trione;
5-Methy}-5-(4-(4'-trifluoromethyiphenaxy)-phenaxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5-{4-(4'-methoxyphenoxy)-phanaxy)-pyrimiiine-2 4,6-rione;
§-Methyl-5-{4-(3'-chlorophenaxy )-phenoxy)-pyrimidine-2,4,6-rione;
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\

5-Methyl-5-{4-({3"-fluoraphenoxy)-phanoixy)}-pyrimidine-2,4,8-iriona;
5-Methyl-6-{4-(3'-trifluorophenaxy)-phencxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5-{4-{4"-chiorophenyimethaxy)-phenaxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5-(4-(4'-fluorophenyimethoxy)-phencety)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5-{4-{4"-flucro-2"-chioro-phenyimathoxy }-phencoty )-pyrimidine-2.4,6-trione;
§-Methyl-5-{4-{4'-chloro -2"-fluoro-phenyimethaxy)-phencxy)-pyrimidine-2.4,6-trione;
5-Methy}-5-(4-(4'-fluoro-2-methyl-phernytmathauxy)-phenoxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
&-Methyl-56-(4-(4'-fluoro-2'-trifiuoromethyl-phenyimethaxy )}-phenaxy)-pyrimidine-2,4.6-

S-Methyl-5-{4-{4'-luoro-2'-cyclopropyl-phenyimethaxy }-phencsy)-pyrimidine-2,4,6-
S5-Methyt-5-{4-(pyridin-2-yT)-phencxy)-pyrimidine-2.4,6-irione;
5-Methyt-5-(4-{4'-fluaro-pyridin-2-y1)-phencecy)-pyrimidine-2,4,8-trione;
5-Methy!-6-(4-(4'-chloro-pyridin-2-yl)-phencoy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5-(4-{pyridin-4-yl)-phenaxy)-pyrimidine-2,4,6-trlone;
S-Methyt-5-(4-{pyridin-3-yf)-phenaxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5~(4-(pyrimidin-2-yf)-phencsy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
S-Methy}-5-{4-{pyrimidin-4-y()-phenoxy)-pyrimidine-2.4,6-trions;
5-Methyl-5-{4-(pyrazin-3-yl)-phenaxy)-pyrimidine-2,4,8-trione;
S-Methyl-5-{4-(pyrazin-4-yl}-phenoxy)-pyrimidine-2.4,8-tlone;
1,5-Dimetiyl-5<{4-(4'-fluorophenyimethoxy)-phenaxy)-pyrimidine-2 4,6-trione; -
1-Ethyl, 6-Methyl-5-(4-{(4"-luorophanyimethaxy}-phenaxy)-pyrimidine-2,4,8-trione;
1«{2-methoxysthyl)-5-Methyh-5-(4-(4'-ucrophenyimathay)-phenoxy)-pyrimidine-

2.4 .8-trione;

1-2-dimethylamino-attyl)-5-Metiy)-5-(4-(4"-fluorophenylmerthcory)-phencay)-

pyrimidine-2,4,8-trlone;

1-Cyclopropyimethyl-5-Methy -5-{4-(4"fuorophanyimetioxy)-phenaxy)- pyrimidine-

2.4.6-trions;

trione;

trione;

5-Dimethylaminomethyl-5-{4-{4"-flucrophanyimathoxy }-phenoxy)-pyrimkiine-2,4,8-
5-(2-dimethylamino-ethyl)-5-(4-(4"-fiucrophenyimethoxy)-phenoxy)-pyrimidine-2,4,6-

5-{2-mathaxyethyl)-5-(4-(4'-fluorophenylmethaxy)-phencay)-pyrimidine-2,4,8-trione;
$-Cyciopropyimethy}-5~(4-(4"-luorophenyimethaxy)-phenoxy)-pyrimidine-2,4,8-tricne;
S-Etty-5{4-(4'-fluorophenyimethoxy)-phenoxy)-pyrimidine-2,4,6-trione; :
5-Triluoromettryl-5-(4-{4"-flucrophenyimethaxy)-phancxy)-pyrimidine-2,4,6-trlone;
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$-sopropyl -5-(4-(4'-fluorophernyimethaxy)-phenaxy)-pyrimidine-2.4,6-trione;
S-isobutyryl-5-(4-{4"-flvorophenyimathaxy)-phenaxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5-{4-(4"-luorophenyimethaxy)-phenyithio)-pyrimidine-2.4.6-rione;
5-Mathyl-5-(4-{4’-fluorophenyimethoxy)-phenytsulfonyl)-pyrimkiine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5-(4-{4"luorophenyimethoxy)-phenylsulfoxy)-pyrimidine-2.4,6-trione;
6-Methyl-5-(N-4-(4-fuorophenyimethoxy)}-phenylamino)-pyrimidine-2,4,8-trione;
5-Methyl-5-(N-Methyl-N-4-(4'-flucrophanyimethaxy)-phenyl-amino)-pyrimidine-2,4,8-
trione;
6-{4-(4™-Fluorophencxy)-phenoxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-{4-{4’-Chlorophancxy)-phenoxy)-pyrimidine-2,4,8-rione;
S-Methyl-5-(4-(4"-lluorophanyf)-phancxy)-pyrimiiine-2 4,6-trione;
§-Methyl-5-(4-(4"-chiorophenyl}-phenoxy)-pyrimidine-2.4,8-trfone;
5-Methyl-5-(3-(4"-ftuorophenyf-phencxy)-pyrimidine-2,4,8-trlons;
5-Methyl-5-(3-(4"-chiorophenyl}-phencay)-pyrimidine-2.4,6-trione;
5-Mathyt-5-{5-(4"-fluorophencixy)-2-pyridylaxy)-pyrimidine-2,4,8-trione;
5-Methyl-5-(2-(4"-flucrophenaxy)-5-pyridylaxy)-pyvimidine-2,4,6-trione;
6-Methy!-6-(3-(4"-flucrophency)-8-pyrazinylaxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Mathyl-5-(2-{4"-lucrophenoxy }-5-pyrimidytoxy }-pyrimiiine-2.4.8-rione;
5-Methyl-5-(4-(cyclopropylmathoxy)-phenciy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
6-Methyl-5-(4-(cyclobutylmathaxy)}-phenaxy }-pyrimidine-2.4,8-trione;
5-Methyl-5-(4-{cyclopentyimethoxy)-phencxy)-pyrimidine-2.4,6-trione, '
5-Methyl-5-{4-(3"-tetrahydrofunanyimethaxy)-phencxy)-pyrimidine-2,4,6-trione;
5-Methyl-5-(4-(4"-tetrahydropyranyimethaouty)-phenaxy)-pyrimidine-2,4,6-trione; and
5-Methyl-5-(4-(N-methyl-3-azstidinyimsthoxy)-phenoxy)-pyrimidine-2,4,6-trlone
or pharmaceutically acceptable saits thareof. )
The present invention aiso relates © a phermeceutical composition for the treatment of
a condition salected from the group consisting of arthrilis (inchuding ostecerthriis and rhaumatold
wrthritls), inflammatory bowei disease, Crohn's disease, emphysema, acute respiratory distress
syndrome, asthma, chronkc obsfructive puimonsry disease, Alzheimer's disesse, organ
trenaplant foxiclly, cacheda, allergic reactions, allefgic contact hypersensitivily, cancer (such as
solid tumor cancer including colon cancer breast cancer, lung cancer and prosirate cancer
and hematopoletic malignancies including leukemias and lymphomas), tisste uiceration,
restenosis, periodontal diseasa, epidermolysis bullosa, cateoporosis, loosening of artificial joint
implants, atherosclerosis (including atherosclerotic plague rupture), aortic aneurysm (including

abdominal aortic aneurysm and brain aortic aneurysm), congesiive heart failure, myocardial -

nfarction, stroke, cerebral ischemia, head trauma, spinal cond injuty, neuro-degenerative
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disordars (acute and chronk), autoimmune disorders, Huniington's disease, Paskinson's
diseass, migraine, depression, peripheral neuropathy, pain, cersbral amylold anglopathy,
nootropic or cogniion enhancemant, amyotrophic inferal sclerosis, multiple sclerosis, ocular
anglogenesia, comeal inxy, macular degeneration, sbnormal wound healing, bume, dabetes,
tumor invasion, tumor growth, tumor metastasis, comeal scarring, sclertis, AIDS, sapsls, septic
shock and other diseases cheracierized by metaloproteinase activity and other ciseases
chamecierizad by mammalian reprolysin aclivily in @ memmal, including & human, comprising an
amount of a compound of formula | or a phammacsutically acceptable ssit thereof sflective in
such treatmenta and a pharmaceutically accaptable carrler.

The present invention aiso relates to 2 pharmeceutical composttion for the inhibltion of
(a) matrix metalloproteinases or other metalioproteinases imvolved in matrix degradetion, or (b) @
mammalan reprolysin (such as aggrecansse or ADAMS TS-1, 10, 12, 15 and 17, most
proferably ADAM-17) In @ mammal, Including & human, comprising an eflective amount of 8
compound of fanmula | or a phammaceutically accaptable salt thereof.

The present Invention also relates to a method for treating a condition salectad from the
group consisting of arthritis (including ostecarthriiis and rheumatold arthritis), Inflammaiory bowel
dissasa, Crohn’s dissase, amplyseima, acuts respiratory distress syndrome, asthma, chronic
obstructive pulmonary disease, Alzheimer's disaass, organ transpiant toodcity, cacheoda, allergic
reactions, allergic contact hypersensitivity, cancer (such es solid tumor cancer inchuding colon
cancer breest cancer, lung cancer snd prostrate cancer and hematopoletic mafignanciss
inckuiding leukeminas and lymphomas), tissue uiceration, restenceis, periodontal disease,
apidarmolysis bullosa, ostecporosls, loosening of artificial joint implants, atherosclerosls
(inchuding atherosclerolic plaque rupture), aortic aneurysm (inchuding ebdominal aortic anauryam
and bmin sortic eneurysm), congestive heart falure, myocardial infarcion, stroke, cerebral
ischemia, head wauma, spinal cord injury, neuro-degenemnative disorders (acute and chronic),
autoimmune deorders, Huntington's disesse, Parkineon’s diseass, migraine, depression,
peripharel neuropathy, pain, cersbral amylold angiopathy, nootropic or cognition enhancement,
amyotrophic lateral sclerosis, mulfiple sclarosia, ocular angiogenesis, comesal injuwry, macular
degeneration, abnormal wound healing, blams, diabetes, tumor invasion, tumor growth, tumor
motasiasis, comeal acarming, scleris, AIDS, sepsis, septic shock and other discases
characterized by matrix metslioproteinase activity and other diseases characterized by
mammaltan reprolysin activity b a mammal, Inchuding a human, comprising administering to sald
mammal an amount of a compound of formula | or a pharmaceuiicaly accepiable sall thareof
effective In treating such a condition.

The term “ireating”, es used herein, refers o reversing, alieviating, inhibing the .

progress of, or preventing the disorder or corkiion 1o which such term applles, or one or more
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aympioms of such disorder or condition. The tefm “treatment’, as used herein, refers 1o the act
of treating, as “treating” s defined immediately above.

The present invention also relates to a method for the nhibifon of (a) matix
metalioproteinases or other melalioprotsinesss Ivolved In mabix dagradation, or (b) 8
mammalian reprolysin (such as aggrecanase or ADAM's TS-1, 10, 12, 16 and 17, preferably
ADAM-17) In a mammal, inciuding a human, comprising administering to said mammal an
effective amount of a compound of formula { or & pharmacettically accepiahis salt thereol.

The subject invention siso includes Isotopically-labelled compounds, which are
identical i those recited In Formula |, but for the fact that’one or more atorns are replaced by
an atom having an atomic mass or mass ruamber different from the stomic mass or mass
number usually found in natue. BExamples of isotopes that can be incorporated Into
compaunde of tha invention include isolopes of hydrogen, carbon, nitrogen, ocxygen,
phosphorous, flucrine and chiorine, such as H, *H, BC, “C, "N, Y0, 70, P, =p, ¥s, "F,
and ®Cl, respectively. Compounds of the present invention, prodrugs thereof, and
pharmacautically acceptable aaits of sald compounds or of sald prodrugs which contein the
afcrementioned isotopes and/or ather isotopes of other eloms are within the scope of this
invention. Cartain isotopically-leballed compounds of the present nvention, for example those
into which rediocactive isotopes such as *H and *C are incorporated, are useful in drug and/or
substrate tissue distribution assays. Triiated, Le., *H, and carbon-14, La., C, lsotopea are
particularly prefermed for thelr ease of preparation and detectability. Further, substitution with
heavier lsotopes such as deuterium, Le., 'H, can afford certaln therapeutic advantages
resuling fram greatsr metabolic stabliity, for example increased in vivo haifife or reducad
dosage requirements and, henca, may bs prefarred In fome clircumetances.  [sotoplcally
labelled compounds of Formula | of this Invention and prodrugs thereof can generally be
prepared by carrying out the procedures disclosed in the Schemes and/or In the Examples
and Preparations below, by substituting a readlly avelisble sotopically labelled resgent for a
non-solopically iaballad reagent.

This invention aiso encompasses pharmacsutical compoaliions containing prodrugs of
compounds of the formuda |. This invention aleo encompesaea methods of tnealing or preventing
disordars thet can be treated or preveried by the inhibition of matrix metafioprotainases or the
inhibition of mammalian reprolysin comprising administering prodrugs of compounds of the
formula |. Compounds of formuta | having free amino, amido, hydraxy, hydrooamic acid,
sulfonarmide or carboxylic groups can be convarted into prodrugs.  Prodruga include compounds
wharain an amino acid resiiue, or a polypaptide chain of iwo or more (a.g., two, three or four)

amino ackd residues which are covalently jolned through peplide bonds to fres amino, hydroxy or -

carboxylic acid groups of compounds of formula |. The amino acid rasidues inchade the 20
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naturally occurring amino ackis commonly designated by three lettar symbols and also include,
4-hydroxyprofine, hydroxylysine, demosine, sodemosine, 3-methylhistidine, norvalin, bets-
alanine, gamma-aminobutyric ecid, clindine, homocysteins, homossrine, omithine and
methionine sulions. Prodrugs also include compounds wherein carbonates, carbarnates,
amides and akyl esters which are covalently bondied to the above substituents of formmula |
through the carboryl carbon prodrug eidechain.

One of ordinary sidll in the art wili appreciats that the compounds of the [nvention are
ussful in tresting a diverse amay of diseases. One of ordinary skl in the art Wi also
appreciats that when using the compounds of the invention In the treatment of a specific
disease thel the compounds of the invention may be combined with various existing
therapeutic agents used for that disease.

For the treatment of rheurnaipid artivitis, the compounds of the Invention may be
cambined with agents such as TNF-a inhibitors such as anti-TNF monocional antibodies and
TNF receptor immunogiobulln molecules (such es_Enbrei®), low dose methotrexate,
lefumimide, hydroxychloroguine, d-penicamine, aurancfin or parentersl or oral gold.

The compourxis of tha hvention can aiso be used in combinetion with edsting
therapeutic agents for the trestmemt of ostacarthritts. Sultable agents to be used in
combination include standard non-stercidal antHnflammatory agents (hereinafter NSAID's)
such as plroxicamn, diciofenac, propionic ackis such a8 naproxen, fiublprofen, fanoprofen,
ketoprofen and buprofen, fenamates euch as mefenamic acki, indomethacin, sufindac,
apazone, pyrazaiones such as phenybutazone, salicylates such as asplin, COX-2 inhibitors
such as celecoxd and rofeccodb, analgesics end intraarticular theraples such as
corticosteroids and hyaluronic ackis such as hyaigan and synvisc.

The compounds of the presert invention may aiso be ussd in comblnation with
anticancer agents such as endostatin and anglostatin or cytotmde drugs such as adriamycin,
daunomycin, cis-platinum, stoposide, texol, taxotere and alksioide, such as vincristine, end
antimatabolitea such 8s methotrenate,

The compounds of the present inveniion may siso bs used In combination with
cardiovascular agents such as calchan channel blockers, lipid lowering agents such ss
statins, fibratss, beta-blockers, Ace inhibitors, Anglotensin-2 receptor antagonists and platelet
aggregation inhibitors.

The compounds of the present invention may aiso be used in combination with CNS
agents such as antidepressanis (such as seriraiine), ant-Parkinsonian drugs (such as
deprenyl, Ldopa, requip, miratax, MAOB Inhibitors such as sslegine and resagiine, comP
inhibltors such as Tasmar, A-2 inhibitors, dopamine reuptake inhibitors, NMDA entagonists,
Nicotine agonists, Dopamine agonists and Inhibitors of neuronal nitric cxdde synthase), and
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anti-Alzhaimer's drugs such es donepezil, tacrine, COX-2 inhibitors, propentofyfiine or
metryfonate.

The compounds of the present imvention may also be used in combination with
ostecporosis agents such as roloxifene, droicdfens or fosomax and nunosuppressant
agents such as FK-500 and rapamycin.

Detalled Description of the Invention
The following reaclion Scheme Nustrates the preparation of the compounds of the present
imvention. Unless otherwise indicated X, Y, Ar', Z, R', R? and R? in the reaction Schamss and
the discussion that follows Is defined as above.
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Schame 1 refers to the preparation of compounds of the fomula | in a two slep
synthesla from compounds of the formula V., Refarring to Scheme 1, a compound of the formula
| is prepared from a compound of the formuia IV, wherein L' and L2 are leaving groups such as

methaxy, athoxy, banzyiaxy or chioro, preferably ethoxy, by reaction with a urea derivative of the
formula lIi:

R H

in the presence of a strong base in a polar solvent. Sultable bases include sodlum methoxdde,
sodium ethaxide end magnesium mathoxide, preferably sodium ethaxdde. Sullable solvants
include alcohols (such as sthanol} or tetshydrofuran, preferably absolute ethanol The
aforesald reaction is conducted at @ temperature of about 20°C to about 90°C prefenably about
50°C to about 85°C for a time period between about 15 minutes to about 18 hours.

The compaund of formula [V s prepared from a compound of formula V, wheraln L is a
leaving group such as hao, p-lolylsulfonyloxy (OTs) or methylsulfonyloxy (OMs), preferably
halo, most preferably chioro or bromo, by reaction with a compound of the formuta HX-Ar.Y-Z
in the presence of 2 basa in a polar solvent Sultable solvents include dimathyformamide (DMF),
alcohols (stuch as sthenol) or tetmhydrofuren, preferably ethancl The aforesald reaction s
conductad at a temperature of about 20°C to about 80°C preferably about 50°C o about 85°C for
a trme period batwean about 15 minutes to about 16 hours.

The compounde of the formuta V can be made by meihods well imown In the art such s
those described In PCT Patent Publication WO 8&/58825 or reviewed iIn The Organic
MMM.D.W“LAM,WLmuTHZW
and referances therein. Each of the sbove referenced publications and applications i hereby
incorporated by reference in iis entirety.

Compounds of the formula Il are commercially evailable or can be made by methods
well known to those skiled in the art.

The compounds of formula HX(-Ar'-Y-Z are commercially avalisble or can be made by
methods well known to those sldlled in the art

Schema 2 refers to the preparation of compounds of the formulz | in a three-atep
synthasis from compounda of the formula V1 or Vii. Referring to Scherne 2, a compound of the
formula | is prepared from a compound of the formula IX by reaction with a suitable base and

& sultasble alkylating agent of the formula R'L* in the presance of & solvent. Sultable bases *

inciude sodium hydride, potassium carbonets, sodium carbonate, triethylamine, pyridine or
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triethanolamine; most prefersbly sodium hydride. Suitabie alkylaiing agenis Inciude those
wharein L* is halo, p-olylsulforyloxy (OTs) or methylsulfonyloy (OMs), preferably halo, most
prefarably chioro or bromo; or alkylating agents include such compounds as Eshenmoser's
Salts; epoxidas or suitably substituted slectrophiic axirkiines. Sullahla solvents depend upon the
bass used but may be chosen from N N-dimethyliormamide, tetrahydrofuran, acelonitrie and
water, The aforesald reaction is conducted at a tempersiure of about 0°C to about 30°C
preferably about 20°C to about 26°C for a ime pesiod between about 15 minutes to about 16
hours.

A compound of the forrnuia IX may be prepared from s compound of the formula VIl by
by reaclion with a urea of the formula

rRA, H
\N/

)\ m
G I}I’H -
R
in the presence of a strong basae in a polar solvent. Suitshis basas include sodium methodde,
sodium ethoxdde and magnesium methcodde; prefersbly sodium afhodde. Sultable solvents
include alcohols (auch as ethanol) or tetrehydrofuran, preferably shsolute ethanol The
aloresakd reaction is conducted et a tempersture of sbout 20°C o about 60°C preferably about

50°C to about 85°C for a time pariod batwesn about 45 minutes to about 18 hours.

A compound of the formua VIR may be prepared from a compound of the formula VI,
wherein L* is a leaving group such as haio, p-iolylsulforyioxy (OTs) or methylsulfonyicxy (OMs),
preferably halo, most preferably chioro, by reaction with a compound of the formula HX-Ar-Y-Z
in the prasence of a bass in & polar solvent. Sultable beses Inciude sodium methoxkia, sodium
sthoyide, potassium carbonate and sodium hydiide; preferably sodium ethaxide. Suitable
soivents include dimsthyllormemide (DMF), alcohols (such as ethancl) or teirehydrofuran,
preferably sthanol. The aforessld reection is conductad st s tarnparatire of about 20°C to about
80°C preferably sbout 50°C to about 70°C for a time period between about 16 minutes 1 about
18 hours, praferably about 3 hours. Rsactions of this type are further Bustrated by the method of
J. B. Niederi and R. T. Roth, J. Amer. Chem. Soc., 82, 1154 [1940).

Altlematively, a compound of the formula VIl may aiso be prepaned from a compound of
the farmuta VIl in the presance af & sultable catalyst, preferably rhodium(li)acetate according to
the procedure described by M. Campbell ef al., Aust J. Cham., 45, 2081 (1982).

Compounds of the formwia V1 and Vil ane commercially avaitable or easily obtalned from
readily avaiable starting materiale according o methods well known to those skilled In the art.
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For example compounds of the Formula VIl may be prepared according to the method of D. W.
Peace et al, Synthesls, 858 (1971).

Compounda of tha foryda Il are commercially aveliable or can be prepared by
methods wel known © those ekiled in the art.

Scheme 3 refers to the preparation of compounds of the formula L in particular those
wherein X Is axygen or -OCH,~. Referring to Scheme 3, a compound of the formula | may be
obtuinad by alkylation of a compound of the formula X with a sultable phenol of the formula
HOAr‘-Y-Zmdlngbﬂnmuthoc_lofO. Mitsonubu (Synthesis, 1 (1881)) or by alkylation
with a sultahle alkylaling agent of the formula L\CHAr*-Y-Z wherein L? Is a leaving group such
as halo, p-tolylsulfonyiaxy (OTs) or methylsulonylaxy (OMs), preferably halo, most preferably
chioro or bromo In & suitsble solvent such as N.N-dimethyllormamide, tetrahydrofuran,
acsiphitria in the presance of o suilhie base such as sodaim hydrida, polsssium carbonats,
triathylamine, pyridine or tristhanolamine. The sforesald reaction is conduciad at a tempersture
of shout 0°C to about 60°C preferably about 20°C for @ time peiod between about 15 minutes o
about 18 hours.

Compounds of the formula XI may be preparsd from compounds of the formula X
according to the method of J. A, Vida et al., J. Med. Chem., 17, 732 (1874).

Compounds of the formula X may be preparad from a compound of the formula X)i by
reaction with a sultable base, In the presence of a sultable alkylating agent R'L* and a soivent,
such as described in Bleh ot al, J.HetChem., 23, 9 (1988). Sultable bases include sodium
tristhanalamine. Sultable alkylsting agents include those wherein L* (s halo, p-tolyisutionyloxy
{OTs) or methyleulforryloxy (OMa), praferably haio, most prefarably chioro or bromo; or alkylating
agents such as Eshenmosars Salt epoddes or eultably substivited sieciraphiic azirkdines.
Suitable soivenis depand upan the base used bul may be chosan fmm N,N-dimsthylformamida,
tairahydrofuren, acetonitrile and water, The aforesald reaction s conductad at a temperature of
sbout 0°C tn about 30°C prefarably about 20°C (o about 25°C for a time period between about
16 minuios to about 16 hours.

Compounds of the forrmuia X1I are commercialy avallable or can be saslly prepared by
thosa skiled in the art according to the methods reviewed in The Omanic Chamistry of Drug
Syntheals, D. Lednicer end L A. Mitscher, Volume 1, pages 167 0 277 and references cited
tharein.

Scheme 4 refers to the preparation of compounds of the formula |, whereln X s sulfur
of -SCH-, or thelr cxddized derivatives >80, >SO, -S0,CHy-, -SOCH,-. Refarring to Schama

4, such a compound of the formula | may be obtained by alkytation of the pyrimidine-2.4.6- °

triane ring of a compound of the formuta XIV (wherein R? and R? ane hydrogen) with a suitable
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alkylating agent L’R? or L’R* wherain L? is a leaving group such as halo, p-tolylsulfonyloxy
(OTs) or methylsutfonyloxy (OMe), praferably halo, most preferably chioro or bromo in a sultabla
solvent such as N,N-cimethylformamide, tetrahydrofumn, acetonitrie in the presence of a
sulteble base such as sodium hydride, polsesium carbonats, triethylemine, pyridine or
tethanolemina. The aforesald reaction Is conducted at a femperature of about 20°C to about
70°C preforably about 20°C for a time period between abaut 15 mimutes to ebout 16 hours.

