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m Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

m Documento que acredita la existenciay represen\taci()n legal cuando el solicitante sea personajuridica.
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m Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,dibujos)

m Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar (IPEA}.
m Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

D De ser el caso, copia del confrato de acceso.
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Continuacion enumeracion del nombre de los Inventores, con
Su correspondiente direccion, codigo postal y domicilio:

Nombre Direccion Domicilio

BLUM, Horst Eckenheimer Landstrasse 118 60138 Frankfurt, Alemania
RUTTEN, Hartmut Falkenweg 25, 65510 Idstein, Alemania
STILZ, Hans, Ulrich Johannesallee 18, 65929 Frankfurt, Alemania

Conti. enumeracion del nombre de los Inventores 55021
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Copia del formulario de solicitud PCT (Formulario PCT/RO/101).

Otros anexos que se acompaifian a la solicitud 55021
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Name

Company's

Domicile
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HOLLMANN RESTREPO °
ABOGADOS LTDA. ,

PARA PATENTES, MARCAS Y LICENCIAS  FARMACEUTICAS

FOR PATENTS, TRADE MARKS AND PHARMACEUTICAL LICENSES

The undersigned

Dr. Markus Jacobi
Dr. Hans-Jirgen Fischer

acting on behalf of and representing

Aventis Pharma
Deutschland GmbH

domicilied in o )
D-65926 Frankfurt am Main
Germany

hereby appoint/s
G. Hollmann %estrepo

domicillied In Bogotd, Repub'llc of Colombia.

as our true and legal attorneys with the necessary powers; 1)
to apply to the administrative, judicial and police authorities
of the Republic of Colombia, In any instance or appeal.
for obtalning letter patents, Industrial designs and models,
trademark registrations, registration of commerclal names as
well as their assignments, extensions, renewals and changes
of name; 2) to prepare, apply for, obtain, execute and register
contracts, 1llcenses, authorizations and registrations of
any kind; 3) Intervene as plaintitfts or defendants, in
any instance or appeal, before any Judge, court, tribunal,
corporation, -public offices or authority in any judicial,
administrative or police action, such as: actions dealing
with comerclal names; oppositions agalnst trademark
registrations; caducity and nullity actions; recovery actlons,
actions arising from obtalnment and exploitations of
licenses; actions dealing with unfalr competition; criminal
actions; actions claiming indemnity for damages; claims or
remarks on patent applications, Industrial deslgns and
models; the performance of precautionary measures, and
in any other simllar action, measures or appeals related
to Industrial property matters.

To this effect, I (we) hereby authorize him (them) to
file applications, make descriptions, amedments, protests,
declarations, oppositions, cancellations, appeals and claims;
to pay taxes, quotas and lens as provided by law; to
wylve or abandon granted rights or rights in process of
bemg granted, to receive all kind of documents and
securitles; to 1ssue the respective releases and, in general,
to take, before sald authorities, pertinent steps to the
Above mentloned purposes and take all ‘measures he (they)
may deem convenient to protect my (our} Interests, with
all' other' necessary ‘legal’ facuulties, ‘and I (we) hereby
declare as good and valld whatever the attorneys should
do to my (our) benefit.

This power comprises the authority to ratify or confirm
on my (our) behalf any actions, as well as the faculty of
recelving, desisting, transacting, compromising, substituting
and revoking substitutions, taking notifications and appoint-
ing judicial or extrajudicial attorneys.

signed in Frankfurt..am Main

on tnts 11th dsy of February 2000 Fre

(Dr. Mirkus Jaoobi)  stgnature(s)
- PFrokurist -~ Firma(s)

Yo(nosotros)

Dr. Markus Jacobi y
Dr. Hans-Jiirgen Fischer

obrando a nombre y representacién de

AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GmbH

con .domicllio en

Frankfurt am Main, Alemania

nombro(amos) a

GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO

domiciliado(s) en Bogot, Repiblica de Colombia, en

la Cra. 11A No. 94-76 - Of. 308.
apoderados verdaderos y legales con poder especlal ampllo
y suficiente: 1) Para recabar de las oficinas y autoridades
colomblanas, administrativas, judiciales y de policia, en
cualquler instancla o recurso, ia obtencién de patentes de
invencién, de dibujos y modelos industriales, registro de
marcas, depésito de nombres comerciales y ensefias, as{
como sus traspasos, prérrogas, renovaclones y camblos de
nombre; 2) elaborar, tramitar, sollcitar, obtener, reallzar,
ejecutar y registrar contratos, licenclas, autorlzaclones y
registros de cualesquiera clases; 3) intervenir como deman-
dante o como demandado en cualquier instancia y recurso
y ante cualquier juez, entldad, corporacién, funclonario
puiblico o autoridad en acciones judiciales, administrativas
y de policla, tales como acciones derivadas del nombre co-
mercial, oposicién al registro de marcas; acclones de cadu-
cldad y nulldad; acciones relvindicatorins; acciones derivadas
de la obtencién o explotacién de licencias; acclones de com-
petencia desleal; demandas penales y civiles; acclones de
indemnizacion de perjulclos, reclamos u observaciones a soli-
citudes de patentes, modelos y dibujos Industriaies; en el
elercicio de medidas cautclares y en otras acclones, medidas
0 recursos similares relacionados con la propledad industrial.

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para clevar solicituudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas, declaraciones,
oposiciones, cancelaciones, apelaclones Yy reclamos; pagar im-
puestos, cuotos ¥ gravimenes prescritos por la ley; renunclar
o desistlr a derechos concedidos o ¢n curso de conceslon:

(nuestro beneficto.

Este poder comprende la fachitid, gooﬂts_
en mi(nuestro) nombre lo actun_ fﬁl
desistir, translgir, comprometer, .su ?(/
clones, recibir notificaciones y nombra
0 extrajudiciales.

Firmado en  Frankfurt am Main

e 11 «e Febrero

(Dr.- Hers-Jirgen Fischer)
- Autharized Sigratary -



Corporation
Company’s

CONSULAR CERTIFICATION

COMPANIES \

The undersigned Consul certifies: that the preceding
signature(s) reading

Or. Markus Jacobi

Dr. Hans-Jirgen Fischer

s (are) authentic; that the signer(s) at present flls
(£111) the position of

Prokurist
Authorized Signatory

of Aventis Pharma Beutschland GmbH

that he (they) is (are) empowered to grant thias power;
and that sald company exists and is organjzed in

D-65926 Frankfurt am Main

Fed. Rep. of Germany
in accordance with the laws of

Fed. Rep. of Germany

All the foregolng facts are known to the Consul due to
his having examined the respective documents to which
he, the Consul, attests.

8Signed (n
Frankfurt am Main

On this day of

CERTIFICACION CONSULAR
S8OCIEDADES

El iInfrascrito Coénsul certifica: qQue la(s) firma(s) Que

antecede(n) y dice(n)

es(son) auténtica(s); que el(los) signatario(s) desempe-

fia(n) actualmente el(los) cargo(s) de

de

que tlene(n) facultad para otorgar este podezl'; ¥ que dicha

compafiia existe y estd organizada en

conforme a 1as leyes de
~

\

'
1 '

\ .
Todos los hechos anterlores le constan, por' haber exami-
nado los documentos respectivos y de todo elio da fe.

Firmado en

El de de 19
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of the Urkundenrolle 2000

It is officially certified
hereby that

~

Die umstehendén heute vor
mir anerkannten Unterschrif-
ten der

1. Dr. Markus Jacobi, D-60385 Frankfurt am Main
2. Dr. Hans-Jurgen Fischer, D-64297 Darmstadt

- personally known to me -
have signed this document.

At the same time it is

confirmed, that the person
\‘\entioned sub 1. .according

™Q the Commercial Register

w“\\h has been inspected

and the person mentioned W
sub 2.
ding to the Authorization
of June 2, 1997 to act as
proxy and to represent
said company in legally
binding manner together
with an other authorized
person of this company.

Frankfurt am Main, den 11.

Kostenberechnung
Geschaftswert: DM 10.000, --

is authorized accor-=®

Februar 2000

Gebiithr §§ 141,32, 45 KostO
Gebihr § 150 I KostO
16% Mehrwertsteuer

- pers®dnlich bekannt -
werden hiermit beglaubigt.

Gleichzeitig wird bestatigt,
da die zu 1. genannte
Person laut Eintragung im
Handelsregister, das vom
Notar heute eingesehen
wurde, als Prokurist mit
einem anderen Zeichnungsbe-
rechtigten zeichnungs- und
vertretungsberechtigt ist
fir die

Wand GmbH, D-65926 Frankfurt am Main

und der zu 2. Genannte

~aufgrund der vorliegenden
agndlungsvollmacht vom

Ds‘i'lgﬂ handlungsbevollmach-

andersy, Zeichnungsberechtig-
ten derN\ zur Ver-
tretung dagser Firma berech-
tigt ist. T

DM 20, -=-
DM 20, --
DM 6,40
DM 46,vo
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

Farstenberger Str. 223, 60323 Frankfurt am Main, RFA.
Teléfono: 49-69-5963050 * Fax: 49-69-5962080

1A

LA SUSCRITA VICE-CONSUL DE COLOMBIA
| ~EN FRANKFURT AM MAIN |

CERTIFICA

Que el sefor Schlitz ejercia’ las funciones de Representante del
Presidente del Tribunal Regional en Frankfurt am Main eh la fecha

indicada y su firma corresponde a la registrada en esta Oficina
Consular. |

Que la empresa Aventis Pharma Deutschland GmbH con sede en
Frankfurt am Main, es una sociedad constituida de acuerdo con las
leyes de la Republica Federal de Alemania y cumple su objeto
conforme a las mismas.

Que los sefiores Dr. Markus Jacobi y Dr. Hans-Jurgen Fischer,
quienes en su calidad de apoderados, y cuyas firmas fueron
autenticadas ante el sefior Notario Dr. Hans Christoph Beil, son sus
representantes legales en este pais.

Frankfurt am Main, Marzo 10, 2000 -
qgmz\o%dr'qrz()

MARCELA RODRIGUEZ
VICE-CONSUL DE COLOMBIA

Derechos cancelados:
Impuesto de Timbre: Uss 7.00
Fondo Rotatorio: US$ 100.00

3



YA NIIT 3 i
b 2?72,
0l ¢

A

Va ut o

127

Gal?

. 3 thw:. ;_m .“...”SJ“ .

-l

X




Traduccién oficial del aleman de la autenticacién y legaliza-
cibébn de firmas del poder que AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH
domiciliada en Frankfurt am Main, Republica Federal de Alema-

nia, otorga a Gustavo Hollmann Restrepo.

Registro Notarial No. 10 para el afio 2000

Se autentican oficialmente las firmas que aparecen anterior-
mente, reconocidas en presencia mia como propias por:

1. Dr. Markus Jakobi, D-60385 Frankfurt am Main,

2. Dr. Hans-Jirgen Fischer, D-64297 Darmstadt,

a quienes yo, el suscrito Notario, conozco personalmente.

Al mismo tiempo se confirma que, de conformidad con el corres-
pondiente Registro Comercial revisado el dia de hoy por el N6~
tario, la persona sefialada en 1. estd autorizada en su cali-
dad de Apoderado para representar conjuntamente con oﬁro Apo-
derado a la compafiia Aventis Pharma.Deutschland GmbH domici-

liada en D-65926 Frankfurt am Main,

y que, de conformidad con el poder fechado el 2 de Junio de
1997 que me ha sido presentado, la persona sefialada en 2. Esta

autorizada para representar conjuntamente con otro Apoderado a

la mencionada compafiia
Frankfurt am Main, 11 de Febrero del 2000

DR. HANS CHRISTOPH BEIL, NOTARIO EN FRANKFURT AM MAIN
(Firma y Sello Oficial) | |




2
Nota de gastos:
Valor dei negocio = DM 10.000,-~-
Impuesto Articulos 141, 32, 45 Disp. Impuestos DM 20,--
Impuesto Articulo 150 I Disposicién Impuestos DM 20,-~
16% Impuesto sobre el Valor Agregado DM 6,40

Total DM 46,40

DR. HANS CHRISTOPH BEIL, NOTARIO (firma)

Se confirma mediante este documento la autenticidad de
la firma que aparece anteriormente, la cual pertenece al
Notario Dr. Hans Christoph Beil en Frankfurt avaaiﬁ, a
témbién la autenticidad del sello oficial que aparece al

lado de dicha firma,

4

‘Al mismo tiempo se certifica que la persona mencidnada
se encontraba legalmente autorizada para la ejecucién de

egse acto oficial.
Frankfurt am Main, 17.2.2000

Schlitz, Representante del Presidente Tribunal. Regional

(Firma y Sello Oficial)

El documento traducido del alem&n fue legalizado
bajo el No. 137357 el dia 21 de Marzo del 2000 en

la Oficina de Legalizaciones del Ministerio de Re-

7y

ADOLF WATZKE
Traduetor Oficlal
Res. 2433 Minjusticia

laciones Exteriores.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Inteliectual Property Organization
International Bureau

R | |
OMpr) ANV AT O

(43) International Publication Date (10) International Publication Number

19 September 2002 (19.09.2002) PCT WO 02/072573 Al

(51) laternational Patent Classification”  C07D 401/12,

233774, 233176, AGIK 31/41606, 31/4178 /

/
VA

(21) International Application Number:  PQT/EP02/01917 GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC,
. LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
(22) International Filing Date: 23 Februaryf 2002 (23.02.2002) MX, MZ,NO, NZ, OM, PH, PL,, PT, RO, RU, 8D, SE, SG,

S, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VN,

(25) Filing Language: , English YU, ZA, M, ZW.

(26) Publication Lyfiguage: / English (84) Designated States (regional): ARIPO patent (GH, GM,

: : KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),

(30) Priority Data: / "' Burasian patent (AM, AZ, BY,‘KG, KZ, MD.,'R“lgj 'I'J',.TM:'),
ST aTS T WG Mafh 2001 (1003.3001) DR 7 Buropean paient (AT, B, CH, CY, DE, DK, ES. ¥, I,
/ GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), OAPI patent

(71) Applicant:  AVENTIS"PHARMA DEUTSCHLAND (BE, BI, CF. CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW. ML, MR,

GMBH [DIY/DE} Brijniﬁfgslrassc 50, 65929 Frankfurt NE, SN, 1D, TG)
(DL, :
\ / . Published:
(72)- laventors: WEHNER, Vélkmar; Lindenstrasse 1, 97657 — with international search repor!
Sundberg (DE). BLUM, Horst; lickenhéimier Landstrasse _
118 60138 Frunklurt (DI5). R[.'Fm;j artmut; I'alken-  For two-letter codes and other abbreviations. refer to the "Guid-
weg 25, 05510 ldstein (DE). STILZ, Hans, Ulrich; Johan-  ance Notes on Codes and Abbreviations" appearing at the begin-
nesallee 18, 65929 Franklurt (DE). , ning of each regular issue of the PCT Gazelle.

(54) Title: IMIDAZOLIDINE DERIVATIVES. TTIEIR PREPARATION, AND THEIR USE AS ANTINFLAMATORY AGINT.

()

IO 00O OO A

so'

R

' N
o )k M~< 0. R

u, (57) Abstract: The present invention relates to novel imidazolidine derivatives of formula (), in which A, E, Z, R', R?, R3, R* and
R3 have the meanings indicated in the claims. The compounds of formula (T) are valuable pharmaceutical active compounds which
arc suitable, for example, for the treatment of inllammatory diseases, for example of rheumatoid arthritis, or of allergic discases. The

=~ compounds of the formula (1) are inhibitors of the adhesion and migration of leukoxytes and/or antagonists of the adhesion receptor
V1L.A-4 belonging Lo (ch integrins group. They are generally suitable for teh treatment of diseases which are caused by an undcsired
extend of leukocyte adhesion and or leukocyte migration or are associated therewith or in which cell-cell or cell-matrix interactions
which are based on the interactions of VILA-4 receptors with théir ligands play a role. The invention furthermore relates to processes
for the preparation ol the compounds of formula (1), their use and pharmaceutical preparations which contain compounds of formula
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groups, the 2 subfamily cohtaining the representatives LFA-1, Mac-1 and p150/95,
which are responsible ihv particular for cell-cell interactions of the immune system,
and the subfamilies $1 and 83, whose representatives mafnly mediate cell adhesion
to components of the extracellular matrix (Ruoslahti, Annu. Rev. Biochem. 1988, 57,
375). The integrins of the B1 subfamily, also called VLA p’roteins (very late

' (éctivation) antigen), include at least six receptors which interact specifically with
fibronectin, collagen and/or laminin as ligahds. Within the VLA family, the integrin
VLA-4 (a4B1) is atypical insofar as it is mainly restricted to lymphoid and myeloid
cells and is responsible in these for cell-cell interactions with a large number of other
cells. VLA-4 mediates, for example, the interactions of T and B lymphocytes with the
heparin ll-binding fragment of human plasma fibronectin (FN). The binding of VLA-4
with the heparin I1-binding fragment of the plasma fibronectin is based especially on
an interaction with an LDVP sequence. In contrast to the fibrinogen or vitronectin
receptor, VLA-4 is not é typical RGD-binding integrin (Kilger and Holzmann, J. Mol.
Meth. 1995, 73, 347). |

The leukocytes circulating in the blood normally exhibit only a low affinity for the ‘
vascular endothelial cells which line the blood vessels. Cytokines which are released
from inflamed tissue éause the activation of endothelial cells and thus the expression
of a large number of cell surface antigens. These include, for example, the adhesion
molecules ELAM-1 (endothelial cell adhesion molecule-1; also designated as E-
selectin), which; inter alia, binds neutrophils, ICAM-1 (intercellulaf adhesion
molecule-1), which interacté with LFA-1 (leukocyte function-associated antigen 1)‘on
leukocytes, and VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), whiéh binds various
leukocytes, inter alia lymphocytes (Osborn et al., Cell 198'9, 59, 1203). VCAM-1 is,
like ICAM-1, a member of the immunoglobulin géne supeffamily. VCAM-1 (first
known as INCAM-110) was identified as an adhesion molecule which is induced on
endothelial cells by inflammatory cytokines such as TNF and IL-1 and |
lipopolysaccharides (LPS). Elices et al. (Cell 1990, 60, 577).showed that VLA-4 and
-VCAM-1 form a receptor-ligand pair which mediates the attachment of lymphocy_tes
to activated endothelium. The binding of VCAM-1 to VLA-4 does not take place due
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IMIDAZOLIDINE DERIVATIVES, THEIR PREPARATION, AND THEIR USE AS ANTINFLAMATORY

AGENT

The present invention relates to novel imidazolidine derivatives of the formula |,

o *)L RN

in which A, E, Z, R', R?, R®, R* and R® have the meanings indicated below. The
compounds of the formula | are valuable pharmaceutical active compounds which
are suitable, for example, for the treatment of inflammatory diseases, for example of
rheumatoid arthritis, or of allergic diseases. The compounds of the formula | are
inhibitors of the adhesion and migration of leukocytes and/or antagonists of the
adhesion receptor VLA-4 belonging to the integrins group. They are generally
suitable for the treatment of diseases which are caused by an undesired extent of
leukocyte adhesion and/or leukocyte migration or are associated therewith or in
which cell-cell or cell-matrix interactions which are based on the interactions of VLA-4
receptors with their ligands play a role. The invention furthermore relates to
processes for the preparation of the compounds of the formula |, their use and

pharmaceutical preparations which contain compounds of the formula I.

The integrins are a group of adhesion receptors which play an important role in cell-
cell-binding and cell-extracellutar matrix-binding processes. They have an afi-
heterodimeric structure and exhibit a wide cellular distribution and a high extent of
evolutive conservation. The integrins include, for example, the fibrinogen receptor on
platelets, which interacts especially with the RGD sequence of fibrinogen, or the
vitronectin receptor on osteoclasts, which interacts especially with-the RGD

sequence of vitronectin or of osteopontin. The integrins are divided into three major
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to an interaction of the VLA-4 with an RGD sequenc‘e; such a sequence is not
contained in VCAM-1 (Bergelson et al., Current Biology, 1995, 5, 615). VLA-4 occurs,
however, also on other leukocytes, and the adhesion of léukocytes other thén
lymphocytes is also mediated via the VCAM-1/VLA-4 adhesion mechanism. VLA-4
thus represents an individual example of a B1-integrin receptor which, via the ligands
VCAM-1 and fibronectin, plays an important role both in cell-cell interactions and in

cell-extracellular matrix interactions.

The cytokine-induced adhesion molecules play an important role in the recruitment of

leukocytes into-extravascular tissue regions. Leukocytes are recruited into

inflammatory tissue regions by cell adhesion molecules which are expressed on the
surface of endothelial cells and serve as ligands for leUkocyte cell surface proteins.or
protein complekes (receptors) (the terms ligand and receptor can also be used vice
versa). Léukocytes from the blood must first adhere to endothelial cells before they
can migrate into the synovium. Since VCAM-1 binds to cells which» carry the integrih

VLA-4 (a4pB1), such as eosinophils, T and B.lymphocytes, monocytes or neutrophils,

it and the VCAM-1/VLA-4 mechanism have the function of recruiting cells of this type

from the bloodstream into areas of infection and inflammatory foci (Elices et al., Cell
1990, 60, 577; Osborn, Cell 1990, 62, 3; Issekutz et al., J. Exp. Med. 1996, 183,
2175). . ' '

The VCAM-1/VLA-4 adhesion mechanism has been connected with a number of
‘phys'iological and pathological processes. Apart from by cytokine-induced
endothelium, VCAM-1 is additionally expressed, inter alia, by the following cells:
myoblasts, lymphoid dendritic cells and tissue macrophages, rheumatoid synovium,
cytokine-stimulated neural cells, parietal epithelial cells of Bowman's cépsule, the
renal tubular epithelium, inflamed tissue during heart and kidhey transplant rejection,
and by intestinal tissue in graft versus host disease. VCAM-1 is also found to be
expressed on those tissue areas of the arterial endothelium which correspond to
early atherosclerotic plaques of a rabbit model. In addition, VCAM-1 is expressed on
follicular dendritic cells of human lymph nodes and is found on stroma cells of the

bone marrow, for example in the mouse. The latter finding points to a function of
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VCAM-1 in B-cell development. Apart from on cells of hematopoetic origin, VLA-4 is
also found, for example, on melanoma cell lines, and the VCAM-1/VLA-4 adhesion
mechanism is connected with the metastasis of such tumours (Rice et al., Sciehce
1989, 246, 1303).

The main form in which VCAM-1 occurs in vivo on endothelial cells and which is the

dominant form in vivo is designated as VCAM-7D and carries seven immunogliobulin
domains. The domains 4, 5 and 6 are similar in their amino acid sequences to ithe

domains 1, 2 and 3. In a further form consisting of six domains, designated here as s
VCAM:6D, the:fourth domain is removed by alternative splicing. VCAM-6D can also ( :
bind VLA-4-expressing cells. |

Further details concerning VLA-4, VCAM-1, integrins and adhesion proteins aré
found, for example, in the articles by Kilger and Holzmann, J. Mol. Meth. 1995,I 73,
347; Elices, Cell Adhesion in Human Disease, Wiley, Chichester 1995, p. 79;
Kuijpers, Springer Semin. lmm'unopathol. 1995, 16, 379.

On account of the role of the VCAM-1/VLA-4 mechanism in cell adhesion processes,

which are of importance, for example, in infections, inflammation or atheroscle.:rosis, it

has been attempted by means of interventions in these adhesion processes to

control disorders, in particular, for example, inflammations (Osborn et al., Cell I1989, O
59, 1203). A method of doing this is the use of monoclonal antibodies which are

directed against VLA-4. Monoclonal antibodies (mABs) of this type, which as VLA-4 v
antagonists block the interaction between VCAM-1 and VLA-4, are known. Thlus, for
example, the anti-VLA-4 mABs HP2/1 and HP1/3 inhibit the attachment of VLA-4-
expressing Ramos cells (B-cell-like cells) to human umbilical cord endothelial cells

and to VCAM-1-transfected COS cells. Likewise, the anti-VCAM-1 mAB 4B9 iﬁhibits

the adhesion of Ramos cells, Jurkat cells (T-cell-like cells) and HLB0 cells

~ (granulocyte-like cells) to COS cells transfected with genetic constructs which cause

VCAM-6D and VCAM-7D to be expressed. In vitro data with antibodies which are
directed against the a4 subunit of VLA-4 show that the adhesion of lymphocytes to
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synovial endothelial cells is blocked, an adhesion which plays a role-in rheumatoid
arthritis (van Dinther-Janssen et al., J. Immunol. 1991, 147, 4207).

In vivo experiments have shown that experimental autoimmuné encephalomyelitis
can be inhibited by anti-a4 mAB. The migration of leukocytes into an inflammatory
focus is likewise blocked by a monoclonal antibody against the a4 chain of VLA-4.
The influencing of the VLA-4-dependent adhesion mechanism using antibodies has
also been investigated in an asthma model in order to investigate the role of VLA-4 in

the recruitment of feukocytes into inflamed lung tissue (WO-A-93/13798). The

‘administration of anti-VLA-4 antibodies inhibited the late-phase reaction and the "

airway hyperreactlon in allergic sheep. The importance of VLA-4 as a target for the -
treatment of asthma is discussed in detail in Metzger Spnnger Semin.
lmmunopathol. 1995, 16, 467.

The VLA¥4-dependent cell adhesion mechanism was also investigated in a primate

model of inflammatory bowel disease (IBD). In this model, which corresponds to

- ulcerative colitis in man, the administration of anti-o4 antibodies resulted in a

significant reduction of the acute inflammation.

Moreover, it was possible to shbw that the VLA-4-dependent cell adhesion plays a

‘role in the following clinical conditions including the following chronic inflammatory

processes: rheumatoid arthritis (Cronstein and Weismann, Arthritis Rheum. 1993, 36,

147; Elices et al., J. Clin. Invest. 1994, 93, 405), d‘iabe'tes‘mellitus (Yang et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 10494), systemic lupus erythematosus (Takeuchi et
al., J. Clin. Invest. 1993, 92, 3008), allergies of the delayed type‘ (type IV allergy)
(Elices et al., Clin. Exp. Rheumatol. 1993, 11, S77), multiple sclerosis (Yednock et
al., Nature 1992, 356, 63), malaria (Ockenhouse et al., J. Exp. Med. 1992, 176,
1183), atherosclerosis (O'Brien et al., J. Clin. Invest. 1993, 92, 945; Shih et al., Circ.
Res. 1999, 84, 345), transplantation (Isobe et al., Transplantatidn Proceedings 1994,

26, 867), various malignancies, for example melanoma (Renkonen et al., Am. J.
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Pathol." 1992, 140, 763), lymphoma (Freedman et al., Blood 1992, 79, 206) and
others (Albelda et al., J. Cell Biol. 1991, 114, 1059). |

The interaction of VLA-4 with VCAM-1 and fibronectin is connected with some
pathophysiological processes in cardiovascular diseases. In an in vitro cell system,
infiltrated neutrophils inhibit the cell contraction (negative inotropy) of cardiomyo;cytes
by 35%. It was possible to inhibit this negative inotropic action of neutrophils by |an
anti-a4 antibody, but not by an anti-CD18 antibody (Poon et al., Circ. Res. 1999L 84,
1245). The importance of VLA-4 in the pathogenesis of atherosclerosis was sho;yvn in
a mouse model of atherosclerosis. Thus, the CS-1 peptide, which is directed againsi
the binding site of VLA-4 on fibronectin, inhibits the recruitment of leukocytes and the
accurmulation of fat in the aorta and thus the formation of atherosclerotic plaques in
atherogenically fed LDL receptor knockout mice (Shih et al., Circ. Res. 1999, 84,
345). Using the s’éme CS-1 peptide, it was furthermore possible to show in a
heterotopic heart trérisplantation model in the rabbit that the formation of a transplant
vasculopathy can be significantly decreased by the blockade of the interaction of
VLA-4 and fibronectin (Molossi et al., J. Clin. Invest. 1995, 95, 2601).

Blocking of VLA-4 by suitable antagonists thus offers effective therapeutic
possibilities of treati.ng, for example, in particular various inflammatory conditions
including asthma and IBD. The particular relevance of VLA-4 antagonists for the
treatment of rheumatoid arthritis results here, as already stated, from the fact that
leukocytes from the blood must first adhere to endothelial cells before they can
migrate into the synovium, and that the VLA-4 receptor plays a role in this adhesion.
The fact that VCAM-1 is induced on endothelial cells by inflammatory agents
(Osborn, Cell 1990, 62, 3; Stoolman, Cell 1989, 56, 907), and the recruitment of
various leukocytes into areas of infection and inflammatory foci has already been
discussed above. T cells adhere to activated endothelium here mainly via the LFA-
1/ICAM-1 and VLA-4/VCAM-1 adhesion mechanisms (Springer, Cell 1994, 76, 301).
On most synovial T cells, the binding capacity of VLA-4 for VCAM-1 is increased in
rheumatoid arthritis (Postigo et al., J. Clin. Invest. 1992, 89, 1445). In addition, an

increased adhesion of synovial T cells to fibronectin has been observed (Laffon et al.,
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J. Clin: Invest. 1991, 88, 546; Morales-Ducret et al., J. Immunol. 1992, 149, 1424). .

VLA-4 is thus upregulated both with respect to its expression and with respect to its

~function on T lymphocytes of the rheumatoid synovial membrane. The blocking of the

'binding of VLA-4 to its physiological ligands VCAM-1 and fibronectin makes possible -

an effective prevention or alleviation of articular inﬂamrhatory’processes.'This is also
confirmed by experiments with the antibody HP2/1 on Lewis rats with adjuvant

arthritis, in which an effective disease prevention was observed (Barbadillo et al.,

Springer Semin. Immunopathol. 1995, 16, 427). CS-1 peptidomimetics which contain

- an aspartic acid unit or a derivative thereof in the molecule and which inhibit the

binding of VLA-4 to the CS-1 sequence of the matrixsprotein~ﬁbronectin are described- - .- -
in‘WO-A-QO/O2903. VLA is thus an important therapeutic target molecule.

The abovementioned VLA-4 antibodies and the use of antibodies as VLA-4
antagonists are described in the patent applications WO-A-93/13798, WO-A;
93/15764, WO-A-94/16094, WO-A-94/17828 and WO—A—95/19790.V The patent
applications WO-A-94/1 5958, WO-A-95/15973, WO-A-96/00581, WO-A-96/06108
and WO-A-96/20216 describe péptide compounds as VLA-4 antagénists. The use of
antibodies and peptide compounds as pharmaceuticals, however, is afflicted with
disadvantages, for example lack of oral availability, easy degradability or
immunogenic action on long-term administration, and there is fhu_s a need for VLA—4 |
antagonists having a favourable property profile for use in the the_rapy and

prophylaxis of various disease conditions.

WO-A-95/14008, WO-A-93/18057, US-A-5 658 935, US-A-5 686 421, .US-A-'

5389 614, US-A-5 397 796, US-A-5 424 293 and US-A-5 554 594 describe
substituted 5-membered ring heterocycles which have an amino, amidino or
guanidino function at the N-terminal end of the molecule and which show platelet
aggregation-inhibiting actions. EP-A-796 855 describes further heterocycles which
are inhibitors of bone resorption. EP-A-842 943, EP—A-842 945 and EP-A-842 944
describe that compounds from these series and further compounds surprisingly also

inhibit Ieukocyte adhesion and are VLA-4 antagonists.
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EP-A-903 353, EP-A-905 139, EP-A-918 059, W0-99/23063, WO-A-99/24398, WO-
A-99/54321 and WO-A-99/60015 describe further compounds which inhibit leukocyte
adhesion and are VLA-4-antagonists. The properties of these compounds, however,
are still not satisfactory in various respects and there is a need for compounds having
a further improved property profile. EP-A-918 059 mentions, inter alia, imidazolidine
derivatives in which the imidazolidine ring is bonded via its 1-position to the carbon
atom in the 2-position of a 2-(cycloalkylalkyl)acetylamino unit or a 2- .
isobutylacetylamino unit. Not specifically disclosed, however, are the imidazolic!iine

derivatives of the formula | of the present invention, which are distinguished by! their

advantageous property profile and in particuiar by their markedly increased potienéy.' -

The present invention relates to compounds of the formula |,

0

3 A

B R N

R 7 Rg R N j/\E |
X i, o

in which

A is cyclopropylmethyl- or isobutyi;

E is -CO-R®, -CO-H or -CH,-O-R’;

Z is oxygen or sulfur;

R'is hydrogen or methyl:

R%is phenyl, pyridyl or (C4-C4)-alkyl, where the alkyl residue can be substituted by
one or more fluorine atoms and the phenyl residue can be substituted by one or more
identical or different substituents from the group consisting of (C1-Cqs)-alkyl, (C4-Cy)-
alkoxy, methylenedioxy, ethylenedioxy, halogen, trifluoromethyl and trifluoromethoxy;
R®and R* are methyl or trifluoromethy;

R®is hydrogen or (C4-Cs)-alkyl, where the alkyl residue can be substituted by one or

more fluorine atoms;
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" R% s hydroxyl, (C1-Cyo)-alkoxy, phenyl-(C4-Ce)-alkoxy, phenyloxy, (C1-Cg)-

alkylcarbonyloxy-(C4-Cs)-alkoxy, phenylcarbonyloxy-(C1-Ce)-alkoxy, phenyl-(C4-Cg)-

‘ aIkyIcarboriyloxy—(C1—Cs)-alkoxy, (C4-Cg)-alkoxycarbonyloxy-(C4-Ceg)-alkoxy,

phenyloxycarbonyloxy-(C4-Cg)-alkoxy, phenyl-(C4-Cg)-alkoxycarbonyloxy-(C1-Cg)-

alkoxy, amino, mono((C4-Cqg)-alky!)amino or di(-(C1—C1o)-élkyl)amino;

- R’ is hydrogen or (C4-Ca)-alkyl;

in all their stereocisomeric forms and mixtures thereof in all ratios,

and their physiologically tolerable salts.

"Ai‘kyl'resid'ues can be straight-chain or branched: This also appiies-ifithey carry = <~

substituents or occur as substituents of other residues, for example in fluoroalkyl
residues,.alkoxy residues or alkoxycarbonyl residues. Examples of alkyl residues are
methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl (= 1-methylethyl = iC3H7), n-butyl, isobuty!

(= 2-methylpropyl), sec-butyl (= 1-methylpropyl), tert-butyl (= 1,1-dimethylethyl),
n-pentyl, isopentyl, tert-pentyl, neopentyl, n-hexyl, 3-methylpentyl, isohexyl,
neohexyl, n-heptyl, 2,3,5-trimethylhexyl, n-octyl, n-nonyl, n-decyl. Preferred alkyl
residues are methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl, isobutyl, sec-butyl, tert-butyl.
In alkyl residues, one or more, for example 1, 2, 3, 4 or 5, hydrogen atoms can be

substituted by fluorine atoms. Examples of such fluoroalkyl residues are

trifluoromethyl, 2,2, 2-trifluoroethyl, pentafluoroethyl, heptafluoroisopropyl. Substituted

_-alkyl residues, for example phenylalkyl residues or fluoroalkyl residues, can be

substituted in any desired positions.

Phenyl residues can be unsubstituted or mono- or polysubstituted, for example
mono-, di-, tri-, tetra- or pentasubstituted, by' identical or different substituents. If a
pheny! residue is substituted, it preferably carries one or two identical or different
substituents. This also applies to substituted phenyl residues in groups such as
phenylalkyl, phenylcarbonyl, etc. Phenylalkyl residues are, for example, benzyl,

1-phenylethyl or 2-phenylethyl, in particular benzyl, all of which can also be

. substituted.
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In monosubstituted phenyl residues,-the substituent can be situated in the 2-position,
the 3-position or the 4-position. Disubstituted phenyl can be substituted in the 2,3-
position, 2,4-position, 2,5-position, 2,6-position, 3,4-position or 3,5-position. In
trisubstituted phehyl residues, the substituents can be situated in the 2,3,4-position,
2,3,5-position, 2,4,5-position, 2,4,6-position: 2,3,6-position or 3,4,5-position. If a
phenyl residue carries substituents from the group consisting of methylenedioxy
(-O-CH2-0O-) and ethylenedioxy (-O-CH,-CH»-O-), it preferably carries only one

substituent from this group (if desired in addition to other substituents).

3-methylphenyl, 4-methylphenyl, 2,3-dimethylphenyl, 2,4-dimethylphenyl,2,5-
dimethylphenyl, 2,6-dimethylphenyl, 3,4-dimethylphenyl, 3,5-dimethylphenyl, 2,4,5-
trimethylphenyl, 2,4,6-trimethylphenyl, 3,4,5-trimethylphenyl, 2-(n-butyl)phenyl, 3-
(n-butyl)phenyl, 4-(n-butyl)phenyl, 2-isobutylphenyl, 3-isobutylphenyl, 4-
isobutylphenyl, 3-tert-butylphenyl, 4-tert-butylphenyl, 2-methoxyphenyl, 3-
methoxyphenyl, 4-methoxyphenyl, 2,3-dimethoxyphenyl, 2,4-dimethoxyphenyl, 2,5-
dimethoxyphenyl, 2,6-dimethoxyphenyl, 3,4-dimethoxyphenyl, 3,5-dimethoxyphenyl,
2,4,5-trimethoxy-phenyl, 2 4,6-trimethoxyphenyl, 3,4,5-trimetho>{yphenyi, 2-
(n-butoxy)phenyl, 3-(n-butoxy)phenyl, 4-(n-butoxy)phenyl, 2-isobutoxyphenyl, 3-
isobutoxyphenyl, 4-isobutoxyphenyl, 2-tert-butoxyphenyl, 3-tert-butoxyphenyl, 4-tert-
butoxyphenyl, 2,3-methylenedioxyphenyl, 3,4-methylenedioxyphenyl, 2,3-
ethylenedioxyphenyl, 3,4-ethylenedioxyphenyl, 2-fluorophenyi, 3-fluorophenyl, 4-
fluorophenyl, 2,3-difluorophenyl, 2,4-difluorophenyl, 2,5-difluorophenyl, 2,6-
difluorophenyl, 3,4-difluorophenyl, 3,5-difluorophenyl, 2,4, 5-trifluorophenyl, 2,4,6-
trifluorophenyl, 3,4,5-trifluorophenyl, 2,3,5,6-tetrafluorophenyt, 2,3,4,5,6-
pentafluorophenyl, 2-chloro-phenyl, 3-chlorophenyl, 4-chlorophenyl, 2,3-
dichlorophenyl, 2,4-dichlorophenyl, 2,5-dichlorophenyl, 2,6-dichlorophenyl, 3,4-
dichlorophenyl, 3,5-dichlorophenyl, 2-bromophenyl, 3:bromophenyl, 4-bromophenyi,
3-iodophenyl, 4-iodophenyl, 2-trifluoromethylphenyl, 3-triﬂuoromethylphenyl, 4-
trifluoromethylphenyl, 3,4-bis-(trifluoromethyl)phenyl, 3,5-bis(triflucromethyl)phenyl,
2-trifluoromethoxyphenyl, 3-trifluoromethoxyphenyl, 4-trifluoromethoxyphenyl, etc. in

substituted phenyl residues, however, just so different substituents can be present in
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any desired combination, such as, for example, in the residues 3-methoxy-4-

‘methylphenyl, 4-fluoro-3-methoxyphenyl, 3-ﬂuofo-4-methoxyphenyl; 3,5-difluoro-4-

methoxyphenyl, 3-fluoro-4,5-methylenedioxyphenyl, 3-fluoro-4,5-
ethylenedioxyphenyl, 2-chloro-3-methylphenyl, 3-chloro-4-methylphenyl, 3-chloro-4-
fluorophenyl, etc. .

Halogen is fluorine, chlorine, bromine or iodine, preferably fluorine or chlorine.

Pyridyl is 2-pyridyl, 3-pyridyl or 4-pyridyl. In pyridyl residues, the nitrogen atom can.

~also be oxidized and the corresponding compound of the formiula i can be-presefit-as -

a pyridine N-oxide, which is likewise included by the present invention.

Physiologically tolerable salts of the compounds of the formula | are in particular non-
toxic or phafmaceuticallyutilizable salts. Compounds of the formula | which contain
acidic groups, for example a carboxylic acid group representing the group E, can be
present, for example, as alkali metal salts or alkaline earth metal salts, for example
sodium salts, potassium salts, magnesium salts and calcium salts; or as ammonium
salts such as, for example, salts with physiologically tolerable quaternary ammonium
ions and acid addition salts with ammonia and physiologically tolerable organic
amines, such as, for examplé, methylamine, ethylamine, triethylamine, 2-hydroxy-
ethylamine, tris(2-hydroxyethyl)amine, a,a,on—tris(hydroiymethyl)methylamine g

(tromethamine) or amino acids, in particular basic amino acids. Salts 'of an acidic

compound of the formula | with an organic amine can contain the two components in - .

the ratio 1:1 or about 1:1 or in another ratio, for example in a ratio of from about 1:0.5
to about 1:4 (1 molecule of the formula | per 0.5 to 4 molecules of the amine), in
particular in a ratio of from about 1:0.5 to about 1:2 (1 molecule of the formula | per

0.5 to 2 molecules of the amine).

Compounds of the formula | which contain basic groups, for example a pyridy! group,
can be present as acid addition salts, for example as salts with inorgahic acids such

as, for example, hydrochloric acid, sulfuric acid or phosphoric acid, or as salts with

- organic carboxylic acids or sulfonic acids such as, for example, acetic acid, citric

16
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acid, benzoic acid, maleic acid, fumaric acid, tartaric acid, methanesulfonic acid or p-
toluenesulfonic acid. Compounds which contain both acidic groups and basic groups
can also be present in the form of inner salts, zwitterions or betaines, which are

likewise included by the present invention.

Salts can be obtained from the compounds of the formula | by customary processes
known to the person skilled in the art, for example by combination with an organic or
inorganic acid or base in a solvent or diluent, or from other salts by anion exchange

or cation exchange.

The compounds of the formula | can be present in stereoisomeric forms. With respect
to each asymmetric centers in the compounds of the formula I, independently of any
other asymmetric center, it is possible for the S configuration or the R configuration to
be present or R/S mixtures to be present. Thus the asymmetric carbon atom to which
the residue R? is bonded can have the R configuration or S configuration or the
compound of the formula | can be present as an R/S mixture with respect to this|
carbon atom. Likewise, the asymmetric carbon atom to which the group A and the
imidazolidine ring are bonded can have the R configuration or S configuration orithe
compound of the formula | can be present as an R/S mixture with respect to this
carbon atom. All other asymmetric carbon atoms can likewise have the R
configuration or the S configuration or the compound of the formula | can be present
as an R/S mixture with respect to each of these carbon atoms. In R/S mixtures the

individual stereoisomers can be pres'ent in any ratio including a ratio of 1:1.

The invention includes all possible stereoisomers of the compounds of the formula |,
for example pure or largely pure enantiomers and pure or largely pure diastereomers
and mixtures of two or more stereocisomeric forms, for example mixtures of
enantiomers and/or dia-stereomers, in all ratios. The invention thus relates to
enantiomers in enantiomerically pure form, both as levorotatory and as dextrorotatory
antipodes, in the form of racemates and in the form of mixtures of the two
enantiomers in all ratios. The invention likewise relates to diastereomers in

diastereomerically pure form and fn the form of mixtures in all ratios. Examples of



bt

15

WO 02/072573

13

PCT/EP02/01917

individual stereoisomers which are comprised by the invention are the compounds of

the formulae Ia, Ib, ic and |d.
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The preparation of individual sterecisomers, if desired, can be carried out by use of

stereochemically uniform starting substances in the synthesis, by stereoselective

synthesis or by separation of a mixture according to customary methods, for example

by chromatography or crystallization, in the case of enantiomers, for examplie, by
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chromatography on chiral phases. If appropriate, a derivatization can be carried out
before a separation of sterecisomers. The separation of a sterecisomer mixture can
be carried out at the stage of the compounds of the formula | or at the stage of a

starting substance or an intermediate in the course of the synthesis.

The compounds of the formula | according to the invention can contain mobile
hydrogen atoms, i. e., they can be present in various tautomeric forms. The present
invention comprises all tautomers of the compounds of the formula I. The present
invention also comprises solvates and addition compounds or adducts of compounds
of the formuia'l, for exaipie adducts with water, i.e. hydrates, or adducts with
alcohols or amines. The invention furthermore comprises derivatives of compounds
of the formula 1, for example esters, amides, prodrugs and other physiologically
tolerable derivatives, and active metabolites of compounds of the formula |. The
invention in particular also relates to prodrugs of the compounds of the formula |
which in vitro are not necessarily pharmacologically active, but which in vivo, under
physiological conditions, are converted into active compounds of the formula I.
Suitable prodrugs for the compounds of the formula I, i.e. chemically modified
derivatives of the compounds of the formula | having properties improved in a desired
manner, are known to the person skilled in the art. More detailed information
regarding prodrugs is found, for example, in Fleisher et al., Advanced Drug Delivery
Reviews 19 (19396) 115; Design of Prodrugs, H. Bundgaard, Ed., Elsevier, 19_85.; H.
Bundgaard, Drugs of the Future 16 (1991) 443. Suitable prodrugs for the compounds -
of the formula | are especially ester prodrugs, amide prodrugs, aldehyde prodnﬁgs
and alcohol prodrugs of carboxylic acid groups, for example of a carboxylic acid
group representing the group E. Thus, also the compounds of the formula | in Which
the group E is hydroxymethyl, alkoxymethyl or formyl and which exhibit VLA-4
antagonism in vivo are prodrugs of the compounds of the formula | in which the
group E is hydroxycarbonyl. Examples of ester prodrugs and amide prodrugs which
may be mentioned are (C1-Cs)-alkyl esters such as methy! esters; ethyl esters,
isopropyl esters, isobutyl esters, substituted alkyl esters such as hydroxyalky! esters,

acyloxyalkyl esters, aminoalkyl esters, acylaminoalky! esters, dialkylaminoalkyl

AN

¢ S
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esters, unsubstituted amides or N-(C.1—C4)—alkylamides such as methylamides or

ethylamides.

Examples of compounds of the formula | according to the invention which may be
mentioned are the following compounds of the formulae le and If, which have the S
configuration on the carbon atom which carries the group A, and have the S
conﬁguration on the carbon atom which carries the group R? if R? is phenyl or pyridyl,
and have the.R cdnﬂguration on the carbon atom which carries the group R? if R? is

méthyl The present invention likewise relates to the physiologically tolerable salts of

'the compounds.of the formulae le- and If,-for example-metal salts or.salts with organic.

ammonium cations of compounds of the formulae le and If which contain a carboxylic
acid group, or acid additions salts of compounds of the formulae le and If which

contain pyridyl residues, for example the hydrochlorides.

. R¥ O A H . S -

4 N

‘ N—< 9) R?
R’ s CH,0 ‘X(m E CUf

Y

N
H H

" Compounds of the formulaé le and If:

R" R R* A ' R . E
CHs CHs CHs isobutyl phenyl - COOH
CHs CHs  CH; ~ isobutyl | phenyl COONa

CHz CHs CHs, isobutyl v phenyl COOC5Hs

/8



WO 02/072573 -
R’ RS
CH; CHs
CH; CHs
CH; CHjs
CHs CHs
CHs CHs
CHs; CHs
CH; CHs
CH; CF;
CH; CF,
CH; CF;
CHs; CF;
CHs CF;
CHs CF;
CH; CF,
CH; CF;
CH; CFj
CHs CF3
CH; CHs
CH; CH,
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cyclopropylmethyl-
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cyclopropylmethyl-
cyclopropylmethyl-

isobutyl
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cyclopropylmethyl-
cyclopropylmethyl-
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phenyl
phenyl

phenyl
phenyl
phenyl
phenyl
phenyl

phenyl
phenyl
phenyl
phenyl
phenyl

phenyl
phenyl
phenyl
phenyl
phenyi

2-pyridyl
2-pyridyl
2-pyridyl
2-pyridyl

2-pyridyl
2-pyridyl
2-pyridyl
2-pyridy!
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COOICsHy
CH.OH

COOCH
COONa
COOC;Hs
COOQIC3H;
CH,OH

COOH
COONa
COOC2Hs
COOiC;3Hy
CH,0OH

COOH
COONa
COOCzHs
COO0IC3H;
CH,OH

COOH
COONa
COOC;Hs
COO0IC3Hy

COOH
COONa
COOC;,Hs
COOIC3Hy



WO 02/072573

CHs
CHs
CHas
CH3

CH3
CHs
CHs
CHs

CHa
CH3
CHs
CHs

CHs
CHs
CHs
CHs

CH3l
CHs
CHas
CHs

CHs
CHs
CHs
CH3s

R3

CF,
CF;

' CFs
CFs -

CF3
CFs;
CF;
CF;

CHs
CHa
CHs
CHs

CHs
CHs
CHs
CHs

CF3
CFs
CF3

CFs

CF;
CF3
CF3
CF3;

-

CF,
CF3
CF3
CF3

CF3

 CFy
‘CF3

CF3

CHs

- CHs

CHs

CH;

CHs
CH;
CHs

CHs

CF3

CF3
CF;
CF3

CF;
CFs
CF;
CF3

17

isobutyl
isobutyl
isobutyt
isobutyl

cyclopropylmethyl-
cyclopropylmethyl-

cyclopropylmethy!l- -

cyclopropylmethyl-

isobutyl
isobutYl
isobuty!
isobutyl

cyclopropylmethyl-

cyclopropylmethyl-
cy.clopr’opylmethyl?
cyclopropylmethyi-

isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl

cyclopropyimethyl-
cyclopropylimethyl-
cyclopropylmethyi-

cyc!opropylmethyl— '

R2

2-pyridyl-

2-pyridyl
2-pyridyl
2-pyridyl

2-byridyl
2-pyridyl

2-pyridy!

2-pyridyl

3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl

3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridvt
3-pyridy!

3-pyridyl

3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl

3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl
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COOH
COONa
COOC,Hs

COOICsH;

COOH
COONa

- COOCHs

COOQIC3H7

COOH
COONa

COOC,Hs5

COOQICzHy

COOH
COONa
COOC;Hs
COOIC3Hy

COOH |
COONa

COOC,Hs

COO0IC3Hy

COOQOH
COONa
COOC,H5
COO0iC3H;
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CH; CHs CH; isobutyl 4-pyridyl  COOH
CH; CH, CHs isobutyl 4-pyridyl  COONa
CHs; CHs CHs isobutyl 4-pyridyl ~ COOC,Hs
CH; CHs CHs isobutyl 4-pyridyl  COOQICsH;

CHs CHj CHs cyclopropylmethyl-  4-pyridyl COOH
CH; CHs CH;j cyclopropylméthyl— 4-pyridyl COONa
CHs; CHj; CHj cyclopropy!methyl-  4-pyridyl COOC3H;5
CHz CHs CH3 cyclopropylmethyl-  4-pyridyl COOIC3Hy

CH; CF; CF; isobutyl 4-pyridyl COOH
CHs; CFj CF; isobutyl 4-pyridyl COONa
CHs; CF; CF3 isobutyl 4-pyridyl COOC;3Hs
CH; CF; CF3 isobutyl 4-pyridyl COOICsHy

CH; CF; CF3 cyclopropylmethyl-  4-pyridyl COOH
CHs CF; - CF3 cyclopropyimethyl-  4-pyridyl COONa
CH; CF; CF3 cyclopropylmethyl-  4-pyridyl COOCzHs
CH; CF; CF3 cyclopropylmethyl-  4-pyridyl CQOOIC3Hy

CH; CHs CHj isobutyl methyl COOH
CHs CHjs CHs isobutyl methyl COONa
CHs CH; - CHs isobutyl methyl COOC;Hs
CH; CHsj CHs3 isobutyl - methyl COO0IiC3H,
CHs CHs CHj isobuty! ~methyl CH,OH
CH; CHs CHs cyclopropylmethyl-  methyl COOH
CH; CHs CHs cyclopropylmethyl-  methyl COONa

CHs CHs CHj cyclopropylmethyl-  methyl COOC,Hs
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CHz CHs CHj cyclopropylmethyl-  methyl COOIC3Hy
CH; CHy- CH;  cyclopropyimethy- methyl  CH,OH
CH; CF; CF3 isobutyl methyl COOH
CH; CF; CF; isobutyl methyl COONa
CH; CFy  CF;  isobutyl methyl ~ COOCHs
CHs CF; CFy isobutyl methyl COO0IC3Hy
CHy CF;  CF;  isobutyl methyl  CH,OH
CH; CF; CF; cyclopropyimethyl-  methyl COOH
CHs CF; CF3 . cyclopropylmethyl-  methyl COONa
CH; CF; CF; cyclopropyimethyl-  methyl COOCsH5
CH; CF; CFs  cyclopropylmethyl-  methyl COOICsH;
CHs; CF; . CF, cyclopropylmethyl-  methyl CH,0H

H CH; CHs; isobutyl phenyl COOH

H CHy CHs  isobutyl phenyl COONa
H  CHs;  CH;  isobutyl phenyl COOC,Hs
H CHy CH; isobutyl phenyl COOIC3H;
H  CHy CHs; isobutyl phenyl CH,OH
H CHs + CHs  cyclopropylmethyl-  phenyl COOH
H CH3 CHj cycloprbpylmethyl- phenyl ‘COONa
H CH; CHs cyclopropylmethyl-  phenyl | COOC;3Hs
H CH; CHs  cyclopropyimethyl-  phenyl COOICsH;
H CH;s CHj cyclopropylmethyl-  phenyl CHQOH

H CFs CFs  isobutyl . ' phenyl COOH

H CF; CF; isobutyl phenyl COONa
H CF; CF3; . isobutyl phenyl COOC,H;5
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isobutyl

cyclbpropylmethyl-
cyclopropylmethyl-
cyclopropylmethyl-
cyclopropyimethyi-
cyclopropylmethyl-

isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl

cyclopropylmethyl-
cyclopropylmethyl-
cyclopropylmethyl-
cyclopropylmethyi-
cyclopropylmethyi-

isobutyl
isobutyl
isobutyl
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isobutyl

cyclopropylmethyl-
cyclopropyimethyl-
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phenyl
phenyl

phenyl
phenyl
phenyl
phenyl
phenyl
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methyl
methyl
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methyl
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methyl
methyl
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COOQIC3Hy
CHo0OH

COOH
COONa
COOC;Hs
COOQIC3zHy
CH,0OH

COOH
COONa
COOC;3Hs
COOQIC3Hy
CH,0OH

COOH
COONa
COOC,Hs -
COO0IC3H;
CH,OH

COOH
COONa
COOC;,Hs
COO0IC3zH,
CH20H

COOH
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H CF3 CF; cyclopropylmethyl-  methyl COOIC3H5
H - CFs  CF; cyclopropylmethyl-  methyl CH,OH

The individual structural elements in the. compounds of the formula | according to the
invention preferably have the following meanings, which they can have independently

of one another.