Compounds of the formuia XIV, may be preparad by alkylation of a compound of the
formuia X with a sultable disulfide of the formulae (SAr'-Y-Z), or (SCH,Ar-Y-Z), In a suitable
solvent such as N,N-dmethylformamide, tetrshydrofuran, acetoniirile in the presence of a
suitable base, such as sodlum hydride, potessium carbonate, fristhylamine, pyridine or
tristhanciamine. The aforesald reaction Is conducied et a tempensture of ebout 20°C o about
70°C preferably about 20°C for a time period betwean about 16 minutes to ebout 18 hours.

Disulfides (SAr'-Y-Z), or (SCHAr-Y-Z), may be prepared from the corresponding
thiole HSAr'-Y-Z ar HSCH,Ar'-Y-Z by oxdative methods well known to those skiled the art

Compounds of the formula X are commercially avallable or can be made by methods
waell known o thoss skiled in the art.

The compounds of the formulia | which are basic in nature are capable of forming a
wide variaty of different salts with various Inorganic and orgenic acida. Although such safts
must ba pharmaceutically acceptable for administration to animals, &t is often desirable in
practice to Inltially lsolate a compound of the forrmuda | from the reaction mixture as a
phamaceutically unaccepteble salt and then simply convert the letter beck to the free base
compound by treatment with an afkaline reagent, and subsaquently convert the free base o a
pharmacsutically acceptable acki addiion sait The acld addiion saits of the bese
compounds of this Invention are readlly prepared by treating the base compound with a
substantially equivalent amount of the chosen mineral or organic ackl In an aqueous solvent
madium or in a sultable organic solvent such as methanol or ethenol. Upon carefid
evaporation of the solvent, the desired solid salt Is obtalned.

The acide which are used (o prapare the pharmaceutically acceptable acid addiion
salts of the base compounds of this invention are those which form non-oxic acid addition
saits, .6, wals contalning pharmacoiogically accaptable anions, such as hydrochioride,
hydrobromide, hydrolodide, nitrate, sulfate or bisulfate, phosphate or acid phosphate, acetate,
lactate, clirats or acld clirate, tartrats or bitartrate, succinate, maleats, fumarate, gluconate,
saccharate, berzoate, methanesulionate and pamoats [Le., 1,1'-methylene-ble-{2-hydroxy-3-
naphthoate)] salte.

Those compounds of the formula | which are also acidic In nature, are capable of -

forming base saits with various pharmacologically acceptable cations. Examples of such saits



& 2F¥30° ’IIEB'I'I.I:GE

10

15

Include the alkal meinl or alkafne-sarth metal salts and particularly, the sodum and
potassium salts. These salts are all prepared by conventional techniques. The chemical
basas which are used as reagents to prepare the pharmecsutically acceptable base salts of
this Invention are thoss which form non-tovdc base salis with the herein described acidic
campounda of formuda |, Thess non-toxic base sals include those derived from such
pharmacologically accepiable cations as sodium, potassium, calcium and magnesium, eic.
Thesa silis can eaafly be prepared by treating the comesponding ackiic compourxds with an
aqueous solution contalning the desired pharmacologically acceptable cations, and then
evaporating the resulting sclution to dryness, preferably under reduced pressure.

Altsmatively, they may aiso be prepared by mbdng lower alkanclic solutions of the
ecidic compounds and the desired aliai metal alkoxdde together, and then evaporating the
resulting solution to dryness in the aame manner as before. In efther case, siolchlometric
quantitea of resgents are prefarably employed In order 1o ensure completenese aof reection
and maximum product yields. o

BIOLOGICAL ASSAYS

The ability of the compounds of formula | or their pharmaceutically accepisble salts
{hereinaftar also refarred to as the compounds of the pressent Invenfion) v Inhbit
metalioproteinases or mammallan reprolysin and, consequently, demonsirale thelr effectivenass
for tresting diseases cheracterized by metalioproteinase or the mammalian reprolysin activily
{such as the production of tumoy necrosls tactor) ia shown by the following In vilro assey tests.

MMP Assays

Collagensse-3 (matrix metalioproteinass-13) selsctive inhibitors as used herain refer to
agemts which exhibit at least a 100 foki selectivity for the inhibition of collagenase-3 enzyme
activily over collagunase-1 enzyme activity and a potency of less than 100 nM as defined by the
ICyy results from the MMP-1V/MMP-1 fluorescance asseys descrbed below. Colagenase-3
selective inhibltors can be dentifled by acreening the inhibltors of the present invention through
the MMP-13MMP-1 fluorascence assays described below and selecting those agenta with
MMP-13MMP-1 inhibition IC, ratios of 100 or grester and potancy of less than 100 nM.

Non-ssiactiva collagenesa inhibitors as used herein refer to agents which exhibit less
than a 100 fold saleciivity for the Inhibition of collagenase-3 enzyma aciivily over collagenass-1
enzyme aciivity or a polency of more than 100nM as defined by the ICy results from the MMP-
13/MMP-1 flucrescence assays describad balow.

The abiity of colagenase inhibitors o inhibit collagenass activily Is wall iknown In the
arl. Tha following assays may be usad to identify matrix metalioprotainase inhibitors.
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Inhibition of Human Coll NP1

Human recombinant collagenase is activated with ypsin. The amount of trypsin Is
optimized for each lot of collagenase-1 but a typical reaction uses the following ralio: 5 pp
trypain per 100 ug of collagenasa The bypsin and cofagenase are Incubaled at room
temperature for 10 minutes then a five fold excess (50 mgH0 mg trypsin) of soybean trypsin
inhibitor Is added.

Stock solutions (10 mM) of inhibliors are mads up in dimethyisulfoxiie and then dikted
using the following acheme:

10 MM —> 120 yM > 12 yM —> 1.2 yM ——> 0.12 pM
Twenty-five microliters of sach concantration Is then addad In tripiicate to appropriste welis of
a 98 well microfiuor plats. The final concentration of inhibitor will be a 1:4 dilution after
addition of enzyms and subsimte, Positive controls (enzyme, no inhibitor) are set up in wells
D7-D12 and negative controls (no enzyme, no inhibitors) are set in walts D1-D6.

Collagenase-1 Is diuted to 240 ng/mi and 25 pl iy then added ¥ appropriate wells of the
microfiuor plste. Final concentration of colaganase in the assay Is 80 ng/mL

Subsirate (DNP-Pro-Cha-Gly-Cys{Me)-His-Ala-Lys(NMA)-NH,) Is made as a § mM
siock In dimethyisulfadde and then diuted to 20 pM In assay buffer. The assay s initinted by
the addition of 50 ul substrate per wefl of the microfiuor plate to give a final concentration of 10
M. .

Fluorescance readings (360 nM exxitation, 460 nm emission) ane taken at tme 0 and
then at 20 minute intervals. The assay Is conductsd at room lsmperature with a typical sssay
time of 3 hours

Fluorescence versus tme is then piotted for both tha blank and collagenase containing
samples (datn ffom tiplicats detsrminations Is averaged). A time point that provides & good
signal (at least five fold over the blank) and thet Is on a linsar part of the curve (usually around
120 mirwrtes) s chosen to delermine ICy, vaiues. The xeso time Is used as a blank for each
compound at emch concentration and these values &rs subtracted from the 120 minute dals.
Data s piottad as inhibitor concantrafion versus 9% control (inhiblior fucrescence divided by
fluorescence of collagenase alone x 100). ICy's are determined from the concentration of
nhibitor that gives a signal that ks 50% of the cantrol,

f ICxy's are reported to be less than 0.03 uM then the inhibitors are assayed at
concentrations of 0.3 uM, 0.03 pM, and 0.003 uM.
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Human recombinant 72 kD gelatinase (MMP-2, gelatinase A) s activated for 16-18

hours with 1mM p-aminophanyl-mercuric acetate (from a frashly prepared 100 mM stock in
0.2 N NaOH}) at 4°C, rocking gently.

10 mM dimethyisulfoxide siock solufions of inhibitors are diluted seriglly in assay
buffer (60 mM TRIS, pH 7.5, 200 mM NaCl, § mM CeCl, 20 pM ZnCl, and 0.02% BRIJ-356
(vol.ivol.)} using the following scheme:

10 mM— 120 gM—- 12 uM—> 1.2 yM—p 0.12 uM
Further dilutions are made as necessary following this came schame. A minimum of four
inhibitor concentrations for each compound ere performed in sach assay. 25 pl of each
concentration is then added % tipficats wells of a biack 98 well U-bottomed microfiuor plate.
As the final assay volume Is 100 ul. final concentrations of inhiblior are the rasult of a further
1:4d||uﬂonn.-.aonu—-spu—-oo.apm—-.o.na_pu.m). A biank (no anzyme, no
inhibitar) and a positive anzyms control (with enzyme, no inhiblior) are also prepared In
triplicate.

Activated enzyme Is diluted fo 100 ng/mL in aseay buffer, 25 plL per well Is added to
appropiiate weils of the microplate. Final enzyme conceniralion in the assay s 25 ng/mL
(0.34 nM).

A five mM dimethylsulfaxide stock solution of substrate (Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-
Ala-Arg-NH,) is diluted In assay buffer to 20 pM. The assay is inittated by addition of 50 pl. of
diluted substrate yleiding a final esssy concentration of 10 M substrete. At time zero,
fluorescence reading (320 excitation; 390 emission) Is immediatsly taken and subsequent
readings are taken every fiftsen minutes at room temperature with a PerSeptive Blosystems
CytoFluor Multi-Well Plate Reader with the gein at 90 unita. _

The average value of fluorescence of the anzyme and blank are plothed versus time.
An early ima point on the near part of this curve is chosen for ICy, deferminations. The zero
time point for each compound st sach diution s sublraciad from the latter ime point and the
data then expressed as percent of ernxyme control (inhiblior fluprescence dividad by
fiuorescences of positive anzyme contral x 100). Data Is plotted as inhibiior concentration
versus percant of enxyme control. |C,,'s ams defined as the concentration of inhibitor that
gives a signal that (s 50% of the positive enzyme control.

inhibition of Strometyain Activity (MMP-3)
Hurran recombinant stromelysin (MMP-3, strornelysin-1) Is activated for 20-22 hours

with 2 mM p-aminophenyl-mercuric acetate (from a freshly preparmed 100 mM stock In 0.2 N

NaOH) at 37°C.
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10 mM dimsthyisulfoxdde stock solutions of Inhibitors are diuted serlally in assay
buffer (50 mM TRIS, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl, and 0.05% BRL-35 (vol/vol)) using
tha following schems:

10 mM— 120 pM—> 12 pM—-p 1.2 pM—» 0.12 M
Further dilutions are made es necessary following this same scheme. A minimum of four
inhibitor concentrations for each compound are performed In sach assay. 25 ul of each
concentration [s then added to triplicate wells of a black 96 well U-bottormed microfluor plate.
Aa the final assay volume Is 100 pl, final concentrations of inhibhtor are the resutt of a further
1:4 diivtion (.e. 30 pM — 3 pM ~— 0.3 uyM —» 0.03 pM, efc). A blank (no enzyme, no
Inhibitor} and a posilive enzyme candrol (with enzyme, no inhiblior} ere also prepared In
tripiicats.

Activated enzyme Is diluted to 200 ng/mL In sesay buffar, 25 ul par well s added to

appropriate wells of the microplate.  Final enzyme concentration In the assay Is 50 ng/ml
(0.875 nM). -
A ten mM dmethyisulfmdde stock sciution of substrate (Mca-Arg-Pro-Lys-Pro-Val-
Glu-Nva-Trp-Arg-Lya(Dnp)-NH,) is diluted In assay buffer to 6 yM. The assay Is initiated by
addition of 50 ul of diluted subsirate ylelding a final assay concentration of 3 M substrate.
At time 2ero, fluorescance reading (320 excitation; 360 emission) Is immediately taken and
subsequent readings are taken every fifteen minutes st room temperatire with a PerSaptive
Bioeystems CytoFluar Mult-Well Plate Reader with the gain at 80 units.

The average value of fluorescance of the erzyme and blank are plottad versus time.
An aarly time point on the Enear part of this curve ks chosen for IC,, determinations. The zero
ime point for each compound at sach dikztion s subtractad from the latter time point and the
data then expraseed as percent of enzyme cantral (inhibitor flucrescence divided by
flucrescence of positive anzyme control X 100). Data is pictted as Inhibior concentrstion
versus percent of enzyme control. IC's we defined as the concentration of inhbiter that
gives a signal that is 50% of the poaliive enzyms control.

inhibition of Human 92 kD Gelatinase (MMP-8)

inhibition of §2 kD gelatinass (MMP-8) activity Is assayed using the Mca-Pro-Leu-Gly-
Leu-Dpa-Ala-Arg-NH2 subsirate (10 yM) under similar conditions as describad above for the
inhibition of human coliagenase (MMP-1).

Human recombinant 82 kD gelatinase (MMP-8, gelatinasa B) is activated for 2 hours
with 1mM p-aminophenyl-mercuric acatata (from a frashly prepared 100 mM stock in 0.2 N
NaQH) at 37 C.
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10 mM dimethylsutioxide stock solutions of Inhibitors ere diiuted serfally In assay
buffer (50 mM TRIS, pH 7.5, 200 mM NaClL 5§ mM CaClz, 20 pM ZnClz, 0.02% BRIJ-36
(volvol.)) using the following scheme:

10 MM~ 120 gM—> 12 pM——> 1.2 tM—> 0.12 pM

Further dilutions are made a8 necessary following this same schams. A minimum of
four inhibitor concentrations for each compound are performed in each assay. 25 pl of each
concentration ls then added to triplicats wells of a black 98 well U-bottomed microfiuor plate.
As the final assay volume ls 100 uL, final concentrations of inhibitor are the result of a further
1:4dllullona.e.anuM—bapM—bO.spM—pD.mpM.ah). A blank (no enxyme, no
inhibitor) and a positive anzyme control (with enzyms, no inhibitor) are aiso prepared in
triplicate.

Activated enzyme ls diiuied to 100 ng/mL in assay buffer, 25 plL per well Is added to
appropriate wells of tha micropiate. Final enzyme concantration'in the assay ls 25 ng/mL
(0.27 nM). -

A five mM dimathyisulfoodde siock solution of substrate (Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-
Ala-Arg-NH3) Is dluted in assay buffer to 20 yM. The aseay b Inltiated by addition of 50 pl. of
diuted substrate ylelding a final assay concentration of 10 puM substrats, A 0 time
fluorascence reading (320 excitation; 380 emission) Is immediately talen and subsequent
readings are taken every fifteen minuies at room temperaiure with & PerSepiive Blosysterns
CytoFluor Multi-Well Plate Reader with the gain at 80 unita.

The average vaiue of fluorescence of the enzxyme and blank are plotted versie time. .

An early ime point on the linser part of this curve Is chosen for ICgp determinations. The 0
time point for sach compound at each dilution Is subtractsd from the latter time point and the
data then expressed as parcent of anzyme cont! (Inhbitor fuorescence divided by
fluorescence of positve enzyme confral x 100). Data is plotisd as Inhbior concentration
versus percent of erzyme control. ICag's are defined sa tha concentration of Inhibltor that
gives a asignal that is 50% of the positive anzyma condrol.
inhibition of MWP-13
Human recombinant MMP-13 s activated with 2 mM APMA (p-aminophenyl mercuric
acatata) for 1.5 hours, at 37°C and is diluted to 400 mg/mi in assay buffer (50 mM Tris, pH 7.5,
200 mM sodium chioride, 5 mM caiclum chioride, 20 pM zinc chioride, 0.02% brj)). Twenty-five
microliters of diuted erzyme s added per wall of a 68 well microfuor plate. The anzyma ls then

diviad In a2 14 rxto in the assay by the addition of inhbitor and subsirats to give a final -

concentration in the assay of 100 mg/mi.

40 mM stock solutions of inhbitors are made up in dimetiyl sulfcodde and then diuted In -~

nesay buffer aa per the inhiblor diivtion schema for inhibition of human collagenase (MMP-1):
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Twenty-five microliters of sach concentration s added In tripiicate © the microfiuor piate. The
final concentrations in the assay ana 30 pM, 3 uM, 0.3 uM, and 0,03 uM.

Subsirates (Dnp-Pro-Cha-Giy-Cys(Me)-His-Ala-Lys(NMA)}-NH,) is prepared as for
inhibition of human collagenase (MMP-1) and 50 yl is added ¥ each wel fo give a final assay
conceniration of 10 pM. Flucrescence readings (360 nM exciiation; 450 emission) are taleen at
time 0 and every 5 minutes for 1 hour,

Positive controls consist of enzyme and substrate with no inhibitor and bianis consist of
subsirate only.

ICx® are delemmined as per inhibltion of humen collagenase (MMP-1). Hf ICy's ame
raparted o be leas than 0.03 uM, inhibliors are then asseyed at final concentrations of 0.3 uM,
0.03 M, 0.003 pM and 0.0003 pM,

Callagen film MMP-13 Assay

Rat type | colagen is mdioiabeled with *C acelic anhydride (T.E. Cawston and A.J.
Barreit, Anal. Biochem., 89, 340-346 (1978)) and used o prepare 96 well piates containing
rediclabaled collagen fima {Barbara Johnson-‘Wint, Anal Blocham., 104, 176-181 (1880)).
When a solution contalning coliagenase is added to the well, the emzyme cleaves the
Insciuble collagen which unwinds and s thus solublized. Collaganase activity Is direclly
proportional to the amount of coflegen scivbiiized, determined by the proportion of
radicactivity relaeased into the supematant as measurad in a standard acintillstion counter.
Collaganase inhibitors are, therefore, compounds which reduce the madicactive counts
released with respect to the controls with no inhiblior present.  One specific embodiment of
this asaay is described in detall below.

For determining the selectivity of compounds for MMP-13 versus MMP-1 uaing
collagen as o subsirais, the following procedure is used. Racombinant human proMMP-13 or
ProMMP-1 Is activated according to the procedures cutiined above. The activatad MMP-13 or
MMP-1 la diluted to 0.8 ug/mi with buffer ( 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl, . 1
uM ZnCl,, 0.05% Bri}-35, 0.02% sodiumn azide).

Stock solutions of test compound (10mM) In dimsthylsulicedde are prepared.
Diiutions of the test campounds in the Tris buffer, above, are made to 0.2, 2.0, 20, 200, 2000
and 20000 nM.

100 pl of appropriate drug dllution and 100 pl of diluted enzyme are pipetied into wells
of a 86 well plate containing collagen fims lsbeled with “C-coliagen. The final enzyme
concentration is 0.3 ug/ml while the final drug concentration Is 0.1, 1.0, 10, 100, 1000 nM.
Exch drug concantration and control ls analyzed In tripicate. Triplicate controls are also run

for the coniitions In which no enzyme Is present and for enzyme In the abssnce of any

compaund,

lf!
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The plates are Incubatad at 37°C for a time pariod such that sround 30 - 50% of the
avallable collagen s solubilized - determined by counfing additional control wells at various
time points. In most cases around 9 hours of incubation are required. When the assay has
progressed sufficlantly, the supematant from each wel is removed and counted In &
acintilation countsr. The background counts {detarmined by the counis in the wells with no
anzymae) are subtractad from each sampie and the % release caiculated in relation to the
wells with enzyme only and no inhibitor. The triplicate values for sach point are avereged and
the data graphed as percent ralsase versus drug concentration. IC.'s ame detarmined from
the point at which 50% inhibition of release of radiclabeled callagen is obtained.

To determine the identity of the active coliagenases in cartiiage conditioned medium,
assays were cawied out using collagen es a subeirata, cartiage conditiohed medium
containing coagenase acivity and inhibinrs of varying salectivily. The cariiage conditioned
medium was collected during the time at which collagen degradation was occurving and thue
is representative of the collagenases responsible for the collagen breakdown. Assays were
caried out as outined above except that instead of using recambinant MMP-13 or
recombinant MMP-1, cartilage conditionad medium was the erzyme source. )

IL4 Induced Cartilage Collagen Degradation From Bovine Nasal Cartilage

This assay uses bovine nasal cartiiage explants which are commonly used fo test the
efficacy of various compounds o Inhiblt either IL-1 induced protecglycan degradation or [L-1
induced coliagen degradation. Bovine nasal cartiiage (s a esua that is very similar to articuler
cartiiage, l.6. chondrocytes surounded by @ matrix that is primarlly type Il colagen and
aggrecan. The tissue is used because It (1) Is very similar o erticular cartiiage, (2) is readily
avalabla, (3) Is relatively homogeneous, and (4) degrades with predictable kinetics after IL-1
stimulation,

Two variations of this assay have been used o assay compounds. Both varistiona
give similar data. The two variations are describad below:

Varfation 1

Three plugs of bovine nasel cartisgs (apprasdmately 2 mm dlameter x 1.5 mm long)
are placad into each well of u 24 wall tssue culture piate. One mi of serumiess medium s
then added to each weill Compounda are prepared as 10 mM stock solutions in DMS0O and
then diluted appropriately in serumiass medium to final concentrations, e.g., 50, 500 and 5000
nM. Each concentration Is assayed In triplicate.

Human recombinant IL-1a (Sng/mL) (IL-1) Is added to triplicate control wells and to
each wel contalning drug. Triplicate control wells are also set up in which nelther drug nor IL-
1 are added. The medium is removed and fresh medium contalning IL.-1 snd the appropriate -
drug concentrations Is added on days 6, 12, 18 and 24 or every 3 - 4 days if necessary. The
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media removed at each time point is stored at -20°C for later analysls. When the caritiage in
the IL-1 alone walls has almost complelaly resarbed (about day 21), the experiment Is
terminated. The madium, s remaved and stored. Aliquota (100 uf) from each well at each
ime point are pooled, digestad with papsin and then analyzed for hydraxyproline content
Background hydroxyproline (everage of wells with no IL-1 and no drup) s subtracted from
each data point and the average ¢giculated for sach tripticate. The data s then expressed as
8 percent of the IL-1 alone average vaiue and plotted. The ICy, is determined from this piot.
Variation 2

The experimental set-up [s the same as outliined above in Variation 1, untii day 12
On day 12, the condiioned medium from each wel Is removed and frozen. Then ona mi of
phosphate bufferad saline (PBS) contalning 0.6 pg/ml frypsin is added o each well and
incubation continued for a fsther 48 hours at 37°C. After 48 hours Incubation In typain, the
PBS solution ls emoved. Aliquots (50 ul) of the PBS/iypsin solulion end the previous two
tims points (days 8 and 12) are pooled, hydrolyzad and hydrxyprofine contant determined.
Background hydraxyproiine (average of wells with no IL-1 and no dvug) is subtracisd from
aach date point and the average calcutated for each tripicats. The daia Is then eqressed aa
a percent of the IL-1 ajone average veiue and piotisd. The ICy, Is determined from this piot.
in this variation, the time course of the experiment is shortanad considerably. The addition of
trypsin for 48 howrs after 12 days of IL-1 stimulation Gkely relsasss any type || collagen that
has been demaged by collagenase sctivity but not yet released from the cartiage matrte. In
the absence of IL-1 stimulation, typsin treatment produces only low background lsvels of
collagen degradation in the cartiage explants.

inhibition of TNF Praduction

The ablity of the compourdia or the pharmaceutically acceptabie saits thereof to Inhibit
the production of TNF end, consequantly, demonstrats their eflectivaness for treating dissases
Involving the production of TNF is shown by the following In viio assay:

Human Monocyts Assay

Human mononuciear calls wers isclated from antl-coaguiated human biocod uaing a ane-
step Ficol-hypagua separsiion technique. (2) The mononucisar calls ware washad thres times
in Hanks balanced sat solution (HBSS) with divalent catlons and resuspended to a densily of 2
x 10° /ml In HBSS containing 1% BSA. Differential counts determined using the Abbott Cell Dyn
3500 analyzer indicated that monacytes rangad from 17 o 24% of tha total cells in these
preparations.

180 pl of the call suspension was aliquoted Into flat bottom 08 well piztes (Costar).
Additions of compounds and LPS (100 ng/mi final concentration) gave a final volume of 200 pl. *
Al conditions were performed in fripticate. After a four hour incubation st 37°C In an humiiified
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CO, incubator, plates were removed and centrifuged (10 minutes at appreedmately 250 x g) and
the supematants removed and sssayed for TNFa using the RAD ELISA KiL
Aggrecanase Assay

Primary porcine chondrocytes from articular joint cartifege are lnolated by sequentiat
trypsin and collagenass digsstion followed by collagenasa digestion overnight and are plated
at 2 X 10° cells per well Into 48 well platas with 5 uCl 7 mi 355 (1000 Clmmol) suiphur in type
| collagen coated plates. Cells are allowed to Incorporate label into thelr proteoglycan matrix
(epproximately 1 week) at 37°C, under an atmosphere of 5% COy.