R? is preferably (C1-Cg)—alkyl which can be substituted by one or more fluorine.atoms,
or pyridyl, or unsubstituted pheryi; of phenyl which is'substituted by a -

methylenedioxy residue or an ethylenedioxy residue, or phenyl which is substituted

* by one or two (C1-Cy)-alkoxy groups. The alkyl groUp representing R?, which,can

optionally be substituted by fluorine, is in particular one of the groups methyl, ethyl,
isopropyl, trifluoromethyl and 2,2,2-triflucroethyl. The élkoxy substituents in a phenyl
group representing VRZ are in particular methoxy groups. Particularly preferably, R? is

methyl, pyridyl, unsubstituted phenyl, phenyl which is substituted by a

methylenedioxy residue or an ethylenedioxy residue or phenyl which is substituted by .

one or two.methoxy groups. Very particularly preferably, R? is methyl, unsubstituted

phenyl or pyridyl.

R® and R* can be identical or different. Preferably, the two groups R® and R* are
identical. In one embodiment of the present invention, R® and R* are both meth‘yl. In

another embodiment of the present invention, R and R* are both trifluoromethy.

An alkyl group representing R®, which can be substituted by one or more fluorine
atoms, is preferably a methyl grou'p, an ethyl group or a trifluoromethyl group.
Preferably, R%is (C4-Cy)-alkyl, which can be substituted by one or more fluorine
atoms. Particularly preferably, R® is methyl or trifluoromethyl, very particularly

preferably methyl.

R®is preférably hydroxyl, (C4-Ce)-alkoxy, phenyl-(C4-C4)-alkoxy, phenyloxy or amino
(NHy), particutarly preferably hydroxyl, (C4-Ce)-alkoxy or amino, very particularly
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preferably hydroxyl or (C1-Cs)-alkoxy, especially preferably hydroxyl or (C4-C4)-

alkoxy, in particular hydroxyl.

R’ is preferably hydrogen or (C+-Ca)-alkyl, particularly preferably hydrogen or methyl,
very particularly preferably hydrogen.

E is preferably -CO-R®, -CO-H, -CH,-OH or -CH,-OCHg, particularly preferably
-CO-R¢, -CH,-OH or -CH>-OCHG3, very particularly preferably -CO-R® or -CH,-OH,
moreover preferably -COOH, -COOC;Hs, -COOIC3H; or -CH,-OH, in particular
-COOH.

In one embodiment of the present invention Z is sulfur, in another embodiment Z is

oxygen.

In one embodiment of the present invention A is the isobutyl residue (2-methyipropy!
residue; (CH3).CH-CH>-), in another embodiment A is the cyclopropylmethyl residue
(cyclopropyl-CHz-). Furthermore, in one embodiment of the present invention R' is.

hydrogen and in another embodiment R' is methyl.

Preferred compounds of the formula [ are those which have a uniform configuration
on one or more chiral centers, for example on the carbon atom which carries the
residue R?, and/or on the carbon atom which carries the residue A and the
imidazolidine residue. ‘I.} e., compounds are preferred which are present in a uniform
or essentially uniform configuration on one or more chiral centers, either in the R
configuration or in the S configuration, but not as an R/S mixture. However, as
explained, the individual chiral centers in these compounds of the formula | can
independently of one another have the R configuration or the S configuration and
have identical or different configurations. Particularly preferred compounds of the
formula | are those in which the carbon atom which carries the residue A and the
imidazolidine residue is present in the S configuration, i.e. in the configuration with
respect to this stereocenter which is shown in the formulae la and Ib. Particularly

preferred compounds of the formula | are also those in which the carbon atom which .
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carries the group R2 is present in the configuration shown in the formulae la and lc. If
R?, for example, is phenyl, substituted phenyl of pyridyl, in these particularly
preferred cor_npdunds the carbon atom which carries the group R? has the S
configuration, if R? is methyl, e{hyl or isobutyl, it has the R configuration. Very
particularly preferred compounds of the formula | are thpse in which the two above-

mentioned stereocenters are present in the configurations shown in the formula Ia.

Preferred compounds of the formula | are those compounds in which one or more of
the residues have preferred meanings or have a specific meaning selected from the
‘meavnings incl_udéd,‘the—present invention relating-to all combinations of preferred- - -
meanings and/or specific meénings of residues. Examples of preferred compounds
are, for example, compounds in which, simultaneously, R', R?, R* and R® are methyl
and A is isobutyl, or compounds in which, simultaneously, R, R®, R* and R® are
methyl and A is cyclopropyimethyl, or compounds in which, simultaneously, R" is
methyl, R® and R* are trifluoromethyl, R® is methyl and A is isobutyl; or compounds in
which, simultanéously, R'is methyl, R® and R* are trifluoromethyl, RS is methyl and A
is cyclopropylmethyl, or compounds in which, simultaneously, R" is hydrogen, R®, R*
and R® are methy! and A is isobutyl, or compounds iﬁ which, simultanleously, R'is
hydrogen, R®, R* and R® are methyl and A is Cycloprdpylmethyl, or compounds in
which, simultaneously, R is hydrogen, R® and R* are trifluoromethyl, R® is methyl
and A is isobutyl, or compounds in which, simultaneously, R' is hydrogen, R® and R*
are trifluoromethyl, R® is methyl and A is cyclopropylmethyl, ahd the other groups
have the general meanings indicated above in the compounds of the formula | or

have preferred meanings or have specific meanings from their respective definitions.

- Particularly preferred compounds are, for eXample,.compounds of the formula |, in

which

Als cyclopro’bylmethyl— or isobutyl;
E is -CO-R® or -CH,-OH;

Z is oxygen;

R'is hydrogen or methyt;

9%
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R?is pyridyl, unsubstituted phenyl, phenyl which is substituted by a methylenedioxy
residue or an ethylenedioxy residue, phenyl which is substituted by one or two (C-
C4)-alkoxy groups, or (C4-Cy)-alky! which can be substituted by one or more fluorine
atoms;

R® and R* are methyl;

R® is methyl;

R® is hydroxyl, (C+-Ce)-alkoxy, phenyl-(C4-Cq)-alkoxy, phenyloxy or amino;

in all their stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios,

and their physiologically tolerable salts.

Very particularly preferred compounds are, for example, compounds of the formuia |,
in which

A is cyclopropylmethyl- or isobutyl;

E is -COOH, -COOC;Hs, -COQIC3H7 or -CH,-OH;

Z is oxygen;

R' is methyl;

R?is pyridyl, unsubstituted bhenyl, phenyl which is substituted by a methylenedioxy
residue or an ethylenedioxy residue, phenyl which is substituted by one or two
methoxy groups, or (C4-C4)-alkyl which can be substituted by one or more fluorine
atoms; ' '

R® and R* are methyl;

R® is methyl;

in all their stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios, -

and their physiologically tolerable salts.

Especially preferred compounds are, for example, compounds of the formula |, in
which

A is cyclopropylmethyl- or isobutyt;

E is -COOH, -COOC;Hs, -COOIC;H; or -CH2-OH;

Z is oxygen;

R' is methyl;

R? is unsubstituted phenyl, pyridyl, methyl or 2,2,2-trifluoroethyl;

T\
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R® and R* are methyl;
R® is methy!; |
in all Vtheir’stereois'omeric forms and mixtures thereof in all ratios,

and their physiologically tolerable salts.

Particularly especially preferred compounds are, for example, compounds of the
formula 1, in which

A is cyclopropyimethyi- or isobutyl;

E is -COOH, -COOC;Hs, -COQIC3H7 or -CH»-OH,;

. Z is oxygen; e

R" is methyl;

R? is unsubstituted phenyl, pyridyl or methyl;

R® and R* are methy;

R® is methyl; |

in all their stereocisomeric forms and mixtures thereof in all ratios,

and their physiologically tolerable salts.

,A|| above definitions of subgroups of the Compdunds of the formula | apply .

analogously for compounds of the formula | in which R® and R* are both.
trifluoromethyl instead of methyl. Thus, for example, particularly especially preferred
compounds are also compounds of the formula [, in which

A is cyclopropylmethyl- or isobutyl; |

E is -COOH, -COOC;Hs, -COQIC3H; or -CH,-OH;

Z is oxygen;

R'is methyl;

R? is unsubstituted phenyl, pyridyl or methyl;

R® and R* are trifluoromethyl;

R® is methy;

in all their stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios,

and their physiologically tolerable salts
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The compounds of the formula | can be prepared, for example, by condensation of a

compound of the formula Il

HZNW/\E
2 i

where in the formulae Il and 11l the groups A, E, Z, R", R? R® R* and R® are defined
as indicated above or alternatively functional groups can be present in these groups
in protected form or in the form of precursors, and where G is hydroxycarbonyl_, (C1-
Ce)-alkoxycarbony!l or activated carboxylic acid derivatives such as, for example, acid

chlorides or active esters.

In the condensation of the compounds of the formulae Il and lll, as a rule it is
necessary that a carboxylic acid group which is present but is not involved in the
condensation reaction is protected by a reversible protective group and then is

present, for example, in the form of a suitable (C4-Cg)-alkyl ester such as the tert-

butyl ester or the benzyl ester. When compounds of the formula | are to be prepéred ‘

in which the group E, for example, is a hydroxycarbonyl group or a group which is to
be prepared from a hydroxycarbonyl group, in the compounds of the formula |1, for

example, the residue E can first be a hydroxycarbonyl group present in protected

form and then, after the condensation of the compounds of the formulae Il and 1il, the -

hydroxycarbonyl group can be liberated and/or the desired final group E can be

synthesized in one or more further steps.

_4—\‘.
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Precursors of functional groups are groups which can be converted into the desired
functional group according to the customary synthesis processes known to the
person skilled in the art. For ex‘émple! a cyano group which can be converted into a
carboxylic acid group by hydrolysis can be designated as a precursor for this group.
An alcohol group which can be oxidized to an aldehyde group can be designated as
a precursor for this group. Examples of protective groups which may be introduced
before carrying out a reaction or a reéction sequence and are later removed again

have already been mentioned.

For the condensation of the compounds of the formulae 1t and 1ll, the coupling

-~ methods of peptide chemistry which are well known per se to the person skilled in the

art are advantageously used (see, for example, Houben-Weyl, Methoden der
Organischen Chemie [Methods of Organic Chemistry], Volume 15/1 and 15/2, Georg

Thieme Verlag, Stuttgart, 1974). Possible condensing agents or coup'ling reagents

- are, for example, carbonyldiimidazole, carbodiimides such as

dicyclohexylcarbodiimide'(DCC) or diisopropylcarbodiimide,
O—((cyano(ethoxycarbonyl)methy!éne)amino)-N,N,N',N'—tetramethyluronium
tetrafluoroborate (TOTU) or propylphosphonic anhydride (PPA). The condensations
can be carried out under standard conditions which are well known to the person
skilled in the art. In general, they are carried out in an inert solvent or diluent, for

example in an aprotic solvent such as N,N-dimethylformamide (DMF), diméthyl

~ sulfoxide (DMSO), N-methyl-2-pyrrolidone (NMP), tetrahydrofuran (THF) or

dimethoxyethane (DME). Depending on the condensation carried out in the indivfdual
case, it may be advantageous to add a base sﬁch as a tertiary amine or auxi'liary
reagents, for example an N-hydroxy compound such-as 1-hydroxybenzotriazole
(HOBT). The work-up of the reaction mixture and a purification of the product can'be
carried out according to customary standard processes. After the condensation, the
protective groups present are removed in a suitable manner. For example, benzyl
groups in benzyl esters can be removed by catalytic hydrogenation, or protective
groups of the tert-butyl type can be removed by treatment with a suitable acid. The

preparation of the compounds of the formula | can also becarried out, for example,
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by synthesizing the compounds stepwise on a solid phase according to customary
methods, it being possible to introduce the individual structural elements of the

molecule in different sequences.

The amino compounds of the formula 1l are commercially availabe or can be
synthesized according to or analogously to well-known standard processes from
starting compounds which are commercially available or in turn are obtainable
according to or analogously to literature procedures. For example, optically active
3-substituted 3-aminopropionic acids of the formula Il or their esters, in particular
3-phenyl-3-aminopropionic acid esters, can be prepared from the corresponding
3-substituted acrylic acids, which in turn are obtainable from the corresponding
aldehydes. The 3-substituted acrylic acids are converted using oxalyl chloride into
the acid chlorides and these are converted using an alcohol into the esters, for
examples using tert-butanol into the tert-butyl esters. For the introduction of the
amino group, the esters are then reacted with the lithium salt of an optically active
amine, for example the lithium salt of (R)-(+)-N-benzyl-N-(1-phenylethyl)amine, and
then the benzyl group and the phenylethyl group in the 3-substituted tert-butyl 3-(N-
benzyl-N-(1-phenylethyl)amino)propionate obtained are removed by catalytic
hydrogenation. For the preparation of compounds of the formula il in which E is the
hydroxymethyl group CH,OH or an etherified hydroxymethyl group, it is possible to
employ in the Condéhsation reaction 3-substituted 3-aminopropanols or their ethers
which are obtainable from the 3-substituted 3-aminopropionic acids or their esters by
reduction of the acid group or the ester group, for example from the ethyl ester or
tert-butyl ester, using lithium aluminum hydride or lithium aluminum

hydride/aluminum trichloride.

Compounds of the formula li can be prepared, for example, by first reacting

compounds of the formula IV



5
10
Gy
15
20

WO 02/072573 PCT/EP02/01917

29

in a Bucherer reaction, for example with ammonium carbonate and potassium

cyanide, to give Compounds of the formula V

wﬁich a.re“ then reacted with an alkylating reagéht- of the formula Lé—CHA-G, which |

introduces the residue of the formula -CHA-G into the molecule, to give compounds

-of the formula VI,

l R? ! N/LG | ;/'
-5 |

where A, R®, R* and G are defined as md:cated above. The reaction of compounds of

the formula VI with.a second alkylating reagent of the formula Vi,

ddnr

in which Z, R' and R® are defined as indicated above, then leads to the
corresponding compounds of the formula {l. The group LG is a nucleophilically
substitutable leaving group, for example halogen, in particular chlorine or bromine, or

sulfonyloxy such as tosyloxy, methylsulfonyloxy or trifluoromethyisulfonyloxy.

235
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Compounds of the formula Il can also be prepared, for example, by reacting a
compound of the formula VI firstly with a reagent of the formula 4-(PG-NH)-
CsH3(OR%)-CH.-LG, in which LG is a nucleophilically substitutable leaving group as

explained above, to give a compound of the formula VI,

/N N‘< VIil

where the meanings indicated above apply for A, G, R? R*and R®and PG is an
amino protective group, for example tert-butoxycarbonyl or benzyloxycarbonyl. Aftér
removal of the protective group PG, the compounds of the formula | are obtained by
reaction of the resulting amino group H2N mit phenyl isocyanate, phenyl isothio- |
cyanate, 2-methylphenyl isocyanate or 2-methylphenyl! isothiocyanate. Just like
compounds of the formula VIIl, compounds can be prepared and employed in the
synthesis in which in the formula VIl the group PG-NH- is replaced by a group which
is a precursor for an amino group and which is then converted into an amino group in
a further reaction step. For example, a compound of the formula VI can firstly be
reacted with a nitro compound of the formula 4-O,N-CgHa(OR®)-CH,-LG to give a
compound corresponding to the compound of the formula VIli, then the nitro group
can be converted into the amino group, for example by catalytic hydrogenation, and
then the amino group can be converted into the desired compound of the formula |l
using phenyl isocyanate, phenyl isothiocyanate, 2-methylphenyl isocyanate or 2-

methylphenyl isothiocyanate.

In general, the individual steps in the preparation of the compounds of the formula |
can be carried out according to or analogously to known methods familiar to the

person skilled in the art. Depending on the individual case, it may be appropriate in
any steps in the synthesis of the compounds of the formula |, as already explained,

temporarily to block functional groups which could lead to side reactions or undesired
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reactions by means of a protective group strategy suited to the specific synthesis

problem, which procedure is known to the person skilled in the art

Compounds of the formula | can also be obtained as follows By means of reaction of
5 N-substituted amino acids or preferably of their esters, for example of the methyl

esters, ethyl esters, tert-butyl esters or benzyl esters, which compounds are

obtainable according to standard processes, for example of compounds of the

formula IX,

0 -

S

R' z RQ RQ(U\OCHa |
NN é |
H H N .

10

in which Z, R, R, R* and R® are defined as indicated above, with an isocyanate of

the formula X, '

A
N
O=C=N Y\E X
2

15 o R

for which the above definitions of A, E and R? apply and which is obtainable '
according to standard processes from the corresponding compound which instead of
the isocyanate group containsvan P group, urea derivatives are obtained, for

20" example compounds of the formula X,
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| z H H
)k N N N Xl
ot T YT
H H 5 Y )

for which the definitions indicated above apply. The compounds of the formula Xl can
then be cyclized by heating with acid to give the compounds of the formuia I. The

5 cyclization of the compounds of the.formula X| to the compounds of the formula | can
also be carried out by treatment with bases in inert solvents, for example by
treatment with sodium hydride in an aprotic solvent such as dimethylformamidei
During the reactions, as explained above, functional groups can be present in

protected form.

10
Compounds of the formula | can also be obtained by reacting a compound of the
formula IX with an isocyanate of the formula XII
: A
O:—‘CZNJ\WQ X
O
15
in which A has the meanings indicated above and Q, for example, is an alkoxy group,
for example a (C4-Cs)-alkoxy group such as methoxy, ethoxy or tert-butoxy, or a (Ce-'
Caa)-aryl-(C4-C4)-alkoxy group, for example benzyloxy. In this reaction, a compound
of the formula XIll is obtained, |
20

LLOCH

o %}WW
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“in which A, Q, Z, R", R®, R* and R® are defined as indicated above, which is then
‘cyclized in the presence of an acid or a base, as described above for the cyclization

of the compounds bf the formula X1, to a compound of the formula XIV,

R |

4 Q .
R' 7z RO R‘A(LN)\H/ |

- ‘ G‘NJLN‘% >—/ N—<o ° *IV

in which A, Q, Z, R", R®, R* and R® are defined as indicated above. It is then possible
in the compound of the formula X1V, for example by hydrolysis, to convert the group
10 CO-Q into the carbdxylic acid group COOH. If the cyclization o‘f the compound of the
formula Xl to the compound of the formula XIV is carried out using an acid, the
conversion of the group CO-Q into the group COOH can also be carried out

simultaneously with.the cyclization. By subsequent coupling with a compound of the

5

formula [ll, as described above for the coupling of the compounds of the formulae I
15 and lll, a compound of the formula | is then obtained. In this synthesis process, too,

functional groups can be present in protected form or in the form of precursors.

Q A further method for the preparation of compounds of the formula [ is, for example,

the reaction of compounds of the formula XV,

. 0] '
3 A
. R }Ni ) .
4
R' z R R—( N TAE XV
M NH 0O R
< E}—N N——<\ >—J |
H H

Er



WO 02/072573 - PCT/EP02/01917

34

for which the definitions indicated above apply, with phosgene or equivalents
(analogously to S. Goldschmidt and M. Wick, Liebigs Ann. Chem. 575 (1952), 217
and C. Tropp, Chem. Ber. 61 (1928), 1431).

5 Compounds of the formula | can also be prepared by firstly coupling a compound of
the formula XVI,

R3
R‘—X%J\ OH

NH XVi
/
PG

10 in which R and R* have the meanings indicated above and PG is an amino

protective group such as, for example, a benzyloxycarbonyl group, with a compound
of the formula XV,

A

' ' XVH

O
15

in which A has the meanings indicated above and Q' is a protected carboxylic acid

hydroxyl group, for example an alkoxy group such as tert-butoxy, to give a compound
of the formuta XVIIi

o)
R A
R® uJ\H/Q' S XV
NH e!

/
20 PG
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in which A, R®, R*, PG and Q' have the meanings indicated above;_ln the compound
of the formula XVIiI, the protective group PG can then be removed selectively from
the amino group, for example by hydrogenation in the case of a benzyloxycarbonyl

group, and by introduction of a CO g'roup a ring closure to give a compound of the

formula XIX,
R O A
. [ g\ . O .

in which A, R®, R* and Q' have the meanings indicated ab_ove, can be carried out. Fo_r
the introduction of the carbonyl group, it is possible to use, for example, phosgené or
a phosgene equivalent such as diphosgene,(analogously to the reaction of the
compounds of the formula XV explained above). As an intermediate, it is possible in

the conversion of the compound of the formula XVIll into the compound of the

~formula XIX, for example, for an isocyanate to occur or to be prepared specifically.

The conversion of the compound of the formula XVIll into that of the formula X1X can

- be carried out in one or more steps. For example, the carbonyl group can be firstly

introduced and then in a separate step the cyclization can be carried out in the
presence of a base such as sodium hydride as described for the cyclizations
mentioned above. Compounds of the formula XVIIl in which PG is the
benzyloxycarbonyl group can also be converted directly into compdunds of the

formula XIX, without a synthetic building block such as phosgene being employéd for

‘the introduction of the carbonyl group. If compounds of the formula XVl in which PG

is benzyloxycarbonyl are treated with a base such as sodium hydride, the

compounds of the formula XIX can be obtained directly. -

The compounds of the formula XIX can then be alkylated, as explained above for the
compounds of the formula VI, on the NH group using a reagent of the formula VI,

and after conversion of the 'protected carboxylic acid group CO-Q' into the carboxylic
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acid group COOH the desired compounds of the formula | can be synthesized as

described above for the compounds of the formulae VI and Il. In this synthesis

process, too, functional groups can be present in protected form or in the form of

precursors.
5
Compounds of the formula | can furthermore be prepared by firstly reacting a
compound of the formula XX
R
Rt.l%J\Qv XX
NH,,
10
in which R%, R* and Q' have the meanings indicated above, with an isocyanate of the
formula Xll to give a compound of the formula XXI,
3 Q A
R Q
N
H SO: ©
15

in which A, R%; R*, Q and Q' have the meanings indicated above. The compound of
the formula XXl is then cyclized by treating with a strong acid, for example

semiconcentrated hydrochloric acid, to give a compound of the formula XXII.

R3 A
4 OH
R NJ\H/ XXi
]
H

20 | O
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Compounds of the formula XXH can also be prepared by firstly preparinga . -
compound of the formula XVIII in which A, R, R* and Q' have the m‘eani‘ngs
indicated and PG is an alkoxycarbonyl group such as (C4-C4)-alkoxycarbonyl, an (Cs-
Ci1a)-aryl-(C+-C4)-alkoxycarbonyl group such as _phenyl—(Cq-C4)—alkoxyéarbonyl, or an
(Ce-C14)-aryloxycarbonyl group such as phenyloxycarbonyl, converting this
compound by liberating the protected carboxylic acid group CO-Q' into a compound
of the formula XVIIl in which CO-Q' is the free carboxylic acid grou.p CO-OH, PG is
(C4-C4)-alkoxycarbonyl, (CG-C14)—aryl—(C1-C4)-alkoxycarbohyl or (Cg-Cqq)-
aryloxycarbonyl and A,R3 and R* have the meanings indicated, and cyclizing this

" compound with a base such as, for example, sodium carbonate to the compound of

the formula XXII.
Compounds of the formula lla,

Rs' O A '
L N« 5 lla
o N~ N o
: H H ' ‘

in which A, Z, R', R3, R* and R® have the méanings indicated above, can then be

obtained by reacting the compounds of the formula XXl in the presence of excess
base, for example in the presence of an excess of nQbutyllithium, with an alkylating

reagent of the formula VIl and then acidifying. The 4-(3-arylureido)benzyl group or

.4-(3-ary|thioureido)benzyl group can also be introduced stepwise, analogously to the

preparation of the compounds of the formula Vil and the compounds of the formula li

obtained therefrom, into the compounds of the formula XXI.

Compounds of the formula | in which the residues R® and R* are triﬂuordmethyl can
advantageously be prepared by reacting an isonitrile of the formula XXIII with 2-tert-
butoxy-4,4-bis(trifluoromethyl)-1,3-oxazabuta-1,3-diene of the formula XXIV to give a

compound of the formula XXV,
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GF. O
A CF, : A
CF, a
C=NT CF \f( | HN\<
o} 3 O O
O
XXl XV | o~y

where A and.Q have the meanings indicated above. 1. e, the group C(=0)-Q, for
example, is an ester group and Q, for example, is alkoxy such as (C4-Cs)-alkoxy
including methoxy, ethoxy and tert-butoxy or (CS-C14)-éryI-(C1-C4)-alkoxy including
benzyloxy. The reaction of the compounds of the formulae XXlIl and XXIV to give the
compounds of the formula XXV is advantageously carried out in a hydrocarbon or
ether as a solvent, for example in benzene or toluene, with warming, for example to

temperatures of from about 40°C to about 80°C, for example to about 60°C.