The hight before inltisling the assay, chondrocyte monolayars are washed two imes
in DMEMW/ 1% PSF/G and than allowed o Incubats in fresh DMEM /1% FBS ovemight.

The following moming chondrocytas are washed onces in DMEM/1%PSF/G. The final
wash is allowed to sk on the plates in the incubator while making dilutions.

Media and diutions can be mede as described In the Table beiow.

e
Control Media DMEM glone (control media)
T IL-1Media DMEM + IL-1 (6 ng/mi)

Drug Dilutions Make all compounds stocks at 10 mM In DMSO.
Makes a 100 uM stock of each compound in DMEM in 86 wel
plate. Store In freezer overnight

The naxt day perform sedal diistions in DMEM with IL-1 to 5 uM,
500 nM, and §0 nM. '

Aspirate final wash from wells and add 50 ul of compound from
above dilutions to 450 ul of IL-1 media in appropriate wells of the
48 well piates.

Final compound concentrations equal 500 nM, 50 M, and 5 nM.
Al samples completed In tripficate with Control and 1L-1 alone
samples on each plate.

Piates are labalad and only the Inlerior 24 wells of the plate are used. On onea of the
plates, several columns are designated es iL-1 (no drug) and Control (no IL-1, no drug).
Thase control columns are parfodically counted $o monktor 355-proteogiycan release. Conirol
and IL-1 media are added to wells (450 ul) followed by compound (50 ul) so as to Initiate the
assay. Plates sre incubated at 37°C, with a 5% CO,atmosphere.

At 40-50 % release (when CPM fram !L-1 media is 4-5 times control media) as

assessed by quid scintiiation counting (LSC) of media sampies, the assay Is terminated (-

12 hours). Madia is removed from all wells and placed In scintilation tubes. Sdnﬂlhlall-
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added and radicactive counts are ecquired (LSC). To solubllize cafl layers, 500 ul of papain
digestion buffer (0.2 M Tiis, pH 7.0, 6 mM EDTA, 6 mM DTT, and 1 mg/mi papain) is added to
each wel. Plates with digestion solution are incubated at 60°C ovemight The cell layer is
removed from the piates the next day and placed in scintilation tubes. Scintiiate Is then
added, and samples counted (LSC).

The percent of relsased counts from the total present in each wei is determined.
Averages of the tripiicates are made with control baciground subtracted from each well The
percant of compound Inhibition Is based on IL-1 samples as 0% inhibition {100% of total
counts).

The compourds of the present invention that were tested all have ICy's in at least
one of the above asseys of less than 100 pM prafersbly less than 100nM. Ceriain preferred
groupa of compounds possess differanfial sclaciivity toward the various MMP's or ADAMs.
One group of preferrad compounds possass selaciive activity towards MMP-13 over MMP-1.
Ancther prufarmad group of compounds poasess aggrecanase aciivity in eddition to sslectivity
for MMP-13 over MMP-1.

For adminkstraion t© memymale, inchrding humans, for the nhbiion of mmtrx
metafioproinineses of mammalian reprolysin, a vardely of conventional routes may be used
including oral, parenteral (e.g., Intravenous, intramuscular or subcutansous), buccal, anal and
topical. In genenal, the compounds of the invention (hereinafier also known as the active
campounds) will be administored at dosages betwesn about 0.1 and 25 mg/kg bady welight of
the subject to be treated per day, preferably from about 0.3 10 5 mg/kg. Preferubly the active
compound will be adminisiered crally or pasenierally. However, some varietion in dosage will
necessarly occur depending on the condiion of the mibject being treated. The person
responsbia for administration wil, in any event, determine the appropriate dosa for the Individkaal
subject. )

The compounds of the pressnt invention can be adminisiered In & wide varety of
different dosage forms, in general, the therapeutically effective compounds of this invention are
presarnt in such dosags forms at concantration lsvels ranging from about 5.0% t© about 70% by
waight.

For oral administration, tablets containing verious exiplents such as microcrystaline
callulosa, sodium clirate, calcium carbonate, dicaicium phosphate and glycine mey be employed
slong with various disintegrants such as starch (and preferably com, poteio or tapioca starch),
gighic acid and cerin complex siicates, together with granulstion binders ke
polyvinylpyrmoldone, suciose, gelalion and acacia. Additionally, lubvicating agents such ss

magnesium stearate, sodium [auryl suifate and taic are oflen very useful for tabletfing purposea, -
Sold composiions of a simiar typa may also be employed as fillers in gelatin capsules;
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preferrad materisis In this connaction aleo include lactoss or mik sugar e well as high
malacutar weight polyethylens glycols. VWhen aquecus suspensiona and/or alixirs are desired
for oral administration, the active ingredient may be combined with various sweetening or
flavoring agents, coloring matter or dyes, and, If 50 desired, emulsifying and/or suspending
agents as wal, together with such diluenis as water, sthanol, propylene glycol, giycerin and
various iike combinations theraof. In the case of animals, they are advantageously contained In
an animal feed or drinking water in a concentration of 5-5000 ppm, preferably 25 to 500 ppm.

For parentaral sdministration  (inbramusciiar, intreperitoneal, eubcutaneous and
intravenous use) a sterfle injectable solution of the active ingrediant s ususlly prepared.
Solutions of a tharapeutic compound of the present invention in alther sasama or peanut ol or In
aqueous propylens giycol may be employed. The aquasous soluliona should be suitably adjusted
and buffered, preferably at a pH of greater than 8, ¥ necessery and the Niquid diivent first
rendered isotonic. These aqueous solutions are suiteble Intravenous injection purposes. The
olly solutions are sultabls for intraarticular, inframusciiar and subcutaneous injection purposes.
Thw preparstion of sf thess solutions under sterie conditions 's readiy accomplished by
standard phamaceuiical techniquas wel imown to those siilled in the art. In the case of
animals, compounds can be administered inframuscularly or subcutaneously at dosage levels of
about 0.1 to 50 mp/kg/day, advantagecusly 0.2 to 10 mg/kg/day given in a single dose or up to 3
divided doses.

The active compounds of the invention may also be formulatad In rectsl compositions
such ss suppositories or retention enemss, ¢.g., containing conventional supposiiory bases
such as cocoa butiar or other glycerides.

For intranasal administration or administration by inhalation, the active compounds of
the Invention are convenlently deliverad In the form of a solution or suspension from a pump
spray contalner that ia squeezed or pumped by the patient or as an aercsol spray
presantation from a pressurized container or a nebufizer, with the use of a suftabls propeliant,
eg.. dichiorodifiuoromathane, tichiorofiuoromethane, dichiorotetrafiuoroethane, carbon
dicndde or other suiteble gas. in the case of a pressurized aeroscl, the doasgs unik may be
determined by providing a vaive 10 deliver a metered asmount. The preasized contalnar or
nebulizer may contain a solution or suspension of the active compound. Capsules and
cartrkiges (made, for example, from gelatin) for use in an Inhaler or Insuffiator may be
formuiated contalning a powder mix of a compound of the Invention and a suitable powder
base such as lacinse or starch.

The following Examples lllustrete the preparation of the compounds of the present

invention. Malting points are uncorrectad. NMR data are reported In parts per milfion (3) and *

are referenced to the deuterium lock signal from the sample solvent (deuteriochioroform
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uniess ctharwise specified). Commercial reagents were utifized without further purification.
THF refers to telrahydrofuran. DMF refers to N,N-dimethylformamide. Chromatography
refars to column chromatography performed using 32-83 mm silica gel and exacuted under
nitrogen pressure (flash chromatography) conditions. Room or amblent temperature refers o
20-25°C. All non-aqueous reactions wera run under a nitrogen atmosphere for convenlence
and to maximize yleids. Concsniration at reduced presaure or in vactio means that a rotary
avaporaior was used.
EXAMPLE 1:
rimkiine-2,4 8-irione.

jioo

Mm(im.ezeM)deyMumudummmm
and stired untll the solution was homogenaous. Urea (820mg, 10.32mM) was added and the
mbdure stimed for 30 minutes. A solution of Myl-!-cmhyl-.z-u'-phmmq-phcnmq)mabmh
(1.48gm, 4.13mM) In absoluts athanol (25ml) was added dropwise and the resuftant mbdure
heated under refiux (6 hours). The reaction was allowed to coo! v room temperaiure,
evaporated to dryness and partiioned batwesn ethylacetate (100mi) and water (100mi). The
aqueous layer was saparated, acidified to pH1 with aquaous 1N HCI and exiracted with athyi
acetate (3 x 100mi). The combined organk extracts were dried over magnesium sulfate
(MgSO04), filterad and evaporated to dryness. The resultant whita powder was crystaliized
mumwmnmhmmuammmm
{310mg; sea Tabla 1 for analytical data).

EXAMPLES 2TO §

BExamples 2-9 were prepared by a similar procedure In that described above except
that dietivyl-2-methyl-2-(4-phencxy-phenciy)malonates was replaced with the appropriately
subsiftuiad malonate. In the table that follows, Me is methyl, Bu in n-butyl, Ex. No. ls Exampie
Number, and m'z Is a low resolution molecular lon weight.
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Table 1

NMR data
(40DMMz)

o #m

E0,0

326.2

peQeVs

b (d"-acatone); 1.95
(s.3H); 2.85 (s, br,
2H); 6.85-7.00 (m,
6H); 7.05 (m, 1H);
7.30-7.35 (m, 2H).

.3 | & (d"-ecetone); 0.5

(t 3H): 1.40 (m, 2H);
1.55 (m, 2H); 2.28
{m, 2H); 2.85 (s, br,
2H); 6.82-7.00 (m,
BH); 7.06 (m, 1H);
7.10-7.15 (m, 2H).

5 (d-acetone); 1.95
(8,3H); 2.85 (s, br,
2H); 8.85-7.00 (m,
6H), 7.10-7.15 9m,
2H). '

SeqcUss

Feqen

& (d"-acetone); 0.85
(t, 3H): 1.40 {m, 2H);
1.55(m, 2H), 2.25
{m, 2H). 285 (s, br,
2H), 6.62-7.00 (m,
6H), 7.10-7.15 (m,
2H).

5 (d-acetone); 1.97 |
(s, 3H); 290 (s, br,
2H); 6.75-8.78 (dd,
1H), 7.061-7.087 (m,
1H); 7.27-7.48 {m,
SH); 7.57 - 7.58(d,
2H).

183

——
176
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H\Njfo O (s, 3H); 6.86-6.80
(dd, 1H); 7.27-7.82
O)\I;l o (m, BH).
H

300.3 |  (F-acetone); 1.95 | 200-202

4

339.1 | 5 (d-acetone); 1.88 -

" °o (s, 3H); 5.09 (s, 2H),
)\ \©\ 6.77-8.91 (m, 4H);
o™y o o/\O 7.30-7.45 (m, 5H).

0
=100
£t0 0 0O

Sodium (112mg) was added siawly and carefully fo absoluts ethanol (25m) and
stimed untl a homogeneous solution was cbssrved. 4-phenaxyphenol (910mg) (Aldrich
Chemical Company) wes added slowly and the resultant mbdure stimed (30min, room
tsmparature); diethyt-a-bromo-g-n-butyHmailonate (1.44gm) (See Preparation 3) in absoluta
ethanol (25mi) was added dropwise and the resultant mixture hested to refux (1hour). The
reaction mbdwe was coolad fo room tsmpersiure, avaporated to dryness and partitionsd
bstween ethyl acotate (100mi) and water (100mi). Tha organic layer was separated, washed
with water (3x100md), dried (MgSO4), fitered and svapomated fo give the desirad compound
as a clear oll {1.82gm). 'H NMR (CDCL): § = 0.85-0.88 (¢, 3H); 1.21-1.25 (t, 6H); 1.31-1.39
(m, 4H); 2.2- 2.27 (m, 2H); 4.23-4.28 (q, 4H); 6.80- 6.85 (m, 6H); 7.03- 7.08 (t, 1H); 7.25-7.31
(9. 2H), miz = 401 (M").
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Proparation 2:
Diethyt-2-matiyl, 2-44"-phenaxy-phenoxyjmelonats

00

Sodium (112mg) was added slowly end csrefidly to absolute ethanol (28mi) and
stirad unti a homogenaous sckition was obasyved. 4-Phancuyphenol (810mg) (Aldrich
Chemical Company) was added slowly and the resultant mbdure stimed (30 minutes, room
temperature); diethyl-a-bromo-g-methyl malonate (1.23gm) (Akirich Chemica! Company) In
absolute ethanol (25mi) was added dropwise and the resultant mbdure heated to reflux
(1hour). The reaction mbdure was cooled to room temperature, svaporated to dryness and
partiiohed between ethyl acetate (100mi) and waier (100ml). The orpenic layer was
separated, washed with water (3x100mi), dried (MgSO4), fitered and evaporated to give the
deslred compound as a clear off (1.48gm). *H nmr (CDCL): § = 1.25-1.28 (t, 6H); 1.71 (s, 3H);
4.24-4.30 (q, 4H); 6.88- 6.07 (m, BH); 7.04- 7.08 (t, 1H); 7.25-7.32 (q, 2H); miz = 350 (M+).

Malonates Including those contained In Tebls 2 were preparad uaing analogous
procadures to thoss described above (preparations 1 and 2) starfing from the appropriats a-
bromo,a-alkyl malonate and the appropriate phenol In the table that follows, Mo s methyl
and Et Is ethyl. '
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THNMR

5 (d"-acetone); 1.16-

1.23 (t, 8H); 1.64 (v, 3H); 4.19-
4.24 (g, 4H), 6.90-7.14 (m,

OH).

naz

8 (& - chiororfarmy;
0.86-0.88 (t, 3H) 1.21-1.23 (¢,
6H); 1.26-1.38 (m, 4H); 2.16-
222 (m, 2H).4.20 - 4.25 (q,
4H); 6.80-7.00 (m, BH).

4193

8 (d-aceione), 1.19-
1.23 (¢, 8H); 1.75 (s, 3H); 4.24-
429 (q, 4H); 6.95 - 7.63 (m,
BH).

3433

3 (dacetcne); 1.19-
122 ¢t, 6H); 1.72 (s, 3H); 4.23-
426 (q, 4H); 6.89 - 7.60 (m,
8H).

M43.3
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EtO 0

Diethyl-n-butyimalonste (32.2gm) wes dissolved in methylene chioride (200mi) and
treatad, dropwise, with a soluion of broméne (24.0gm) dissolved in methylane chioride {25mi),
The reauitant mixhire was stimad (1hour, room temperature) wherupon an orange colaration
pemisind. The scivenl was removed under vacuum, and the realdus disiiled under high
vacuum to give tha dasired product ss = clear off (bpt 105 to 110°C; 38.0gm). 'H NMR
(COChL): 8 = 0.80-0.82 (t, 3H); 1.25-1.20(t, 6M); 1.35-1.37 (m, 4H); 2.2- 2.28 (m, 2H); 4.23-
4.20 (q, 4H); miz =285 and 287 (M").

W 2
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CLATMS
1. A compound of the formula

R2 R’ 1
~ — Ar—Y—Ar

R' Ia hydrogen, (C,-C,) perfluoroalkyl, (C,-Cueliyl or (Cy-Ci)eycioalkyl, whersin said
(Cs-Culalkyl or (Cy-Cy)eycloaliyl may optionally contein one to three heteroatoms independently
selected from coygen, >NR* and sulfur; whersin saki (C,-Cylalkyl or (C,-Cy)cycloalkyl may also
optionally be subatiutad by one fo two substituents indapendently salscted from (C-Calkyl,
(GrCidaryl, (CyCyiheteroaryl, OH, NH, (G-CJakyltamino, di(C,-CJlalyflamino, (Cs-
Cy)cycloalkylaming, (Cy-Co)cycioalkykC,-CJakylamino, (CCJalkaxy, -CONH, -CONHR'
-CON(R"),, and (Cy-Cy)cycloaliyl, wherein seid (C-Cy)oycloalkyl may optionally contain one or
two heteroatoms Indspendently ssiectad from >NR®, axygen or sulur.

R? and R? are indepandently selecied from hydrogen or (C,-CJalkyt wherein said (C,-
CJalkyl may optionally contain one hetarcatomn selacted from axygen, >NR?® or sulfur; wherein
said (C,-C,}alkyl may aiso cptionally be substiuted by (C-Cyoaryl, (Cr-Cylheteroaryl, OH, NH,,
(CrCoalkylamino, dI{CCJalkyflamino, (CyC,cyckakylamino, (CyChcycioalky{C,-
CJalkylamina, (C,-CJalkoxy, ~CON(R"), or (CyCy)cycioaliyl; wherain said (C-Cy)oycioalkyl
may contain ona or two hsieroatoms independently selecied from >NR®, cxygen or sulfur;

X Is sslected from the group consisting of cxygen, sullur, >80, >8=0, >NR*, -CH,0- -
OCHy-, <CH,S~, ~CHy(S=0)-, -CH,SOy, -SCHy, -SOCHy, -SO,CHy, -N(RICH,~, -CHN(RY)-,
-N(R")SOy- and -SO,N(R*)-. -

R* wherever it oocurs is independantly selectad from hydrogen and (C-C Jaliot;

R* wherever It occurs Is independently ssiectad from hydrogen, (C-Calkyl, (Cy-
CipJaryl, (Cy-Crohetaroeryt, OH, <CONH,, -CONHR?, -CON(R"); and (C5Culoycioalky;

Y is salected from the group consisting of a bond, axygen, sulfur, >SO,, >S=0, >NH,
-CHy, -CH,0-, -OCHy, -CH;8-, -CH{(S=0)-, -CH;SOy, -8CHy-, -SOCH,-, -SO;yCHy-, -NHCH-,
-CH.NH-, -CH,CH,-, -CH=CH-, -NHSO and -S0,NH-;

Ar' is (Cr-Colaryl or (Cr-Ciolheteroaryt; and

Z s (CeCraaryl, (Cy-Cy)oycioalkyl, (Cy-Cy)cycloallykC,-CJakyl or (CCy)heteraaryl;
wherein ane or two of the ring carbon atoms of sald (C,-Cy)cycioalkyl or (C,-Cylcycloalkyi(C,-

CJalkyl may optionally be replaced by hetercaloms independently selected from oxygen, sutfur -

or NR%:
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Ar* and Z may be optionally substittad on anty of the ring carbon aloms capable of
forming an sddiionsl bond by one 1o thrée substiiuents indepandenty selected from F, CY, Br,
CN, OH, {C-Cialiyl, (Cy-Copesfivaroalisl, (C,-C,)perfiuoroalyiary, (C-CJaliyloxy, (Cy
Ca)cycloalkylaxy,

or a pharmaceutically acceptabie aalt thereof,

2 A compound accorting %o claim 1, whereln X is axygen, -OCH,- or -CH,O-.

3. A compound according o ciaim 1, wherein X Is sulfur, >S50, -SCHy-, -CH,S-,
“CHS50, or -SO.CHy-.

4, A compound according 1 clalm 1, wherein X s, >NR*, -CH,N{R*)-or
N(RCH,-.

5. A compound according to claim 1, whersin X is =N(R*)SO,- and -SON(RY-.

8. A compound acconding fo claim 2, whereln Y is a bond, cxygen, sullur, -CHy-,
>80, -OCH,- or -CH,0-. _

T. A compound according ©o dlaim 3, wherein Y s u bond, axypen, sulfur, -CH,,
>80, -OCH, or -CH,0-.

8. A compound according to ciaim 4, wherein ¥ is a bond, cxygen, sullur, -CHy,
»$0,, -OCH;- or -CH,0-.

9. A compound according lo claim 5, wharein Y is a bond, cxygen, sullur, -CH,,
>80y, -OCHy- or -CH,0-.

10.  Acompound according o claim 1, wherein Ar' is pheryl.

1", A compound acoording o claim 1, wherein Z Is (CCyolaryl

12 A compound according o claim 1, whereln Z e (CyCocycloalyl or (Cy-
GleycioalkyC,-C Jalkytl; wherein one or two of the ring carbon atoms of sald (C-Cy)cycioaliyl
or (Cy-Cy)cycloaky{C-Cakyl may optionally be replaced by hetaroatoms independantly
selectad from oxygen, sulfur or NR®, wheraln R® is hydrogen, (C-CJalkyl, (Cy-Cedaryl, (Cr
Cyoheteroaryl, OH, -CONH,, -<CONHR?, -CON(R*, and (Cy-Cy)cycloalkyl.

13. A compound according to claim 1, wharain 2 is (C-CoJhalaronryl.

1. A compound according 1 claim 1, whereln Ar' and Z sre substiuted on any of
the ring carbon stoms capable of forming an additional bond by one to thres substivents
independently sslectsd fram F, Cl Br, CN, OH, (C,-CJalyl (Cr-CJperfuxroalyl, (Cy
C.)perfiuoroalkyiaxy, (C,-C Jalkyloxy and (C,-Ce)cycloalkyloxy.

16. A compound according to claim 1 wherein X is axygen, Y Is a bond, cxygen,
suffur, -CHy-, >80, -OCH,- or -CH,0-; R' is hydrogen or (C-C.)elkyl, wherein sald (C-C Jalkyl
may optionally contain one o two helercatnma independently selected from cxygen and >NR?,

and wherein sald (C,-CJalkyl may optionaly be substitsted by one to three substtuents -

independently selected from (C,-C,Jalikyl, OH, NH,, (C-C Jaliylamino, &i(C-C,)alkyfjamino, (C;-
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CJakyloxy, -CONH,, -CONHR* and ~CONR* and R? and R® are Independently salectad from
hydrogen and (C,-C Jaliyl

16. A compound according to cialm 1, wherein R’ Is methyt R* and R® are each
hydrogen; X Is axygen; Y is oxygen or a bond; and Z is {C-CyJaryl

17. A compound according to claim 1, whersin R' Is n-buly; R® and R® are each
hydrogen; X ia axygen; Y is coygen ora bond; and Zis (C-Codaryl

18. A compound according to claim 1, wharein R! Is methy; R? and R® are each
hydrogen; X is axygen; Y is axygenorabond; and Z Is (C-Cglaryl

19. A compound according to claim 1, wherain R' is n-butyk R? end R® are each
hydrogen; X Is axygen; Y is oxygen ora bond; end Zls (Cy-Curyl

20. A compound according to claim 1, wherein saki compound Is selected from
the group conslefing of.

S-Methyi-5-{4-phenaxy-phencxy )}-pyrimidine-2,4,6-trions;

§-Mathyl-5-(4-{4'-fiuorophencury)-phanocy)-pyimidine-2.4,8-trione;

6-n-Buty! -5-{4-phenaxy-phenoxy)-pyrimidine-2,4,8-trlone;

6-n-Bulyl 5-(4-{4"-fuorophencxy)-phenaxy)-pyrimidina-2 4,8-trione;

S-Methyl-5-(4-phenyl-phencxy)-pyrimkiine-2,4,6-irione;

5-Methyl-5-(3-phanyl-phancxy)-pyrimidine-2,4,8-rlone; and

5-Methyl-5-{4-banzyloxy-phencxy)-pyrimidine-2.4,8-irione;

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

21. A pharmaceutical camposilion for the treatmeant of a condition salected from the

group consisting of arthrite, Inflammatory bowel disease, Crohn's diseass, emphysema, acute

respiratory distress syndrome, asthma, chronic obstructive puimonary disesss, Alzheimer’s
diseass, orgen transplant toxicily, cachexds, allergic reactions, allergic contact hypersanaitivity,
cancer, tissue uicaration, restenosls, pericdontal disease, epidermoiysis bullosa, osteoporbsis,
loosening of ariificial joint implants, atheroscierosts, aortic aneuryam, congestive heart fallure,
myocardial infarcion, stroks, cersbral ischemia, head frauma, spial cord injusy, neuro-
degenenative disorders, autoimmune disorders, Huntingion's dissass, Parkinson's diseese,
migraine, depression, peripheral neuropathy, pain, cerebral amyloid anglopathy, noctropic or
cognition enhancement, amyotrophic lateral sclarosis, mulliple aclerosla, ocular angiogenesls,
comeal injury, macular degensration, abnormal wound healing, bums, diabetss, tumor nvasion,
tumor growth, ksmor metastasls, comaal ecaning, ecleritis, AlDS, sepsis and seplic shock In a
mammal, including a human, comprising an amount of & compound of claim 1 effective in such
freatment and a pharmaceutically accepinble carvier.

22. A method for treating a condition aslected from the group consisting of arthwitls, -

inflammatory bowe! disaase, Crohn's disease, emphysema, acute respiratory distress
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syndrome, asthma, chronic cbsiructive pulmonary dissase, Alzheimer's disease, organ
transplant toodeity, cachenda, allergic reactions, slergic contact hypersensitivity, cancer, tissue
uiceration, restencsls, periodonial disease, epidenmolysis buflosa, osteoporosis, lbosening of
artificial joint implants, atherosciorosis, eorfic aneurysm, congestive heart fallure, myocardial
infarciion, siroke, cersbraf fachemia, head trauma, spingl cond hjwy, neuro-degenerative
disorders, sutoilmmune disorders, Huntingion's dimeess, Parkinson's disease, migraine,
depression, peripheral newopathy, pain, cerebral smyloid anglopathy, nootropic or cognition
enhencemsnt, amyctrophic leteral sclerosls, multiple sclerosis, oculer angloganesis, comes)
injury, macular degeneration, abnormal wound healing, bums, diabates, tumar invasion, tumnor
growth, tumor melasiasis, comeal scaning, scleritls, AIDS, sepals and septic shock In &
mammal, inciuding 8 human, comprising administering to sald mammal an amount of a
compound of ciaim 1, effective in treating such a condition.