The isonitriles (isocyanides) of the formuia XXIil can be obtained according to
standard methods known to the person skilled in the art from the corresponding
amino carboxylic acid esters of the formula H,N-CHA-C(=0)-Q, in which A and Q
have the meanings indicated above. Advantageously, thé amino carboxylic acid ester
of the formula H2N-CHA-C(=0)-Q is firstly converted by reaction with a reactive
formic acid ester, for example cyanomethyl formate, into the N-formylamino acid
ester of the formula HC(=0)-NH-CHA-C(=0)-Q, which is then converted, for |
example, by reaction with phosgene or a phosgene equivalent such as diphosgene
or triphosgene in the presence of a tertiary amine such as triethylamine into the
isocyanide of the formula XXIIl. The 2-tert-butoxy-4,4-bis(trifluoromethyl)-1,3-
oxazabuta-1,3-diene of the formula XXIV is obtainable, according to the process
described by Steglich et al., Chemische Berichte 107 (1974), 1488, from tert-butyl
carbamate ((CH3);C-0-CO-NH;) and anhydrous.hexafluoroacetone and subsequent
treatment of the 2-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-1,1,1,3,3,3-

hexafluoropropane initially obtained with trifluoroacetic anhydride in the presence of a
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base such as quinoline.

~ The compounds of the formula XXV can then be alkylated, for example with

‘compounds of the formula VIi, on the NH group to give compounds of the formula

XIV which, if desired after conversion of the ester group CO-Q into fhe carboxylic
acid group CO-OH, by reac’tion with compounds of the formula 11l yield compounds of
the formula | as described above. In the compounds of the formula XXV, it is also
possible firstly to convert the ester group CO-Q according to standard processes into
the carboxylic acid group CO-OH and to convert the compound of the formdla XXl
cdbtairied a$ described-above with an alkylating reagent of t_he'form‘uia Vilin the =7+
presence of excess base into a compound of the formula lla, which then yields a
compound of the formula [ by reaction with a compound of the formula Ill.
Analogously to the preparation of the compounds of the formula VIIl described abbve
and the compounds of the formula il or lla obtained therefrom, the 4-(3- |
arylureido)benzyl group or 4-(3-arylthioureido)benzyl group can also be introduced
stepwise into the compounds of the formula XXV. In these reactions, too, functional

groups can be présent in pratected form or in the form of precursors.

The compounds of the formula | in which E, for example, is hydroxycarbonyl or

hydroxymethyl can be converted according to standard processes into compounds of

the formula | in which E has other meanings‘, or into other prodrugs or derivatives of

'the compounds of the formula |. Thus, for the preparation of esters, the compounds

of the formula | in which E is hydroxycarbonyl can be esterified using the appropriate |
alcohols, for example in the presence of a condensing reagent such as DCC, or the
compounds of the formula | in which E is hydroxycarbonyl can be alkylated with alkyl -
halides such as alkyl chlorides or alkyl bromides, for example with acyloxyalkyl
halides, to give compounds of the formula | in which E is acyloxyalkoxy-CO-.
Compounds of the formula | in which E is hydroxycarbonyl can be converted into .
amides using ammonia or organic amines in the presence of a condensing reagent.
Compounds of the formula | in which E is CO-NH; can édvantageously also be
obtained on the solid phase by coUpIing the compound in which E is COOH in the

presence of a condensing agent such as TOTU to Rink amide resin and-then
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removing it from the resin again using trifluoroacetic acid. Compounds of the formula
[ in which Eis the hydroxymethyl group CH,OH can be etherified on the
hydroxymethyl group according to standard processes. According to standard
processes for the selective oxidation of alcohols to aldehydes, for example using
sodium hypochlorite in the presence of 4-acetamido-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-
oxyl (4-acetamido-TEMPO), compounds of the formula | in which E is CH,OH can be

converted into compounds of the formula | in which E is the aldehyde group -CQ-H.

Compounds of the formula | in which R® is hydrogen can also be prepared by
carrying out an ether cleavage with compounds of the formula | in which R® is methyl.
For example, a methoxy group representing R0 can be converted into a hydroxyl

group by treatment with boron tribromide.

The compounds of the formula | are valuable pharmaceutical active compounds
which’are suitable, for example, for the treatment of inflammatory diseases, .allergic
diseases or asthma. The compounds of the formula | and their physiologically
tolerable salts and derivatives can be administered according to the invention to
animals, preferably to mammals, and in particular to humans, as pharmaceuticals for
the treatment of disease conditions, treatment being generally understood as
meaning both the therapy of acute or chronic disease symptoms as well as the
prophylaxis or prevention of disease symptoms, i.e., for example, the prevention of
the occurrence of acute allergic or asthmatic disease symptoms or the prevention of
myocardial infarct or of myocardial reinfarct in appropriate patients. The compounds
of the formula | and their salts and derivatives can be administered on their own, in
mixtures with one another or in the form of pharmaceutical preparations which allow
enteral or parenteral administration and which as active constituen;t contain an
efficacious.dose of at least one compound of the formula | and/or its physiclogically

tolerable salts and/or derivatives and a pharmaceutically tolerable carrier.

The present invention therefore also relates to the compounds of the formula | and/or
their physiologically tolerable salts and/or derivatives for use as pharmaceuticals (or

as medicaments), the use of the compounds of the formula | and/or their
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physiologically tolerable salts and/or derivatives for the productioh of _
pharmaceuticals for the treatment of the diseases mentioned above or b'elow, for -
example for the treatment of inflammatory diseases, and the use of the compounds .
of the formula | and/or their physiologically tolerable salts and/or derivatives in the
treatment of these diseases. The present invention furthermore relates to
pharmaceutical preparations (or pharméoeutical compositions) which contain an

efficacious dose of at least one compound of the formula | and/or its physiologically

tolerable salts and/or derivatives and a pharmaceutically tolerable carrier, that is one .

or more pharmaceutically innocuous vehicles and/or additives.

B S A1) - EE SO ‘. R . B N A ST I PLIC BT WL Y TR SR A PR B N BT

The pharmaceuticalé can be administered systemically or locally. They can be

administered, for example, orally in form of pills, tablets, film-coated tablets, sugar-

coated tablets, granules, hard and soft gelatine capsules, powders, solutions, syrups,

emulsions, suspensions or in other pharmaceutical forms. Administration, however,

can also be carried out vaginally or rectally, for example in the form of suppositories, .

or parenterally or as implants, for example in the form of injection solutions or.

infusion solutions, microcapsules or rods, or topically or percutaneously, for example :

in the form of creams, ointments, powders, solutions, emulsions or tinctures, or'in
another way, for example in the form of nasal sprays or aerosol mixtures. Parenteral
administration of solutions can occur, for example, intravenously, intramuscularly,

subcutaneously, intra-articularly, intrasynovially or in another manner.

The pharmaceutical preparations according to the invention are produced in a
manner known per se, the compound or the compounds of the formula | and/or their
physiologically tolerable salts and/or derivatives being mixed with pharmaceutically . -
inert inorganic and/or organic vehicles and/or additives and brought into a suitable
dosage form and administration form. For the produc'tion._of pills, tablets, sugar-
coated taBlets and hard gelatine capsules, it is possible to use, for example, lactose,’
cornstarch or derivatives thereof, talc, stearic acid or its salts, polyethylene glycols,
etc., for soft gelatine capsules and suppositories, for example, fats, waxes, semisolid
and liquid polyols, polyethylené glyeols, natural or hardened oils etc. Suitable

vehicles for the preparation of solutions, for example, injection solutions, or of

3¢
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emulsions or syrups are, for example, water, alcohols, glycerol, diols, polyols,
sucrose, invert sugar, glucose, vegetable oils etc. Suitable vehicles for
microcapsules, implants or rods are, for example, copolymers of glycolic acid and
lactic acid. The pharmaceutical preparations n'ormally’contain from about 0.5 tojabout
90 % by weight of the compounds of the formula | and/or their physiologically
tolerable salts-and/or derivatives. The amount of active compound of the formula |
and/or its physiologically tolerable salts and/or derivatives in the phafmaceutical
preparations is normally from about 0.2 to about 1000 mg, preferably from about 1 to
about 500 mg. Depending on the nature of the pharmaceutical preparation, the:

amount of the attive compound, however, can aiso be greater.

In addition to the active Compdunds and vehicles, the pharmaceutical preparations
can also contain excipients or additives, for example fillers, disintegrants, bindeirs,
lubricants, wetting agents, stabilizers, emulsifiers, preservatives, sweeteners,
colorants, flavorings, aromatizers, thickening agents, diluents, buffer substances,
solvents, sol-ubilizers, agents for achieving a depot effect, salts for changing the
osmotic pressure, coating agents or antioxidants. They can also contain two or more
compounds of the formula | and/or their physiologically tolerable salts and/or
derivatives. Furthermore, in addition to at least one compound of the formula | and/or
its physiologically tolerable salts and/or derivatives they can also contain one or more
other pharmaceutical active compounds, for example substances having anti- |

inflammatory action.

If the compounds of the formula | or pharmaceutical preparations comprising them
are administered as.aerosols, for example as nasal aerosols or by inhalation, this can
be carried out, for example, using a spray, a nebulizer, a pump nebulizer, an |
inhalation apparatus, a metered inhaler or a dry powder inhaler. Pharmaceutical
forms for administration of the compounds of the formula | as an aerosol can be
prepared according to processes well known to the person skilled in the art. For their
preparation, for example, solutions or dispersions of the compounds of the formula |
in water, water/alcohol mixtures or suitable saline solutions can be employed using

customary additives, for example benzyl alcohol or other suitable preservatives,

—,
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‘absorption enhancers for increasing the bioavailability, solubilizers, dispersants and

others, and, if appropriate, customary propellants, for example chlorofluorocarbons

and/or fluorocarbons.

Other pharmaceutical active compounds which can be contained in the

- pharmaceutical preparations according to the invention in addition to compounds of

 the formula 1, but with which the compounds of the formula | can also be combined in

other ways in the context of a combination treatment, are in particular those active

compounds which are suitable for the treatment, i.e. the therapy or prophylaxis, of

‘the diseases mentioned above or below for whose: treatment the-compounrds-of the -~ -+~ -~ -

formula | are suitable. Examples classes of active compound of this type which may

be mentioned are steroids, nonsteroidal antiinflammatory substances, nonsteroidal .

| antiinﬂamfnatory acetic acid derivatives, nonsteroidal antiinflammatory propionic acid

derivatives, nonsteroidal antiasthmatics, salicylic acid derivatives, pyrazolones,
oxicams, leukotriene antagonists, inhibitors of leukotrién_e biosynthesis,
cyclooxygenase inhibitors, cyclooxygenase-2 inhibitors (COX-2 inhibitors),
antihistamines, H1-histamine antagonists, nonsedating‘antihistaminés,_ gold

compounds, 82 agonists, anticholinergics, muscarine antagonists, lipid-lowering

~ agents, cholesterol-lowering agents, HMG-CoA reductase inhibitors, statins, nicotinic

acid derivatives, immunosuppressants, cyclosporins, p-interferons, tumor
therapeutics, cytostatics, metastasis inhibitors, antimetabolites, 5-aminosalicylic acid
derivatives, antidiabetics, insulins, sulfonylureas, biguanides, glitazones, o-
glucosidase inhibitors, and otfers. Examples of suitable active Compoundsvwhich
may be mentioned are acetylsalicylic acid, benorilate, sulfasalazine, phenylbutazone,

oxyphenbutazone, metamizole, mofebutazone, feprazone, celecoxib, rofecoxib;

-, diclofenac, fentiazac, sulindac, zomepirac, tolmetin, indometacin, acemetacin,

30

ibuprofen, naproxen, carprofen, fenbufen, indoprofen, ketoprofen, pirprofen, tiaprofen
acid, diflunisal, flufenamic acid, meclofenamic acid, mefenamic acid, niflumic acid,
tolfenamic acid, piroxicam, isoxicam, tenoxicam, nicotinic acid, prednisone,

dexamethasone, hydrocortisone, methylprednisolone, betamethasone,

beclomethasone, budesonide, montelukast, pranlukast, zafirlukast, zileuton,

ciclosporin, cyclosporin A, rapamycin, tacrolimus, methotrexate, 6-mercaptopurine,
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azathioprine, 'interferon-beta-1a, interferon-beta-1b, 5-aminosalicylic acid,
leflunomide, D-penicillamine, chloroquine, glibenclamide, glimepiride, troglitazone,
metformin, acarbose, atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, simvastatin, pravastatin,
colestipol, colestyramine, probucol, clofibrate, fenofibrate, bezafibrate, gemfibrozil,
ipatropium bromide, clenbuterol, fenoterol, metap-roterenol, pirbuterol, tulobuteral,
salbutamol, salmeterol, terbutaline, isoetharine, ketotifen, ephedrine, oxitropium
bromide, atropine, cromoglycic acid, theophylline, fexofenadine, terfenadine,
cetirizine, dimetindene, diphenhydramine, diphenylpyraline, pheniramine,
brompheniramine, chlorpheniramine, dexchlorpheniramine, alimezain, antazoline,
astemizole, azatadine, clemastine, cyproheptadine; hydroxyzine, ioratidine,

mepyramine, promethazine, tripelennamine, triprolidine and others.

If compounds of the-formula | and/or their physiologically tolerable salts and/or

derivatives are to be employed in a combination treatment together with one or more

other'active compounds in a single pharmaceutical preparation, this can be carriéd
out as mentioned by administering all active compounds together in a single
pharmaceutical preparation, for example a tablet or capsule. The present invention
expressly likewise relates to pharmaceutical preparations of this type, for which all
explanations above correspondingly apply. The amount of the active compounds in

these pharmaceutical preparations is in general chosen such that an efficacious

amount of each active compound is present. A combination treatment, however, can

also be carried out by the active compounds being present in two or more separate

pharmaceutical preparations, which can be present in a single pack or in two or more

separate packs. The administration of the compounds of the formula | and/or their

physiologically tolerable salts and/or derivatives and the other active compounds can

be carried out jointly or separately and simultaneously or successively, in any order.

The administration can also be carried out in different ways, for example one active

compound can be administered orally and the other by injection, inhalation or topical

application. All such treatments are comprised by the present invention.

The compounds of the formula [, for example, have-the ability to inhibit cell-cell

interaction processes and cell-matrix interaction processes in which interactions -

X
. ~ -
S
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between VLA-4 and its !igands play a role. The activity of the compounds of the
formul‘a | can be demonstrated, for example, in an assay in which the binding of cells '
which contain the VLA-4 receptor, for example of leukocytes, to ligands of this
receptor is measured, for example to VCAM-1 which for this purpose can
advantageously also be prepared by genetic engineering. Details of such an assay
are described below. In particular, the compounds of the formula | have the ability to
inhibit the adhesion and the migration of leukocytes, for example the adhesion of
leukocytes to endothelial cells, which - as explained above - is controlled by the
VCAM-1/VLA-4 adhesion mechanism. Apart from as antiinflammatories, the

- compounds of the Jformula»..handvtheir.phy_sielagically.toler-ab!‘e-salts...and derivatives. .. .

are vtherefore generally suitable for the treatment, i.e. for the therapy and prophylaxis,
of diseases which are based on the interaction between the VLA-4 receptor and its
ligands or can be influenced by an inhibition of this interaction, and in particular they
are suitable for the treatment of diseases which are caused at least partly by an
undesired extent of leukocyte adhesion and/or Ie'ukocyte.migra'tion or are connected .

therewith, and for whose prevention, alleviation or cure the adhesion and/or migration

of leukocytes should be decreased.

“The present invention therefore also relates to the compounds of the formula | and/or

their physiologically tolerable salts and/or derivatives for the inhibition of the adhesion

and/or migfation of leukaocytes or for the inhibition of the VLA-4 receptor, and to the
use of the compounds of the formula | and/or their physiologically tolerable 'salt‘s

and/or derivatives for the preparation of pharmaceuticals therefor i.e. of

' pharmaceuticals for the treatment of diseases in which the Ieukocyte adhesnon and/or

25

30

leukocyte migration shows an undesired extent, or for the treatment of diseases in
which‘.VLA-4-dependent adhesion processes play a role, and to the use of the
compounds of the formula | and/or their physiologically tolerable salts and/or

derivatives in the treatment of diseases of this type.

The compounds of the formula | can be employed as antiinflammatories in the case
of inflammatory symptoms of very different cause in.order to prevent, to reduce or to

suppress the undesired or harmful sequelae of the inflammation. They are used, for
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example, for the treatment, i.e. therapy or prophylaxis, of arthritis, of rheumatoid
arthritis, of polyarthritis, of inflammatory bowel disease (ulcerative colitis, Crohn's
disease), of systemic lupus erythematosus, of inflammatory diseases of the central
nervous system such as, for example, multiple sclerosis, or of asthma or allergies
such as, for example, allergies of the delayed type (type IV allergy). Furthermore,
they are suitable for cardioprotection, for stroke protection and for the secondary
prophylaxis of stroke and for the treatment, i.e. therapy and prophylaxis, of
cardiovascular diseases, of atherosclerosis, of myocardial infarct, of myocardial
reinfarct; of the acute coronary syndrome, of stroke, of restenoses, of diabetes, of
damage to‘organ transplants, of immune diseases; of autcimmune diseases, of
tumour growth or tumour metastasis in various malignancies, of malaria and of |
further diseases in which a blocking of the integrin VLA-4 and/or an influencing of the
leukocyte activity appears appropriate for prevention, alleviation or cure. A preferred

use is the prevention of myocardial infarct or of myocardial reinfarct.

The dose when using the compounds of the formula | can vary within wide limits and,
as is customary and is known to the physician, is to be adjusted in each individual
case to the individual conditions. It depends, for example, on the nature and severity
of the disease to be treated, on the condition of the patient, on the compound
employed or on whether an acute or chronic disease condition is being treated or
prophylaxis is conducted, or on whether, in addition to the compounds of the formula
I, further active compounds are administered. In general, in the case of oral
administration a daily dose of from about 0.01 to about 100 mg/kg, preferably from
about 0.1 to about 10 mg/kg (in each case mg per kg of body weight) is adequate in
the case of administration to an adult weighing about 75 kg to achieve efficacious
results. In the case of intravenous administration, the daily dose is in general frciwm
about 0.01 to about 50 mg/kg, preferably from about 0.01 to about 10 mg/kg (in eéch |
case mg per kg of body weight). The daily dose can be divided, in particutar in the |
case of the administration of relatively large amounts, into a number, for example 2,
3, or 4, of part administrations. If appropriate, depending on individual behaviour, it

may be necessary to depart upward or downward from the daily dose indicated.
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Apart from as pharmaceutical active compounds in human m'edici’.ne;and veterinary

medicine, the compounds of the formula | and their salts and derivatives which are -

suitable for the desired use can furthermore be employed for diagriostic purposes, for
example in in vitro diagnoses of cell samples‘ or tissue samples, and as an auxiliary
or as a scientific tool in-biochemical investigations in which a blocking of VLA-4 or an
inﬂuencihg of cell-cell or cell-matrix interactions is desired. Furthermore, the
compounds of the formula | and their salts can be used as intermediates for the
preparation of other'compounds, in particular'of other pharmaceutical active

compounds, which are obtainable from compounds of the formula |, for example, by

‘modification orsintroduction of residues or funetional groups, for-example-oy-- - -

esterification, reduction, oxidation or other transformations of functional groups.
Examples
Example 1

(R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5- -

dioxoimidazolid‘in-1-yl)-2-(cyclopropy|methyl)acetylamino)-s-methy!propionic acid

1a) 4—(3-(2-Methylphényl)qreido)-3-methoxybenzyl alcohol

15 g (81.8 mmol) of 3-methoxy-4-nitrobenzyl alcohol were hydrogenated over 1.3 g
of palladium/carbon (10 % strength; 50 % water) in 500 ml of methyl tert-butyl ether
with ice cooling. After the absorption of hydrogen was complete, the catalyst was
filtered off and 10.14 ml (81.8 mmol) of 2-methylphenyl isocyanate were added to the

filtrate with stirring in the course of 30 minutes. The reaction mixture was allowed to

2 ¢
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stand overnight, and the precipitated solid was filtered off with suction and washed

with methy! tert-butyl ether. Yield: 20.5 g (88 %).

1b) 4-(3-(2-Methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl chloride

7.65 mit (104.8 mmol) of thionyt chloride were added dropwise with ice cooling te a
suspension of 15 g (52.4 mmol) of the compound of Example 1a in 300 ml of |
dichloromethane. The reaction mixture was stirred at room temperature for 3 hours,
allowed to stand overnight and poured onto 1000 mt of heptane. The heptane was
decanted off from the separated oil, the residue was suspended again in heptane
and the heptane was decanted off. I his process was repeated a further two times.
The residue was then dissolved in dichloromethane and poured into 800 ml of ice-
cold diisopropyl ether. The mixture was stirred for 2 hours with ice cooling; and the
prdduct was filtered off with suction, washed with diisopropyl ether and dried over

phosphorus pentoxide. Yield: 12 g (75 %).

1¢) Benzyl (S)-2-amino-3-cyclopropylpropionate .

1N sodium hydroxide solution was added at 0 °C to a suspension of 10 g (77.5
mmol) of (S)—2-amino-3-cyclopropylpropionic acid in 160 ml of dioxane until pH 8-9
was achieved. 16.9 g (77.5 mmol) of di-tert-butyl dicarbonate were then added, the
ice bath was removed and the pH was kept at 8-9 by further addition of 1N sodium
hydroxide solution. After aliowing to stand overnight, the dioxane was removed in
vacuo, ethyl acetate was added to the water phase and the phases were separated.
The water phase was adjusted to pH 4.5 using 1N hydrochloric acid and extracted
with ethyl acetate. The ethyl acetate phase obtained was dried over sodium sulfate,
the sodium sulfate was filtered off and the filtrate was concentrated in vacuo. The
residue was dissolved in 1000 ml of dichloromethane and treated with 53.4 ml of
benzyl alcohol, 8.37 g of 4-dimethylaminopyridine and 18.8 g of DCC. After stirring
for 6 hours and allowing to stand overnight, the mixture was filtered, the filtrate was
concentrated and the residue was treated with 300 ml of 90 % strength trifluoroacetic
acid. After stirring at room temperature for 10 minutes, the trifluoroacetic acid was
removed in vacuo and the residue was chromatographed twice over silica gel
(dichloromethane/methanol, 95/5). Yield: 11.48 g (68 %).
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1d) (S)-2-(4,4-Dimethyl-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetic acid

321 mg of HOBT and 4.75 g (23.7 mmol) of DCC were added to a solution of 3.82 g
(23.7 mmol) 2-methoxycarbonylémino-Z-methylpropionic acid (prepared from 2-
ahino-Q—methylpropionic acid and methyl chloroformate) and 5.2 g (23.7 mmol) of
the compound of Example 1¢ in 100 mt of THF and the mixture was stirred at room
temperature for 4 hours. After allowing to stand overnight and filtration, the THF was

removed in vécuo, the residue was taken up in methyl tert-butyl ether and the

-solution was washed :h/{/ice-'in each case with saturated NalHCO5-solutionand -+ -

aqueous KHSO_A,/KQSO4 solution’. The organic phase was dried over sodium sulfate
and, after filtration, the solvent was removed in vacuo. The residue Was dissolved in
ethyl acetafe and hydrogenated in the presence of palladium/carbon (10 % strength;
50 % water). The catalyst was filtered off and 500 ml of water and 10.1 g of sodium

carbonate were added to the organic phase. After extraction by shaking and phase

. separation, the water phase was stirred at 100 °C for 24 hours. After allowing.to

stand overnight', 500 ml of 6N hydrochlofic_ acid were added and the water phase was

extracted three times with methyl tert-butyl ether. The combined oi’ganic phases were

dried over sodium sulfate and, after filtration, concentrated in vacuo. The residue was

crystallized using diisopropyl ether and the product was filtered off. Yield: 2.88 g
(51 %). | |

1e) (S)-2—(4,4—Dimethyl-3—(4-(3-(2-methylpheqyl)ureido)—B—methoxybenzyl)-2,5-

dioxoimidazolidin-1-y1)-2-(cyclopropylmethyl)acetic acid

5
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9.44 ml of an n-butyllithium solution (2.5M in hexane) were added at -40 °C under
argon.to a solution of 2.85 g (11.8 mmol) of the compound of Example 1d in 60 mi of
absolute THF. After stirring at -40 °C for 30 minutes, the reaction mixture was
allowed to warm to 0 °C and a solution of 3:6 g (11.8 mmol) of the compound of
Example: 1b in 20 ml of N-methyl-2-pyrrolidone was added. The reaction mixture was
allowed to warm to 0 °C and then stirred for 2 hours at 0 °C. 15 ml of 1N hydrochloric
acid were added and the THF was removed in vacuo. The residue was poured onto
300 mi of methyl tert-butyl ether. The phases were separated, and the organic pihase
was washed with water, dried over sodium sulfate and, after filtration, concentrated in
vacuo. The'residue was purified by preparative HPLC. After concentration of the
product fractions and freeze drying, 1.33 g (22 %) of the titte compound were |

obtained.

1f) tert-Buty! (R)-3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxy- -
benzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-
methylpropionate

626 mg (1.91 mmol) of TOTU and 308 ul (1.81 mmol) of N,N-diisopropylethylanﬁine
were added successively with ice cooling to a solution of 974 mg (1.91 mmol) of the
compound of Example 1e and 305 mg (1.91 mmol) of tert-buty! (R)-3-amino-
butanoate in 10 ml of absolute DMF. After stirring at room temperature for 2 hours,
the solvent was removed in vacuo, the residue was dissolved in ethyl acetate and the
ethyl acetate solution was washed successively twice in each case with an aqugous
KHSO4/K,S0, solution, a saturated NaHCOj3 solution and water. After drying thé
organic phase over sodium sulfate and filtration, the solvent was removed in vacuo '
and the residue was chromatographed over silica gel using ethyl acetate/heptane
(1/1). After concentration of the product fractions, 880 mg (71 %) of the title |

compound were obtained.

1g) (R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyt)-
2,5-dioxoimidazolidin=1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-methylpropionic acid
880 mg (1.35 mmol) of the compound of Example 1f were treated with 10 ml of 90 %

strength trifluoroacetic acid. After 15 minutes at room temperature, the reaction
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mixture was concentrated in vacuo. The residue was taken up in dichloromethane

~and concentrated in vacuo. This process was repeated a second time. The residue

obtained was then taken up in dichloromethane, and the dichloromethane phase was

washed three times with water and dried over sodium sulfate. After filtration and

concentration in vacuo, the residue was taken up in acetonitrile/water.and freeze

. dried. Yield: 730 mg (91 %).

ES(+)-MS: 594.2 (M+H)*

Example 2

(R)—B-((S)-2--(4;4'—'Dimethyl-3-(4—"(‘3-'('2-meth‘y‘i‘p'her-iyl)uré’viti'o)'—f"s;methoxybenzyi)—2,’5*- a

dioxoimidazolidin-1-yi)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-methylpropionic acid

sodium salt

IZ>:O
. O)\
O

~ 1.64 ml of 0.1N sodium hydroxide solution were added in portions with stirring to a
suspension of 100 mg (0.168 mmol) of the compound of Example 1 in 10 m! of water

and the mixture was stirred at room temperature for 1 hour. After filtering and freeze

drying the filtrate, 104 mg (100 %) of the title compound were obtained.
ES(+)-MS: 594.3 ((R)—3-((S)—2-(4,4-dimethy!—B—(4-(3-(2-methylphenyl)uréido)-3—
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-
methylpropionic acid + H)", 616.2 (M").

Example 3 .
(R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-y!)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-methyipropanol

36
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535 mg (1.05 mmol) of the compound of Example 1e in 15 ml of absolute DMF were

treated with ice cooling with 140 mg (1.05 mmol) of HOBT and 260 mg (1.26 mmol)
of DCC. The mixture was stirred for 45 minutes with ice cooling, then 112 mg (1.26
mmol) of (R)-3-amino-3-methylpropanol were added and the mixture was stirred at
room temperature for 2 hours. After allowing to stand overnight, the mixture was .
filtered, the filtrate was concentrated, the residue was dissolved in ethyl acetateland
the éthyl acetate phase was washed twice with aqueous KHSO4/K2SO4 solution.
After drying over sodium sulfate, filtering and concentrating, the residue was
chrométographed dver silica gel using ethy! acetate. After concentrating the product
fractions, 423 mg (70 %) of the title compound were obtained.

ES(+)-MS: 580.3 (M+H)*

Preparation of (R)-S-aminio-B-methylpropanol _

568 g (149 mmol) of lithium aluminum hydride were added in portions under argon to

a solution of 19.9 g (149 mmol) of aluminum trichloride in 250 ml of absolute diethyl
ether and the mixture was heated under reflux for 30 minutes. 6 g (37.7 mmol) of tert-
butyl (R)-3-aminobutanoate in 50 ml of absolute diethyl ether were slowly added
dropwise and the reaction mixture was heated under reflux for 2 hours. 10.8 ml of
water and 25.3 g of potassium hydroxide, dissolved in 43 ml of water, were then
added dropwise cautiously with ice cooling. The mixture was allowed to stand
overnight at room temperature, the ether phase was decanted off and the residue
was boiled three times with dichloromethane. The combined organic phases were
dried over sodium sulfate. After filtration and removal of the solvent in vacuo, 2.5 ¢

(75 %) of the title compound were obtained.
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Example 4

(R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2, 5-

dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-methylpropionamide

NF~=
ZT
O
=
T
N

131 mg (0.6_36 mmol) of DCC were added to a solution of 330 mg (0.555 mmol) of
v'the compound of Example 1 and 125 mg (0.926 mrﬁol) of HOBT in 5 ml of absolute
10 DMF, the mixture was stirred at room temperature for 1 hour and then 47 pl (0.555'
mmol) of a 25 % strengfh aqueous ammonia solution were added. The mixture was
allowed to stand overnight at room te‘mperatur.e, a further 16 pl of a 25 % strength
~aqueous ammonia solution were added and the mixture was stirre.d for 4 houré. After

filtration, the filtrate was concentrated in vacuo, the residue was dissolved in ethyl

15 acetate and the ethyl acetate phase was washed twice in each case with an aqueous

KHSO4/K2S0; solution, a saturated NaHCO3 solution and water. After drying the

drgani‘c phase over sodium sulfate and filtering, the solvent was removed in vacuo

and the residue was chromatographed over silica gel using ethyi acetate. After

concentrating the product fractions and freeze drying, 272 mg (82 %) of the title
20 compound were obtained. ' '

ES(+)-MS: 593.3 |

Example 5
(R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-hydroxybenzyl)-2,5-

25 dioxoimidazolidin-1_-yl)—2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)—3-met_hylpnopionic acid
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211 ul of boron tribromide were added under argon to a solution of 100 mg (0.169
mmol) of the compound of Example 1 in 20 ml of absolute dichloromethane at -78 °C
and the reaction mixture was allowed.to. warm to 0.°C with ice cooling. After 30 -
minutes at 0 °C, water was cautiously added. The phases were separated and the
organic phase was dried over sodium sulfate. After filtration, removal of the solvent in
vacuo, chromatographic purification by preparative HPLC and freeze drying of the
product fractions, 35 mg (36 %) of the title compound were obtained.

ES(+)-MS: 580.2 (M+H)*

Example 6 .
(R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-hydroxybenzyl)-2,5-

dioxoimidazolidin-1-y})-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-methylpropanol

X
O
prd
ZT
@
T

N)OLN—<\ >4 N—<o °

488 i of boron tribromide were added under argon to a solution of 220 mg (0.39
mmol) of the compound of Example 3 in 40 ml of absolute dichloromethane at -78 °C
and the reaction mixture was allowed to warm to 0 °C with ice cooling. After 30
minutes at 0 °C, water was cautiously added. The phases were separated, and the

organic phase was washed four times with water and dried over sodium sulfate. After
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filtration, removal of the solvent in vacuo, chromatograbhic purification by preparative
HPLC and freeze drying of the product fractions, 81 mg (37 %) of the title compound
were obtained.

ES(+)-MS: 566.3 (M+H)"

Example 7
(R)-3~((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-phenylureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-methylpropionic acid

7a) 4-(3-Phenylureido)-3-methoxybenzy! chioride

7.55 ml (103.4 mmol) of thiony! chloride were added dropwise to a suspension of
14.07 g (51.7 mmol) of 4-(3-phenylureido)-3-methoxybenzy! alcohol (prepared as
described in Example 1, phenyl isocyanate being employed instead of 2-
methylphenyl isocyanate) in 200 ml of dichloromethane. The mixture was then stirred
at room temperature for 2 hours, allowed to stand overnight and poured onto 800 ml
of heptane. The heptane was decanted off from the separated oil, the residue was
suspended several times in heptane and in each case the ‘heptane was dec;anted off.’
The residue was dissolved in 100 mi of dichloromethane and added dropwise to 800
ml of diisopropyl ether. The mixture was stirred for 1 hour with ice cdoling, and the |
product was filtered off with suction, washed with diisopropyl ether and dried in

vacuao.,

7b) (8)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-phenylureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-

dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetic acid
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9.32 mi of an n-butyllithium solution (2.5M in hexane) were added at -40 °C under
argon to a solution of 2.8 g (11.6 mmol) of the compound of Example 1d in 60 ml of
absolute THF. After stirring at -40 °C for 30 minutes, the reaction mixture was
allowed to warm to 0 °C and a solution of 5.07 g (17.4 mmol) of the compound of
Example 7a in 20 ml of N-methyl-2-pyrrolidone was added. The reaction mixture was
allowed to warm to 0 °C and it was then stirred for 2 hours at 0 °C. 15 mi of 1N
hydrochloric acid were added, the THF was removed in vacuo and the residue was
poured onto 300 mi of methyl tert-butyl ether. The phases were separated, and the
organiic phase was washed with water, dried over sodium sulfate and, after filtration,

concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative HPLC. After

. concentration of the product fractions and subsequent freeze drying, 484 mg (8 %) of

the title compound were obtained.

7¢) (R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-phenylureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropyimethyl)acetylamino)-3-methylpropionic acid

The compound was obtained analogously to Example 1 from 120 mg (0.242 mmol) of
the compound of Example 7b and 38 mg (0.242 mmol) of tert-butyl (R)-3-amino-
butanoate by coupling, chromatographic purification, cleavage of the tert-butyl ester
and freeze drying. Yield: 113 mg (81 %).

ES(+)-MS: 580.2 (M+H)"

Example 8
(R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-phenylureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-

dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-methylpropanol

L
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The compound was brepared analogously to Example 3 from 172 mg (0.348 mmol)
of the compound of Example 7b and 31 mg (0.417 mmol) of (R)—3¥amino-3-
methylpropanol (see Example.3) by coupling. chromatographic purification (ethyl
acetate/hepfane, 9/1), concentration of the product fractions and freeze drying. Yield:
117 mg (59 %).

ES(+)-MS: 566.3 (M+H)*

Example 9 N
Ethyl 3-((8)-2-(4,4-dimethyI—3-(4-(3—_(2-methylphényl)ureidb)-3-meth_oxybenzyl)-2,5— '
dioxoimidazolidin-1 _—yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamiho)-S-(3-pyridyl )propionate

o

O\

J;O
z
ZT
<O

129 mg (0.393 mmol) of TOTU and 64 pl (0.374 mmol) of N,N-diisopropylethylamine
were added with ice cooling to a solution of 200 mg (0.393 mmol) of the compound of
Example 1d and 76.‘4 mg (0.393 mmol) of ethyl 3-amino-3-(3-pyridy!)propionate (for
preparation see J. G. Rico et al., J. Org. Chem. 58 (1993) 7948) in 5 mi of absolute
DMF. After stirring at room temperature for 30 minutes, the solvent was removed in
vacuo and the residue was taken up in ethyl acetate. The ethyl acetate solution was

washed successively twice in each case with a saturated NaHCO; solution and
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water. After drying the organic phase over sodium sulfate and filtering, the solvent
was removed in-vacuo and the residue was chromatographed over silica gel using
ethyl acetate. After concentrating the product fractions, 195 mg (72 %) of the title
compound were obtained.

ES(+)-MS: 685.4 (M+H)"

Example 10
3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-

_dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-(3-pyridyl)propionic acid

hydrochloride

H
O/ %N N OH

H-ClI

Iz ..
Iz

Z
o)\

o
7\
\,

o

0.82 ml (0.82 mmol) of a 1M agueous lithium hydroxide solution was added to a
solution of 141 mg (0.206 mmol) of the compound of Example 9 in 7.25 ml of |
methanol and the reaction mixture was allowed to stand overnight at room
temperature. The methanol was then removed in vacuo, the residue was adjusted to
pH 2 using 1N hydrochloric acid and the mixture was concentrated in vacuo. The
residue was chromatographed over silica gel using dichloromethane/methanol/glacial
acetic acid/water (95/5/0.5/0.5). After concentrating the product fractions, the residue
was treated with 1.1 equivalents of 1N hydrochloric acid and freeze dried. Yield: 120
mg (89 %).

ES(+)-MS: 657.4 (M+H)"

Example 11

o~
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[sopropyl 3~((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-
2,5-dioxoimidazolidin-1-y1)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-(3-pyridyl)propionate

| | 5 | |
H.,
/ N 0
ji o - N | ‘ j/
' N—ﬁ 0 0
N N—@—/ o [ ]
H H , N

56 ul (0.731 mmol) of isopropanol and 23.6 mg (0.193 mmol) of 4-

.~

~dimethylaminopyridine were added to a suspension of 80 mg (0.122 mmol) of the

conipound of Example 11 in 3 ml of dichloromethane. 38 mg (0.183 mmol) of DCC,

dissolved in 1 m! of dichloromethane, were added to the then clear solution. After

 stirring at room temperature for 2 hours, the mixture was allowed ito stand overnight

at room temperature. After filtration, the filtrate was concentrated in vacuo and the
residue was chromatographed over silica gel using h_eptane/éthyl acetate (3/1) and
ethyl ac\etate/hepta‘hev(ZO/’I). After concentrating the product fractions, 70 mg (82 %)
of the title compound were obtained. '

ES(+)-MS: 699.4 (M+H)"

Example 12 _
Ethyl 3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-1 -yl)—2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)—3-(4-pyrid yl)propionate
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The compound was prepared analogously to Example 9 from 200 mg (0.393 mmo!)
of the compound of Example 1d and 76.4 mg (0.393 mmol) of ethyl 3-amino-3-(4-
pyridyl)propionate (for preparation see J. G. Rico et al., J. Org. Chem. 58 (1993)
7948). Yield: 199 mg (74 %).

ES(+)-MS: 685.4 (M+H)"

Example 13
3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-y!)-2-{cycicpropylmethyl)acetylamino)-3-(4-pyridyl)propionic acid
hydrochloride

Tz |
=0
Iz
prd
o)\
o)
7\
)

The compound was prepared analogously to Example 10 from 143 mg (0.209 mmol)
of the compound of Example 12. Yield: 126 mg (87 %).
ES(+)-MS: 657.2 (M+H)"

Example 14
Isopropyl 3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-
2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-(4-pyridyl)propionate
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The compound was prepared analogously to Example 11 from 83 mg (0.126 mmol)
of the compound of Example 13 Yleld 34 6 mg (39 %)
ES(+)- MS 699.4 (M+H) ) DA

n
-

Example 15 »
Ethyl 3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-(2-pyridyl)propionate

The compound was prepared analogously to Exémple 9 from 200 mg (0.393 mmol)
of the compound of Example 1d and 76.4 mg (0.393 mmol) of ethyl 3- a‘mino 3-(2-
pyndyl)proplonate (for preparation see J. G. Rico et al., J. Org. Chem. 58 (1993)
7948). Yield: 226 mg (84 %).

ES(+)-MS: 685.4 (M+H)"

Example 16
3-((8)—2-(4,4-Dimethyl-3-(4—(3-(2-methy!phenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)—2,5-

dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-(2-pyridyl)propionic acid
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The compound was prepared analogously to Example 10 from 170 mg (0.248 mmol)
5 of iite compounid of Example 15, but was not converted into the hydrochloride by

addition of hydrochloric acid. Yield: 160 mg (98 %).

ES(+)-MS: 657.4 (M+H)"

Example 17
10 Isopropyl 3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyi)-
2,5-dioxoimidazolidin-1 -yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-(2-pyridyl)propiopate

/J([k H o)

0O O N

A C/N‘&OO/lNoj/
N

15 The compound was prepared analbgously to Example 11 from 90 mg (0.137 mmol)
of the compound of Example 16. Yield: 39 mg (41 %).
ES(+)-MS: 699.4 (M+H)"

Ir=z
Iz

Example 18
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(R)-3~((S)-2-(4,4-Bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-methyiphenyl)ureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1 —yI)-?_—(cycIopropylmethyl)acetylamino)-S-

methylpropionic acid

18a) 2—tert~Butoxy-4,4-bis(triﬂubromethyl)—1 ,3-0xazabuta-1,3-diene _

The compound was prepared analogously to W. Steglich et al., Chem. Ber. 107
(1974), 1488-1498. For the‘preparation of anhydrous hexafluoroacetone (HFA), HFA
trihydrate was added dropwise to concentrated sulfuric acid which had been warmed
to 80 °C. The resultihg gas was washed once more 'with 'concentraied sulfuric acid

and then passed into the gas spacé of the reaction flask. A reflux condenser filled

~ with acefone/dry ice was fitted to the gas outlet of the flask.

As described above, a solution of 20 g (170 mmol) of tert-butyl carbamate in 150 mi
of dichloromethane was reacted with anhydrous gaseous HFA until the reaction
solution was saturated. The solvent was removed in vacuo and the resulting crude 2-
tert-butoXyc.arbonyIamino-2-hydroxy—1 1,1 ,3,3,3—hexaﬂuoroprobane (yieid: 48.3 g,

100 %) was used in the subsequent reaction step.

13.6 g of trifluoroacetic anhydride and subsequently 5 drops of quinoline were added
dropwise at 0 °C to a solution of 50.05 g (176 mmol) of 2-tert—butoxyca.rbonylaminvo-
2-hydroxy-1,1,1,3,3,3-hexafluoropropane in 300 ml of diethyl ether. After stirring at 0
°C for 10 minutes, a further 27.2 g of trifluoroacetic anhydride were added dropwise.
The reaction mixture was stirred at 0 °C (external temperature) for 30 minutes, the
internal temperature of the mixture rising to 8-10 °C. After cooling to 0 °C,50.01¢g

(388 mmol) of quinoline were added, the trifluoroacetic acid salt of quinoline
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beginning to crystallize. After stirring at 0 °C for 2 hours, the mixture was filtered.
Residual salt was removed from the filtrate by distilling it in vacuo into a receiver flask
cooled with acetone/dry ice. The distillate was then distilled through a Vigreux
column.-36.2 g (77 %) of the title compound were obtained. Boiling point:: 126-130
°C.

18b) (S)-3-Cyclopropylalanine tert-butyl ester

3.5 g (27.1 mmol) of (S)-B-cyclopropylalanine were added at room temperature to a
mixture of 50 ml of dioxane and 5 ml of concentrated sulfuric acid (prepared by
cautious dropwise addition of the acid to dioxané at 5 °C). The solution was
transferred into a sealing tube into which 40 ml of isobutylene were condensed at -78
°C. The sealed tube was then shaken at room temperature for 24 hours on a shaker.
After opening of the sealed tube (with cooling), the reaction mixture was cautiously
introduced into a stirred mixture, cooled to 0 °C, of 30 ml of triethylamine and 50 mi
of water. After removing excess isobutylene, the product was extracted with ether
(2x50 ml). After drying the ether phases over magnesium sulfate, filtering and
removing the solvent in vacuo, the crude product obtained (pale yellow oil) was

employed in the subsequent reaction without further purification. Yield 4.2 g (84 %').

18¢) (S)-N-Formyi-B-cyclopropylalanine tert-butyl ester

A mixture of 10 g (54 mmol) of (S)-p-cyclopropylalanine tert-butyl ester and 4.7 g
(55.2 mmol) of cyanomethyl formate in 100 ml of dichloromethane was stirred
overnight at room temperature. After removing the solvent in vacuo, the residue
obtained was distilled in vacuo. Yield: 8.8 g (76 %). Boiling point 120 °C/40 Pa (0.3

torr).

18d) tert-Butyl (S)-2-(4,4-bis(trifluoromethyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yt)-2-
(cyclopropylmethyl)acetate

2.4 g (12.1 mmol) of diphosgene were added at -30 °C to a solution of 2.5 g (11.7
mmol) of (S)-N-formyl-B-cyclopropylalanine tert-butyl ester and 2.5 g (24.7 mmol) of

triethylamine in 100 ml of dry dichloromethane. The reaction solution was allowed to

-
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warm to -15 °C in the course of 1 hour and stirring was continued at this temperature
until the reaction was complete. The reaction solution was then washed twice at
room temperature with 7 % strength sodium hydrogencarbonate s'olution and the
organic phase was dried over magnesium sulfate. After filtration, the solvent was
5 removed in vacuo and the residue was taken up in 70 ml bf benzene. 3.056 g (11.5
mmol) of 2-tert-butoxy-4,4-bis(trifluoromethyl)-1,3-oxazabuta-1,3-diene in 10 mi of
benzene were added dropwise to this solution at room temperature. The reaction
solution was heated overnight to 60 °C and benzene was then removed in vacuo.
The residue was chromatographed over silica gel (eluent: petroleum ether/ethyl
(i 10 acetate = 8/1): Yield: 3:7-g (78:%). Melting point: 76-77 °C. [oJ*’.= -28° (c =.1, -
CHCl,). |

18e) (S)-2—(4,4-Bis(triﬂuQrom'ethyl)-Z,5—dioxoimidazolidin-1—yl)-2-
(cyclopropylmethyl)acetic acid
15 A solution of 7 g (17.3 mmol) of the compound of Example 18d in 20 mi of
dichloromethane was added at 10 °Cto a rﬁix’cure of 30 mi of trifluoroacetic acid and
50 mli of dichloromethane and the mixture was stirred at room temperature for 16
hours. After removal of trifluoroacetic acid and dichioromethane in vacuo, 5.9 g (98
%) of the title compound were obtained. |
20 Melting point: 123-125 °C, [o]* = -26° (¢ = 2, methanol).

18f) (S)-2-(4,4-Bis(triﬂuoromethyl)—3-(4-(3-(2-methy!phenyl)ureido)'-3—me.thoxybenzyl)- _
2,5-dioxoimidazolidin-1-yi)-2-(cyclopropyimethyl)acetic acid '

25
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3.2 mi of an n-butyllithium solution (2.5 M in hexane) were added at -40 °C under
argon to a solution of 1.39 g (4 mmol) of the compound of Example 18e in 40 ml of
absolute THF. The reaction mixture was allowed to warm to 0 °C with stirring, a
solution of 2.43 g (8 mmol) of 4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl chioride
in 20 ml of absolute THF was added and the reaction mixture was stirred at room
temperature for 3 hours. 20 mi of 1N hydrochloric acid were added and THF was
removed in vacuo. The aqueous phase was extracted twice with methyl tert-butyt
ether. The combined organic phases were dried over sodium sulfate and, after
filtration, concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative HPLC. After
concentration ofthe-product fractions and freeze drying, 1.41 g (57 %) of the title’ ~

compound were obtained.

18g) (R)-3~((S)-2-(4,4-Bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3+

methylpropionic acid

The title compound can be obtained as described in Examples 1f and 1g from the
compound of Example 18f and tert-butyl (R)-3-aminobutanoate by coupling and-

subsequent cleavage of the tert-butyl ester.

Example 19
(8)-3-((S)-2-(4,4-Bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yi)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-

phenylpropionic acid

OH

)
N
O
L
w
J;O
M
W
Z
ZX
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19a) Ethyl (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2- (cyclopropylmethyl)acetylammo) -3-, -
phenylpropionate '

748 mg (2.28 mmol) of TOTU (O- ((cyano(ethoxycarbonyle)methylene)ammo)—
N,N,N',N'-tetramethyluronium tetrafluoroborate) and 368 ul of N,N-diisopropy!--
ethylamine were added at 0 °C to a solution of 1.41 g (2.28 mmol) of the compound
of Exampie 18f and 442 mg (2.28 mmol) of ethyl (S)-3-amino-3-phenylpropionate in

20 ml of absolute dimethylformamide (DMF). After stirring at room temperature for

1 hour, the DMF was removed in vacuo, the residue was taken up in ethyl acetate

“and therethyl-acetate solution was washed sucecessively with an AQUEOUS ~ « wn st Brimermms

KHS04/K,S0, solution, a saturated NaHCO3 splution and water. After drying the
organic phase over sodium sulfate and filtering, the solvent was reAmoved in vacuo
and the resndue was chromatographed over silica gel using heptane/ethyl acetate
(3/2). By concentratmg the product fractions, 1.48 g (82 %) of the title compound

were obtained.

19b) (S)-3—((S)—2-(4,4-Bis(triﬂuoromethyl)-3-(4—(3-(2-methylphenyl)ureido)—S- :
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-y1)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3- .
phenylpropionic acid ' o |

A solution of 1.46 g (1.84 mmol) of the compound of _Example 19a in 40 ml of N-
methyl-Z-pyrrolidone'énd 20 mi of 6N hydrochloric acid was heated to 60 °C for

6 hours. After cooling to room temperature, the reaction mixture was poured onto 300
ml of water, and the precipitate was filtered off vwith suction, washed with water and
dried over phosphorus pentoxide. The crude product was chromatographed twice
over éilica gel (eluent: dichloromethane/methanol/acetic acid/water = 95/5/0.5/0.5).
After concentration of the product fractions, the residue was taken up in -
dichloromethane and the organic phase was washed with water and dried over
sodium sulfate. After filtration, removal of the solveht in vacuo and freeze drying, 1.19
g (85 %) of the title compound were obtained. |

ES(+)-MS: 764.2 (M+H)"

Example 20
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(R)-3-((S)-2-(4,4-Bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3-

methylpropionic acid

O\
®
w0
/E
;\Z
ZT
O é
O
T

20a) N-Formyl-L-leucine tert-butyl ester

The preparation was carried out analogously to W. Duczek et al., Synthesis 1996,
37-38. A solution of 4.04 g (40 mmol) of triethylamine in 10 ml of dichloromethane
was added at 0 °C to a solution of 8.94 g (40 mmol) of L-leucine tert-butyl ester
hydrochloride and 3.4 g (40 mmol) of cyanomethyl formate in 60 ml of
dichloromethane. The reaction solution was allowed to warm to room temperature,
stirred overnight at room temperature and then washed twice with saturated NaCl
solution.-The phases were separated and the organic phase was dried over
magnesium sulfate. After filtration and removal of the solvent in vacuo, the residue
obtained.was distilled in vacuo. Yield: 7.5 g (87 %). Boiling point: 118 °C/2.7 Pa'(0.02

torr). .

20b) tert-Buty! (S)-2-(4,4-bis(trifluoromethyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(2-
methylpropyl)acetate |

2.4 g (12.1 mmol) of diphosgene were added at -30 °C to a solution of 2.5 g (1 1.6
mmol) of N-formyl-L-leucine tert-butyl ester and 2.5 g (24.7 mmol) of triethylamine in
100 ml of dry dichloromethane. The reaction solution was allowed to warm to -10 °C
in the course of 1 hour and stirring was continued at this temperature until the
reaction was complete. The reaction solution was then washed twice at room
temperature with 7 % strength sodium hydrogencarbonate solution. The phases were

separated and the organic phase was dried over magnesium sulfate. After filtration,
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_the solvent was removed in vacuo and the residue was taken up in 70 ml of benzene.

3 g (11.3 mmol) of 2-te‘r"c.-butoxy-4,4-bis(trifiuorométhyl)-1 ,3-oxazabuta-1,3-diene in
10 ml of benzene were added dropwise to this solution at room temperature. The
reaction solution was heated to 60 °C ovemight and then benzene was removed in
vacuo. After chromatography of the residue over silica gel (eluent: petroleum
ether/ethyl acetate = 10/1), 3.7 g (80 %) of the title compound were obtained. Melting
point: 105-106 °C. [a]*® = -24 (c =1, CHCIy).

20c) (S)-2-(4, 4 Bls(tnﬂuoromethyl) 2 5-dioxoimidazolidin- 1-yl) 2-
(2-methylpropyl)acetic acid ™ - ‘ TR
A solution of 7 g (17.2 mmol) of the compound of Example 20b in 20 mi of

dichloromethane was' added at 10 °C to a mixture of 30 ml of trifluoroacetic acid and

- 50 ml of dichloromethane and the reaction mixture was stirred at room temperature

for 16 hours. After removal of trifluoroacetic acid and dichloromethane in vacuo, 6.0 g

(99 %) of the title compound were obtained. Melting pomt 154-156 °C. [a]?? = -23 ° (C

= 2, methanol).