23, A pharmaceutical composition for the trestment of a condition which can be
treated by the inhibition of mastrix metalioproteineses in & mammai, Including a human,
comprising an amount of a compound of claim 1 effective in such treatment and a
pharmaceutically accepiable carier.

24. A pharmacaufical compoaition for the treatment of a condition which can be
treated by the inhibition of a mammalian reprolysin in a mammal, including a human,
compriaing an amount of a compound of claim 1 effective in such treatment and a
pharmaceiically acceptable carrier.

25. A method for the inhiblion of matrix metalioproteingses in a mammal,
including a human, comprising administering to said mammal an effective amount of a
compound of claim 1.

23. A method for the imhibition of a mammalian reprolysin in a mammal, including
a human, comprising administering t©0 said mammal an effective amount of a compound of
claim 1.
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PYRIMIDINE —2.4 8-TRIONE METALLOPROTEINASE INHIBITORS

Abstract
The present invention relatas (o pyrimidine-2 4.6-triane metalioproteinase inhibitora of
the formula
0 R’
Rz\NJT_ Al—Y—2
0)\ 0

whuulnl.Y.Ar‘.?_R‘.R'andR‘mudpﬂndhhlpodllmﬂ:n.mdb
pharmaceutical compositions and methods of treating Inflammation, cancer and othar
disorders.
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PIRTMIDINA-2,4, 6-TRIONAS INHIBIDORES DE METALOPROTEINASAS

Antecedentes de la invencién

La presente invencién se refiere a pirimidina-2,4,6-

trionas inhibidores de metaloproteinasas, y a composiciones
farmacéuticas y procedimientos de tratamiento de 1la
inflamacifn, el céncer, asi como de otros trastornos.

Los compuestos de la presente invencidn son inhibidores
de las cinc metaloendopeptidasas, en especial las que
pertenecen a las subfamilias de metaloproteinasa de la matriz
(también denominadas MMP o matrixina) y de reprolisina
(tambi&n conocida como adamilsina) de 1las metzincinas
(Rawlings, et al., Methods in Enzymoloqy, 248, 183-228 (1995)
y Stocker, et al., Protein Science, 4, 823-840 (1995)).

La subfamilia de enzimas MMP, cuenta en la actualidad
con diecisiete miembros (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8,
MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14, MMP-15, MMP-
16, MMP-17, MMP-18, MMP-19 y MMP-20). La mayoria de las MMP
son bien conocidas por su funcién en la regulacién de la
renovacién de las proteinas de la matriz extracelular y como
tales desempeflan importantes funciones en los procesos
fisiolégicos normales como la reproduccibén, el desarrollo y
la diferenciacién. Ademfs, las MMP se expresan en muchas
gsituaciones patol&gicas en las que se produce una renovacidn
andmala del tejido conectivo. Por ejemplo, la MMP-13, una

enzima con una potente actividad para degradar el col&geno
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tipo II (el principal coldgenoc en el cartilago), ha demos-
trado que Bse sobreexpresa en el cartilago osteoartritico
(Mitchell, et al., J. Clin. Invest., 97, 761 (1996)). Otras
MMP (MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-12) también se
scbreexpresan en el cartilago osteocartritico y cabe esperar
que la inhibicién de algunas o todas estas MMP ralentice o
bloquee la pérdida acelerada de cartilago tipica de
enfermedades de las articulacionee como la osteoartritis o
la artritis reumatoide.

Las reprolisinas de mamifero se conocen como ADAM (del
inglés A Disintegrin And Metalloproteinase) (Una disintegrina
y metaloproteinasa (Wolfberg, et al., J. Cell. Biol., 131,
275-278 (1995)) y contienen un dominio de disintegrina junto
con un dominio del tipo de las metaloproteinasas. Hasta la
fecha, se han identificado veintitré&s ADAM distintas.

La ADAM-17, también conocida como enzima conversora del
factor alfa de necrosis tumoral (TACE) es la ADAM mejor
conocida. La ADAM-17 (TACE) es responsable de la escisién del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, también conocido como
caquectina unido a las células). Se sabe que el TNF-a esté
implicado en muchas enfermedades infecciosas y autoinmunes
(W. Friers, FEBS Letters, 285, 199 (1991)). Adem&s, se ha
demostrado que el TNF-a es el mediador principal de 1la

respuesta inflamatoria observada en la septicemia y el choque

séptico (Spooner, et al., Clinical Immunology _and
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Immunopathology, 62, S11 (1992)). Existen dos formas de TNF-

-3-

o, una proteina de membrana tipo II de masa molecular
relativa 26.000 (26 kD) y una forma scluble de 17 kD generada
a partir de la proteina unida a las células por escisidn
proteolitica especifica. La forma soluble de 17 kD del TNF-«
es liberada por las células y se asocia a los efectos
perjudiciales del TNF-o. Esta forma de TNF-a también puede
actuar en sitios alejados del lugar de la sintesis. Asi, los
inhibidores de la TACE evitan la formaci6én de TNF-a soluble
y previenen loe efectos perjudiciales del factor soluble.
Los compuestos seleccionados de la invencién son
potentes inhibidores de la agrecanasa, una enzima importante
en la degradacién del agrecano del cartilago. Se cree también

que la agrecanasa es una ADAM (Torterella et al., Science,

284, 1664 (1999)). La pérdida de agrecano de la matriz del

cartilago es un factor importante en 1la progresién de
enfermedades de las articulaciones como ostecartritis vy
artritis reumatocide y es de esperar que la inhibicién de
agrecanasa ralentice o blogquee la pérdida de cartilago en
estas enfermedades.

Otras ADAM que han demostrado expresifin en situaciones
patolégicas incluyen ADAM TS-1 (Kuno et al., J. Biol. Chem,,
272, 556-562 (1997)) y ADAM 10, 12 y 15 (Wu, et al., Biochem.
Biophys. Reg. Comm., 235, 437-442 (1997). Como reconocimiento

de la expresifn, se apreciari que la asociacifn de substratos
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fisiolégicos y enfermedad de las ADAM aumenta la importancia
de la funcién inhibidora de esta clase de enzimas.

Es conocido que diferentes combinaciones de MMP y ADAM
se expresan en diferentes situaciones patolégicas. Como
tales, para determinadas enfermedades.individuales pueden
preferirse inhibidoree con selectividades especificas para
determinadas ADAM y/o MMP. Por ejemplo, la artritis
reumatoide es una enfermedad inflamatoria de las
articulaciones caracterizada por niveles excesivos de TNF y
por la pérdida de los constituyentes de la matriz de la
articulacién. En este caso, la terapia preferida puede ser
un compuesto que inhiba la TACE y la agrecanasa, ademés de
las MMP, tal como MMP-13. Por el contrario, en una enfermedad
de las articulaciones menos inflamatoria como la
osteoartritis, pueden preferirse los compuestos que inhiban
las MMP que degradan la matriz como MMP-13, pero no la TACE.

Loa autores de la presente invencién han descubierto
también que es posible identificar inhibidores de f£&6rmula I
con actividad diferencial de metaloproteinasas y reprolisinas
(preferiblemente actividad inhibidora de MMP-13). Un grupo
de inhibidores preferidos de f6rmula I que los inventores han
podido identificar incluye aquellos que inhiben
selectivamente MMP-13 preferentemente sobre MMP-1.

Los inhibidores de la metaloproteinasa de la matriz y

de la reprolisina son bien conocidos en la bibliografia.
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Especialmente, la publicacién de documento PCT WO 98/58925,

publicada el 30 de diciembre de 1998 se refiere a ciertas

pirimidina-2,4,6-trionas inhibidores de MMP. La publicacién

de patente europea 606.046, publicada el 13 de julio de 1994,

se refiere a ciertos inhibidores heterociclicos de las MMP.

La patente de los Estados Unidos. 5..861.51Q, expedida el 195

de enero

de 1999, se refiere a cidos

arilsulfonilaminohidroxmicoe ciclicos que son fitiles como

inhibidorea

de las MMP. La publicacién del documento

PCT

WO098/34918, publicada el 13 de agosto de 1998, se refiere a

dcidos hidrox&micos heterociclicos que
p——————L e == —— -

compuestos

incluyen ciertos

dialquil sustituidos, que s8son f(tiles como

inhibidores de las MMP. Las publicaciones de documentos PCT

MO_96/27583 y WO 98/07697, publicadas el 7 de marzo de 1996

y el 26 de

febrero de 1998, respectivamente, se refieren a

acidos arilsulfonilhidroxamicos. La publicacién del documento

PCT WO 98/03516, publicada el 29 de enerc de 1998 se refiere

a fosfinatos con actividad frente a las MMP. La publicacién

del documento PCT 98/33768, publicada el 6 de agosto de 1998,

se refiere a &cidos arilsulfonilamino-hidrox&micos con el N

no sustituido. La publicacién del documento PCT WO 98/08825 :

———
" —— -

y WO QBLgpaié, publicadas ambas el 5 de marzo de 1998, se

refieren a ciertos inhibidores de las MMP heterociclicos. Las

solicitudes de patente de los Estados Unidos 60/096232 y

60./096256,

presentadas ambas el 12 de agosto de 1998,
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refieren también a A&cidos hidroxdmicos heterociclicos
inhibidores de las MMP y del TACE. Cada una de las
publicaciones y solicitudes anteriormente citadas ase
incorpora en la presente memoria come referencia en su
totalidad.

rio de invencién

La presente invencién se refiere a compuestos de férmula

0 1
R X— Art—Y—2
N
PN !
o T 0
R3

en la que R' es hidrégeno, perfluorcalguilo C,-C;, alquilo C,-
Cg 0 cicloalquilo GC;-Cg, pudiendo contener dichos alquileo C,-C;
o cicloalquilo C;-Cy opcionalmente de uno a tres heteroitomos
seleccionados independientemente de oxigeno, >NR’ y azufre;
pudiendo estar también dichos alquilo C,-C; o cicloalgquilo C;-
C; opcionalmente sustituidos por uno a dos sustituyentes
seleccionadoe independientemente de alquilo C,-C,, arilo C,-
Cyw, heteroarilo C,-C,, OH, NH;, (alquil C,-C,)amino, di[alquil
C,-C;)lamino, {cicloalquil GC;-Cg)amino, (cicloalquil C,-
C;) (alquil C,-C,)amino, alcoxi C,-C,;, -CONH,, -CONHR*, -CON(R'),
Yy cicloalquilo C3;-Cy, pudiendo contener dicho cicloalquilo C,-
C; opcionalmente uno o dos heteroatomos seleccionados

independientemente de >NR?, oxigeno y azufre.
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R* y R’ se seleccionan independientemente de hidrégeno
o alquilo C(C;-C;, pudiendo contener dicho alquilo C,-C,
opcionalmente un heteroitomo seleccionado de oxigeno, >NR® o
azufre y pudiendo estar dicho alquilo C,-C;, opcionalmente
sustituido por arilo Cs-C,, hetercarilo C;-C,, ©OH, NH,,
(alquil C,-C,)amino, di[(alquil C,-C,}]amino, (cicloalquil C;-
Cg)aminoe, ({(cicloalquil C,-Cg) (alquil C,-C,)amino, alcoxi C,-C,,
-CON(RY)> o cicloalquilo GC;-C;, pudiendo contener dicho
cicloalquilo C;-C; uno o dos heterodtomos seleccionados
independientemente de >NR®, oxigeno y azufre;

X se selecciona del grupo formado por oxigeno, azufre,

>50., >8=0, »>NR!, -CH,0-, -OCH,-, -CH,;S-, -CH,(S=0)-, -CH,SO.-,
-SCH.-, -SOCH,-, -50,CH;-, -N(R')CH,-, -CH.N(R')-, -N(R')SO0.,- y

-SO.N (R*) -;
R', siempre <que esté presente, se selecciona

independientemente de hidrégeno y alquilo C,-C;;

R?, siempre que esté presente, se selecciona
independientemente de hidrégeno, alquilo C;-C,, arilo C,-C.
heteroarile C,-C,, OH, -CONH,, -CONHR', -CON(R'), vy
cicloalgquilo C;-Cy;

Y se s8selecciona del grupo formado por un enlace,
oxigeno, azufre, »80,, >S=0, >NH, ~CH,-, -CH,0-, -OCH,-, -CH,S-
, -CH.(8=0)-, -CH,;80,-, -SCH,-, -SOCH,-, -SO,CH,-, -NHCH,-,

-CH,NH-, -CH,CH,-, -CH=CH-, -NHSO,- y -SO,NH-;

Ar' es arilo C4-C,y © heterocarilo C;-Cy: Y
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Z es arilo C4-Cy, cicloalquilo C,-Cz, (cicloalquil GC,-
Cy) (alquilo C;-C,) o heteroarilo C;-C,; pudiendo estar uno o
dos de 1los &tomos de carbono del anillo de dichos
cicleocalquilo GC;-C; o (cicloalquil GC,-C;) (alquilo C,-C,)
opcicnalmente reemplazados por heteroAtomos seleccionados
independientemente de oxigeno, azufre y NR%;

pudiendo estar Ar' y Z opcionalmente sustituidos en
cualquiera de los atomos de carbono del anilleoc que puedan
formar un enlace adicional por uno a tres sustituyentes
seleccionades independientemente de F, Cl, Br, CN, OH,
alquilo C,-C,, perfluoroalquilo C,-C,;, perfluorocalcoxi C,-C,,
alcoxi C,-C; y cicloalquiloxi C;-Cg) ;

o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente invencién también se refiere a las sales de
adicién de A&cidos farmacéuticamente aceptables de los
compuestos de f&rmula I. Los &cidos que se usan para preparar
las sales de adicién de acidos farmacéuticamente aceptables
de los compuestos bdasicos anteriormente citados de esta
invencién son aquellos que forman sales de adicién de &cidos
no téxicas, es decir, sales gque contienen aniones
farmacolédgicamente aceptables como clorhidrato, bromhidrato,
yodhidrato, nitrato, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato
dcido, acetato, lactato, citrato, citrato &cido, tartrato,
bitartrato, succinato, maleato, fumarato, gluconato,

sacarato, benzoato, metancsulfonato, etanosulfonato,
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bencenosul fonato, p-toluenosulfonato y pamoato [es decir,
1,1’-metilen-bis-{2-hidroxi-3-naftoato)].

La invencién también se refiere a las sales por adicidn
de bases de f6rmula I. Las bases quimicas que se usan como
reactivos para preparar las sales de adicién de bases
farmacéuticamente aceptables de loa compuestos de férmula I
que son de naturaleza Acida son aquellas que forman sales de
adicién de bases no téxicas con dichos compuestos. Tales
gales de adicién de bases no téxicas incluyen, aungue sin
quedar limitadas a las mismas, las derivadas de cationes
farmacolédgicamente aceptables como cationes de metales
alcalinocs (por ejemplo, potasio y sodio) y cationes de
metales alcalinotérreos (por ejemplo, calcio y magnesio),
sales de amonio o de adicién de aminas solubles en agua como
N-metilglucamina (meglumina) y 1las sales de (alcanol
inferior)amonic y otras sales de~adicién de bases de aminas
organicas farmacéuticamente aceptables.

El término "enlace", tal y como se usa en el grupo Y,
ge refiere a que los grupcs Ar' y Z est&n conectados
directamente a través de un enlace carbono-carbono de manera
que forman anillos arilo pendientes como difenilo.

El término "alquilo" tal como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otro modo, incluye
radicales hidrocarburo monovalentes saturados con restos

lineales, ramificados o ciclicos, © combinaciones de los
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mismos. Los grupos alquilo, cuando estén presentes, pueden
estar opcionalmente sustituidos con un sustituyente adecuado.

El término "alquenilo", tal y como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otro modo, incluye
radicales hidrocarburo que contienen al menoe un enlace
olefinico y que tienen restos lineales, ramificados o
ciclicos o combinaciones de los mismos.

El término "alquinilo®, tal y como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otro modo, incluye
radicales hidrocarburo que contienen al menos un enlace
carbono-carbono triple y que tienen restos lineales,
ramificados o ciclicos o combinaciones de los mismos.

El término "alcoxi" tal como se usa en la presente
memoria, incluye grupos O-alquilo en los que "algquilo" se
define como antes.

El término "halo", tal y como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otro modo, incluye flior,
cloro, bromo o yode, preferiblemente flGor o cloro.

El término "arilo", tal como se usa en la presente
memoria, a no ser que Be indique de otro modo, incluye un
radical orgénico derivado de un hidrocarburo aromidtico por
eliminacién de uno o mis hidrégenos, como fenilo o naftilo,
opcionalmente sustituido con de 1 a 3 sustituyentes adecuados
seleccionados del grupo formado por fluoro, cloro, ciano,

nitro, trifluocrometilo, alcoxi C,-Cg, ariloxi C4-Cyy,
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cicloalquiloxi C3-C;, trifluorometoxi, difluorometoxi o
alquilo C,-Cs.

El término "heterocarilo", tal como se usa en la presente
memoria, a no ser que se indique de otro modo, incluye un
radical organico derivado de un compuestc heterociclico
aromidtico por eliminacién de uno o mis hidrégenos, como
piridilo, furilo, pirreolilo, tienilo, isotiazolilo,
imidazolilo, benzoimidazolilo, tetrazolilo, pirazinilo,
pirimidilo, quinolilo, isoquinolilo, benzofurilo,
isobenzofurilo, benzotienilo, pirazolilo, indolilo,
isoindolilo, purinilo, carbazolilo, isoxazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, benzotiazolilo o benzoxazolilo, opcionalmente
sustituidos con 1 a 3 sustituyentes adecuados como los
definidos mis adelante, talee como fluoro, <cloro,
trifluorometilo, alcoxi C;-C4, ariloxi C4-Cyy, cicloalquiloxi
Cy-Cy, trifluorometoxi, difluorometoxi o alquilo C,-C,.

"Un sustituyente adecuado" se refiere a un grupeo
funcional, quimica o farmacéuticamente aceptable, es decir,
un resto que no anule la actividad inhibidora de 1los
compuestos de la invencién. Tales sustituyentes adecuados se
pueden seleccionar de forma rutinaria por los técnicos en la
materia. Ejemplos ilustrativos de sustituyentes adecuados
incluyen, aunque s8in estar limitados a los mismos, grupos
halégeno, grupos perfluoroalquilo, grupos perfluorcalcoxi,

grupos alquilo, grupeos hidroxi, grupos oxo, grupos mercapto,

' J
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grupos alquiltio, grupos alcoxi, grupos arilo o heteroarilo,
grupcs ariloxi o hetercariloxi, grupos aralgquilo o
hetercaralquilo, grupos aralcoxi o hetercaralcoxi, grupos
carboxi, grupos amino, grupos alquil- y dialquilamino, grupos
carbamoilo, grupos alquilcarbonilo, grupos alcoxicarbonilo,
grupos alquilaminocarbonilo, grupos dialquilaminocarbonilo,
grupos arilcarbonilo, grupos ariloxicarbonilo, grupos
alquilsulfonilo y grupos arilsulfonilo y grupos similares.

Algunos compuestos de £fédrmula I contienen centros
quirales y por tanto existen en diferente formas
enantioméricas. Esta invencién s8se refiere a todos los
isomeros Spticos, enantiémeros, diastereoistmeros Y
estereoisbmeros de los compuestos de f6rmula I y a sus
mezclas. Los compuestos de la invencifédn también existen en
diferentes formas tautdmeras. Esta invencién se refiere a
todos los tautdSmeros de férmula I.

Los compuestos preferidos de la invencién son agquellos
en los que R? y R® son cada uno hidrégeno.

Otros compuestca preferidos de la invencidén incluyen
aquellos en los que X es oxigeno, -OCH,-, -CH,O-, mas
preferiblemente, en los que X es oxigeno; mas
preferiblemente, en los que Y es un enlace, oxigeno, azufre,
-CH,-, »80,, -OCH,- o -CH,0-, mas preferiblemente, en los gue
Y es oxigeno, -0OCH,- o -CH,0-, lo méds preferible en los que

Y es oxigeno.

S,
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Otras realizaciones de la invencién incluyen los
compuestos de férmula I en los que X es azufre, »50,, -SCH;-,
-CH.S-, -CH,80,- o -S0,CH,-, méis preferiblemente, en los que ¥
es un enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, »80,, -OCH,- o -CH,0, mas
preferiblemente, en los que Y es oxigeno, -OCH,- o -CH,0-, lo
m&s preferible, en los que Y es oxigeno.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de fSrmula I en los que X es >NR', -CH,NR'- o

-NR'CH,-, mds preferiblemente, en los que Y es un enlace,
oxigeno, azufre, -CH,-, >80,, -OCH,- o -CH)0, més
preferiblemente, en los que Y es oxigeno, -OCH,- o -CH,O-, lo
més preferible, en los que Y es oxigeno.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de férmula I en los que X es -N(R')S0,- o -SO,N(R’) -
, mids preferiblemente, en los que Y es un enlace, oxigeno,
azufre, -CH,-, >80,, -OCH,- o -CH;0-, mis preferiblemente, en
los que Y es oxigeno, -OCH,-, lo més preferible, en los que
Y es oxigeno.

Otros compuestos preferidos son aquellos en los que Ar'
es fenilo opciocnalmente sustituido.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de férmula I en los que Z es arilo C4Cy,
preferiblemente fenilo, sustituido opcionalmente con uno o
mids sustituyentes, preferiblemente cero, uno o dos

sustituyentes, seleccionados independientemente de F, Cl, Br,

Ll
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-CN, OH, alquilo C,-C,, perfluoroalquilo C,-C;, perfluorocalcoxi
C,-C;, alcoxi C,-C, y cicloalquiloxi Cy-GC.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de f6rmula I en loB que Z es cicloalgquilo C;-Cs (es
decir, cicloalquilo C;-Cg © {cicloalquiloxi C-Cy) - (alquilo C,-
Cy)), en los que uno o dos de los &atomos de carbono del
anillo de dicho cicloalquilo C;-Cy pueden estar opcionalmente
reemplazados por heterocdtomos seleccionados
independientemente de oxigeno, azufre o NR’, estando
seleccionado R’ de hidré6geno, alquilo C;-C,, arilo C,-C,,,
heteroarilo C,-C,,, OH, -CONH,, -CONR‘, -CON(RY), ¥y
cicloalquile C;-C;. Tales grupos preferidos incluyen
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranile, N-metil-3-
azetidinilo, piperazinilo, piperidinilo, 1,3-oxazolidin-4-on-
5-ilo, 1,3-oxazolidin-2,4-dion-5-ilo, 4,5-dihidre-1,2-
oxazolidin-3-on-4-ilo, 1,3-tiazolidin-4-on-5-ilo, 1,3-
tiazolidin-2,4-dion-5-ilo, 1,3-imidazolidin-4-on-5-ilo, 1,3~
imidazolidin-2,4-dion-5-~ilo, l,2-pirazolidin-3-on-4-ilo,
tetrahidro-1,3-oxazin-4-on-5-ilo,tetrahidro-1,3-oxazin-2,4-
dion-5-ilo, morfolinilo, morfolin-3-on-2-ilo, morfolin-3,5-
dion-2-ilo, 2,3-dihidro-1,4-cxazin-3-on-2-ilo, tetrahidro-
1,3-tiazin-4-on-5-ilo,tetrahidro-1,3-tiazin-2,4-dion-5-ilo,
tiomorfolinilo, tiomorfolin-3-on-2-ilo, tiomorfolin-3,5-dion-

2-ilo, 2,3-dihidro-1,4-tiazin-3-on-2-ilo, hexahidro-1,2-

s
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diazin-3-on-4-ilo, 4,5-dihidro-2H-piridazin-3-on-4-ilo,
hexahidro-1,3-diazin-2,4-dion-5-ilo, piperazin-2-on-3-ilo,
piperazin-2,6-dion-3-ilo,tetrahidro-1,3,4-tiadiazin-5-on-6-
ilo, 5,6-dihidro-1,3,4-tiadiazin-5-on-6-ilo, 1,3,4-oxadiazin-
5-on-6-ilo, 5,6-dihidro-1,2,4-oxadiazin-5-on-6-ilo,
tetrahidro-l,2,4-oxadiazin-5-6n-6-ilo,1,2,4-triazin-5-on—6-
ilo, tetrahidro-1,2,4-oxadiazin-5-on-6-ilo, 5,6-dihidro-
1,2,4-oxadiazin-5-on-6-ilo, 1,2,4-oxadiazin-3,5-dion-6-ilo,
y 1,2,4-triazin-6-on-5-ilo, preferiblemente ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, tetrahidrofuranilo,
tetrahidropiranilo, N-metil-3-azetidinilo, piperazinilo,
piperidinile, N-metilpiperidinilo y morfolinilo, mas
preferiblemente ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, tetrahidrofuranilo y tetrahidropiranilo, lo mas
preferible, ciclopropilo, tetrahidrofuranilo Y
tetrahidropiranilo.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de fOrmula I en los que Z es ({(cicloalquil C,-
C;) {alquilo C,-C,) ; pudiendo eatar uno o dos de los dtomos de
carbonc del anillo de dicho (cicloalquil C;-Cg) (alquilo C;-C,)
opcionalmente reemplazado por heterodtomos seleccionados
independientemente de oxigeno, azufre o >NR®, seleccion&ndose
R’ de hidrégeno, alquilo C,-C,, arilo C4-C;5, heteroarilo C,-C,,
OH, -CONH,, -CONHR!, -CON(R'}; y cicloalquilo C;-C;. Los anilles

cicloalquilo y heterocicloalquilo preferidos son como los

Yol
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descritos antes. Los grupos alquilo preferidos de dicho
(cicloalquil C;-G,) {alquilo C,-C,) son metileno y etileno.