20d) (R)-3-((S)-2-(4,4-Bis(trifluoromethy!)-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxy-

benzyl)-2,5- dioxoimidazolidin-1- -yl)-2-(2- methylpropyl)aoetylammo) -3-methylpropionic :
.acid

The title compound was preparéd as described in Exampleé<1f and 1g from 500 mg
(0.809 mmol) of (S)-2-(4,4-bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5- d|ox01m|dazohdm 1-yl}-2-(2- methylpropyl)acetlc acid of the

formula

&
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~ which had been prepared from (S)-2-(4,4-bis(trifluoromethyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-

yl)-2-(2-methylpropyl)acetic acid and 4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl
chloride as described in Example 18f, and 128 mg (0.809 mmol) of tert-butyl (R)-3-
aminobutanoate. After coupling, chromatographic purification over silica gel (eluent:
heptane/ethyl acetate = 3/2) and cleavage of the tert-butyl ester, 299 mg (53 %) of
the title compound were obtained. |

ES(+)-MS: 704.5 (M+H)”

Example 21
(S)-3-((8)-2-(4,4-Bis(trifiuoromethyl)-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3-

phenylpropionic acid

OH

O
™~
O
wh
J;O
RL
w
Z
ZX

21a) Ethyl (S)—3_—((8)-2-(4,4-bis(triﬂuoromethyl)-3-(4-(3—(2-methylphenyl)ureido)-B-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3-
phenylpropionafe ‘

1.89 g (5.77 mmol) of TOTU and 932 pl of N,N-diisopropylethylamine were added at
0 °C to a solution of 3.57 g (5.77 mmol) of (S)-2-(4,4-bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-
methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(2-
methylpropyl)acetic acid (prepared from (S)-2-(4,4-bis(trifluoromethyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-yi)-2-(2-methylpropyl)acetic acid and 4-(3-(2-
methylphenyljureido)-3-methoxybenzyl chioride as described in Example 18f) and
1.11 g (5.77 hmol) of ethyl (S)-3-amino-3-phenylpropionate in 30 ml of absolute
DMF. After stirring at room temperature for 1 hour, DMF was removed in vacuo, the

residue was taken up in ethyl acetate and the ethyl acetate solution was washep
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successively with an aqueous KHSO4/K2S04 solution, a saturated NaHCO3 solution
and water. After drying the organic phase over sodium sulfate and filtering, the
solvent was removed in vacuo and the residue was chromatographed over silica gel
using ethy! acetate/heptane (2/3). Aﬁer concentration of the product fractions, 3.26 g

(71 %) of the title compound were obtained.

21b) (S)-3-((S)-2-(4,4-Bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-methylphenyljureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1 -yI)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3- .

phenylpropionic acid

457 ml of 6N hydrochioric acid were added:to a solution~of'3;25'9‘(4.09..mmol).of the - - zn--- -

compound of Example 21a in 90 ml of N-methyl-2-pyrrolidone and the mixture was -
heated to 60 °C for 6 hours. After cooling to room temperature, the mixfure was
popréd onto 600 ml of water. The precipitate was filtered off with suction, washed
with water and dried over phosphorus pentoxide. After twofold chromatographic

purification of the crude product over silica gel (eluent:

| dichioromethane/methanol/acetic-acid/water = 95/5/0.5/0.5) and concentration of the

product fractions, the residue was taken up in dichilo_romethane. The organic phase
was washed twice with water and dried over magnesium sulfate. After filtration,
concentration and freeze ‘drying, 2.7 g (86 %) of the title compound were obtained.
ES(+)-MS: 766.2 (M+H)" |

| Example 22
(S)-3-((S)-2-(4,4-Bis(trifluoromethyl)-3-(4- (3 -(2- methylphenyl)ureldo) 3—

methoxybenzyl)-2,5- dloxmmldazohdln 1-yl)-2-(2- methylpropyl)acetylammo) -3~

phenylpropionic acid sodium salt

ONa -
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1.24 ml of 1N sodium hydroxide solution (diluted with 20 mi of water) were added:
with stirring to a suspension of 1 g (1.3 mmol) of the compound of Example 21 in 100
ml of acetonitrile and 200 ml of water. After freeze drying the solution, 1.01 g (79 %)
of the titte compound were obtained.

ES(+)-MS: 766.2 (3-('(8)—2-(4,4-bis(triﬂuoromethyl)-3—(4-(3-(2-methylphenyl)ureido_)-B-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoim‘idazolidin—1 -yl)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3-

phenylpropionic acid+H)"

Cxample23 - 7 _
(S)-3-((S)-2-(4,4-Bis(trifluoromethyl)-3-(4-(3-(2-methylphenyl)ureido)-3-
methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-

phenylpropionic acid sodium salt

ONa

O
N

0O

ML
J;O
o

Z
ZT

From 720 mg of the compound of Example 19b, according to the process described
in Example 22, 720 mg (99 %) of the title compound were obtained.

ES(+)-MS: 764.3 ((S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluoromethy!)-3-(4-(3-(2-
methylphenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-
(cyclopropylmethyl)acetylamino)-3-phenylpropionic acid+H)"

Investigation of the biological activity

A) U937/VCAM-1 cell adhesion test
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The test method used for the activity of the compounds of the formula | on the
interaction between VCAM-1 and VLA-4 is the assay described vbelow, which is
specific for this interaction. The cellular binding components, i.e. the VL.A-4 integrins,
are supplied in their natural form as surface molecules on human U937 cells (ATCC
CRL 1593), which belong to the leukocytes group. As spéciﬁc binding components,
recombinant soluble fusion proteins prepared by genetic engineering, Consisting of
the extracytoplasmic domain of human VCAM-1 and the constant region of a human

immunoglobulin of subclass 1gG1, are used.

Assay forthe measurement of the adheéion of U937 cells (ATCC CRL-1593) to...
hVCAM-1(1-3)-IgG

1. Preparétion of human VCAM-1(1-3)-IgG and human CD4-1gG

A genetic construct for the expression of the extracellular domain of human VCAM-1,
combined with the genetic sequence of the heavy chain of the hhman
immunoglobulin igG1 (hinge, CH2 and CH3 reg)ons) (from Dr. Brian Seed,
Massachusetts General Hospital, Boston USA; cf. Damle and Aruffo, Proc Natl.
Acad. Sci. USA 1991, 88, 6403), was employed. The soluble fusion proteln hVCAM-
1(1-3)-1gG contained the three amino-terminal extracellular immunoglobulin-like
domains of human VCAM-1 (Damle and Aruffo, Proc..NatI. Acad. Sci. USA 1991, 88,

| -6403). CD4-lg'G (Zettimeissl et al., DNA and Cell Biology 1990, 9, 347) served as a

fusion protein for negative controls. The recombinant proteins were expressed as

soluble proteins after DEAE/dextran-mediated DNAltrénsfection in COS cells (ATCC
CRL1651) according to standard procedures (Ausubel et al., Current protocols in

molecular biology, John Wiley & Sons, Inc., 1994).

2. Assay for the measurement of the adhesion of U937 cells to hVCAM-1(1-3)-
igG

2.1 . 96 well microtiter test plates (Nunc Maxisorb) were incubated at room

temperature for 1 hour with 100 pl/well of a goat anti-human 1gG antibody solution
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(10 pg/mi in 50 mM tris, pH 9.5). After removal of the antibody solution, washing was

carried out once with PBS.

2.2 150 uliwell of a blocking buffer (1 % BSA in PBS) were incubated on the
plates at room temperature for 0.5 hour. After removal of the blocking buffer, washing

was carried out once with PBS.

2.3 100 pl per well of a cell culture supernatant of transfected COS cells were
incubated on the plates at room temperature for 1.5 hours. The COS cells were
transfected with a plasmid which codes for the three N-terminal immunglobulinlike”
domains of VCAM-1, coupled to the Fc part of human IgG; (hWCAM-1(1-3)-1gG). The
content of hWVCAM-1(1-3)-1gG was about 0.5-1 ug/ml. After removal of the culture

supernatant, washing was carried out once with PBS.

2.4  The plates were incubated at room temperature for 20 minutes with 100 ul/well
of Fc receptor -block buffer (1 mg/mi y-globulin, 100 mM NacCl, 100 puM MgCls, 1p0 uM
MnCl,, 100 pM CaCly, 1 mg/ml BSA in 50 mM HEPES, pH 7.5). After removal of the

Fc receptor block buffer, washing was carried out once with PBS.

2.5 20 yl of binding buffer (100 mM NaCl, 100 yM MgCl;, 100 uM MnCl,, 100 M
CaCl,, 1 mg/mi BSA‘in 50 mM HEPES, pH 7.5) were introduced, the substances to
be tested were added in 10 pl of binding buffer and incubation was carried out for 20
minutes. Antibodies against VCAM-1 (BBT, No. BBAS) and against VLA-4

(Immunotech, No. 0764) served as controls.

2.6 U937 cells were incubated for 20 minutes in Fc receptor block buffer and; then
added by pipette in a concentration of 1 x 10%/mi and in an amount of 100 pl peir well

(final volume 125 pl/well).

2.7  The plates were slowly immersed at an angle of 45° in stop buffer (100 mM
NaCl, 100 uM MgCl,, 100 pM MnCly, 100 uM CacCl, in 25 mM tris, pH 7.5) and

shaken off. The process was repeated.
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2.8 50 pl/well of a dye solution (16.7 pg/ml of Hoechst dye 33258, 4 %
formaldehyde, 0.5 % Triton X-100 in PBS) were then incubated on the plates for

15 minutes.

2.9  The plates were shaken out andvslo_wly immersed at an angle of 45° in stop

buffer (100 mM NacCl, 100 uM MgCl,, 100 gM MnCl, 10,_0'pM CaCl; in 25 mM tris, pH
~ 7.5). The process was repeated. Then, with the liquid (stop buffer) present, the plates

were measured in a cytofluorimeter (Millipore) (sensitivity: 5, filter: excitation

]
1

The intensity of the light emitted by the stained U937 cells is a measure of the
number of the U937 cells adhered to the hVCAM-1(1-3)-1gG and remaining on the
plate and thus a measure of the ability of the added test substance to inhibit this
adhesion. Frdm the inhibition. of the adhesion at various concentrations of the test
substance, the concentration ICs0 waé calculated which leads to an inhibition of the
adhesion by.50 %. |

3. Results

The following results were obtained in the U937/ VCAM-1 cell adhesion test (ICs0

values in nM (nanomoles/liter)).

Compound of ICs0 (NM)
Example No.

1 0.3

2 0.5

5 259

7 241
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Compoundof - [Cso (NM)-.
Example No.
13 1.8
16 0.9
19 4.4

The pharmacological properties of the compounds of the formula | can also be

investigated in the following models.
B) Leukocyte adhesion in the rat

In the-model of leukocyte adhesion in the rat, the influencing of the adhesion of
leukocytes by the compounds of the formula | is investigated in venules of the rat.
The leukocyte adhesion to the endothelium of postcapiliary venules is regarded as an
important step in inflammatory reactions (J. M. Harlan, Blood 1985, 65, 513). Inthe
recruitment of leukocytes from the blood into inflamed areas a well-coordinated .
dynamic sequence of events takes place in which chemotactic cytokines and ceilular
adhesion molecules play an active role. It has been found that VCAM-1/VLA-4
interactions play a crucial role in the adhesion and emigration of leukocytes and the
increased permeability of vessels for macromolecules which are induced by various
mediator substances and cytokines (D. Seiffge, Int. J. Microcirc. 1995, 15, 301). In
the present model, a generalized inflammation or rheumatoid arthritis which leads to
an adhesion of the leukocytes and their emigration into diseased areas of the organ
is caused by local or systemic injection of endotoxins, for example zymosan,
bacterial toxins such as lipopolysaccharides (LPS) or Freund's adjuvant. The
increased adhesion to the endothelium of the venules produced by the endotoXin is

determined.

For the determination of the leukocyte adhesion, a camera inverted microscope

(Zeiss) is used which is equipped with a video system. Zymosan or bacterial
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endotoxin is injected into male Sprague-Dawley rats (body weight about 250 g) under
a Iiglht halothane premedication. The control animals receive an identical volume of -
0.9 % strength saline solution. The test substance is the'n administered '
subcutaneously or orally to the animals as an individual dose or as a multiple dose.
For carrying out the measurement, the rats are anesthetized by an intramuscular
injection of 1.25 g/kg of urethane. They are allowed'to breathe spontaneously

throlugh a tracheal tubé. The body temperature is kept at 37 °C by means of a
regulated heating pat. On a thermostatted (37..°C) window of the microscope stage,
the mesentery is carefully exposed by means of a hypogastric incision and covered
with tiquid paraffin-at.37 °C. The ileocecal area of the mesentery.is held:in position .
using three blunf needles and modeling cléy. After a 30-minute equilibration period,
during which the tissue is allowed to stabilize, the leukocyte adhesion is défermined
in postcapillary venules of 20-30 ym diameter and about 100 um length by counting
in 2-3 segments of the venules at intervals of 10 minutes for 1 hour. A leukocyte is
regarded as being adherent to the endothelium if it is stationary .for_more than 30
seconds. After the experiment, the systemic leukocyte counf and the fibrinogen
content of the blood are determined. The inhibition of the leukocyte adhesion by the
test substance is indicated by the decrease (in %) in the number of adherent .
leukocytes in the treated animals in comparison with the number in the control

animals.
C) Delayed-type hypersensitivity in the mouse

In the model of delayed-type hypersensitivity (DTH), the antiallergic or anti-

inﬂafnmatory action of the compounds of the formula | is investigated. DTH is an

“inflammatory reaction of the skin which is induced by sensitization with antigenic

substances. In order to determine the corresponding inflammatory reaction and the
leukocyte recruitment into the inflamed areas in vivo, the substances are tested in the
following DTH model in the mouse (see also T. B. Issekutz, J. Immunol. 1991, 147,
4178).
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Groups of female BALB/c mice (body weight about 20 g) are sensitized
epicutaneously on a shaved part of the skin with 150 pl of a 3 % strength solution of
oxazalone, which induces a strong inflammatory DTH reaction. 6 days later, the
reaction is challenged by administration of 20 pi ofat% strength oxazalone solution
to the right ear of the animals. The test substances are administered subcutaneously
or orally in each case 44 hours before the challenge of the reaction, 20 hours befare
the challenge and 4 hours after the challenge. Directly before the chalienge of the
reaction and 24 hours aftér the challenge, the altered ear thickness due to the
inflammatory swelling of the ear is measured on the right ear using a Mitutoyo
Engineering micrometer. The difference between these twe measurements is
determined for each animal of the group. The mean values of the differences of an
animal group treated with the test substance on the one hand and an untreated
control group on the other hand are compared. As a measure of the effect of the

substance, the percentage inhibition of the ear swelling is indicated.
D) Antiasthmatic action on the guinea pig

The effect on the lung function and the antiasthmatic action of the compounds of the
formula | can be determined in a model on the guinea pig which follows the method
described by G. Moacevic, Arch. Toxicol. 1975, 34, 1. For this, the technical _
preparations for the investigation are carried out according to the details described by
Moacevic. Male albino guinea pigs having a body weight of 300-500 g are emplc}yed.

The animals are placed in a plethysmograph (from FMI) and three starting values of

the parameters respiratory rate and respiratory amplitude are recorded. In this model,

asthmatic respiration is characterized by the decrease in the respiratory amplitude
(= lowering of the respiratory volume on account of the bronchoconstriction) and the
increase in the respiratory rate (= reflex reaction). This condition is known in asthma

patients as dyspnea.

The albino guinea pigs are sensitized 22 days before the start of the study with'1 mi
per animal of a 0.1 % strength ovalbumin solution on two successive days. The

experimental asthma attack is induced by inhalation of a 0.3 % strength ovalbumin
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solution for 1 minute. After a rebovery phase of 40-60 minutes, the animals inhale the
test substance as an aqueous solution. Immediately thereafter, 0.3‘ % strength
ovalbumin solution is administered for 1 minute. In the following recovery phase of 30
minutes, the animals breathe normal air. This process is repeated twice. jf the

asthma attacks are life threatening, oxygen is administered to the animals.

The antiasthmatic effect on the sheep can be determined, for example, as described
by Abraham et al., J. Clin. Invest. 1994, 93, 776. '

E) The antiatherosclerotic action can be investigated in the following animal models.
Cuff model of neointima formation

The wild-type mice of the strain C57BL/6J are supplied by the breeding service of
Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld, FRG) and the homozygous KO mice of the
strain C57BL/6J-ApoE tm1Unc (ApoE KO) are supplied by The Jackson Laboratory -
(Maine, USA). All mice are between 10 and 12 weeks old at the start of the
experiment and are kept in fully air-conditioned rooms at a temp_érature of 22°C. The
day/night phase of the confrolled light prograrh is adjusted to a period of 12 hours.
The mice are firstly anesthetized with 60 mg/kg of body weight of pentobarbital
sodium i;p. Each animal then additionally receives 0.01 mg/10 g of body weight of

xylazine i.m.

The mice are fixed in the supine position, and the inner surfaces of both hind legs are
shaved and disinfected. The skin on the inside of the left thigh is then opened by
means of a longitudinél incision approximately 1 cm long and the femoral artery is
isolated from the surrounding tissue and from the femoral vein and the sciatic nerve.
A piece of polyethylene tubing approximately 2 mm long (intérnal diameter 0.58 mm,
external diameter 0.965 mm, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) is then cut -
according to length and placed around the femoral artery and fixed with Prolene
threads (7/0, 0.5 metric from Ethicon, Norderstedt, FRG). The skin is subsequently
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closed again by means of a continuous suture. The right hind leg is operated on in an
analogous manner, but without a cuff being placed around the femoral artery. The
animal is subsequently taken to its cage again. From the operation, the animals are

treated daily with the test substance.

At the end of the experiment, the mice are again anesthetized with 60 mg/kg of body
weight of pentobarbital sodium i.p. and 0.01 mg/10 g of body weight of xylazine i.m.
For the fixation of the vessels in situ, each mouse then receives.an injection of 4 %
strength formalin solution into the abdominal aorta. The right and the left femoral |
arteries are then removed. On the left side, the. portion of the artery is removed which -~ ¢
includes the section about 1 mm proximal to the cuff, the section enclosed by the cuff
itself and the section of vessel 1 mm distal. On the right side, this portion
corresponds to the section which is only isolated during the operation, but not

enclosed by a cuff.

The portions of the left and the right femoral arteries fixed in 4 % strength formalin
solution are embedded in paraffin. From the section of the left artery enclosed by the
cuff-and from the corresponding section of the right control artery a number of tissue
cross sections are prepared which are then stained with hematoxylin and eosin fo!r
software-assisted (LeicaQWin from Leica Imaging Systems, Cambridge, GB)

morphometric analysis. (o

Per mouse, three tissue cross sections from the area of the left femoral artery
enclosed by the cuff and three tissue cross sections from the corresponding area of
the right-control artery are evaluated. After marking of the lamina elastica externa,
the lamina elastica.interna and the boundary between the lumen and endothelium,
the following areas are calculated by the analysis program: lumen, neointima and
media. The size of these areas is indicated in the unit ym® The- effect of a compound
is indicated by the reduction of the ratio of neointima/media in comparison with thé

control group.

Heart transplantation
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In the model of allogenic heart transplantation, transplantations between two .
genetically incompatible rat strains are carried out. For this purpose, Wistar-Furth

rats are used as donor animals and Lewis rats as recipient animals. The animals are

- obtained from the breeding service of Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld, FRG).

Male Lewis raté of 270-330 g aged 2.5 to 3 months, and male Wistar-Furth rats of
200-250 g aged from 1.5 to 2 months are kept“under'constant, cOntrolled conditions
(temperature 19-22°C; relative humidity 50-55 %; the day/night phase of the |
controlled light program is adjusted to a period of 12 hours).

For the operation, the rats receive a combination of 3.3 mg/kg of body weight of

xylazine and 115 mg/kg of body weighht of ketamine. After the onset of the anesthetic

‘action, the abdomen of‘ the recipient is opened by median incision. The abdominal

- aorta and inferior vena cava are separated from one another between the renal

artery and vein and the iliolumbal vessels. The aorta is then closed cranially using a
vessel clip. Caudally, a silk thread is placed around both vessels and tightened. A
second silk thread lies loosely around the cranial end of the inferior vena cava. After
opening the abdominal cavity, the donor animal is killed by cutting through the large
abdominal vessels. This point in time signaled the start of the ischaemic period of the
donor organ. The diaphragm is then opened and the heart is exposed. The superior
and inferior vena cava ére ligated and cut through on the side of the ligature distal to
the heart. A mass ligature of the pulmonary veins is carried out using a silk thread.
The aorta and pulmonary artery are thén lifted with forcéps and cut through. The'
transplant is then freed of blood residues in the vascular system. The heart is then
lifted, removed together with the mass ligature from the lung and stored in cold
physiological NaCl solufion for one to two minutes. An end-to-side anastomosis of
the aorta and of the pulmonary artery of the donor drgan with the abdominal artery
and inferior vena cavé respectively of the recipient animal is then carried out. After -
completion of the vessel anastomoses, the venous circulation followed by the arterial
circulation are successively released. Finally, the abdominal cavity is closed again
using a peritoneum/muscle suture and a skin suture. After release of the blood

circulation and a short recovery phase, the transplanted heart beats with a sinus rate
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of about 100 to 120 beats/minute. Cyclosporin A (CSA) for immunosuppression is
administered either subcutaneously (s.c.) or orally via the drinking water. After getting
over the acute rejection period, the dose can be reduced from 25 mg/kg of body
weight from the 15th day p.op. to 5 mg/kg of body weight. The injections are

performed once daily in the morning in the neck area of the animals.

The changeover from s.c. CSA administration to oral CSA administration takes place
on day 22 p.op. in order to have safely got over the acute rejection period. The
substance to be investigated is administered for 100 days from the operation. After
expiration of the observation time interval (10C-days), the animals are anesthetized
and the abdominal cavity is opened. The heart is then removed with protection of the
vessel stumps of the abdominal vessels, cut into slices and in stored in 4 % formalin
solution. After the heart slices have been fixed, these are embedded in paraffin and
stained for elastica according to the standardized van Gieson histological technique.
The classification of the neointimal proliferation and the constriction of the vascular
lumen associated therewith is performed according to Adams et al. (Transplantation
1993, 56,794). Adhesions between the lamina elastica interna and endothelium are
classified. The special stain according to van Gieson which selectively emphasizess
elastica fibers facilitates the assessment. The effect of a compound is indcated by
the reduction of the neointimal proliferation and thus the transplant atherosclerosis in

comparison with the control group.
Atherosclerosis madel in ApoE knockout (KO) mice

The homozygous KO mice of the straih C57BL/6J-ApoE tm1Unc (ApoE KO) are
supplied by The Jackson Laboratory (Maine, USA). All mice are between 10 and 2
weeks old at.the start of the experiment and are kept on standard litter for laboratary
animals (Altromin, Lage, FRG) in fully air-conditioned rooms at a temperature of 22
°C. The day/night phase of the controlled light program is adjusted to a period of 12

hours. The animals are treated with the test substance for 4 months.
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At the end of the experiment, the mice are anesthétized with 60 mg/kg of body weight
of pentobarbital sodium i.p. and 0.01 mg/10 g of body weight of xylazine i.m. The.
heart and aortic arch and the descending thoracic aorta are then removed.ahd fixed
in 4 % strength formalin solution. The descending aorta is treated with Oil Red O for
the staining of fat lesions. The morphometric analysis of the fat lesions is carried out
using a microscope (Leitz DM RBE type from Leica, Benshéim), a camera attached
thereto having a control unit (CF 15 MCC Type, Kappa Meltechnik, Gleichen) and a
computer (Leica, Bensheim). The measurements are carried out with the aid of a

computer program for image analysis (LeicaQWin from Leica Imaging Systems,

- Cambridge, GB). The heart-and the aortic arch are cut lengitudinally and stained with - .. ... ..

hematoxylin and eosin for morphometric anélysis. In each case 15-20 sections are
analyzed. Further sections are investigated immunohistochemically for macrophages
and T lymphocytes. The effect of a compound is indicated by the reduction of the

plaque formation in the aorta in comparison with the control group.

F) The cardioprotective action can be investigated, for example, in the following

animal model.
Cardiac infarct size in the rat-

Male Wistar rats are obtained from the breeding sefvice of Charles River Wiga

GmbH (Sulzfeld, FRG) at ah.‘age of 2.5 to 3 months and having a body weight of
270-330 g. The animals are kept under constant, controlled conditions (temperature
19-22°C; relative humidity 50-55%; the day/night phase of the controlled light

program is adjusted to a period of 12 hours). For the operation, the rats receive a
combination of 3.3 mg/kg of body weight of xylazine and 115 mg/kg of body weight of .
ketamine. The animals are then intubated and ventilated with 30 % oxygen. The
tho'ra.x is shaved, disinfected and opened by means of a left lateral thoracotomy. The
left coronary artery is permanently ligated 2-3 mm below the left auricle of the heart
for 48 hours or 4 weeks, or. it is ligated for 30 minutes and reperfused for 47.5 hours

or 4 weeks.
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After the operation, the thorax is closed again and the animals are extubated after
commencing spontaneous respiration. The test substance is administered 30
minutes after the ligature or immediately before the reperfusion. The animals are
then treated daily with the test substance. At the end of the experiment, the animals
are again anesthetized with a combination of 3.3 mg/kg of body weight of xylazine
and 115 mg/kg of body weight of ketamine. For the wall motion analysis, the animals
in which the hearts were reperfused are investigated by means of "Nuclear Magnetic
Resonance Imaging ". In animals with nonreperfused hearts, a tip catheter is
introduced via the right carotid artery for the measurement of the ventricular pressure
and the contractility in the left heart chamber. The heart is then removed in all |

animals and perfused in a retrograde manner in a Langendorff apparatus via the

_aorta with warm 1% strength Evans Blue solution at 37 °C for the determination of

the anatomical risk area and of the nonischemic area. The hearts are then cut into 5-
6 thin slices and incubated in 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride solution for 15 |
minutes for the determination of the vital and of the dead heart tissue. The
planimetric analysis of the risk area and of the infarct region is carried out using a
camera (Leica, Bensheim) and an attached bomputer unit with analysis software,
(Leitz, Bensheim). The risk area is expressed in percent based on the left ventricle
plus septum and the infarct region in percent based on the risk area. The effect of a
compound is indicated by the réduction of the infarct region based on the risk area in

comparison with the control group.