Otras realizaciones de 1la invencién incluyen los
compuestos de f6rmula I en los que Z es heteroarilo C.-Cy;
preferiblemente piridilo, furilo, pirroilo, tienilo,
isotiazolilo, imidazolilo, benzoimidazolilo, tetrazolilo,
pirazinilo, pirimidilo, quinolilo, isoquinolilo, benzofurilo,
isobenzeofurilo, benzotienilo, pirazolilo, indolilo,
isoindolilo, purinilo, carbazolileo, isoxazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, benzotiazolilo o benzoxazolilo, més
preferiblemente, piridilo, pirimidilo o pirazinilo, lo mis
preferible, piridilo; pudiendo estar cada uno de dichos
hetercarilo (,-C,y opcionalmente sustituido por 1 a 3
sustituyentes adecuados, como fluoro, cloro, trifluorometilo,
alcoxi C,-Cq, ariloxi C4-Cy,y, trifluorometoxi, difluorometoxi
o alquilo G;-C;.

Otros compuestos preferidos de la invencién incluyen los
compuestos en los que Ar' es fenilo o hetercarilo C,-Cy,;
preferiblemente piridilo, furilo, pirroilo, tienilo,
isotiazolilo, imidazolilo, benzoimidazolilo, tetrazolilo,
pirazinilo, pirimidilo, quinolilo, isoquinolilo, benzofurilo,
isobenzofurilo, benzotienilo, pirazolilo, indolilo,
isoindelilo, purinilo, carbazolilo, isoxazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, benzotiazolilo o benzoxazolilo, mas

preferiblemente, fenilo, pirimidilo, pirazinilo, pirimidilo,
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lo més preferible, piridilo o© fenilec opcionalmente
sustituidos por 1 a 3 sustituyentes adecuados como fluoro,
cloro, trifluorometilo, alcoxi C,-C,, ariloxi Cg-Cyy,
trifluorometoxi, difluorometoxi o alquilo C,-C,.

Otros compuestos preferidos de la invencidén incluyen
aquellos en los que Ar!' y Z est&n sustituidos en cualquiera
de los atomos de carbono del anillo que puede formar un
enlace adicional por uno o mids sustituyentes seleccionados
independientemente de F, Cl, Br, -CN, OH, alquilo C,-C,,
perfluoroalquilo C,-C,, perfluoroalcoxi C,-C,, alcoxi C,-C, y
cicloalquiloxi C;-C;.

Los compuestos maAs preferidos de la invencidn incluyen
compuestos de férmula I, en los que X es oxigeno, Y es un
enlace, oxfigeno, azufre, -CH.-, >S0;, -OCH,- o -CH,0-; R' es
hidrégeno o alquilo C,-C,; pudiendo contener dicho alquilo ;-
C, opcionalmente uno a dos heterodtomos seleccionados
independientemente de oxigenc y >NR’, pudiendo dicho alquilo
C,-C, estar ademis opcionalmente sustituido por uno a tres
sustituyentes (preferiblemente, cero, uno o dos
sustituyentes) seleccionados independientemente de alquilo
C,-C;, OH, NH,, (alquil C,-C,}amino, di[(alquil C,-C,)]amino,
alcoxi ¢C,-C,, -CONH,, -CONHR* y CON(R%),; y R? y R' se
seleccionan independientemente de hidréSgeno y alquilo C,-C,.

Otras realizaciones de la invencién incluyen compuestos

de f6rmula I en los que R' es alquilo C,-C; que opcionalmente
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contienen uno a tres heterodtomos (preferiblemente dos
heterodtomos separados por al menos un &atomo de carbono,
siendo dicho heterodtomo con preferencia -NH- u O, lo mas
preferible 0), estando dicho alquilo C,-C sustituido con OH,
NH,, (algquil C,-C,)amino, di[(alquil C,-C,)]amino, alcoxi C,-C,
o -CON(R*%),, preferiblemente dil[(alquil C,-C,)]amino.

Otras realizaciones de la invencién incluyen compuestos
de f6rmula I, en la que al menos uno de R! y R® es alquilo C,-
C,» opcionalmente sustituido con un heterodtomo (siendo
preferiblemente dicho hetercdtomo -NH- u -0-, lo méas
preferible -0-), estando dicho alquilo C;-C; sustituido con
uno o dos grupos seleccionados independientemente de arilo
Cs-Ciw © heteroarilo C;-C,p.

Otros compuestos preferidos de la invencién incluyen
aquellos en los que:

R' es metilo; cada uno de R’ y R’ es hidrégeno; X es
oxigeno; Y es oxigeno; y Z es arilo C4-Cyp;

R' es n-butilo; cada uno de R! y R’ es hidrSgeno; X es
oxigeno; Y es oxigeno; y Z es arilo Cg-Cg;

R' es metilo; cada uno de R? y R} es hidrbgeno; X es
oxigeno; Y es oxigeno; y Z es arilo C4-Cyp; Y

R' es n-butilo; cada unc de R! y R’ es hidr6geno; X es
oxigeno; Y es oxigeno; y Z es arilo C4-Cy.

Compuestos especificos preferidos de férmula I se

seleccionan del grupo formado por:

\&Y
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5-Metil-5-(4-fenoxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4- (4’ -fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
5-n-Butil-5- (4-fenoxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;
5-n-Butil-5-(4-(4’-fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-fenil-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(3-fenil-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona; y

5-Metil-5- (4-benciloxi-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros compuestos de la invencién incluyen:

5-Metil-5-(4- (4’ -clorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4- (4’ -cianofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4, 6-
triona;

5-Metil-5-(4-(4’'-trifluorometilfenoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4- (4’ -metoxifenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4-(3'~clorofenoxi)-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5- (4- (3’ -fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
tricna;

5-Metil-5-(4-(3’'-trifluorofenoxi)-fenoxi) -pirimidina-

2,4,6-triona;

o
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5-Metil-5-(4-(4’'-clorofenilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-{4’-fluorofenilmetoxi) - fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;
5-Metil-5- (4- (4’ -fluoro-2’'-cloro-fenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-(4'-cloro-2'-fluoro-fenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-(4’'-fluoro-2’'-metil-fenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-(4’-fluoro-2’-trifluorometil-fenilmetoxi) -
fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;
5-Meti1-5-(4-(4'-f1uor9-2'—ciclopropil-fenilmetoxi)-
fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-S-(4-(piridin-2-il) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
5-Metil-5-(4-(4'-fluoro-piridin-2-il)-£fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;
5-Metil-5-{4-{4*'-cloro-piridin-2-il) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;
5-Metil-5-(4-(piridin-4-il) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;
5-Metil-5-(4-(piridin-3-il)-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4-(pirimidin-2-il) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-

¥
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triona;

5-Metil-5- (4-(pirimidin-4-il)-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4-(pirazin-3-il)-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4-(pirazin-4-il) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

1,5-Dimetil-5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

1-Etil, 5-metil-5-(4- (4’ -fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

1- (2-Metoxietil) -5-metil-5-{4-{4'-fluorcfenilmetoxi) -
fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;

l1-(2-Dimetilamino-etil)-5-metil-5-(4-(4"-
fluorcofenilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

l-Ciclopropilmetil-5-metil-5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi) -
fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-Dimetilaminometil-5- (4-(4'-fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-(2-Dimetilamino-etil)-5-(4-(4‘-fluorofenilmetoxi) -
fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona;

5-(2-Metoxietil) -5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Ciclopropilmetil-5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi) - fenoxi) -

pirimidina-2,4,6-triona;
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5-Etil-5-(4-(4'-fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Trifluorometil-5-{4-(4’'-fluorcfenilmetoxi) -fenoxi} -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Igopropil-5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi)-fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Isobutiril-5-(4-(4'-fluorofenilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4’'-fluorofenilmetoxi)-feniltio) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4’-fluorofenilmetoxi) -fenilsulfonil) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4'-fluorofenilmetoxi) -fenilsulfoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5- (N-4-(4’-fluorofenilmetoxi) -fenilamino) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5- (N-Metil-N-4-(4’'-fluorofenilmetoxi)-fenil-
amino) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-(4- (4’ -Fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-{4- (4’ -Clorofenoxi) -fenoxi) ~-pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4’-fluorofenil) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(4-(4’-clorofenil) -fenoxi)-pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5-(3-(4’-fluorocfenil) -fenoxi) -pirimidina-2,4, 6-

/
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triona;

5-Metil-5-(3-(4’-clorofenil) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-Metil-5- (5- (4’ -fluorofenoxi) -2-piridiloxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5- (2- (4’ -fluorofenoxi) -5-piridiloxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(3-(4’'-fluorofenoxi)-~6-piraziniloxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(2-{(4’'-fluorofenoxi)-~5-pirimidiloxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(¢ciclopropilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-{(4-(ciclobutilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(ciclopentilmetoxi) -fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(3’'-tetrahidrofuranilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(4-(4’'-tetrahidropiranilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona; y

5-Metil-5-(4- (N-metil-3-azetidinilmetoxi) -fenoxi) -
pirimidina-2,4,6-triona;

o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente invencién también se refiere a una
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composicién farmacéutica para el tratamiento de un trastorno
seleccionado del grupo formado por artritis (incluyendo
osteoartritis y artritis reumatoide), enfermedad inflamatoria
del intestino, enfermedad de Crohn, enfisema, sindrome del
distrés respiratorio agudo, asma, enfermedad pulmonar
obstructiva crfnica, enfermedad de Alzheimer, toxicidad en
el trasplante de un 6rgano, cagquexia, reacciones alérgicas,
hipersensibilidad alérgica por contacto, céncer (tal como
invasidn tumoral, crecimiento de tumores, metdstasis tumoral,
céncer de tumores sb6lidos, incluyendo céncer de colon, cincer
de mama, céncer de pulmdSn y clncer de préstata y procesos
hematopoyéticos malignos, incluyendo leucemias y linfomas),
ulceraci6n de tejidos, restenosis,'enfermedad periodontal,
epidermflisis vesicular, osteoporosis, falta de firmeza en
implantes de articulaciones artificiales, aterosclerosis
{(incluyendo ruptura de la placa aterosclerbftica), aneurisma
adrtico (incluyendo aneurisma aértico abdominal y aneurisma
adrtico cerebral), insuficiencia cardiaca congestiva, infarto
de miocardio, apoplejia, isquemia cerebral, traumatismo
craneal, lesién de la médula espinal, trastorncs neurcdege-
nerativos (agudos Yy crénicos), trastornoe autoinmunes,
enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, migrafia,
depresién, neuropatia periférica, dolor, angiopatia amiloide
cerebral, potenciacifn nootrépica o cognitiva, esclerosis

lateral amiotrb6fica, esclerosis miGltiple, angiogénesis



10

15

20

25

-25-

ocular, 1lesién corneal, degeneracién macular, curacién
anémala de heridas, quemaduras, diabetes, cicatrices cornea-
les, escleritis, SIDA, septicemia y choque sépticoc Yy otras
enfermedades caracterizadas por actividad de
metaloproteinasas y otras enfermedades caracterizadas por
actividad de reprolisina de mamifero en un mamifero,
incluyendo un ser humano, que comprende una cantidad de un
compuesto de f6rmula I o de una sal farmacéuticamente acepta-
ble del mismo, eficaz en tales tratamientos y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién se refiere también a una
composicidén farmacéutica para 1la inhibicidén de (a)
metaloproteinasas de la matriz u otras metaloproteinasas
implicadas en la degradacién de la matriz, o (b) una
reprolisina de mamifero (como agrecanasa o ADAM TS-1, 10, 12,
15 y 17, lo mis preferible agrecanasa o ADAM-17) en un
mamifero, incluyendo un ser humano, gque comprende una
cantidad eficaz de un compuesto de fé6rmula I o de una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién se refiere también a 1.;n
procedimiento para tratar un trastorno seleccionado del grupo
formado por artritis (incluyendo ostecartritis y artritis
reumatoide), enfermedad inflamatoria del intestino,
enfermedad de Crohn, enfisema, sindrome del distrés

respiratorio agudo, asma, enfermedad pulmonar obstructiva

\ %4
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crébnica, enfermedad de Alzheimer, toxicidad en el trasplante
de un 6rgano, caguexia, reacciones alérgicas,
hipersensibilidad alérgica por contacto, céncer (tal como
invasién tumoral, crecimiento de tumores, metdstasis tumoral,
clncer de tumorea s6lidos, incluyendo cdncer de colon, cincer
de mama, cincer de pulmén y céncer de prfstata y procesos
hematopoyéticos malignos, incluyendo leucemias y linfomas),
ulceracién de tejidos, restenosis, enfermedad pericdontal,
epidermélisis vesicular, ostecporoeis, falta de firmeza en
implantes de articulaciones artificiales, aterosclerosis
(incluyendo ruptura de la placa aterosclerbtica), aneurisma
abértico {incluyendo aneuriema adrtico abdominal y aneurisma
adrtico cerebral), insuficiencia cardiaca congestiva, infarto
de miocardio, apoplejia, isquemia cerebral, traumatismo
craneal, lesién de la médula espinal, trastornos neurodege-
nerativos (agudos Yy crbénicos), trastornos autoinmunes,
enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, migrafia,
depresién, neuropatia periférica, dolor, angiopatia amiloide
cerebral, potenciaciédn nootrdpica o cognitiva, esclerosis
lateral amiotxé6fica, esclerosis miltiple, angiogénesis
ocular, 1lesidén corneal, degeneracién macular, curacién
anémala de heridas, gquemaduras, diabetes, cicatrices cornea-
les, escleritis, SIDA, septicemia, choque séptico y otras
enfermedades caracterizadas por actividad de

metaloproteinasas de la matriz y otras enfermedades
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caracterizadas por actividad de reprolisina de mamifero en
un mamifero, incluyendo un ser humano, gque comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad de un compuesto de
fé6rmula I o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
eficaz para tratar dicho trastorno.

El término "tratar" tal y como se usa en la presente
memoria, se refiere a invertir, aliviar, inhibir el progresc
de una enfermedad o trastorno al que se aplica el término,
o prevenirlo, o de uno o mAs sintomas de dicha enfermedad o
trastorno. El término "tratamiento" tal y como se usa en la
presente memoria, se refiere a la accidén de tratar, siendo
"tratar" como se acaba de definir.

La presente invencién se refiere ademds a un
procedimiento para la inhibicién de (a) metaloproteinasas de
la matriz u otras metaloproteinasas implicadas en 1la
degradacidén de la matriz, o (b) una reprolisina de mamifero
(como agrecanasa o ADAM Ts-1, 10, 12, 15 y 17,
preferiblemente agrecanasa o ADAM-17) en un mamifero,
incluyendo un ser humano, que comprende administrar a dicho
mamifero una cantidad eficaz de un compuesto de fSrmula I o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién incluye ademids compuestos marcados
con isbétopos, que son idénticos a los compuestos de Férmula
I, salvo por el hecho de que uno o mis &tomos estén

reemplazados por un &tomo que tiene una masa atémica o nGmero
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midsico diferente de la masa atémica o nimero mdsico
normalmente encontrado en la forma natural. Ejemplos de
isétopos que se pueden incorporar en los compuestos de la
invencidn incluyen isétopos de hidrégeno, carbono, nitrdgeno,
oxigeno, fésforo, fllior y cloro, como H, 3H, “c, “c, "N, Yo,
"o, p, 3p, ¥g, Wp y 30, respectivamente. Los compuestos de
la presente invencién, s8us profdrmacos y las sales
farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos o de dichos
profdrmacos que contienen los isftopos anteriormente citados
y/u otros isétopos de otros dtomos estdn dentro del alcance
de esta invencién. Ciertos compuestos marcados con isStopos
de la presente invencién, por ejemplo, aquellos en los que
se incorporan is6topos radiactivos como *H y “C, son iitiles
en ensayos de distribucién de fadrmacos y/o tejidos substrato.
Los isétopos tritio, es decir M, y carbono 14, es decir “C,
son particularmente preferidos por su facil preparacién y
deteccién. Ademis, la sustitucidén con isbétopos mids pesados
como deuterio, es decir, H, puede proporcionar ciertas
ventajas terapéuticas derivadas de una mayor estabilidad
metabSlica, por ejemplo, mayor semivida in vivo o menores
requerimientos de dosificacién y, por tanto, se pueden
preferir en determinadas circunstancias. Los compuestos
marcados con isdtopos de FO6rmula I de esta invencidn y sus
profidrmacos pueden prepararse de forma general llevando a

cabo los procedimientos descritos en los Esguemas y/o
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Ejemplos y Preparaciones expuestos més adelante, sustituyendo
un reactivo no marcado con isbétopos por un reactivo marcado
con isdtopos facilmente disponible.

Esta invencién también incluye composiciones
farmacéuticas que contienen proférmacos de los compuestos de
f6rmula I. Esta invencién también incluye procedimientos para
tratar o prevenir trastornos que se pueden tratar o prevenir
mediante la inhibicién de metaloproteinasas de la matriz o
la inhibicién de reprolisina de mamifero, que comprenden
administrar profdrmacos de compuestos de f6rmula I. Los
compuestos de fé6rmula I gque tengan grupos amino, amido,
hidroxi, sulfonamido o carboxilo libres se pueden convertir
en profdrmacos. Los preocférmacos incluyen compuestos en los
que un restc aminodcido, o una cadena polipeptidica de dos
o mis restos aminodcido (por ejemplo, dos, tres o cuatro),
eptdn unidos covalentemente a través de enlaces peptidicos
a los grupos amido, amino, hidroxi o &cido carboxilico libres
de los compuestos de £f6rmula I. Los restos aminodcido
incluyen los 20 amino&cidos naturales designados corriente-
mente por simbolos de tres letras y también incluyen 4-
hidroxiprolina, hidroxilisina, demosina, isodemosina, 3-
metilhistidina, norvalina, Dbeta-alanina, &cido gamma-
aminobutirico, citrulina, homocisteina, homoserina, ornitina
y metioninasulfona. Los profdrmacos también incluyen

compuestos en los que carbonatos, carbamatos, amidas vy
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ésteres de alquilo estidn unidos covalentemente a los
sustituyentes anteriores de los compuestos de férmula I a
travée de la cadena lateral del profidrmaco en el carbono
carbonilico.

Un técnico en la materia apreciar& que los compuestos
de la invencién son de utilidad en el tratamiento de una
serie de enfermedades. Un técnico en la materia también
apreciard que cuando se usan los compuestos de la invencién
en el tratamiento de una enfermedad especifica, los
compuestos de la invencién se pueden combinar con diversos
agentes terapéuticos existentes usados para dicha enfermedad.

Para el tratamiento de artritis reumatoide, los
compuestos de la invencién se pueden combinar con agentes
como inhibidores de TNF-a tales como anticuerpos monoclonales
anti-TNF (como Remicade®) y moléculas de inmunoglobulina
receptoras de TNF {como Enbrel®), metotrexato en bajas doais,
lefunimida, hidroxicloroquina, d-penicilamina, auranofina u
oro por via oral o parenteral.

Los compuestos de la invencidén se pueden usar también
en combinacién con agentes terapéuticos existentes para el
tratamiento de ostecartritis. Agentes adecuados para usar en
combinacifén incluyen agentes antiinflamatorios no esteroideos
convencionales (en 1lo sucesivo AINE) como piroxicam,
diclofenaco, acideos propifnicos como naproxeno, flubiprofeno,

fenoprofeno, cetoprofeno e ibuprofeno, fenamatos come &cide

\%4
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mefendmico, indometacina, sulindaco, apazona, pirazolonas
como fenilbutazona, salicilatos comc aspirina, inhibidores
de la COX-2 como celecoxib, valdecoxib, paracoxib vy
rofecoxib, analgésicos, inhibidores de LTD-4, LTB-4 y 5-LO,
inhibidores de quinasa p38 y terapias intraarticulares como
corticosteroides y &cidos hialurfnicos como hialgan ¥y
sinvisc.

Los compuestos de la presente invencifén ase pueden usar
combinados con agentes contra el céncer como endostatina y
angiostatina © con farmacoe citotéxicos como adriamicina,
daunomicina, cie-platino, etopfsido, taxol, taxStero vy
alcaloides, como vincristina y antimetabolitos como
metotrexato.

Loa compuestos de la presente invencién también se
pueden usar combinados con agentes cardiovasculares como
bloqueantes de los canales del calcio, agentes para la
disminucién del nivel de lipidos como estatinas, fibratos,
beta-bloqueantes, inhibidores de la ECA, antagonistas del
receptor de angiotensina-2 e inhibidores de la agregacién
plaquetaria.

Los compuestoe de la presente invencién también se
pueden usar combinados con agentes que actdan sobre el SNC
como antidepresivos {como sertralina), firmacos contra el
Parkinson (como deprenil, L-dopa, requip, mirapex,

inhibidores de la MAOB como selegilina y rasagilina,

\8°
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inhibidores de comP como Tasmar, inhibidores de A-2,
inhibidores de la recaptacién de la dopamina, antagonistas
del NMDA, agonistas de la nicotina, inhibidores de NK-1
agonistas de la dopamina e inhibidores de la 6xido nitrico
sintasa neuronal) y farmacos contra el Alzheimer como
donepezil, tacrina, inhibidores de la COX-2, propentofilina
o metrifonato.

Los compuestos de la presente invencién se pueden usar
también combinados con agentes contra la osteoporosis como
raloxifeno, droloxifeno, lasofoxifeno o fosomax y agentes
inmunosupresores como FK-506 y rapamicina.

Descripcién detallada de la invencién

Los Bsiguientes Esquemas de reaccidén ilustran la
preparacién de los compuestos de la presente invencidén. A no
ser que se indique de otro meodo, en los Esquemas de reaccidn
y la siguiente descripcién, X, Y, Ar', Z, R, R! y R? son como

se han definido antes.
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El Esquema 1 se refiere a la preparacién de compuestos
de férmula I en una sintesis de dos etapas a partir de
compuestos de f&rmula V. Haciendo referencia al Esquema 1,
se prepara un compuesto de f&érmula I a partir de un compuesto
de férmula IV, en el que L' y L’ son grupos salientes como
metoxi, etoxi, benciloxi o cloro, preferiblemente etoxi,

mediante la reaccién con un derivado de urea de f6rmula III:

2
R\ /H
X
1]
o N’H
éa

en presencia de una base fuerte y en un disolvente polar. Las
bases adecunadas incluyen metéxido s&dico, etdxido sédico y
metSxido magnésico, preferiblemente etdxido s6dico. Los
disolventes adecuados incluyen alcoholes (como etanocl) o
tetrahidrofurano, preferiblemente etanol absoluto. La
reaccifn anterior se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 50°C, preferiblemente,
de aproximadamente 50°C a aproximadamente 65°C durante un
periodo de tiempo de aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 16 horas. MARCA

El compuesto de f6rmula IV Be prepara a partir de un
compuesto de f6rmula V, en el que L’ es un grupo saliente

como halo, p-tolilsulfoniloxi (OTs) o metilsulfoniloxi (OMs),
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preferiblemente halo, lo méis preferible cloro o bromo,
mediante la reaccién con un compuesto de f&Srmula HX-Ar'-Y-Z
en presencia de una base en un disolvente polar. Los
disolventes adecuados incluyen dimetilformamida (DMF),
alcoholes (comoe etanol) o tetrahidrofurano, preferiblemente
etancl. La reaccidn anterior se lleva a cabo a una
temperatura de aproximadamente 20°C a aproximadamente 50°C,
preferiblemente de aproximadamente 50°C a aproximadamente
65°C durante un periodo de tiempo de aproximadamente 15
minutos a aproximadamente 16 horas.

Los compuestos de f&rmula V se pueden preparar por
procedimientos bien conocidos en la técnica tales como los
descritos en la publicacién de documento PCT WO 98/58925 o
revisados en The Organic Chemistry of Drug Syntheasis, D.
Lednicer and L. A. Mitscher, Volumen 1, paginas 167 a 277 y
las referencias citadas en el mismo. Cada una de las
publicaciones y solicitudes referenciadas antes se incorporan
en la presente memoria como referencia en su totalidad.

Los compuestos de férmula III estén disponibles
comercialmente o se pueden preparar por procedimientos bien
conocidos por técnicos en la materia.

Los compuestos de f&rmula HX-Ar'-Y-Z est&n disponibles
comercialmente o se pueden preparar por procedimientos bien
conocidos por los técnicos en la materia.