TN
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Patent claims

1. A compound of the formula |,

in which
Alis cyclopvropylmethyl— or isobutyl;
E is -CO-R®, -CO-H or -CH,-O-R’;
10 Zis oxygen or sulfur;
R' is hydrogen or methyl; :
R? is phenyl, pyridyl or (C1-Cy)-alkyl, where the alkyl residue can be substituted by
one or more fluorine atoms and the phenyl residue can be substituted by one or more
identical or different substituents from the group conéisting of (C4-Cy)-alkyl, (C4-C4)-
15 alkoxy; methylenedioxy, ethylénedioxy, halogen, trifluocromethyl and trifluororhetho>\<y;

R® and R* are methyl or trifluoromethyl;

R® is hydrogen or (C4-Cs)-alkyl, where the alkyl residue can be substituted by one or
more fluorine atoms; | |

o R® is hydroxyl, (C1'-C1o)~alkoxy, phenyl-(C4-Cg)-alkoxy, phenyloxy, (C4-Cs)-

20 alkylcarbonyloxy-(C4-Cg)-alkoxy, phenylcarbonyloxy-(C4-Ceg)-alkoxy, phenyl-(C4-Cg)-
alkylcarbonyloxy-(C4-Cg)-alkoxy, (C4-Cg)-alkoxycarbonyloxy-(C4-Cg)-alkoxy,
phenyloxycarbonyloxy-(C+-Cg)-alkoxy, phenyl~(C4-C)-alkoxycarbonyloxy-(C4-Ce)-
“alkoxy, amino, mono({C4-Cp)-altkyl)amino or di((C4-C4p)-alkyl)amino;

R’ is hydrogen or (C4-Cs)-alkyl;
25 in all its stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios,

or its physiologically tolerable salts.
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2. A compound of the formula | as claimed in claim 1, in which R® and R* are both
methyl or are both trifluoromethyl, in all its stereoisomeric forms and mixtures thereof

in all ratios, or its physiologically tolerable salts.

3. A compound of the formula | as claimed in claims 1 and/or 2, in which Z is oxygen,
in all its stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios, or its physiologically

tolerable salts.

4. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 3, in which
R’ is rethyl and R® is methyl, in all its sterecisomeric forms and mixtures thereof in -

all ratios, or its physiologically tolerable salts.

| 5. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 4, in which

R? is pyridyl, unsubstituted phenyl, phenyl which is substituted by a methylenedioxy
residue or an ethylenedioxy residue, phenyl which is substituted by one or two (C4-
C4)-alkoxy groups, or (C4-C4)-alkyl which can be substituted by one or more fluorine
atoms, in all its stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios, or its

physiologically tolerable salts.

6. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 5, in which E
is -CO-R® or -CH,-OH and R® is hydroxyl, (C+-Cg)-alkoxy or amino, in all its
stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios, or its physiologically tolerable

salts.

7. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 6
in which

A is cyclopropylmethyl- or isobutyl;

E is -COOH, -COOC;Hs, -COQIiC3H7 or -CH,-OH;

Z is oxygen;

R' is methyi;

R? is unsubstituted phenyl, pyridyl or methyl;

R? and R* are methy!;
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R® is methyl;
in all its stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios, or its physiologically

tQIerable salts.

8. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 6,

*in which

Alis cyclopropylmethyl—. orisobutyl;

. Eis -COOH, -COOC:Hs, -COOiICsHy or -CHa-OH;

Z is oxygen;

“R'is methyl;. . RS T T e S

R? is unsubstituted phenyl, pyridy! or methyl;
R® and R* are trifluoromethyl;
_R5 is methyl;

in all its stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios, or its physiologically

tolerable salts.

9. A process for the preparation of compounds of the formula | as claimed in one or

more of claims 1 to 8, which comprises reacting a compound of the formula Il with a

'compoun_d of the formula Il

where A, E, Z, R", R% R®, R* and R® are as defined in claims 1 to 8 or functional

groups are present in protected form or in the form of precursors, and where G is

25 hydroxycarbonyl, (C4-Cs)-alkoxycarbonyl or activated carboxylic acid derivatives.

5Y
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10. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 8 and/or its !

physiologically tolerable salts for use as medicament.

11. A pharmaceutical preparation which comprises one or more compounds of the
formula | as claimed in one or more of claims 1 to 8 and/or their physiologically

tolerable salts and a pharmaceutical tolerable carrier.

12. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 8 and/or its

physiologically tolerable salts for use as antiinflammatories.

N
M -~
P

13. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 8 and/or its
physiologically tolerable salts for use in the treatment of arthritis, of rheumatoid
arthritis, of polyarthritis, of inflammatory bowel disease, of systemic lupus
erythematosus, of multiple sclerosis or of inflammatory diseases of the central

nervous system.

14. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 8 and/or its
physiologically tolerable salts for use in the treatment of asthma or allergies.

15. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims 1 bis 8 and/or ("
its physiologically tolerable salts for use in the treatment of cardiovascular diseases,

of atherosclerosis, of myocardial infarct, of the acute coronary syndrome, of stroke, of

restenoses, of diabetes, of damage to organ transplants, of immune diseases, of

- autoimmune diseases, of tumor growth or tumor metastasis, or malaria, or for

cardioprotection or secondary prophylaxis of stroke.

16. A compodnd of the formula | as claimed in one or more of claims 1 to 8 and/or its
physiologically tolerable salts for use as inhibitors of the adhesion and/or migration of

leukocytes or for the inhibition of the VLA-4 receptor.
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Derivados de imidazolidina, su preparacién. su uso reparaciones
farmacéuticas que los contienen
La presente invencion se refiere a nuevos derivados de imidazolidina de
5 férmulal,
e

en la que A, E, Z, R', R%, R® R*y R® tienen los significados indicados a ~
10  continuacién. Los compuestos de formula | son valiosos compuestos
farmacéuticos activos, que son adecuados, por ejemplo, para tratar
enfermedades inflamatorias, por ejemplo artritis reumatoide, o enfermedades
alérgicas. Los compuestos de férmula | son inhibidores de la adhesion y
migracion de leucocitos y/o antagonistas del receptor de adhesion VLA-4
s 15 perteneciente al grupo de las integrinas. Generalmente son adecuados para
tratar enfermedades que son causadas por un grado no deseado de adhesién
de leucocitos y/o migracion de IeuCocitos, o estan asociadas con esto, o en las
que juegan un papel las interacciones célula-célula o célula-matriz que se
N basan en interacciones de receptores VLA-4 con sus ligandos. La invencién
20 ademas se refiere a procedimientos para preparar los compuestos de férmula
|, a su uso y a preparaciones farmacéuticas que contienen compuestos de

férmula |. |

Las integrinas son un grupo de receptores de adhesion que juegan un
papel importante en los procesos de union célula-célula y célula-matriz
25 extracelular. Tienen una estructura af-heterodimera y presentan una amplia
distribucion celular y una alta conservacion evolutiva. Entre las integrinas se
incluyen, por ejemplo, el receptor de fibrinbgeno en plaquetas, que interacciona
especialmente con la secuencia RGD del fibrindgeno, o el receptor de
vitronectina en osteoclastos, que interacciona especialmente con la secuencia
30 RGD de la vitronectina o de la osteopontina. Las integrinas se dividen en tres
grupos principales, la subfamilia 2 que contiene las LFA-1, Mac-1 y p150/95
representativas, que son respon'sagles en particular de las interacciones célula-
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célula del sistema inmunitario, y las subfamilias p1 y B3, cuyos representantes

| principalmente median la adhesion celular a componentes de la matriz

extracelular (Ruoslahti, Annu. Rev. Biochem. 1988, 57, 375). Las integrinas de
la subfamitia p1, llamadas también proteinas VLA (antigeno (de activacion)

muy . tardio), incluye'n al menos seis receptores que interaccionan
especificamente con fibronectina, colageno y/o laminina como ligandos. Dentro

de la familia de VLA, |'@,_ir1t,egﬂnva‘ VLA-4 (a4B1) es atipica en cuanto que esta
principalmente restringida a células linfoides.y.mieloides,_y es responsable en
éstas de las interacciones célula-célula con un gran numero de celulas
distintas. VLA-4 media, por ejemplo, las interacciones de linfocitos T y B con el
fragmento de unién de la heparina il de la fibronectina (FN) del plasma
humano. La unién de VLA-4 con el fragmento de union de la heparina Il de la
fibronectina del plasma se basa especialmente en una interaccidn con una
secuencia LDVP. En contraste con el receptor de fibrindgeno o vitronectina,
VLA-4 no es una integrina de union a RGD tipica (Kilger y Holzmann, J. Mol.
Meth. 1995, 73, 347).

Los leucocitos que circulan en la sangre normalmente presentan solo
una baja afinidad porlas células endoteliales vasculares que revisten los vasos
sanguineos. Las citoquinas que son liberadas de tejido inflamado producen la
activacion de las células endoteliales y por lo tanto la expresién de un gran
numero de antigenos. de ‘supe:rficie celular. Entre estos se incluyen, por
ejemplo, las moléculas de adhesion ELAM-1 (molécula de adhesion celular
endotelial-1; también denominada E-selectina) que entre otros, se unen a
neutréfilos, ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular-1), que interacciona con
LFA-1 (antigeno asociado a la funcion de leucocito 1) en leucocitos, y VCAM-1
(molécula de adhesion celular vascular-1), que se une a diferentes leucocitos,
entre otros linfocitos (Osborn et al., Cell 1989, 59, 1203). VCAM-1, como ICAM-
1, es un miembro de la superfamilia de los genes inmunoglobulina. VCAM-1
(primero conocido como INCAM-110) se identific6 como una molécula de
adhesion que es inducida en células endoteliales por citoquinas inflamatorias
tales como TNF e IL-1, y lipopolisacaridos (LPS). Elices et al. (Cell 1990 60,
577) mostraron que VLA-4 y VCAM-1 forman una pareja receptor-ligando que
media la union de linfocitos al endotelio activado. La union de VCAM-1 a VLA-4
no se produce debido a una interaccion de VLA-4 con una secuencia RGD,
VCAM-1 no contiene dicha secuencia (Bergelson et al., Current Biology 1995,
5, 615). Sin embargo, VLA-4 se encuentra también en otros leucocitos, y la
adhesion de leucocitos distintos de los linfocitos, también es mediada por el
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mecanismo de adhesiéon VCAM-1/VLA-4. Por lo tanto VLA-4 representa un
ejemplo individual de un receptor integrina B-1 que, mediante los ligandos
VCAM-1 vy fibronectina, juega un papel importante tanto en interacciones
célula-célula como en interacciones célula-matriz extracelular.

Las moléculas de adhesién inducidas por citoquinas juegan un papel
importante en el reclutamiento de leucocitos en regiones del tejido
extravascular. Los leucocitos son reclutados en las regiones del tejido
inflamatorio por moléculas de adhesion celular que son expresadas en la
superficie de células endoteliales y sirven como ligandos para las proteinas de
superficie celular del leucocito o complejos de proteina (receptores) (los
términos ligando y receptor también se pueden usar viceversa). Los leucocitos
de la sangre se deben adherir primero a las células endoteliales antes de que
puedan migrar a la sinovia. Puesto que VCAM-1 se une a células que llevan la
integrina VLA-4 (a4p1), tales como eosindfilos, linfocitos T y B, monocitos o
neutrofilos, ésta y el mecanismo VCAM-1/VLA-4 tienen la funcién de reclutar
células de este tipo de la corriente sanguinea en zonas de focos de infeccién o
inflamacion (Elices et al., Cell 1990, 60, 577; Osborn, Cell 1990, 62, 3; Issekutz
etal, J. Exp. Med. 1996, 183, 2175).

El mecanismo de adhesion VCAM-1/VLA-4 se ha conectado con una
serie de procesos fisiologicos y patoldgicos. Aparte de inducida por citoquina
en el endotelio, VCAM-1 es expresada adicionalmente, entre otros, en las
siguientes células: mioblastos, células dendriticas linfoides y macréfagos de
tejidos, sinovia reumatoide, células neuroldgicas estimuladas por citoquina,
células epiteliales parietales de la capsula de Bowman, el epitelio tubular renal,
tejido inflamado durante el rechazo en el trasplante de corazén y rifién, y por
tejido intestinal en injerto frente a enfermedades huésped. También se
encuentra que VCAM-1 es expresada en aquellas zonas de tejido del endotelio
arterial que corresponden a placas ateroscleréticas tempranas de un modelo
de conejo. Ademas, VCAM-1 es expresada en células dendriticas foliculares de
nddulos linfaticos humanos y se encuentra en células del estroma de la médula
osea, por ejemplo en el ratdn. El ultimo descubrimiento apunta a una funcién
de VCAM-1 en el desarrollo de células B. Aparte de en células de origen
hematopoyético, VLA-4 también se encuentra, por ejemplo, en lineas celulares
de melanoma, y el mecanismo de adhesion VCAM-1/VLA-4 esta conectado
con la metéastasis de dichos tumores (Rice et al., Science 1989, 246, 1‘303).

La forma principal en la que VCAM-1 se produce in vivo en células
endoteliales y que es la forma dominante in vivo, se denomina VCAM-7D y
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lleva siete dominios de inmunoglobulina. Los dominios 4, 5 y 6, son similares
en sus secuencias de aminoacidos a los dominios 1, 2 y 3. En una forma
adicional que consta de seis dominios, denominada aqui VCAM-6D, el cuarto
dominio es eliminado por corte y empalme alternativo. VCAM-6D también se
puede unir a células que expresan VLA-4.

Se encuentran detalles adicionales relacionados con VLA-4, VCAM-1,
integrinas y proteinas de adhesion, por ejemplo, en los articulos de Kilger y
Holzmann, J. Mol. Meth. 1995, 73, 347: Elices, Cell Adhesion in Human
Disease, Wiley, Chichester 1995, p. 79; Kuijpers, Springer Semin.
Immunopathol. 1995, 16, 379.

Debido al papel del mecanismo VCAM-1/VLA-4 en procesos de/
adhesion celular que son importantes, por ejemplo, en infecciones, inﬂamaci()n\
o aterosclerosis, se ha intentado controlar trastornos mediante intervenciones
en estos procesos de adhesion, en particular, por ejemplo, inflamaciones
(Osborn et al., Cell 1989, 59, 1203). Un método para hacer esto, es usar
anticuerpos monoclonales que son dirigidos contra VLA-4. Se conocen
anticuerpos monoclonales (ACm) de este tipo, que como antagonistas de VLA-
4 bloguean la interaccion entre VCAM-1 y VLA-4. Asi, por ejemplo, el ACm
anti-VLA-4 HP2/1 y HP1/3 inhibe la union de células Ramos que expresan
VLA-4 (células tipo células B) a células endoteliales del cordén umbilical
humano y a células COS transfectadas con VCAM-1. lgualmente, el ACm anti-
VCAM-1 inhibe la adhesion de células Ramos, células Jurkat (células tipo
células T) y células HL60 (células tipo granulocito) a células COS transfectadas
con construcciones genéticas que hacen que se expresen VCAM-6D y VCAM-
7D. Los datos in vitro con anticuerpos que son dirigidos contra la subunidad o4
de VLA-4, muestran que se bloquea la adhesion de linfocitos a las células
endoteliales sinoviales, una adhesion que juega un papel en la artritis
reumatoide (van Dinther-Janssen et al., J. Immunol. 1991, 147, 4207).

Los experimentos in vivo han mostrado que la encefalomielitis
autoinmune experimental se puede inhibir con ACm anti-a4. La migracion de
leucocitos a un foco inflamatorio es bloqueada igualmente por un anticuerpo
monoclonal contra la cadena a4 de VLA-4. También se ha investigado la
influencia del mecanismo de adhesion dependiente de VLA-4 usando
anticuerpos en un modelo de asma, con el fin de investigar el papel de VLA-4
en el reclutamiento de leucocitos en tejido pulmonar inflamado (documento
WO-A-93/13798). La administracion de anticuerpos anti-VLA-4 inhibi6 la
reaccién de fase tardia y la hiperreaccién de la via aérea en ovejas alérgicas.

§0
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La importancia de VLA-4 como diana para tratar el asma se discute con detalle7
en Metzger, Springer Semin. Immunopthol. 1995, 16, 467. .

También se investigé el mecanismo de adhesion celular dependiente de
VLA-4 en un modelo de primate de enfermedad inflamatoria del intestino (El).
En este modelo, que corresponde a la colitis ulcerativa en el hombre, la
administracién de anticuerpos anti-a4 dio como resultado una reduccion
significativa de la inflamacion aguda.

Ademas, fue posible mostrar que la adhesion celular dependiente de!
VLA-4 juega un papel en los siguientes estados clinicos, incluyendo los
siguientes procesos inflamatorios crénicos: artritis reumatoide (Cronstein and
Weismann, Arhtritis Rheum. 1993, 36, 147; Elices et al., J. Clin. Invest. 1994,
93, 405), diabetes mellitus (Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90,
10494), lupus eritematoso sistémico (Takeuchi et al., J. Clin. Invest. 1993, 92,
3008), alergias de tipo retardado (alergia de tipo V) (Elices et al., Clin. Exp.
Rheumatol. 1993, 11, S77), esclerosis multiple (Yednock et al. , Nature 1992,
356, 63), malaria (Ockenhouse et al., J. Exp. Med. 1992, 176, 1183),
aterosclerosis (O'Brien et al., J. Clin. Invest. 1993, 92, 945; Shih et al,, Circ.
Res. 1999, 84, 345), trasplante (Isobe et al., Transplatation Proceedings 1994,
26, 867), diferentes tumores malignos, por ejemplo melanoma (Renkonen et
al., Am. J. Pathol. 1992, 140, 763), linfoma (Freedman et al., Blood 1992, 79,
206) y otros (Albelda et al., J. Cell Biol. 1991, 114, 1059).

La interaccion de VLA-4 con VCAM-1y fibronectina esta conectada con
algunos procesos fisiopatolégicos en enfermedades cardiovasculares. En un
sistema de célula in vitro, los neutrofilos infiltrados inhiben la contraccion
celular (inotropia negativa) de cardiomiocitos en 35%. Se pudo inhibir esta
accion inotropica negativa de los neutrofilos con un anticuerpo anti-a4, pero no
con un anticuerpo anti-CD18 (Poon et al., Circ. Res. 1999, 84, 1245). Se
mostré la importancia de VLA-4 en la patogénesis de la aterosclerosis en un
modelo de ratén de aterosclerosis. Por lo tanto, el péptido CS-1, que se dirige
contra el sitio de union de VLA-4 de la fibronectina, inhibe el reclutamiento de
leucocitos y la acumulacion de grasa en la aorta, y por lo tanto la formacion de
placas aterosclerdticas en ratones knockout receptores LDL alimentados
aterogénicamente (Shih et al., Circ. Res. 1999, 84, 345). Usando el mismo
péptido CS-1, se pudo ademas mostrar en un modelo de trasplante de corazon
heterotopico en el conejo, que la formacion de una vasculopatia de trasplante
puede disminuir significativamente por bloqueo de la interaccion de VLA-4 y
fibronectina (Molossi et al., J. Clin. Invest. 1995, 95, 2601).



10

15

20

25

30

35

-6-

Por lo tanto, el bloqueo de VLA-4 con antagonistas adecuados ofrece

posibilidades terapéuticas eficaces para

diferentes estados inflamatorios incluyendo asma 'y Ell. Como ya se ha
expuesto, la particular importancia de los antagonistas de VLA-4 para tratar la
artritis reumatoide resulta aqui del hecho de que los leucocitos de la sangre se
deben adherir primero a células endoteliales antes de que puedan migrar a la
sinovia, y que el receptor VLA-4 juega un papel en esta adhesion. El hecho de
que VCAM-1 es inducido en células endoteliales por agentes inflamatorios
(Osborn, Cell 1990, 62, 3; Stoolman, Cell 1989, 56, 907), y el reclutamiento de
diferentes leucocitos en zonas de infeccion y focos inflamatorios ya se ha
discutido antes. Aqui, las células T se adhieren al endotelio activado
principalmente por los mecanismos de adhesién LFA-1/ICAM-1 y VLA-
4NCAM-1 (Springer, Cell 1994, 76, 301). En las mayoria de las células T
sinoviales, la capacidad de union de VLA-4 con VCAM-1 aumenta en la artritis
reumatoide (Postigo et al., J. Clin. Invest. 1992, 89, 1445). Ademas, se ha
observado una mayor adhesion de las células T sinoviales a la fibronectina
(Laffon et al., J. Clin. Invest. 1991, 88, 546; Morales-Ducret et al., J. Immunol.
1002, 149, 1424). Asi, VLA-4 es sobrerregulado tanto con respecto a su
expresion como con respecto a su funcién en los linfocitos T de la membrana
sinovial reumatoide. E! bloqueo de la uni6n de VLA-4 a sus ligando fisiologicos
VCAM-1 y fibronectina hace posible una prevencion eficaz o alivio de los
procesos inflamatorios articulares. Esto también se confirma con experimentos
con el anticuerpo HP2/1 en ratas Lewis con artritis adyuvante, en las que se
observé una prevencion eficaz de la enfermedad (Barbadillo et al., Springer
Semin. Immunopathol. 1995, 16, 427). Los peptidomiméticos de CS-1 que
contienen una unidad de acido aspartico 0 uno de sus derivados en la
molécula, y que inhiben la union de VLA-4 a la secuencia CS-1 de la proteina
de matriz fibronectina , se describen en el documento WO-A-00/02903. Por lo

6 2

tratar, por ejemplo, en particular *

tanto, VLA-4 es una molécula diana terapéutica importante.

Los anticuerpos de VLA-4 antes mencionados y el uso de anticuerpos
como antagonistas de VLA-4 se describe en las solicitudes de patente WO-A-
03/13798, WO-A-93/15764, ' WO-A-94/16094, WO-A-94/17828 y WO-A-
95/19790. Las solicitudes de patente WO-A-94/15958, WO-A-95/15973, WO-
A-96/00581, WO-A-96/06108 vy WO-A-96/20216 describen compuestos
peptidicos como antagonistas de VLA-4. Sin embargo, el uso de anticuerpos y

compuestos peptidicos como productos
desventajas, por ejemplo, carece de dispo

farmacéuticos estd aquejado de
nibilidad oral, facil degradabilidad o

|
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accion inmunogénica en administracion a largo plazo, y por lo tanto son
necesarios antagonistas de VLA-4 que tengan un perfil de propiedades
favorable para usar en la terapia y profilaxis de diferentes estados de
enfermedad.

Los documentos WO-A-95/14008, WO-A-93/18057, US-A-5.658.935,
US-A-5.686.421, US-A-5.389.614, US-A-5.397.796, US-A-5.424.293 y US-A-
5.554.504, describen anillos de heterociclo de 5 miembros sustituidos que
tienen una funcién amino, amidino o guanidino en el extremo N-terminal de la
molécula, y que muestran acciones de inhibicion de agregacion de plaquetas.
El documento EP-A-796855 describe otros heterociclos que son inhibidores de
la resorcion 6sea. Los documentos EP-A-842943, EP-A-842945 y EP-A-
842944, describen que los compuestos de estas series y compuestos
adicionales también inhiben sorprendentemente la adhesion de leucocitos y
son antagonistas de VLA-4. .

Los documentos EP-A-903353, EP-A-905139, EP-A-918059, WO-

109/23063, WO-A-99/24398, WO-A-99/54321 'y WO-A-99/60015, describen’

compuestos adicionales que inhiben la adhesién de leucocitos y son
antagonistas de VLA-4. Sin embargo, las propiedades de estos compuestos,
todavia no son satisfactorias en diferentes sentidos, y son necesarios
compuestos que tengan un perfil de propiedades mejorado. El documento EP-
A-918.059 menciona, entre otros, derivados de imidazolidina en los que el
anillo de imidazolidina esta unido por su posicion 1 al 4tomo de carbono de la
posicion 2 de una unidad 2-(qicloalquilalquil)acetilamino o una unidad 2-
isobutilacetilamino. Sin embargo, no sé describen especiﬁggﬁrg__e_nlgﬂjgs,o
derivados de imidazolidina de férmula | de la presente invencion, que se
distinguen por su ventajoso perfil de propiedades y en particular por su
potencia marcadamente mayor.
La presente invencion se refiere a compuestos de formula |,

O

3 A

! N

1 5 RO R N \(\E |
)k . ' l\“l—* o R?

N N'—<\ :>——' ) '

H H |

en la que
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A es ciclopropilmetilo o isobutilo;

E es -CO-R®, -CO-H 0 -CHz-O-R’;

Z es oxigeno o azufre;

R' es hidrégeno o metilo;

R? es fenilo, piridilo o alquilo (C4-C4), donde el resto alquilo puede estar
sustituido con uno o mas atomos de flior, y el resto fenilo puede estar
sustituido con uno o mas sustituyentes idénticos o diferentes del grupo que
consta de alquilo (C4-Ca), alcoxi (C4-Ca), metilendioxi, etilendioxi, halogeno,
trifluorometilo y trifluorometoxi;

R® y R* son metilo o trifluorometilo;

R® es hidrogeno o alquilo (C4-C4), donde el resto alquilo puede estar
sustituido con uno o mas atomos de flGor;

R es hidroxilo, alcoxi (C4-C1o), fenil-alcoxi(C4-Cs), feniloxi, alquil(C4-Ce)-
carboniloxi-alcoxi(C1-Cs), fenilcarboniloxi-alcoxi(C1-Cg),  fenil-alquil(C4-Ce)-
carboniloxi-alcoxi(C4-Cs), alcoxi(C4-Cg)-carboniloxi-alcoxi(C4-Ce), feniloxi-
carboniloxi-alcoxi(C1-Ce), feni|-alc_oxi(C1-C6)-carboniloxi-a‘lcoxi(C1-Cs), amino,
mono(alquil(C4-C1¢))-amino o di(alquil(C4-C10))-amino;

R es hidrégeno o alquilo (C1-Ca);

en todas sus formas estereoisomeras y sus mezclas en todas las
proporciones, y sus sales fisiolégicamente tolerables.

Los restos alquilo pueden ser de cadena lineal o ramificada. Esto
también se aplica si llevan sustituyentes o estan como sustituyentes en otros
restos, por ejemplo, en restos fluoroalquilo, restos alcoxi o restos
alcoxicarbonilo. Ejemplos de restos alquilo son metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo (= 1-metiletilo = iC3Hy), n-butilo, isobutilo (= 2-metilpropilo), sec-butilo
(= 1-metilpropilo), terc-butilo (= 1,1-dimetiletilo), n-pentilo, isopentilo, terc-
pentilo, neopentilo, n-hexilo, 3-metilpentilo, isohexilo, neohexilo, n-heptilo,
2.3 5-trimetilhexilo, n-octilo, n-nonilo, n-decilo. Los restos alquilo preferidos son
metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo. En
los restos alquilo, uno o mas, por ejemplo 1, 2, 3, 4 6 5 &tomos de hidrogeno
se pueden sustituir por dtomos de fluor. Ejemplos de estos restos fluoroalquilo
son trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, pentafluoroetilo, heptafluoroisopropilo.
Los restos alquilo sustituidos, por ejemplo restos fenilalquilo o restos
fluoroalquilo, pueden estar.sustituidos en cualesquiera posiciones deseadas.