El Esquema 2 se refiere a la preparacidén de compuestos

&
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de fé6rmula I en una sintesis de tres etapas a partir de
compuestos de férmula VI o VII. Haciendo referencia al
Esquema 2, se prepara un compuesto de férmula I a partir de
un compuesto de f&6rmula IX mediante la reaccidén con una base
adecuada y un agente alquilante adecuado de f6rmula R'L' en
presencia de un disolvente. Las basee adecuadas incluyen
hidrurco saédico, carbonato potésico, carbonato sbdico,
trietilamina, piridina o trietanolamina; lo mis preferible,
hidruro sédico. Agentes alquilantes adecuados incluyen
aquellos en los que L' es halo, p-tolilsulfoniloxi (OTs) o
metilsulfoniloxi (OMs), preferiblemente halo, lo mis
preferible cloro o bromo; © los agentes alquilantes incluyen
compuestos tales como las sales de Eshenmoser; epdxidos o
aziridinas electré6filas sustituidas de forma adecuada. Los
disclventes adecuados dependen de la base usada pero se
pueden elegir de N,N-dimetilformamida, tetrahidrofurano,
acetonitrilo y agua. La reaccién anterior se lleva a cabo a
una temperatura de aproximadamente 0°C a aproximadamente
i0°C, preferiblemente de aproximadamente 20°C a
aproximadamente 25°C durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 16 horas.

Se puede preparar un compuesto de fébrmula IX a partir
de un compuesto de fé6rmula VIII mediante la reaccidén con una

urea de f6rmula
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4
R\ /H
N
) )\N’H I
F‘!’

en presencia de una base fuerte en un disolvente polar. lLas
bases adecuadas incluyen metéxido sddico, etdxido sédico y
metSxido magnésico; preferiblemente etéxido s6dico. Los
disolventes adecuados incluyen alcoholes (como etanol) o
tetrahidrofurano, preferiblemente etanol absocluto. La
reaccién anterior se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 50°C, preferiblemente,
de aproximadamente 50°C a aproximadamente 65°C durante un
periodc de tiempo de aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 16 horas.

Se puede preparar un compuesto de f6rmula VIII a partir
de un compuesto de férmula VI, en el que L’ es un grupo
saliente como halo, p-tolilsulfoniloxi (OTs) o
metilsulfoniloxi (OMs), preferiblemente halo, 1lo més
preferible cloro, mediante la reaccién con un compuesto de
férmula HX-Ar'-Y-Z en presencia de una base en un disolvente
polar. Las bases adecuadas incluyen metdxido sbdico, etéxido
sbédico, carbonato potAsico e hidruro sddico; preferiblemente
etdxido sbédico. Los disolventes adecuados incluyen

dimetilformamida (DMF) , alcoholes {como etanol) (o)
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tetrahidrofurano, preferiblemente etanol. La reaccidén
anteriormente citada Be lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 90°C, preferiblemente,
de aproximadamente 50°C a aproximadamente 70°C durante un
periodo de tiempo de aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 16 horas, preferiblemente, de aproximadamente
3 horas. Las reacciones de este tipo se ilustran con mas
detalle por el procedimiento de J. B. Niederl and R. T. Roth,

J. Amer. Chem. Soc., 62, 1154 (1940).

Como alternativa, se puede preparar también un compuesto
de férmula VIII a partir de un compuesto de férmula VII en
presencia de un catalizador adecuado, preferiblemente acetato
de rodio(II) segiin el procedimiento descrito por M. Campbell
et al., Aust. J. Chem., 45, 2061 (1992).

Los compuestos de f&érmula VI y VII estén disponibles
comercialmente o se pueden obtener facilmente a partir de
materiales de partida disponibles fdcilmente segin
procedimientos bien conocidos por los técnicos en la materia.
Por ejemplo, los compuestos de FS6rmula VII se pueden preparar
seguin el procedimiento de D. W. Peace et al., Synthesis, 658
{(1971) .

Los compuestos de f£6rmula III estdn disponibles
comercialmente o se pueden preparar por procedimientos bien
conocidoas por los técnicos en la materia.

El Esquema 3 se refiere a la preparacién de compuestos

©
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de férmula I, en particular aquellos en los que X es oxigeno
u -OCH,-. Haciendo referencia al Esquema 3, se puede obtener
un compuesto de f6rmula I mediante alquilacién de wun
compuesto de férmula XI con un fenol adecuado de f&rmula
HOAr'-Y-Z segiin el procedimiento de O. Mitsunobu (Synthesis,
1 (1981)) o por alquilacién con un agente alquilante adecuado
de f&rmula L’CHAr'-Y-2, donde L’ es un grupo saliente como
halo, p-tolilsulfoniloxi (O0Te) o metilsulfoniloxi (OMs),
preferiblemente halo, lo mis preferible cloro o bromo, en
un disclvente adecuado come N,N-dimetilformamida,
tetrahidrofurano © acetonitrilo en presencia de una base
adecuada como hidruro sédico, carbonato potésico,
trietilamina, piridina o trietanolamina. La reaccidn anterior
gse lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 0°C a
aproximadamente 50°C, preferiblemente a aproximadamente 20°C
durante un periodo de tiempo de aproximadamente 15 minutos
a aproximadamente 16 horas.

Los compuestos de £6rmula XI se pueden preparar a partir
de compuestos de f£6rmula X seqlin el procedimiento de J. A.
Vida et al., J. Med. Chem., 17, 732 (1974).

Los compuestos de f6rmula X se pueden preparar a partir
de un compuesto de férmula XII mediante reaccidén con una base
adecuada, en presencia de un agente algquilante adecuado R'L?
y un disolvente, como se describe en Biehl et al., J. Het.

Chem., 23, 9 (1986). Las bases adecuadas incluyen hidruro

Al
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s6bdico, carbonato potésico, trietilamina, piridina o
trietanolamina; lo mis preferible, trietanolamina. Agentes
alguilantes adecuados incluyen aquellos en los que L' es
halo, p-tolilsulfoniloxi (OTs) o metilsulfoniloxi (OMs),
preferiblemente halo, lo mis preferible clorc o bromo; o
agentes alquilantes tales como las sales de Eshenmoser;
epbxidos o aziridinas electré6filas sustituidas de forma
adecuada. Los disolventes adecuadoa dependen de la base usada
pero se pueden elegir de N,N-dimetilformamida,
tetrahidrofuranc, acetonitrilo y agua. La reaccién anterior
se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 0°C a
aproximadamente 30°C, preferiblemente de aproximadamente 20°C
a aproximadamente 25*C durante un periodoc de tiempo de
aproximadamente 15 minutoe a aproximadamente 16 horas.

Los compuestos de f6rmula XII estdn disponibles de forma
comercial o se pueden preparar ficilmente por un técnico en
la materia seqin loe procedimientos revisados en The Organic
Chemistry of Drug Synthesis, D. Lednicer and L. A. Mitsecher,
Volumen 1, p&ginas 167 a 277 y las referencias citadas en el
mismo.

El Esquema 4 se refiere a la preparacién de compuestos
de férmula I, en lecs que X es azufre o -SCH,-, o sus
derivados oxidados »>80,, >80, -S0,CH,-, -SOCH,-. Haciendo
referencia al Esquema 4, dicho compuesto de fb6rmula I se

puede obtener por alquilacidn del anillo de pirimidina-2,4,6-

N



10

15

20

25

-44-
triona de un compuesto de f&rmula XIV (en el que R! y R® son
hidrégeno) con un agente alquilante adecuado LR’ o LR},
siendo 1} un grupo saliente como halo, p-tolilsulfoniloxi
(OTs) o metilsulfoniloxi (OMs), preferiblemente halo, lo mis
preferible cloro o bromo en un disolvente adecuado como N,N-
dimetilformamida, tetrahidrofuranc o© acetonitrilo en
presencia de una base adecuada como hidruro sb6dico, carbonato
potésico, trietilamina, piridina o trietanolamina. La
reaccién anterior se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 70°C, preferiblemente
a aproximadamente 20°C durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 16 horas.

Loa compuestos de f6rmula XIV se pueden preparar por
alquilacién de un compuesto de fé6rmula X con un disulfurc
adecuado de f6rmulas (SAr'-Y-Z), o (SCHAr'-Y-Z), en un
disolvente adecuado como N,N-dimetilformamida,
tetrahidrofurano o acetonitrilo en presencia de una base
adecuada como hidruro s6dico, carbonato potasico,
trietilamina, piridina o trietanolamina. La reaccién anterior
se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 20°C a
aproximadamente 70°C, preferiblemente a aproximadamente 20°C
durante un periodo de tiempc de aproximadamente 15 minutos
a aproximadamente 16 horas.

Los disulfuros (SAr'-¥-Z), o (SCHAr'-Y-Z), se pueden

preparar a partir de los tioles correspondientes HSAx'-Y-Z o
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HSCH.Ar'-Y-Z por procedimientos oxidativos bien conocidos por
los técnicos en la materia.

Loe compuestos de f6rmula X estdn disponibles
comercialmente o se pueden preparar por procedimientos bien
conocidos por los técnicos en la materia.

Los compuestos de f6rmula I que son de naturaleza basica
pueden formar una amplia gama de sales con diferentes &cidos
inorgdnicos y orginicos. Aunque tales sales deberan ser
farmacéuticamente aceptables para 1la administracién a
animales, con frecuencia lo deseable en la priactica es aislar
inicialmente un compuesto de f6xmula I de la mezcla de
reaccién como una sal farmacéuticamente no aceptable y luego
simplemente convertir la dltima en el compuesto base libre
por tratamiento con un reactivo alcalino y, seguidamente,
convertir la base libre en una sal de adicién de &cidos
farmacéuticamente aceptable. Las sales de adicidén de &acidos
de los compuestcos bésicos de esta invencién se preparan
fdcilmente tratando el compuesto bésico con una cantidad
sustancialmente equivalente del &cido mineral u orgénico
elegido en un medio disolvente acuoso © en un disolvente
orgdnico adecuado, como metancl o etancl. Tras evaporar
cuidadosamente el disolvente, se obtiene la sal sélida
deseada.

Los &cidos que 8se usan para preparar las sales de

adicidn de &cidos farmacéuticamente aceptables de los
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compuestos bésicos de esta invencién son los que forman sales
de adicién de &cidos no téxicas, es decir, sales que
contienen anicnes farmacolbgicamente aceptables, tales como
las sales clorhidrate, bromhidrato, yodhidrato, nitrato,
sulfato o bisulfato, foafato o fosfato &acido, acetato,
lactato, citrato o citrato &cido, tartrato o bitartrato,
succinato, maleato, fumarato, gluconato, sacarato, benzoato,
metanosulfonato y pamoato [es decir, 1,1’'-metileno-bis-{2-
hidroxi-3-naftoato}l].

Los compuestos de f&rmula I que son de naturaleza &cida
pueden formar sales de adicién de bases con diferentes
cationes farmacolédgicamente aceptables. Ejemplos de tales
sales incluyen las sales de metales alcalinos y de metales
alcalinotérreos y, en particular, las sales de sodio y de
potasio. Estas sales se preparan todas por técnicas
convencionales. Las bases quimicas gue se usan como reactivos
para preparar las sales de adicifn de bases farmacéuticamente
aceptables de esta invencién son aquellas que forman sales
de bases no téxicas con los compuestos dcidos de f6rmula I
descritos en la presente. Estas sales de base no téxicas
incluyen las sales derivadas de cationes farmacolégicamente
aceptables comoc el sodio, potasio, calcio y magnesio y
similares. Estas sales se pueden preparar ficilmente tratando
el compuesto &cido correspondiente con una solucién acuosa

que contiene los cationes farmacolégicamente aceptables
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deseados, Yy 1luego evaporando la solucidén resultante a
sequedad, preferiblemente a presién reducida.

Como alternativa, é&stas se pueden preparar ademis
mezclando soluciones en alcanoles inferiores de los
compuestos icidos y el alcdxido de metal alcalino deseado y,
seguidamente, evaporando la selucién resultante a sequedad
de la misma forma que antes. En cualquier caso,
preferiblemente se emplean cantidades estequiométricas de los
reactivos con el fin de asegurar la finalizacién de 1la
reaccién y los miximos rendimientos del producto final
deseado.

ENSAYOS BIOLOGICOS

La capacidad de los compuestos de férmula I o sus sales
farmacéuticamente aceptables (en lo sucesivo denominados
compuestos de la presente invencién) para inhibir
metaloproteinasas de la matriz o reprolisina de mamifero vy,
por consiguiente, demostrar su eficacia para tratar
enfermedades caracterizadas por actividad de metaloproteinasa
o de reprolisina de mamifero (tal como la produccién de
factor de necrosis tumoral) se muestra por los siguientes
ensayos in vitro.

Ensayos de MMP

Por inhibidores selectivos de colagenasa-3

(metaloproteinasa de la matriz 13) tal como se usa en la

presente memoria, se entiende agentes gue presentan al menos

\%e
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una selectividad de 100 veces para la inhibicién de la
actividad de la enzima colagenasa-3 respecto a la actividad
de la enzima colagenasa-l y una potencia inferior a 100 nM
como se define por los resultados de IC; de los ensayos de
fluorescencia de MMP-13/MMP-1 descritos a continuacién. Los
inhibidores selectivos de colagenasa-3 se pueden identificar
evaluando los inhibidores de la presente invencién por los
ensayos de fluorescencia de MMP-13/MMP-1 descritos a
continuacifn y seleccionando aquellos agentes con relaciones
de ICy, para la inhibicién MMP-13/MMP-1 superiores o iguales
a 100 y una potencia inferior a 100 nM.

Por inhibidores no selectivoe de colagenasa, tal como
se usa en la presente memoria, se entiende agentes que
presentan una selectividad inferior a 100 veces para la
inhibicién de la actividad de la enzima colagenasa-3 respecto
a la actividad de la enzima colagena-1 © una potencia
superior a 100nM como se define por los resultados de ICy de
loe ensayos de fluorescencia de MMP-13/MMP-1 descritos a
continuacién.

La capacidad de los inhibidores de colagenasa para
inhibir la actividad de colagenasa es bien conocida en la
técnica. Los siguientes ensayos se pueden usar para
identificar inhibidores de las metaloproteinasas de la

matriz.

Inhibicibén de colagenasa humana (MMP-1)

\9
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Se activa colagenasa humana recombinante con tripaina.
La cantidad de tripsina se optimiza para cada 1lote de
colagenasa-1, aungque una reaccién tipica usa la siguiente
relacién: 5 ug de tripsina por 100 pug de colagenasa. La
tripsina y la colagenasa ese incuban a temperatura ambiente
durante 10 minutos y se aflade después un excesc de cinco
veces (50 mg/10 mg de tripsina) de inhibidor de tripsina de
soja.

Se preparan soluciones madre {10 mM) de inhibidores en
dimetil sulféxido y se diluyen después usando el siguiente
esquema :

10 mM -+ 120 M » 12 uM » 1,2 uM » 0,12 uM

Después se afladen, por triplicado, veinticinco
microlitros de cada concentracién a pocillos apropiados de
una placa Microfluor de 96 pocillos. La concentracién final
de inhibidor ser& una dilucién 1:4 después de la adicién de
enzima y substrato. Se disponen controles positivos (con
enzima y sin inhibidor) en los pocilleos D7-D12 y controles
negativos (sin enzima y sin inhibidor) en los pocillos D1-D6.

Se diluye colagenasa-1 hasta 240 ng/ml y se afiaden
después 25 ul a pocillos apropiados de la placa Microfluor.
La concentracién final de coclagenasa en el ensayo es 60
ng/ml.

Se prepara substrato (DNP-Pro-Cha-Gly-Cys{(Me)-His-Ala-

Lys (NMA) -NH,;) comoc solucién madre 5 mM en dimetilsulféxido y

\0
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se diluye después hasta 20 uM en tampén del ensayo. El ensayo
se inicia por la adicién de 50 ul de substrato por pocillo
de la placa Microfluor para dar una concentracién final de
10 uM.

Se toman lecturas de la fluorescencia (360 nm en
excitacién y 460 nm en emisién) a tiempo 0 y después a
intervalos de 20 minutos. El ensayo se realiza a temperatura
ambiente con un tiempo tipico de ensayo de 3 horas.

Se construye después una grifica de la fluorescencia en
funcién del tiempo, tanto para las muestras que contienen
colagenasa como para las del ensayo en blanco (en las
determinaciones por triplicado, se determina el valor medio).
Para determinar valores de la ICyp se elige un tiempo que
proporciona una buena sefial (al menos cinco veces el valor
del blanco) y que estd en la parte lineal de 1la curva
(normalmente alrededor de 120 minutos). Los valores
correspondientes al tiempo cero se usan como blanco para cada
compuesto a cada concentracién y estos valores se restan de
los datos correspondientes a 120 minutos. Los datos se
representan grificamente como concentracién de inhibidor
frente a porcentaje de control (fluorescencia del inhibidor
dividida por fluorescencia de colagenasa sola y multiplicada
por 100). Se determinan las ICy, a partir de la concentracidén
de inhibidor que da una sefial que es el 50% de la del

control.

@
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Si las ICyh Bon inferiores a 0,03 uM, entonces se ensayan
los inhibidores a concentraciones de 0,3 uM, 0,03 yM y 0,003
HM.

Inhibicidn elatinasa (MMP-2

Se activa gelatinasa humana recombinante de 72 kD (MMP-
2, gelatinasa A) durante 16 a 18 horas con acetato p-
aminofenil -merciirico 1 mM (de una solucién madre 100 mM
recién preparada en NaOH 0,2N) a 4°C y se agita suavemente.

Se diluyen en serie soluciones madre de inhibidores 10
mM en dimetilsulféxido en tampén de ensayo {TRIS 50 mM, pH
7,5, NaCl 200 mM, CaCl, 5 mM, ZnCl, 20 pM y BRIJ-35 al 0,02%
(vol/vol)) usando el esquema siguiente:

10 mM » 120 uM » 12 M -» 1,2 pgM » 0,12 uM

Si es necesario, se realizan otras diluciones
adicionales siguiendo el mismo esquema. En cada ensayo, se
llevan a cabo un minime de cuatro concentraciones de
inhibidor para cada compuesato. Se afladen entonces 25 pl de
cada concentracién a pocillos por triplicadc de una placa
Microfluor de 96 pocillos con fondo en U negra. Como el
volumen final del ensayo es de 100 ul, las concentraciones
finales de inhibidor son el resultado de una dilucibén 1:4
adicional (es decir, 30 yM » 3 uyM - 0,3 uM » 0,03 uM, y asi
sucesivamente) . También se preparan por triplicado un blanco
(sin enzima y sin inhibidor) y un control positivo de enzima

(con enzima, sin inhibidor).
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Se diluye la enzima activada hasta 100 ng/ml en tampén
de ensayo, se afladen 25 ul por pocillo a loa pocillos
apropiados de la placa de microvaloracién. La concentracién
de enzima final en el ensayo es de 25 ng/ml (0,34 nM).

Se diluye una sclucién madre 5 mM en dimetilsulféxido
de substrato (Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,) en tampdn
de ensayo hasta 20 uM. El ensayo se inicia mediante la
adicién de 50 pl de substrato diluido proporcionando una
concentracién final de ensayo de substrato 10 uM. A tiempo
cero, se toman inmediatamente lecturas de fluorescencia (320
en excitacidén y 390 en emisidn} y posteriormente se toman
cada quince minutos a temperatura ambiente con un lector de
placas PerSeptive Biosystems CytoFluor Multi-Well Plate
Reader con la ganancia a 90 unidades.

El valor medio de la fluorescencia de la enzima y del
blanco se representan frente al tiempo. Para las
determinaciones de la ICy se elige un punto de los primeros
valores de tiempo en la parte lineal de la curva. El punto
a tiempo cero para cada compuesto y cada dilucidn se resta
del punto a Gltimo tiempo y Bse expresan los datos como
porcentaje del control de la enzima (fluorescencia del
inhibidor dividida por fluorescencia del control de enzima
positivo y multiplicada por 100). Los datos se representan
como concentracién de inhibidor frente a porcentaje del

control de 1la enzima. Las ICyp 8Be definen como 1la
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concentracién de inhibidor que produce una sefial que es el
S0¥% de la del control de enzima positivo.

Inhibicidn la actividad de la esgtromelispina (MMP-3

Se activa estromelisina humana recombinante (MMP-3,
estromelisina-1) durante 20 a 22 horas con acetato p-
aminofenil -merclirico 2 mM (de una solucién madre 100 mM
recién preparada en NaOH 0,2N) a 37°C.

Se diluyen en serie soluciones madre de inhibidores 10
mM en dimetilsulféxido en tampén de ensayo (TRIS 50 mM, pH
7,5, NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM y BRIJ-35 al 0,05% (vol/vol))
usando el esquema siguiente:

10 mM » 120 uM -» 12 pM -» 1,2 uM -+ 0,12 pM

Si es necesario, 8se realizan otras diluciones
adicionales siguiendo este mismo esquema. En cada ensayo, se
llevan a cabo un minimo de cuatro concentraciones de
inhibidor para cada compuesto. Se afiaden entonces 25 ul de
cada concentracién a pocillos por triplicado de una placa
Microfluor de 96 pocillos con fondo en U negra. Como el
volumen final del ensayo es de 100 pl, las concentraciones
finales de inhibidor son el resultado de una dilucién 1:4
adicional (es decir, 30 gM » 3 uM » 0,3 puM » 0,03 uM, y asi
sucesivamente) . También se preparan por triplicado un blanco
(sin enzima y sin inhibidor) y un control positivo de enzima
{con enzima, sin inhibidor).

Se diluye la enzima activada hasta 200 ng/ml en tampén
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de ensayo, 8e afiaden 25 ul por pocillo a los pocillos
apropiados de la placa de microvaloracién. La concentracién
de enzima final en el ensayo es de 50 ng/ml (0,875 nM).

Se diluye una solucién madre 10 mM en dimetilsulféxido
de substrato (Mca-Arg-Pro-Lys-Pro-Val-Glu-Nva-Trp-Arg-
Lys (Dnp) -NH,) en tamp6n de ensayo hasta 6 uM. El ensayoc se
inicia mediante la adicién de 50 ul de substratec diluido
proporcionando una concentracién final de ensayo de subsatrato
3 uM. A tiempo cero, se toman inmediatamente lecturas de
fluorescencia (320 en excitacién y 390 en emisién) vy
posteriormente se toman cada quince minutos a temperatura
ambiente con un lector de placas PerSeptive Biosystems
CytoFluor Multi-Well Plate Reader con la ganancia a 90
unidades.

El valor medio de la flucrescencia de la enzima y del
blanco B8se representan frente al tiempo. Para las
determinaciones de la ICy se elige un punto de los primeros
valores de tiempo en la parte lineal de la curva. El punto
a tiempo cero para cada compuesto y cada dilucién se resta
del punto a Gltimo tiempo y se expresan los datos como
porcentaje del control de la enzima (fluorescencia del
inhibidor dividida por fluorescencia del control de enzima
positivo y multiplicada por 100). Los datos se representan
como concentracién de inhibidor frente a porcentaje del

control de la enzima. Las IC, Be definen come la
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concentracién de inhibidor que produce una sefial que es el
50% de la del control de enzima positivo.

Inhibicién de gelatinasa humana de 92 kD (MMP-9)

La inhibicién de la actividad de gelatinasa de 92 kD
(MMP-9) se ensaya usando el substrato Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-
Dpa-Ala-Arg-NH, (10 uM) en condiciones similares a las
descritas antes para la inhibicién de la c¢olagenasa humana
(MMP-1) .

Se activa gelatinasa humana recombinante de 92 kD (MMP-
9, gelatinasa B) durante 2 horas con acetato p-aminofenil
mercirico 1 mM (de una solucién madre 100 mM recién preparada
en NaOH 0,2N) a 37°C.

Las s8soluciones madre 10 mM en dimetilsulfdédxido de
inhibidores se diluyen en serie en tampén de ensayo (TRIS 50
mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, CaCl, 5 mM, ZnCl, 20 uM y BRIJ-35
al 0,02% (vol/vol)) usando el siguiente esquema:

10 mM - 120 uM —» 12 uM » 1,2 pM » 0,12 uM

Las diluciones posteriores se realizan segin es
necesario siguiendo este mismo esquema. En cada ensayo, se
realizan un minimo de cuatro concentraciones de inhibidor
para cada compuesto. Se afladen entonces 25 ul de cada
concentracién a pocillos por triplicado de una placa
Microfluor con fondo en U de 96 pocilloe negra. Como el
volumen final del ensayo es 100 ul, las concentraciones

finales de inhibidor son el resultado de otra dilucién 1:4
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(es decir, 30 uyM -» 3 uM -+ 0,3 uM -» 0,03 uM, y asi
sucesivamente). También se prepara por triplicado un ensayo
blanco {sin enzima, s8in inhibidor) y un control de enzima
pogitivo (con enzima, sin inhibidor).

La enzima activada se diluye hasta 100 ng/ml en tampén
de ensayo, se afiaden 25 pul por pocillo a los pocillos
apropiadoa de la placa de microvaloracién. La concentracidn
final de enzima en el ensayo es 25 ng/ml (0,27 nM).

Se diluye en el tampén de ensayo hasta 20 uM una
solucién madre 5 mM en dimetil sulféxido de substrato (Mca-
Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,) . El ensayo 8e inicia
mediante la adicién de 50 ul de substrato diluido
proporcionando una concentracién final de ensayo de substrato
10 uM. A tiempo cero, sBe toma una lectura de fluorescencia
{320 en excitacidn; 390 en emisién) inmediatamente y se toman
posteriores lecturas cada dquince minutos a temperatura
ambiente con un Lector de Placas PerSeptive Biosystems
CytoFluor Multi-Well Plate Reader con la ganancia a 90
unidades.

El valor promedio de la fluorescencia de la enzima y del
blanco 8Be representan frente al tiempo. Para las
determinaciones de la ICyqg Be elige uno de los primeros
valores de tiempo de la parte lineal de esta curva. El punto
a tiempo cero para cada compuesto y cada dilucidén se resta

del punto a Gltimo tiempo anterior y leos datos se expresan
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entonices como porcentaje de control de la enzima
(fluorescencia del inhibidor dividida por fluorescencia del
control de enzima positivo x 100). Loe datos se representan
como concentracién de inhibidor frente a porcentaje de
controcl de la enzima. Las ICyqy 8se definen como la
concentracién de inhibidor que origina una sefial que es el
50% de la del control de enzima positivo.
Inhibicidn de MMP-13

Se activa MMP-13 humana recombinante con APMA (acetato
p-aminofenilmercirico) 2 mM durante 1,5 horas a 37°C y se
diluye hasta 400 mg/ml en tampén de ensayo (Tris 50 mM, pH
7.5, cloruro s6dico 200 mM, cloruro clAlcico 5 mM, cloruro de
cinc 20 uM y Brij al 0,02%). En una placa Microfluor de $6
pecillos se afiaden veinticinco microlitros de enzima diluida
por pocillo. La enzima se diluye después a una relacién 1:4
en el ensayo por adicién de inhibidor y substrato para dar
una concentracién final en el ensayo de 100 mg/ml.

Se preparan soluciones madre 10 mM de inhibidores en
dimetilsulféxido y se diluyen después en tampédn de ensayo
segin el esquema de dilucién de inhibidores del ensayo de
inhibicién de colagenasa humana (MMP-1). En 1la placa
Microfluor se afiaden, por triplicado, veinticinco microlitros
de cada concentracién. Las concentraciones finales en el
ensayo son 30 uM, 3 pgM, 0,3 uM y 0,03 uM.

Se prepara el substrato (DNP-Pro-Cha-Gly-Cys(Me)-His-
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Ala-Lys(NMA) -NH,) como en el ensayo de inhibicién de
colagenasa humana (MMP-1) y se afladen 50 ul a cada pocillo
para dar una concentracién final en el ensayo de 10 uM. Se
toman lecturas de la fluorescencia (360 nm en excitacidén y
450 nm en emisién) en el tiempo 0 y a intervalos de 5 minutos
durante 1 hora.

Los controles positivos comprenden enzima y substrato
gin inhibidor y los blancos solo substrato.

Se determinan las ICyq como en el ensayo de inhibicidn
de colagenasa humana (MMP-1). Si las ICyqg son inferiores a
0,03 uM, entonces los inhibidores se ensayan a
concentraciones finales de 0,3 uyM, 0,03 uM, 0,003 uM y 0,0003
uM.

Ensayo de MMP-13 en pelicula de coliégeno

Se marca colidgeno de rata tipo I con anhidrido acético
marcado con YC (T. E. Cawston and A. J. Barrett, Anal.
Biochem., 99, 340-345 (1979)) y se usa para preparar placas
de 96 pocillos que contenian peliculas de coligeno
radiomarcado {Barbara Johnson-wint, Anal. Biochem, 104, 175-
181 (1980)). Cuando se aflade al pocillo una solucién que
contiene colagenasa, la enzima escinde el colégeno insoluble
que se desenrrolla y por tanto Be solubiliza. La actividad
de cclagenasa es directamente proporcional a la cantidad de
coldgenc solubilizado, determinado por la proporcién de

radiactividad liberada en el sobrenadante, medida en un



10

15

20

25

,@

-59.
contador de centelleo convencional. Los inhibidores de la
colagenasa son por tanto compuestos que reducen el recuento
de radiactividad liberada con respecto a los controles sin
la presencia de inhibidor. Una realizacién especifica de este
ensayo se describe a continuacién con detalle.

Para determinar la selectividad de los compuestos por
MMP-13 frente a MMP-1 usando col&geno como substrato se usa
el siguiente procedimientc. Se activa proMMP-13 o proMMP-1
humanas recombinantes conforme a los procedimientos deacritos
antes. La MMP-13 o MMP-1 activadas se diluyen hasta 0,6 ug/ml
con tampébn (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM,
ZnCl, 1 uM, Brij-35 al 0,05%, azida de sodio al 0,02%).

Se preparan soluciones madre de los compuestos de ensayo
(10 mM) en dimetilsulf6xido. Las diluciones de los compuestos
de ensayo en el tampén Tris, anterior, se preparan hasta 0,2,
2,0, 20, 200, 2000 y 20000 nM.

Se pipetean 100 pl de la dilucidn de farmaco apropiada
y 100 ul de enzima diluida en los pocillos de una placa de
86 pocillos que contienen peliculas de coligeno marcadas con
coldgeno '"C. La concentracién final de enzima es 0,3 pg/ml,
mientras que la concentracién final de f&rmaco es 0,1, 1,0,
10, 100, 1000 nM. Cada concentracién de farmaco y contrcl se
analiza por triplicado. También se preparan controles por
triplicado en los que no hay enzima y con enzima en ausencia

de compuesto.
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Las placas se incuban a 37°C durante un periodo de
tiempo tal que aproximadamente el 30-50% del coldgeno
disponible se solubilice - determinado por recuento adicional
de los pocillos de control a diversos tiempos. En la mayoria
de los casos, s8Son necesarias aproximadamente 9 horas de
incubacién. Cuando el ensayo ha progresado suficientemente,
se retira el sobrenadante de cada pocillo y se recuenta en
un contador de centelleo. Los recuentos de fondo
(determinados por los recuentos en los pocilles sin enzima)
se restan de cada muestra y se calcula el % liberado en
relacién a los pocillos con enzima sola y ein inhibidor. Se
promedian los valores por triplicado para cada tiempo y se
representan los datos como liberacién porcentual frente a
concentracién de farmaco. Las ICy se determinan a partir del
punto en el que se obtuvo una inhibicién del 50% de la
liberacién de col&geno radiomarcadoc.

Para determinar la identidad de las colagenasas activas
en medio condicionado de cartilago, se llevaron a cabc
ensayos usando collgeno como substrato, medio condicionado
de cartilago que contenia actividad de colagenasa e
inhibidores de diferente selectividad. El medio condicionado
de cartilago se recogié durante el tiempo en el que se
produjo 1la degradacién del col&geno y por tanto es
representativo de 1las colagenasas responsables de 1la

degradacién del colégeno. Los ensayos se llevaron a cabo como
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se ha explicado antes salvo porque en lugar de MMP-13 o MMP-1
recombinante, el medio condicionado de cartilago fue la
fuente de enzima.
Degradacién de coléigeno de cartilago procedent cartilago
nasal bovino inducida por IL-1

Este ensayc usa explantes de cartilago nasal bovino que
se usan corrientemente para ensayar la eficacia de diversos
compuestos para inhibir la degradacién de proteoglucano
inducida por IL-1 o la degradacién de colageno inducida por
IL-1. El cartilago nasal bovino es un tejido que es muy
similar al cartilago articular, es decir, condrocitos
rodeados por una matriz que fundamentalmente es de colégeno
tipo II y agrecano. El tejido se usa porque: (1) es muy
similar al cartilago articular, (2) estd f&4cilmente
disponible, (3) es relativamente homogénec y (4) se degrada
con una cinética predecible después de la estimulacién con
IL-1.

Se han usado dos variantes de este ensayo para ensayar
los compuestos. Ambas variantes proporcionan datos similares.
A continuacién se describen las dos variantes:

Variante 1

Se colocan tres tapones de cartilage nasal bovino
(aproximadamente de 2 mm de didmetro x 1,5 mm de longitud)
en cada uno de los pocillos de una placa de cultivo tisular

de 24 pocillos. Se afiade entonces 1 ml de medio exento de
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suero a cada pocille. Los compuestoB 8e preparan Ccomo
soluciones madre 10 mM en DMSO y 1luego s8se diluyen
apropiadamente en medico exento de suero hasta las
concentraciones finales, por ejemplo 50, 500 y 5000 nM. Cada
concentracién se ensaya por triplicado.

Se afiade, por triplicado, IL-la humana recombinante (IL-
1) (5 ng/ml) a los pocillos de control y a cada uno de los
pocillos que contiene f&armaco. También se preparan pocillos
de control por triplicado a 159 que no se aflade ni farmaco
ni IL-1. El medio se retira y se aifladen medio que contiene
IL-1 y concentraciones de farmaco apropiadas los dias 6, 12,
18 vy 24 o cada 3-4 dias, si fuera necesario. Los medios
retirados en cada tiempo se almacenan a -20°C para el
andlisis posterior. Cuando el cartilago en los pocillos que
Gnicamente contienen IL-1 se ha reabsorbido caai totalmente
(aproximadamente el difa 21), finaliza el experimento. El
medio se retira y se almacena. Se agrupan alicuotas (100 ul)
de cada pocillo a cada tiempo, se digieren con papaina y
luvego se analizan para determinar el contenidoc de
hidroxiprolina. La hidroxiprolina de fondo {media de los
pocillos sin IL-1 y sin fidrmaco) se resta de cada punto de
datos y se calcula la media para cada uno por triplicado. Los
datos se expresan entonces como porcentaje del valor promedio
de IL-1 solo y se representan graficamente. A partir de este

gréfico se determinan las ICy,.
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Variante 2

La disposicifn experimental es la misma que se ha
descrito para la Variante 1, hasta el dia 12. El dia 12, se
retira el medio condicionado de cada pocillo y se congela.
A continuacifén, se afiade 1 ml de solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) que contenfa 0,5 ug/ml de tripsina a cada
pocillo y Be continGa la incubacién durante 48 horas a 37°C.
Después de 48 horas de incubacifn en tripsina, se retira la
solucién de PBS. Se agrupan alicuotas (50 uzl) de la solucién
de PBS/tripsina y los dos tiempos previos (dias 6 y 12), se
hidrcoclizan y se determina el contenido en hidroxiprolina. La
hidroxiprolina de fondo (media de los pocilleos sin IL-1 y sin
farmaco) se resta de cada punto de datos y se calcula la
media de cada uno por triplicado. Los datos se expresan
entonces como porcentaje del valor promedio de IL-1 sclo y
se representan graficamente. A partir de este grafico se
determinan las ICy. En esta variante, el lapso de tiempo del
experimento es considerablemente menor. La adicién de
tripsina durante 48 horas después de 12 dias de estimulacién
con IL-1 libera posiblemente todo el colageno tipo II que
haya sido dafiado por la actividad de colagenasa pero que
todavia no se ha liberado de la matriz del cartilago. En
ausencia de estimulacién con IL-1, el tratamiento con
tripsina produce sclo bajoe niveles de fondo de degradacién

de coligeno en explantes de cartilago.
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Inhibicién de la produccién de TNF

La capacidad de los compuestos o de las sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos para inhibir la
producciédn de TNF y, en consecuencia, demostrar su eficacia
para tratar enfermedades que conllevan la produccifn de TNF
se muestra por el siguiente ensayo in vitro:

Ensayo de monocitos humanos

Se aislaron células humanas mononucleares de sangre
humana anticoagulada, usando una técnica de separacidn de
Ficoll-hypaque de una etapa. (2) Las células mononucleares
se lavaron tres veces en solucién salina de Hanks equilibrada
(HBSS) con cationes divalentes y se volvieron a suspender a
una densidad de 2 x 105/ml en HBSS que contenfa un 1% de BSA.
Los recuentos diferenciales determinados usando el analizador
Abbott Cell Dyn 3500 indicaron que, en estas preparaciones,
los monocitos variaban de 17 a 24% de las células totales.

Se colocaron partes alicuotas de 180 ul de la suspensién
celular en placas de 96 pocillos de fondo plano (Costar).
Adiciones de compuestos y de LPS (concentracién final de 100
ng/ml) dieron un volumen final de 200 pl. Todas las
condiciones se realizaron por triplicado. Después de incubar
durante cuatro horas a 37°C en un incubador con CO,
humidificado, ee retiraron las placas y se centrifugaron (10
minutos a aproximadamente 250xg), se retiraron los liquidos

sobrenadantes y se ensayé en ellos el TNFAa usando el estuche
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R&D ELISA.
Engayo de agrecanasa

Se aislaron por digestién secuencial con tripsina y
colagenasa condrocitos primarios porcinos de cartilago de
articulacién, sequido por digestién durante toda la noche con
colagenasa y se cultivaron a una densidad de 2 x 10° células
por pocillo en placas de 48 pocillos con 5 uCi/ml de azufre
¥s (1000 Ci/mmol) en las placas revestidas de colfdgeno tipo
I. Se dejé incorporar el marcador en 1la matriz de
proteoglucano de las células (aproximadamente 1 semana) a
37°C, en una atmbSsfera de CO; al 5%.

La noche antes de iniciarse el ensayo, se lavaron las
monocapas de condrocitos dos veces en DMEM/PSF al 1%/G y
luego se dejaron incubar en DMEM/FBS al 1% recién preparado
durante toda la noche.

A la mafiana siguiente, los condrocitos se lavaron una
vez en DMEM/PSF al 1%/G. El ligquido de lavado final se dejé
reposar en las placas en el incubador mientras se preparaban
las diluciones.

Los medios y diluciones-se pueden preparar tal y como

se describe en la siguiente Tabla.



Medios de DMEM solo (medios de control)

control

Medios IL- | DMEM + IL-1 (5 ng/ml)

1

Diluciones | Preparar todas las Boluciones madre de los compuestos
de a 10 mM en DMSO

farmacos Preparar una solucién madre 100 uM de cada compuesto
en DMEM en placa de 96 pocillos. Almacenar en el

congelador durante toda la noche.

El dia siquiente realizar diluciones en serie en DMEM

con IL-1 hasta 5 uM, 500 nM y 50 nM.

Aspirar el liquido de lavado final de los pocillos y
afladir 50 ul de compuesto de las dilucicnes
anteriores hasta 450 ul de medios IL-1 en los
pocillos apropladoe de las placas de 48 pocillos.

Las concentraciones finales de compuesto son 500 nM,

50 nM y 5 nM. Todas las muestras pe realizaron por

triplicado con muestras de contrel y de IL-1 solo en

cada placa.

Las placas se marcan y solo se usan los 24 pocillos
interiores de la placa. En una de las placas, se designan
varias columnas comoc IL-1 (8in f&rmaco) y Control (sin IL-1,
sin fdrmaco) . Estas columnas de control se recuentan de forma
periédica para controlar la liberacién de ¥S-protecglucanoc.
Los medios de control e IL-1 se aifladen a los pocillos (450

ul) seguidos por el compuesto (50 ul) con el fin de iniciar
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el ensayo. Las placas se incuban a 37°C con una atmdsfera de
CO, al 5%.

El ensayo termina al llegar a una liberacién de 40-50%
(cuando los CPM de los medios IL-1 son 4-5 veces los de los
medios de control) determinada por recuento de centelleo
liquido (LSC) de las muestras (5-12 horas). Los medios se
retiran de todos los pocillos y se colocan en tubos de
centelleo. Se afiade liquido de centelleo y se toman los
recuentos radiactivos (LSC). Para solubilizar las capas de
células, se afiaden a cada pocillo 500 ul de tampén de
digestidén de papaina (Tris 0,2 M, pH 7,0, EDTA 5 mM, DTT 5
mM v 1 mg/ml de papaina). Las placas con solucién de
digestién se incuban a 60°C durante toda la noche. La capa
de células se retira de las placas al dia siguiente y se
coloca en los tubos de centelleo. Se afiade ligquido de
centelleo y se realiza el recuento de las muestras (LSC).

Se determina en cada pocillo el porcentaje de recuentos
emitidos de los totales presentes. Se realiza el promedio de
las muestras por triplicado, restando de cada pocillo el
valor de fondo del control. El porcentaje de inhibicién de
compuesto se basa en muestras de IL-1 como inhibicién 0%
(100% de los recuentos totales).

Los compuestos de la presente invencidn gque se ensayaron
tuvieron ICs,, menores gue 100 uM, preferiblemente menores que

100 nM, en al mencs uno de los ensayos descritos antes.
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Ciertos grupos preferidos de compuestos poseen una
selectividad diferencial hacia las diversas MMP o ADAM. Un
grupo de compuestos preferidos posee actividad selectiva
hacia MMP-13 respecto a MMP-1. Otro grupo preferido de
compuestos posee actividad de agrecanasa ademis de
selectividad por MMP-13 respecto a MMP-1.

Para administracién a mamiferos, incluyendo seres
humanos, para la inhibicién de metaloproteinasas de la matriz
o reprolisina de mamifero, se pueden usar una diversidad de
vias de administracidén convencionales que incluyen la via
oral, parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular o
subcutanea), sublingual, rectal y tépica. En general, los
compuesatos de la invencién (en lo sucesivc los compuestos
activos) se pueden administrar en dosificaciones que varian
de aproximadamente 0,1 a 25 mg/kg de peso corporal del sujeto
que se trata por dfia, preferiblemente de aproximadamente 0,3
a 5 mg/kg. Preferiblemente, el compuesto activo se
administrard por via oral o parenteral. Sin embargo, se
producirid necesariamente alguna wvariacién de 1la dosis
dependiendo del trastorno del sujeto que Be trate. El
regponsable de la administracifn determinard en cualquier
caso la doeificacién apropiada para cada sujeto particular.

Los compuestos de la presente invencién se pueden
administrar en una amplia gama de formas de dosificacién

diferentes, en general, los compuestos terapéuticamente
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eficaces de esta invencién estdn presentes en dichas formas
de dosificacién en niveles de concentracién gue varian de
aproximadamente un 5,0% a aproximadamente un 70% en peso.

Para administracién oral, pueden emplearse comprimidos
que contienen diferentes excipientes como celulosa
microcristalina, citrato sédico, carbonato cdlcico, fosfato
dicdlcico y glicina, junto con diferentes disgregantes como
almidén (y con preferencia, almidén de maiz, patata o
tapioca), dcido alginico y ciertos silicatos complejos, junto
con ligantes de granulacién como polivinilpirrolidona,
sacarosa, gelatina y goma arébiga. Ademds, a efectos de la
preparacién de comprimidos, son muy (tiles con frecuencia
agentes lubricantes como estearato de magnesio, laurilsulfato
sbdico y talco. También pueden emplearse composiciones
sblidas de un tipo similar como cargae en cépsulas de
gelatina; incluyendo ademés los materiales preferidos a este
respecto lactosa o azlGcar de la leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular. Cuando se desean
suspensiones acuosas y/o elixiree para administracién oral,
el ingrediente activo se puede combinar con diversos agentes
edulcorantes o aromatizantes, materiales colorantes o tintes
y, si asf{ se desea, también agentes de emulsién y/o de
suspensién, junto con diluyentes c¢omo agua, etanol,
propilenglicol, glicerina y diferentes combinaciones de los

mismos. En el caso de animales, éstos estardn contenidos
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ventajosamente en el alimento o en el agua de bebida del
animal en una concentracién de 5 a 5000 ppm, preferiblemente
de 25 a 500 ppm.

Para administracién parenteral (uso intramuscular,
intraperitoneal, subcuténeo e intravenoso), se prepara
normalmente una sclucién inyectable estéril del ingrediente
activo. Se pueden emplear soluciones de un compuesto
terapéutico de la presente invencidén en aceite de sésamo o
de cacahuete o en propilenglicol acuosc. Las soluciones
acuosas 8e ajustarn y tamponardn de modo adecuado,
preferiblemente a un pH mayor que 8, si fuera necesaric y el
diluyente liquido se har& en primer lugar isoténico. Estas
soluciones acuosas son adecuadas a efectos de inyeccidn
intravenosa. Las soluciones oleosas son adecuadas a efectos
de inyeccién intraarticular, intramuscular ¢ subcutdnea. La
preparacién de todas estas soluciones en condiciones
estériles se realiza de modo sencillo por técnicas
farmacéuticas convencionales bien conocidas por los técnicos
en la materia. En el caso de animales, los compuestos se
pueden administrar por via intramuscular o subcutinea en
niveles de dosificacién de aproximadamente 0,1 a 50
mg/kg/dia, ventajosamente de 0,2 a 10 mg/kg/dia,
administrados en una f(nica dosie o hasta en 3 dosis
divididas.

Los compuestos activos de la invencién se pueden
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formular también en composiciones rectales como supositorios
o enemas de retencién, por ejemplo, conteniendo bases
convencionales de supositorios como manteca de cacao u otros
glicéridos.

Para administracién intranasal o administracién por
inhalacién, los compuestos activos de la invencién se liberan
convenientemente en forma de una solucién o suspensién desde
un recipiente pulverizador de bombeo que es presionado o
bombeado por el paciente o©o como una presentaciédn de
pulverizador en aerosol desde un recipiente a presién o un
nebulizador, usando un propulsor adecuado, por ejemplo,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluorcetanc, diéxide de carbono u otro gas
adecuado. En €l casc de un aerosol presurizado, 1la
dosificacién unitaria se puede determinar disponiendo una
valvula para liberar una cantidad medida. El recipiente a
presién o nebulizador puede contener wuna solucién o
suspensién del compuesto activo. Se pueden formular cépsulas
o cartuchos (realizados, por ejemplc, en gelatina) para usar
en un inhalador o insuflador, que contienen una mezcla en
polvo de un compuesto de la invencién y una base en polvo
adecuada como lactosa o almidén.

Los siguientes Ejemplos ilustran la preparacién de los
compuestos de la presente invencién. Los puntos de fusiédn

estdn sin corregir. Los datos de RMN se expresan en partes
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por millén (&) y estén referidos a la sefial de estabilizacidn
del deuterio del disolvente de la muestra (deuterocloroformo,
a no ser gque se indique otro). Los reactivos comerciales se
usaron 8in purificacién adicional. THF se refiere a
tetrahidrofurano. DMF se refiere a N,N-dimetilformamida.
Cromatografia se refiere a cromatografia en columna realizada
usando gel de silice de 32-63 mm y llevada a cabo en
condiciones de presifn de nitrégeno (cromatografia
ultrarripida). Temperatura ambiente se refiere a 20-25°C.
Todas las reacciones no acucsas se realizaron en atmbsfera
de nitrégeno por cuestiones de conveniencia y para maximizar
los rendimientos. Concentracién a presién reducida significa
que se usd un evaporador rotatorio.

EJEMPLO 1
5-Metil,5-(4’-fenoxi-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona

0L

Se afiadié lentamente y de forma cuidadosa sodio (190 mg,
8,26 mM) a etanol absoluto (25 ml) y se agité hasta que la
solucién fue homogénea. Se afiadidé urea (620 mg, 10,32 mM) y
la mezcla se agité durante 30 minutos. Se afiadié gota a gota
una solucién de -2-metil 2-(4’'-fenoxi-fenoxi)malonato de

dietilo (1,48 g, 4,13 mM) en etancl absoluto (25 ml) y la
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mezcla resultante se calenté a reflujo (6 horas). La reaccién
se dejo enfriar hasta temperatura ambiente, se evaporé hasta
sequedad y se repartid entre acetato de etilo (100 ml) y agua
(100 ml). La capa acuosa se Bepard, se acidific6 hasta pH 1
con HCl 1N y se extrajo con acetato de etilo (3 x 100 ml).
Los extractos orgdnicos reunidos se secaron sobre sulfato de
magnesio (MgS0,), se filtraron y evaporaron hasta sequedad.
El polvo blanco resultante se cristalizé en cloruro de
metileno caliente dando el compuesto deseado como un material
blanco cristalino (310 mg; véase la Tabla 1 para los datos
analiticos).

EJEMPLOE 2 A S
Los Ejemplos 2 a 9 se prepararon por un procedimiento
similar al descrito antes, salvo porque se reemplazd el 2-
metil-2- (4’ -fenoxi-fenoxi)malonato de dietilo por el malonato
apropiado. En la siguiente tabla, Me es metilo, Bu es n-
butilo, Ej. N° es el Ejemplo Nimero y m/z es un peso de ion

molecular a baja resoluciébn.
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Tabla 1

Estructura

(400MHzZ)

Datos de RMN |Punto dd

fusion
«C

Seacs

3262

T E0L0

3673 |

8 (d*-acetons); 1.85
(s AH). 286 (s, n,
2H}; 8,85-7.00 (m,
BH); 7.05 (m, 1H);
7.30-7,35 (m, 2H).

182

5 (P-acetona); 0.95
(1. 3H); 140 (m, 2H);
155 {m, 2H) 225
(m 2H).285(s, u,
2H); 8,82-7.00 {m,
@H); 7,08 (m, 1H);
7.10-T.15 (m, 2H).

gl

Yoo

a2

& (d*-acelona); 195
{(»,3H): 285 (a, 8,
2H}; 8,85-7.00 (m,
8H), 7.10-7,156m,
ZH).

1878

peqeues

8 {d"-acetona); 0.85
(L 3H); 1,40 (m, 2H);
1,55 {m, 2K), 2.25
{m, 2H):: 285 (s, a.
2H); 8,62-7,00 (m,
@H), 7.10-7.13 {m,
).