Los restos fenilo pueden no estar sustituidos o estar mono O
polisustituidos, por ejemplo, mono- di-, tri-, tetra- o pentasustituidos, con
sustituyentes idénticos o diferentes. Si un resto fenilo esta sustituido,
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preferiblemente lleva uno o dos sustituyentes iguales o diferentes. Esto
también se aplica a restos fenilo sustituidos en grupos tales como fenilalquilo,
fenilcarbonilo, etc. Restos fenilalquilo son, por ejemplo, bencilo, 1-feniletilo o 2-
feniletilo, en particular bencilo, todos los cuales también pueden estar
sustituidos. |

En restos fenilo monosustituidos, el sustituyente puede estar situado en
la posicién 2, la posicion 3 o la posicién 4. El fenilo disustituido puede estar
sustituido en la posicién 2,3, posicion 2,4, posicion 2,5, posicion 2,6, posicion
3,4 o posicion 3,5. En restos fenilo trisustituidos, los sustituyentes pueden estar
situados en la posicion 2,3,4, posicion 2,3,5, posicion 2,4,5, posicion 2,4,6,
posicién 2,3,6 o posicion 3,4,5. Si un resto fenilo lleva sustituyentes del grupo
que consta de metilendioxi (-O-CH-O-) y etilendioxi (-O-CH2-CH.-0-),
preferiblemente lleva so6lo un sustituyente de este grupo (si se desea ademas
de otros sustituyentes).

Ejemplos de restos fenilo sustituidos que pueden representar R? son 2-
metilfenilo, 3-metilfenilo, 4-metilfenilo, 2 3-dimetilfenilo, 2,4-dimetilfenilo, 2,5-
dimetilfenilo,  2,6-dimetilfenilo,  3,4-dimetilfenilo, 3,5-dimetilfenilo, 2,4,5-
trimetilfenilo,  2,4,6-trimetilfenilo,  3,4,5-trimetilfenilo, 2-(n-butil)fenilo, 3-(n-
butil)fenilo, 4-(n-butil)fenilo, 2-isobutilfenilo, 3-isobutilfenilo, 4-isobutilfenilo, 3-
terc-butilfenilo, 4-terc-butilfenilo, 2-metoxifenilo, 3-metoxifenilo, 4-metoxifenilo,
2,3-dimetoxifenilo, 2,4-dimetoxifénilo, 2,5-dimetoxifenilo, 2,6-dimetoxifenilo,
3,4-dimetoxifenilo, 3,5-dimetoxifenilo, 2,4,5-trimetoxifenilo, 2,4,6-trimetoxifenilo,
3,4, 5-trimetoxifenilo, 2-(n-butoxi)fenilo, 3-(n-butoxi)fenilo, 4-(n-butoxi)fenilo, 2-
isobutoxifenilo, 3-isobutoxifenilo, 4-isobutoxifenilo, 2-terc-butoxifenilo, 3-terc-
butoxifenilo, 4-terc-butoxifenilo, 2,3-metilenedioxifenilo, 3,4-metilenedioxifenilo,
2,3-etilenedioxifenilo, 3 4-etilenedioxifenilo, 2-fluorofenilo, 3-fluorofenilo, 4-
fluorofenilo,  2,3-difluorofenilo, 2,4-difluorofenilo, 2 5-difluorofenilo, 2,6-
difluorofenilo, 3,4-difluorofenilo, 3,5-difluorofenilo, 2.4,5-trifluorofenilo, 2,4,6-
trifluorofenilo, 3,4,5-trifluorofenilo, 2,3,5,6-tetrafluorofenilo, 2,3,4,5,6-
pentafluorofenilo, 2-clorofenilo, 3-clorofenilo, 4-clorofenilo, 2,3-diclorofenilo,
2,4-diclorofenilo, 2,5-diclorofenilo, 2 6-diclorofenilo, 3,4-diclorofenilo, 3,5-
diclorofenilo, 2-bromofenilo, 3-bromofenilo, 4-bromofenilo, 3-yodofenilo, 4-
yodofenilo, 2-trifluorometilfenilo, 3-trifluorometilfenilo, 4-trifluorometilfenilo, 3,4-
bis-(trifluorometil)fenilo, 3,5-bis(trifluorometil)fenilo, 2-trifluorometoxifenilo, 3-
trifluorometoxifenilo, 4-trifluorometoxifenilo, etc. Sin embargo, en restos fenilo
sustituidos, puede haber sustituyentes diferentes en cualquier combinacion
deseada, tal como por ejemplo, en retos 3-metoxi-4-metilfenilo, 4-fluoro-3-
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metoxifenilo, 3-fluoro-4-metoxifenilo, 3,5-difluoro-4-metoxifenilo, 3-fluoro-4,5-
metilendioxifenilo, 3-fluoro-4,5-etilendioxifenilo, 2-cloro-3-metilfenilo, 3-cloro-4-
metilfenilo, 3-cloro-4-fluorofenilo, etc.

Halégeno es fluor, cloro, bromo o yodo, preferiblemente flior o cloro.

Piridilo es 2-piridilo, 3-piridilo o 4-piridilo. En los restos piridilo, el atomo
de nitrogeno también puede estar oxidado, y el correspondiente compuesto de
formula | puede estar presente como un N-oxido de piridina, que esta
igualmente incluido en la presente invencion.

_ Las sales fisioldgicamente tolerables de los compuestos de férmula |,
son en particular sales no toxicas o farmacéuticamente utilizables. Los
compuestos de férmula | que contienen grupos acido, por ejemplo un grupo
acido carboxilico que representa el grupo E, pueden estar presentes, por
ejemplo, como sales de metal alcalino o sales de metal alcalino-térreo, por
ejemplo sales de sodio, sales de potasio, sales de magnesio y sales de calcio,
o como sales de amonio, tal como por ejemplo, sales con iones amonio
cuaternarios fisiolégicamente tolerables y sales de adicion de é&cido con
amoniaco y aminas organicas fisiologicamente tolerables, tales como por
ejemplo, metilamina, etilamina, trietilamina, 2-hidroxietilamina,  tris(2-
hidroxietil)amina, o, o,a-tris(hidroximetil)metilamina (trometamina) o
aminoacidos, en particular aminoacidos basicos. Las sales de un compuesto
acido de formula | con una amina organica pueden contener los dos
componentes en una relacion 1:1 o aproximadamente 1:1 o en otra relacion,
por ejemplo, en una relacién de aproximadamente 1:0,5 a aproximadamente
1:4 (1 molécula de formula | por de 0,5 a 4 moléculas de la amina), en
particular en una relacion de aproximadamente 1:0,5 a aproximadamente 1:2
(1 molécula de formula | por de 0,5 a 2 moléculas de la amina).

L os compuestos de férmula | que contienen grupos basicos, por ejemplo
un grupo piridilo, pueden estar presentes como sales de adicion de acido, por
ejemplo como sales con acidos inorganicos tales como por ejemplo, acido
clorhidrico, acido sulfarico o acido fosforico, o como sales con acidos
carboxilicos organicos o acidos sulfénicos, tales como por ejemplo, acido
acético, acido citrico, acido behzoico, acido maleico, acido fumarico, &cido
tartarico, acido metanosulfénico o acido p-toluensulfénico. Los compuestos que
contienen tanto grupos é&cidos como grupos basicos, también pueden estar
presentes en forma de sales internas, iones hibridos o betainas, que estan
igualmente incluidos en la presente invencion.
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Las sales se pueden obtener de los compuestos de formula | por
procedimientos habituales conocidos por los expertos en la técnica, por
ejemplo, por combinacién con un acido o base organico o inorganico en un
disolvente o diluyente, o a partir de otras sales por intercambio de anién o de
cation.

Los compuestos de férmula | pueden estar presentes en formas
estereoisémeras. Con respecto a cada centro asimétrico en los compuestos de
formula 1, independientemente de cualquier otro centro asimétrico, pueden
estar presentes con la configuracion S o la configuracién R o mezclas R/S. Por
lo tanto, el atomo de carbono asimétrico al cual esta unido el resto R? puede
tener la configuracién R o configuracion S, o el compuesto de formula | puede
estar presente como una mezcla R/S con respecto a este atomo de carbono.
Igualmente, el atomo de carbono asimétrico al cual estan unidos el grupo Ay el
anillo de imidazolidina puede tener la configuracion R o configuracién S, o el
compuesto de formula | puede estar presente como una mezcla R/S con
respecto a este atomo de carbono. Igualmente todos los deméas atomos de
carbono asimétricos pueden tener la configuracion R o la configuracion S, o el
compuesto de formula | puede estar presente como una mezcla R/S con
respecto a cada uno de estos atomos de carbono. En las mezclas R/S los
estereoisdomeros individuales pueden estar presentes en cualquier proporcion
incluyendo una proporcién 1:1.

La invencion incluye todos los posibles estereoisdbmeros de los
compuestos de férmula i, por ejemplo enantiomeros puros o €en buena parte
puros, y diastereoisomeros puros o en buena parte puros, y mezclas de dos o
méas formas esterecisémeras, por ejemplo mezclas de enantiémeros ‘y/o
diastereoisdmeros, en todas las proporciones. Por lo tanto, la invencion se
refiere a enantidmeros en forma enantiémera pura, tanto como antipodas
levorrotatorios como dextrorrotatorios, en forma de racematos y en forma de
mezclas de dos enantiomeros en todas las proporciones. Igualmente la
invencion se refiere a distereoisomeros en forma diastereoisémera pura y en
forma de mezclas en todas las relaciones. Ejemplos de estereoisomeros
individuales que estan comprendidos en la invencién, son los compuestos de
formula la, 1b, Ic y Id.
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La preparacion de estereoisomeros individuales, si conviene, se puede
llevar a cabo usando sustancias iniciales estereoquimicamente uniformes en la
sintesis, por sintesis estereoselectiva 0 por separacién de una mezcla de
acuerdo con los métodos habituales, por ejemplo, por cromatografia o
cristalizacion, y en el caso de enantiomeros, por ejemplo, por cromatografia en
fases quirales. Si es adecuado, se puede llevar a cabo la formaciéon de un
derivado antes de la separacién de estereoisomeros. La separaciéon de una
mezcla de estereoisémeros se puede llevar a cabo en la etapa de los
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compuestos de formula | o en la etapa de las sustancias iniciales o de un
producto intermedio en el transcurso de la sintesis.

Los compuestos de formula | de acuerdo con la invencidon, pueden
contener atomos de hidrégeno moviles, es decir, pueden estar presentes en
diferentes formas tautomeras. La presente invencion comprende todos los
tautémeros de los compuestos de formula 1. La presente invenciéon también
comprende solvatos y compuestos de adicion o aductos de compuestos de
formula |, por ejemplo, aductos con agua, €s decir hidratos, o aductos con
alcoholes o aminas. La invencion ademas comprende derivados de
compuestos de férmula |, por ejemplo, ésteres, amidas, profarmacos y otros
derivados fisiolégicamente tolerables, y metabolitos activos de los compuestos
de férmula 1. La invencion, en particular también se refiere a profarmacos de
los compuestos de formula I, que in vitro no son necesariamente
farmacolégicamente activos, pero que in vivo, en condiciones fisiologicas, se
convierten en compuestos activos de férmula |. Los expertos en la técnica
conocen profarmacos adecuados para los compuestos de férmula |, es decir
derivados quimicamente modificados de los compuestos de formula | que
tienen propiedades mejoradas de una forma deseada. Se encuentra
informacion mas detallada en relacién a los profarmacos, por ejemplo, en
Fleisher et al., Advanced Drug Delivery Reviews 19 (1996) 115; Design of
Prodrugs, H. Bundgaard, Ed., Elsevier, 1985; H, Bundgaard, Drugs of the
Future 16 (1991) 443. Profarmacos adecuados para los compuestos de
formula |, son especialmente profarmacos éster, profarmacos amida,
profarmacos aldehido y profarmacos alcohol de grupos acido carboxilico, por
ejemplo de un grupo acido carboxilico que representa el grupo E. Por lo tanto,
también los compuestos de formula | en los que el grupo E es hidroximetilo,
alcoximetilo o formilo, y que presentan antagonismo de VLA-4 in vivo, son
profarmacos de los compuestos de férmula | en los que el grupo E es
hidroxicarbonilo. Ejemplos de profarmacos éster y profarmacos amida que se
puede mencionar son ésteres de alquilo (C+-C,) tales como ésteres de metilo,
ésteres de etilo, ésteres de isopropilo, ésteres de isobutilo, ésteres de alquilo
sustituido tales como ésteres de hidroxialquilo, ésteres de aciloxialquilo,
ésteres de aminoalquilo, ésteres de acilaminoalquilo, ésteres de
dialquilaminoalquilo, amidas no sustituidas o N-alquil(C4-Cs)-amidas tales como
metilamidas o etilamidas. '

Entre los ejemplos de compuestos de formula | de acuerdo con la
invencién que se pueden mencionar, estan los siguientes compuestos de
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formulas le y If, que tienen la configuracion S en el atomo de carbono que lleva
el grupo A, y tienen la configuraciéon S en el atomo de carbono que lleva el
grupo R?, si R? es fenilo o piridilo, y tienen la configuracién R en el atomo de
carbono que lleva el grupo R?, si R? es metilo. Igualmente la presente invencién

5 se refiere a sales fisiologicamente tolerables de los compuestos de formulas le
y If, por ejemplo, sales de metales o sales con cationes de amonio organicos
de los compuestos de formulas le y If que contienen un grupo acido
carboxilico, o sales de adicion de acido de los compuestos de férmulas le y If
que contienen restos piridilo, por ejemplo los hidrocloruros.
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CF3
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CHs
CHjs
CHs
CHs
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CHs
CH3j
CHj
CHs
CHs

CF3
CF3

CF3
CF3
CF3

CF3
CF;
CF3
CFs

CF3
CF3
CFs
CF3

CF3
CF3;
CF;
CFs
CF3

CHa
CHa
CHj;
CH;
CHas

CHa
CHs
CHs
CHjs
CHa

CF3
CF3

CFs
CF3
CF3

CF3
CF;
CF3
CF3
CF3
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isobutilo
isobutilo
isobutilo
isobutilo
isobutilo

ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo

isobutilo
isobutilo
isobutilo
isobutilo
isobutilo

ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo

isobutilo
isobutilo
A

isobutilo
isobutilo
isobutilo

ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo
ciclopropilmetilo

fenilo
fenilo
fenilo
fenilo
fenilo

fenilo
fenilo
fenilo
fenilo
fenilo

metilo
metilo
metilo
metilo
metilo

metilo
metilo
metilo
metilo
metilo

metilo
metilo
R?

metilo
metilo
metilo

metilo
metilo
metilo
metilo
metilo
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Los elementos estructurales individuales en los compuestos de formula |
de acuerdo con la invencién, preferiblemente tienen los siguientes significados,
y pueden tener independientemente uno u otro significado.

R? preferiblemente es alquilo (C4-C4) que puede estar sustituido con uno
o mas atomos de fltor, o piridilo, o fenilo no sustituido, o fenilo que esta
sustituido con un resto metilendioxi o un resto etilendioxi, o fenilo que esta
sustituido con uno o dos grupos alcoxi (C+-Ca). El grupo alcoxi que representa
R?, que opcionalmente puede estar sustituido con fluor, es en particular uno de
los grupos metilo, etilo, isopropilo, trifluorometilo y 2,2,2-trifluoroetilo. Los
sustituyentes alcoxi en un grupo fenilo que representa R? son en particular
grupos metoxi. Preferiblemente particularmente, R? es metilo, piridilo, fenilo no
sustituido, fenilo que esta sustituido con un resto metilendioxi 0 un resto
etilendioxi o fenilo que estd sustituido con uno o dos grupos metoxi. Muy
preferiblemente particularmente, R? es metilo, fenilo no sustituido o piridilo.

R® y R* pueden ser iguales o diferentes. Preferiblemente, los dos grupos
R® y R* son idénticos. En una realizacion de la presente invencion, R®y R* son
ambos metilo. En otra realizacion de la presente invencion, R® y R* son ambos
trifluorometilo.

Un grupo alquilo que representa R®, que puede estar sustituido con uno
o mas atomos de fluor, preferiblemente es un grupo metilo, un grupo etilo o un
grupo trifluorometilo. Preferiblemente, R® es alquilo (C4-Cs), que puede estar
sustituido con uno o mas atomos de flior. Preferiblemente particularmente, R®
es metilo o trifluorometilo, muy preferiblemente particularmente metilo.

R® preferiblemente es hidroxilo, alcoxi (C1-Cs), fenil-alcoxi(C1-Ca), feniloxi
o amino (NH,), preferiblemente particularmente hidroxilo, alcoxi (C1-Ce) ©
amino, muy preferiblemente particularmente hidroxilo o alcoxi (C4-Cs),
especialmente preferiblemente hidroxilo o alcoxi (C+-Cs), en particular hidroxilo.

R’ preferiblemente es hidrégeno o alquilo (C4-C3), preferiblemente
particularmente hidrégeno o metilo, muy preferiblemente particularmente
hidrégeno.

E es preferiblemente -CO-R®, -CO-H, -CHrOH o -CHxOCHs,
preferiblemente  particularmente .CO-R®, -CH,-OH o0 -CH,-OCHs, muy
preferiblemente particularmente -CO-R® o -CH,-OH, ademas preferiblemente
-COOH, -COOC;Hs, -COOIC3H; 0 -CH,-OH, en particular -COOH.

En una realizacion de la presente invencion Z es azufre, en otra
realizacion Z es oxigeno.
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En una realizacion de la presente invencion A es el resto isobutilo (resto
2-metilpropilo, (CH3),CH-CHz-), en otra realizacion A es el resto
ciclopropilmetilo (ciclopropil-CHz-). Ademas, en una realizacion de la presente
invencion R es hidrogeno y en otra realizacion R' es metilo.

Los compuestos preferidos de formula | son los que tienen una
configuracién uniforme en uno o mas centros quirales, por ejemplo en el atomo
de carbono que lleva el resto R?, ylo en el atomo de carbono que lleva el resto
A y el resto imidazolidina. Es decir, se prefieren compuestos que estan
presentes con una configuracion uniforme o esencialmente uniforme en uno o
mas centros quirales, en la configuracion R o en la configuracién S, pero no
como una mezcla R/S. Sin embargo, como se ha explicado, los centros
quirales individuales en estos compuestos de formula | pueden tener,
independientemente uno de otro, la configuracién R o la configuracién Sy
tener configuraciones iguales o diferentes. Los compuestos particularmente
preferidos de férmula | son los que el atomo de carbono que lleva el resto Ay
el resto imidazolidina esta presente con la configuraciéon S, es decir, con la
configuracion con respecto a este estereocentro que se muestra en las
formulas la y Ib. Compuestos particularmente preferidos de formula | también
son los que el atomo de carbono que lleva el grupo R? esta presente en la
configuracién mostrada en las formulas la y lc. Si R?, por ejemplo, es fenilo,
fenilo sustituido o piridilo, en estos compuestos particularmente preferidos el
stomo de carbono que lleva el grupo R? tiene la configuracion S, si R® es
metilo, etilo o isobuitilo, tiene la configuracion R. Son compuestos de formula |
muy preferidos particularmente aquellos en los que los estereocentros antes
mencionados estan presentes con las configuraciones mostradas en la féormula
la.

Los compuestos preferidos de formula | son los compuestos en los que
uno o mas restos tienen significados preferidos, o tienen un significado
especifico seleccionado de los significados incluidos en la presente invencion
en relacion a todas las combinaciones de significados preferidos y/lo
significados especificos de los restos. Ejemplos de compuestos preferidos son,
por ejemplo, compuestos en los que, simultaneamente, R', R®, R* y R® son
metilo, y A es isobutilo, o compuestos en los que, simultaneamente R', R%, R*y
R® son metilo y A es ciclopropimetilo, o compuestos en los que,
simultaneamente R' es metilo, R® y R* son trifluorometilo, RS es metilo y A es
isobutilo, 0 compuestos en los que, simultaneamente, R' es metilo, Ry R* son
trifluorometilo, R® es metilo y A es ciclopropilmetilo, o compuestos en los que,
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simultaneamente R' es hidrégeno, R?, R* y R® son metilo y A es isobutilo, o
compuestos en los que simultaneamente R' es hidrégeno, R®, R* y R® son
metilo y A es ciclopropilmetilo, o compuestos en los que, simultaneamente R
es hidrégeno, R®y R* son trifluorometilo, R® es metilo y A es isobutilo, o
compuestos en los que, simultdneamente, R' es hidrégeno, R® y R* son
trlﬂuorometllo, R® es metilo y A es ciclopropilmetilo, y los otros grupos tienen
los significados generales antes indicados en los compuestos de férmula | o
tienen significados preferidos o tienen significados especificos de sus
respecti\/as definiciones.

Son compuestos particularmente preferidos, por ejemplo, compuestos
de formula | en la que

A es ciclopropilmetilo o isobutilo;

E es -CO-R®, -CH;-OH;

Z es oxigeno;

R1 es hidrégeno o metilo;

R? es piridilo, fenilo no sustituido, fenilo que esta sustituido con un resto
metllendxom o un resto etilendioxi, fenilo que esta sustituido con uno o dos
grupos qlcox1 (C4-C4), 0 alquilo (C4-C4) que puede estar sustituido con uno o
mas atomos de fluor;

R? y R* son metilo;

R es metilo;

R es hidroxilo, alcoxi (C1-Cs), fenil-alcoxi(C1-C4), feniloxi, o amino;
en todas sus formas estereoisdbmeras y sus mezclas en todas las proporciones,
y sus sales fisiolégicamente tolerables.

Son compuestos particularmente muy preferidos, por ejemplo, los
compuestos de férmula | en la que

Ales ciclopropilmetilo o isobutilo;

Eies -COOH, -COOCsz, -COOiC3H7O -CHz-OH;

Z es oxigeno;

R' es metilo;

R es piridilo, fenilo no sustituido, fenilo que esta sustituido con un resto

etllend|OX| o un resto etilendioxi, fenilo que esta sustituido con uno o dos
grupos metom o alquilo (C+-C4) que puede estar sustituido con uno o mas
atomos de flor,

R y R?* son metilo;

R® es metilo;
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en todas sus formas estereoisomeras y sus mezclas en todas las

proporciones, y sus sales fisiologicamente tolerables.

Son compuestos especialmente preferidos, por ejemplo, los compuestos

de férmula | en la que

A es ciclopropilmetilo o isobutilo;

E es -COOH, -COOC;Hs, -COOiC3H; 0 -CH2-OH;

Z es oxigeno,

R' es metilo;

R? es fenilo no sustituido, piridilo, metilo o 2,2,2-trifluoroetilo;
R®y R* son metilo;

R® es metilo;

en todas sus formas estereoisémeras y sus mezclas en todas las

proporciones, y sus sales fisiolégicamente tolerables.

Son compuestos particularmente especialmente preferidos, por ejemplo,

los compuestos de férmula | en la que

A es ciclopropilmetilo o isobutilo;

E es -COOH, -COOC,Hs, -CO0iC3H7 0 -CH,-OH;

Z es oxigeno;

R! es metilo;

R? es fenilo no sustituido, piridilo o metilo;

R®y R* son metilo;

RS es metilo;

en todas sus formas esterecisomeras y sus mezclas en todas las

proporciones, y sus sales fisiologicamente tolerables.

Todas las definiciones anteriores de subgrupos de los compuestos de

formula 1, se aplican analogamente a compuestos de féormula |, en la que R® y
R* son ambos trifluorometilo en lugar de metilo. Asi, por ejemplo, también son
compuestos particularmente especialmente preferidos los compuestos de
formula |, en la que

A es ciclopropilmetilo o isobutilo;

E es -COOH, -COOC;Hs, -CO0iIC3H7 0 -CH2-OH;
Z es oxigeno;

R es metilo;

R? es fenilo no sustituido, piridilo o metilo;

R®y R* son trifluorometilo;

R® es metilo;
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en todas sus formas estereoisdbmeras y sus mezclas en todas las
proporciones, y sus sales fisiolégicamente tolerables.

Los compuestos de formula | se pueden preparar, por ejemplo, por
condensacion de un compuesto de férmula |l

Rs o ‘A
1 7 RQ R* N/kG 1
. N—-{
JL o)

con un compuesto de formula lll,

2 ' i

R

donde en las férmulas 11 y lil los grupos A, E, Z, R, R% R%, Ry R® se definen
como se ha indicado antes, o alternativamente en estos grupos puede haber
grupos funcionales en forma protegida o en forma de precursores, y donde G
es hidroxicarbonilo, alcoxi(C4-Ce)-carbonilo o derivados de 4cido carboxilico
activados, tales como por ejemplo, cloruros de acido o ésteres activos.

En la condensacién de los compuestos de férmulas 1l y ll, como norma
es necesario que el grupo acido carboxilico que esta presente, pero no esta
implicado en la reaccion de condensacion, esté protegido con un grupo
protector reversible, y por lo tanto esté presente, por ejemplo, en forma de un
éster de alquilo (C4-Cs) adecuado tal como el éster de terc-butilo o éster de
bencilo. Cuando se van a preparar los compuestos de formula | en la que el
grupo E, por ejemplo, es un grupo hidroxicarbonilo o un grupo que se prepara a
partir de un grupo hidroxicarbonilo, en los compuestos de formula lll, por
ejemplo, el resto E puede ser primero un grupo hidroxicarbonilo en forma
protegida, y después de la condensacion de los compuestos de formulas 'y
Iil, el grupo hidroxicarbonilo se puede liberar y/lo se puede sintetizar el grupo
final E deseado en una o més etapas adicionales.

Los precursores de grupos funcionales son grupos que se pueden
convertir en el grupo funcional deseado de acuerdo con los procedimientos de
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sintesis habituales conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un
grupo ciano que se puede convertir en un grupo acido carboxilico por hidrolisis
se puede designar como un precursor para este grupo. Un grupo alcohol que
se puede oxidar a un grupo aldehido se puede designar como un precursor
para este grupo. Ya se han mencionado ejemplos de grupos protectores que
se pueden introducir antes de llevar a cabo una reaccién o una secuencia de
reacciones y después se eliminan otra vez.

Para la condensacion de los compuestos de formulas Il y Hll, se usan
ventajosamente los métodos de acoplamiento de la quimica de péptidos que
son bien conocidos por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Houben-
Weyl, Methoden der Organischen Chemie [Métodos de Quimica Organica],
Volumen 15/1 y 15/2, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 1974). Son ejemplos de
posibles agentes de condensacién o reactivos de acoplamiento, por ejemplo,
carbonildiimidazol, carbodiimidas tales como diciclohexilcarbodiimida (DCC) o
diisopropilcarbodiimida, tetrafluoroborato  de