183

o™

083

3 {d"-ncetona); 1.97
(», 3H), 290 {n, a,
2H): 6,78-8,78 (dd,
1HY; 7,061-7.087 (m,
1H); 7.27-748 (m,
SH). 7.57 - 760 (d,
2H).

175
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i v Punto dd
A Estructura gl v
°C

3083 | 8 (d"ucetona); 1,65 | 200-202

H\Njfo (s, 3H); 6,85-6.89
J\ @ {ad, 1H); 7.27-7.82
o™ o {m, BH).

H

339,1 | & (d-aceinnay, 1,88 -

L
HN o (a. 3H 5,03 (s, 2H),
P O\ 8.77-891 (m, 4H):
0”0 o’“1::]

4

7,30-7.45 (m, §H).

Preparacién 1:
2-n-butil-2-(4’'-£f xl-fenoxi lonato de dietilo

(8]
100
EtO O (9]

Se afiadié lentamente y de forma cuidadosa sodio (112 mg)
a etanol absoluto (25 ml) y ee agitdé hasta que se observé una
solucién homogénea. Se afladié lentamente 4-fenoxifenol (910
mg) (Aldrich Chemical Company) y la mezcla resultante se
agité (30 minutos, temperatura ambiente); se afiadié, gota a
gota, dietil-g-bromo-g-n-butil-malonato (1,44 g) (Véase 1la
preparacidén 3) en etanol absoluto (25 ml) y la mezcla

resultante se calentd hasta reflujo (1 hora). La mezcla de
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reaccién se enfrid hasta temperatura ambiente, se evapord
hasta sequedad y se repartid entre acetato de etilo (100 ml)
y agua (100 ml). La capa orgénica se separ6, se lavé con agua
(3 x 100 ml), se secd (sulfato de magnesio), se filtré y se
evapor6 dando el compuesto deseado como un aceite
transparente (1,82 g). RMN de 'H (CDCl1,}: & 0,85-0,88 (t, 3H);
1,21-1,25 (t, 6H); 1,31-1,39 {m, 4H); 2,2-2,27 (m, 2H); 4,23-
4,28 {q, 4H); 6,80-6,95 (m, 6H); 7,03-7,08 (t, 1H); 7,25-7,31
(q, 2H); m/z= 401 (M*).

Preparacidn 2:

2-metil-2-(4’-fenoxi-fenoxilmalonato de dietilo

O
Me
0
- Lo
EtO O (@]

Se afiadibé lentamente y de forma cuidadosa sodio (112 mg)

a etanol absoluto (25 ml) y se agité hasta que se observd una
solucién homogénea. Se afiadié lentamente 4-fenoxifenol (910
mg) (Aldrich Chemical Company) y la mezcla resultante se
agité (30 minutos, temperatura ambiente); se afiadibd, gota a
gota, dietil-g-bromo-g-metil-malonato (1,23 g) (Aldrich
Chemical Company) en etanol absoluto (25 ml) y la mezcla
resultante se calenté hasta reflujo (1 hora). La mezcla de
reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente, Bse evaporé

hasta sequedad y se repartid entre acetato de etilo (100 ml)
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y agua (100 ml). La capa orgénica se separ§, se lavd con agua
(3 x 100 ml), se secé (sulfato de magnesic), se filtr6 y se
evaporS6 dandec el compuesto deseado como un aceite
transparente (1,48 g). RMN de 'H (CDCl,): 6 = 1,25-1,28 (t,
EH); 1,71 (s, 3H); 4,24-4,30 (g, 4H); 6,88-6,97 (m, 6H);
7,04-7,08 (t, 1H); 7,25-7,32 (g, 2H); m/z= 359 (M").

Los malonatos incluideos los contenidos en la Tabla 2 se
prepararon usando procedimientos and&logos a los descritos
antes (preparaciones 1 y 2, partiendo del a-bromo,a-alquil
malonato apropiado y el fenol apropiado. En 1la tabla

siguiente, Me es metilo y Et es etilo.
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Tabla 2

Estructura RMN de 1 P

& (d*-acetona); 1,19~

0
M
EO B0 F | 1.23 (t, 6H); 1,64 (s, 3H); 2
\©\ /©/ 4,19-4,24 (q, 4H); 6,90-7,14
EtO o/ 0 {m, BH).

Me & (d® - cloroformo);

0,86-0.88 (t, 3H); 121123 | 4183

5 e | & o 125438 (. any;

EtO \©\ /@’ 218222 (m, 2H).420 -
Et0” O 0 425 (q, 4H), 6,80-7.00 (m,

8H).

& (d*-acetona); 1,19-
Q Me Q 1,23 (t, 6H) 175 (s, 3H); | 3433
EiO e/ 4,.24-4,29 (q, 4H); 8,95 - 7.63
O {m, 8H).
Et0 O

3 (d"acetona); 1,18-

0
Meo 1,22 (t 6H): 1.72 (s. 3H); | 3433
Et0 0 4,23-4,28 (q, 4H); 8,80 - 7.80
EtO (o) O {m, 8H).
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Preparacibn 3:

Dietil-a-bromo-a-n-butilmalonato

EtO Br

EtO o]

Se digolvié n-butil malonato de dietilo (32,3 g) en
cloruro de metileno (200 ml)} y se tratd, gota a gota, con una
solucién de bromo (24,0 g), disuelto en cloruro de metileno
{25 ml). La mezcla resultante ge agité (1 hora a temperatura
ambiente), después de lo cual queddé una coloracibémn naranja.
El disolvente se elimindé a vacio, y el residuo se destild a
alto vacio dando el producto deseado comoc un aceite
transparente (p.eb. 105°C a 110°C; 36,0 g) . RMN de 'H (CDCl,):
= 0,89-0,92 (t, 3H); 1,25-1,29 (t, 6H); 1,35-1,37 (m, 4H);

2,2-2,26 (m, 2H); 4,23-4,29 (q, 4H); m/z=295 y 297 (M*).
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara

como propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula m
oV ~

0 o o 3

R X— Ar—y—2Z

N .
Ao |

(o) lil o

R3

en la que R' es hidrégeno, perfluoroalquilo C,-C,,
alquile C,-Cy o cicloalquilo C;-Cg, pudiendo contener dichos
alquilo C,-Cy o0 cicloalquilo C;-C; opcionalmente de uno a tres
heterodtomos seleccionados independientemente de oxigeno,
>NR® y azufre; pudiendo estar también dichos alquilo C,-C; o
cicleoalquilo C,-C; opcionalmente sustituidos por uno a dos
sustituyentes seleccionados independientemente de alquilo C,-
C,, arilo C4-C,, heteroarilo C,;-C, OH, NH,;, {alquil C(,-
C,Jamino, dilalquil C,-C,)]amino, (cicloalquil C,;-Cg)amino,
{cicloalquil C,-C,) (alquil C,-C,)amino, alcoxi C,-C,, -CONH,, -
CONHR?!, -CON(RY), y cicloalquilo C;-C;, pudiendo contener dicho
cicloalquilo C;-C; opcionalmente uno o dos heteroitomos
seleccionados independientemente de >NR’, oxigeno o azufre.

R' y R} se seleccionan independientemente de hidrégeno
o alquilo ¢,-C,;, pudiendo contener diche alquilo C(,-C,

opcionalmente un hetero&tomo seleccionado de oxigeno, >NR’ o

A
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azufre y pudiendo estar dicho alquilo C,-C; opcionalmente
sustituido por arilo C¢-Cj,, heteroarilo C,-C,4, OH, NH,,
(alquil C,-C,)amino, di[{alquil C,-C,)]amino, (cicloalquil C,-
Cg)amino, (cicloalquil C;-GC) (alquil C,~C,)amino, alcoxi C,-C,,
-CON(R'), o cicloalquilo C;-C;, pudiendo contener dicho
cicloalquilo C;-C; uno o dos heterodtomos seleccionados
independientemente de >NR’, oxigeno o azufre;

X se selecciona del grupo formado por oxigeno, azufre,
>S0,, >8=0, >NR!, -CH,0-, -OCH,-, -CH,S-, -CH,(S=0)-, -CH,S0,-,
-SCH;-, -SOCH;-, -SO,CH,-, -N(R')CH,-, -CH,N(R')-, -N(R')SO,- y
-SON(R') -;

R}, siempre que esté presente, se selecciona
independientemente de hidrégeno y alquilo C,-C,;

R’, bpiempre que esté presente, se selecciona
independientemente de hidr&geno, alquilo C,-C;, arilo C,-Cy,.
heteroarilo C;-Cy, OH, -CONH,, -CONHR?, -CON(RY), vy
cicloalquilo GC;-Cy;

Y se selecciona del grupo formade por un enlace,

oxigeno, azufre, »S80,, »§=0, >NH, -CH,-, -CH;0-, -OCH,-, -CH.S-

.

, -CH,(5§=Q)-, -CH,80;-, -SCH,-, -SOCH;-, -SO,CH,-, -NHCH,-, i
-CH,NH-, -CH,CH,-, -CH=CH-, -NHSO,- y -SO,NH-;

Ar' es arilo C4,-Cjp o heteroarilo C;-Ci: Y

Z es arilo C4-Cy,y, cicloalquilo C3-Cy, (cicloalquil C;-

Cg) (alquilo C,;-C,) o hetercarilo C;-C,; pudiende estar uno o

dos de los &Atomos de carbono del anillo de dichos
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opcionalmente reemplazados por heteroltomos seleccionados
independientemente de oxigeno, azufre y NR’;

pudiendo estar Ar' y Z opcionalmente sustituidos en
cualquiera de los &tomoes de carbono del anillo que puedan
formar un enlace adicional por uno a tres sustituyentes
seleccionados independientemente de F, Cl, Br, CN, OH,
alquilo C;-C,;, perfluorcalquilo C;-C,, perfluorcalgquiloxi C;-C,,
alquiloxi C,~C, y cicloalquiloxi C;-Cy);

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

2. Un compuesto segin la reivindicacién 1, en el que
cada uno de R? y R? son hidrégeno.

—~——

3. Un compuesto segln la reivindicacién 2, en el gque
X es oxigeno, -OCH,- o -CHO-.

4. Un compuesto segfin la reivindicacién 2, en el que
X es azufre, >S0,, -8CH,-, -CH;S-, -CH;80;,- o -SO,CH,-.

5. Un compuesto seqgn la reivindicacién 2, en el que
X es >NR', -CH,N(R')- o -N(R*)CH,-.

6. Un compuesto segin la reivindicacién 2, en el que
X es -N(RY)S0,- o -SON(RY) -.

7. Un compuesto seglin la reivindicacién 2, en el que
Y es un enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, »80,, -OCH,- o -CH,0-.

8. Un compuesto segfin la reivindicacién 3, en el que
Y es un enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, »80,, -OCH;- o -CH,O-.

9. Un compuesto segln la reivindicacién 4, en el que
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un enlace, oxigeno, azufre,
10. Un compuestc segin la
un enlace, oxigeno, azufre,

11. Un compuesto segin la

’lb’v

-CH;-, >80;, -OCH;- o -CH,0-.

reivindicacién 5, en el que
‘CH:' I}

>SOI, 'OCHZ- o 'CHEO'-

reivindicacién 6, en el que

un enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, >80,, -OCH,- o -CH),0-.

12. Un compuesto segin la reivindicacién 2, en el que

oxigeno, -OCH;- o -CH,0O-.

13. Un compuesto segn la reivindicacién 3, en el que

oxigeno, -0OCH- o -CH;O-.

14. Un compuesto seqgin la reivindicacién 2, en el que

uno de X e ¥ es oxigeno.

15. Un compuesto segin la reivindicacién 2, en el que
es fenilo.

16. Un compuesto segfin la reivindicacién 12, en el que
es fenilo.

17. Un compuesto segiin la reivindicacifn 13, en el que
es fenilo.

18. Un compuesto segiin la reivindicacién 14, en el que
es fenilo.

19. Un compuesto seg(in la reivindicacién 2, en el que

Z es arilo C4-C,p o heteroarilo C,-Cy.
20. Un compuesto segiin la reivindicacién 3, en el que
Z es arilo C4-Cjp © heteroarilo C;-Cy.
21. Un compuesto segiin la reivindicacién 12, en el que

Z es arilo Cg-Cy o hetercarilo C;-Cp.
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22. Un compuesto seglin la reivindicacién 13, en el que
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Z es arilo C4-Cyp © heterocarilo C;-Cy.

23. Un compuesto seg(n la reivindicacién 17, en el que
Z es arilo Cy-Cyy 0 hetercarilo C;-Cy.

24. Un compuesto segln la reivindicacién 2, en el que
Z es arilo C4-Cyp.

25. Un compuesto segin la reivindicacién 2, en el que
Z es cicloalquilo C;-C; o (cicloalquil C,;-Cg) (alquilo C,-Cy);
en los que uno o dos de los &tomos de carbono del anillo de
dicho cicloalquilo C,-Cy 0 (cicloalquil GC,-Cg) {alquilo C,-C;)
pueden estar opcionalmente reemplazados por heterodtomos
seleccionados independientemente de oxigeno, azufre o NR’,
estando seleccionado R’ de hidrégeno, alquilo C,-C,, arilo C,-
Cw. heterocarilo C,-C,,, OH, -CONH,, -CONHR', -CON(R'), ¥y
cicloalquileo GCi-GC,;.

26. Un compuesto segln la reivindicacién 2, en el que
Z es heteroarilo C,-Cy,.

27. Un compuesto segin la reivindicacién 2, en el que
Ar' y Z estén sustituidos en cualquiera de los &tomos de
carbono del anillo que puedan formar un enlace adicional por
uno a tres sustituyentes seleccionados independientemente de
F, Cl1, Br, CN, OH, alquilo C,-C,, perfluorocalquilo (,-C,,
perfluorcalquiloxi ¢,-C;, alquiloxi C,-C, y cicloalquiloxi C,-
Cs-

28. Un compuesto segln la reivindicacién 1, en el que
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X es oxigeno, Y es un enlace, oxigeno, azufre, -CH,-, >S0,,
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-OCH,- o -CH,0-; R' es hidrégeno o alquilo C,-C;; pudiendo
contener dicho alquilo .C,-C, opcionalmente unc a dos
heterodtomos seleccionados independientemente de oxigeno y
>NR*, pudiendo dicho alquilo C(,-C, estar opcionalmente
sustituido por uno a tres sustituyentes seleccionados
independientemente de alquile (,-C,;, OH, NH,;, (alquil C;-
C,Jamino, dil{alquil C;-C,)]amino, alquiloxi C,-C,, -CONH,,

-CONHR' y -CONR*; y R? y R! se seleccionan independientemente
de hidrégeno y alquilo C,-C,.

29. Un compuesto segin la reivindicacién 1, en el que
cada uno de R! y R} es hidrégeno; X es oxigeno; Y es oxigeno;
Y Z es heteroarilo C,;~C,.

30. Un compuestoc segln la reivindicacién 1, en el que
R' es metilo; cada uno de R’ y R® es hidrégeno; X es oxigeno;
Y es oxigeno; y Z es arilo C4-Cy.

31. Un compuesto seqin la reivindicacién 1, en el que
R' es n-butilo; cada uno de R! y R' es hidrégeno; X es
oxigeno; Y es oxigeno; y Z es arilo Cg¢-Cyg.

32. Un compuesto segin la reivindicacién 1, en el que
R! es metilo; cada uno de R’ y R? es hidrégeno; X es oxigeno;
Y es un enlace; y 2 es arilo C4-C.

33. Un compuesto segfin la reivindicacién 1, en el que
R!' es n-butilo; cada uno de R* y R’ es hidrdSgeno; X es

oxigeno; Y es un enlace; y Z es arilo C4-Cpp.
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34. Un compuesto seglin la reivindicacién 1, en el que
dicho compuesto se selecciona del grupo formado por:

5-Metil-5- (4-fenoxi-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5- (4- (4’ -fluorofenoxi) -fenoxi) -pirimidina-2,4,6-
triona;

5-n-Butil-5-(4-fenoxi-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-n-Butil-5-(4-(4’'-fluorofenoxi)-fenoxi) -pirimidina-
2,4,6-tricna;

5-Metil-5-(4-fenil-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

5-Metil-5-(3-fenil-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona; y

5-Metil-5-(4-benciloxi-fenoxi) -pirimidina-2,4,6-triona;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

35. Una composicién farmacéutica para el tratamiento
de un trastorno seleccionado del grupo formado por artritis,
enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn,
enfisema, sindrome del distrés respiratorio agudo, asma,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedad de
Alzheimer, toxicidad en el trasplante de un érganc, caquexia,
reacciones alérgicas, hipersensibilidad alérgica por
contacto, céncer, ulceracifn de tejidos, restenosis,
enfermedad periodental, epidermblisis vesicular,
osteoporosis, falta de firmeza en implantes de articulaciones
artificiales, aterosclerosis, aneurisma aértico,
insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de miocardio,

apoplejia, isquemia cerebral, traumatismo craneal, lesién de
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la médula espinal, trastornos neurodegenerativos, trastornos
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autoinmunes, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, migrafia, depresién, neuropatia periférica, dolor,
angiopatfia amiloide cerebral, potenciaciénm nootrépica o
cognitiva, escleroeis lateral amiotr6fica, esclerosis
miltiple, angiogénesis ocular, lesién corneal, degeneracidn
macular, curacién anémala de heridas, gquemaduras, diabetes,
cicatrices corneales, escleritis, SIDA, septicemia y choque
gséptico en un mamiferoc, incluyendo un ser humano, gue
comprende una cantidad de un compuesto de la reivindicacién
1, eficaz en dicho tratamiento, Y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

$936. Un procedimiento para tratar un trastorno
seleccionado del grupo formado por artritise, enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, enfisema,
sindrome del distrés respiratorio agudo, asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, enfermedad de Alzheimer,
toxicidad en el trasplante de un 6rgano, caquexia, reacciones
alérgicas, hipersensibilidad alérgica por contacto, céncer,
ulceraciédn de tejidos, restenosis, enfermedad periodontal,
epidermSlisis vesicular, osteoporosis, falta de firmeza en
implantes de articulaciones artificiales, aterosclerosis,
aneurisma adrtico, insuficiencia cardiaca congestiva, infarto
de miocardio, apoplejia, isquemia cerebral, traumatismo

craneal, lesifn de la médula espinal, trastornos neurodege-
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nerativos, trastornos autoinmunes, enfermedad de Huntington,

enfermedad de Parkinson, migrafia, depresién, neurcopatia
periférica, dolor, angiopatia amiloide cerebral, potenciacifn
nootrépica © cognitiva, esclerosis lateral amiotréfica,
egsclerosis mGltiple, angiogénesis ocular, lesién corneal,
degeneracién macular, curacifn anSmala de heridas, gquemadu-
ras, diabeteas, cicatrices corneales, escleritis, SIDA,
septicemia y chogue séptico en un mamifero, incluyendo un ser
humano, gque comprende administrar a dicho mamifero una
cantidad de un compuesto de la reivindicacién 1, eficaz en
el tratamiento de dicho trastorno.

37. Una composicién farmacéutica para el tratamiento
de un trastorno que se puede tratar mediante la inhibicidén
de metaloproteinasas de la matriz en un mamifero, incluyendo
un ser humano, que comprende una cantidad de un compuesto de
la reivindicacién 1, eficaz en dicho tratamiento y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

38. Una composicidn farmacéutica para el tratamiento
de un trastorno que se puede tratar mediante la inhibicién
de una reprolisina de mamifero en un mamifero, incluyendo un
ser humano, que comprende una cantidad de un compuesto de la
reivindicacién 1, eficaz en dicho tratamiento y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

%39, Un procedimiento para la inhibicién de

metaloproteinasas de la matriz en un mamifero, incluyendo un
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ger humano, que comprende administrar a dicho mamiferc una
cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1.
% 40. Un procedimiento para 1la inhibicién de una ¥

reprolisina de mamifero en un mamifero, incluyendo un ser
humano, que comprende administrar a dicho mamiferoc una

cantidad eficaz de un compuestc de la reivindicacién 1.
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Resumen la invengién
La presente invencién se refiere a pirimidina-2,4,6-
trionas inhibidores de metaloproteinasas de férmula

0
R2 R \
\\N X— Ar—Y—2

|
OJ\IFI o

R3

en la que X, Y, Ar', Z, R', R! y R’ son como se definen en la
memoria descriptiva, y a composiciones farmacéuticas vy

procedimientos para tratar la inflamacién, el clncer y otros

tragtornos.
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONESR'NTENDENCIA

PRIMER EXAMEN DE FORMA
EXPEDIENTE 00-58849

Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecldo en el art. 21 de la Decision
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencioén:

Si[ ] NO[ }
SIfx] NO[ ]
Si[x] NO[]
Sifx] NO[]
SI[X] NO[ ]
sI[X] NO[ 1
Si[x] NOI 1
OBSERVACIONES:

NO APLICABLE [ x ] Presentd los poderes necesarios en
forma correcta (Decisién 344, art. 14-a).

NO APLICABLE][ ] Acreditd, en forma cofrecta, la
existencla y representacion de {a persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Declsion 344; literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma comecta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13 de la Decision 344 y la Resolucién 02 dei 4 de Enero

del 2000)

EXTEMPORANEAMENTE { ] Relvindicé prioridad, dentro del

plazo y de acuerdo con !o previsto en el Articulo 4 del
Convenlo de Paris.

NO APLICABLE [ ] Presentd copla, certificada su
conformidad por la Administracion que recibié la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
naclonal.

NO APLICABLE [ ] Presentd la traduccion del capitulo
reivindicatorio de ia solicitud de la cual se reivindica prioridad
(At 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: S de enero de 1999
S.1.C).

CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

Debe allegar comprobante de pago por exceso de 150 palabras del extracto de

publicacion.

En consecuencla, se concephia que esta solicitud:

Si{x]

Se ajusta a los aspectos FORMALES Indicados en la Decision

344 y por tanio,

Se recomienda PUBLICAR el exiracto commespondiente.

Santafé de Bogota, D.C., 9 de Agosto del 2000

EXAMINADOR JURIDICO.
202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 21

Fax: 281 31 25

Santa Fe de Bogot4, D.C., Colombla
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

CONCEPTO TECNICO 28
EXPEDIENTE 0sSB.849

IPC g gg@ (| 312

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344 se
determind que esta solicitud de Patente de Invencion:

SI ] NO[] Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

SI] NO[] Contiene la identificacién correcta del solicitante (Articulo 13-a).

SI NO[] Contiene el resumen con el objeto o finalidad de la invencion en forma
comrecta (Art.13-e).

SI} NO[] Contiene el titulo o nombre de la invencion en forma correcta (Art.13-b).

Si M NO|[] Contiene la descripcion clara y completa de la invencion (Art.13-c).

SIpd NO[] Contiene los dibujos correctos (Art.14-¢ junto con el literal d) del Art. 4 del
Dto. 117 /94).

SIf NO[] Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con
el Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

SIM NO[] Contiene una o mas reivindicaciones, en forma comecta, que precisen la
materia para |la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d).

SIfy) NO[] Contiene el extracto y cumple con los requisitos para publicacién (Art.14-c
junto con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

SI[] NO[§ Contiene el arte final del dibujo caracteristico y cumple con los requisitos
(Art.14-c junto con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

Sl | NO|[] Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dio. 117 /94).

SIP NO[] Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma
correcta (Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

Si[} NO }§ CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS
OBSERVACIONES Y OTROS: Sl NO [] ver hoja(s) anexa(s)

Santa Fe de Bogota, D.C., EXAMINADOR TECNICO DE PATENTES

Octubee 12 , 2000 202007



DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

CONCEPTO TECNICO - 1328
EXPEDIENTE 00 058.849
IPC A 61 K 31/505 /t 3112

Realizado el primer examen de forma de esta solicitud se hace las siguiente
observacion:

1. Debe adjuntarse el arte final de la férmula quimica caracteristica en
papel fotografico o papel mantequilla, tamafio 12 X 12 cm, por
. duplicado. Y otro, tamafio 6 X 6 cm, para |a tarjeta del archivo temético.

EXAMINADOR TECNICO - Santa Fe de Bogoté, D.C.
DE PATENTES 202007 JEFE DVISION Octubre 12 del 2000
NUEVAS CREACIONES




FC A 22

Industria y Comercio
DIVISION DE NUEVAS CREACIONESRINTENDENCIA

EXPEDIENTE 00-58849
AUTO 2706
LA JEFE DE DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE:

ARTICULO PRIMEROQO: Tener como representante de la socledad solicitante al doctor
JOSE ANTONIO LLOREDA.

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Declsiéon 344 de la
Comislén del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro det plazo
de treinta (30) dias hablies sigulentes a {a fecha de notificacién del auto, presente
respuesta a las observaciones o complements jos antecedentes sefialados en el examen
de forma.

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubermnativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
Dado en Bogota D.C., a los 24 0CT. 2008

LA JEFEDE LA ION DE NUEVAS CREAGCIONES,

ALIX ENZA CESPEDES DE VERGEL

N TIFICADO POR ESTADO

Bogota ths ocT por anotacién en estado de esta misma fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO SI NO
VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 No. 27-00Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia




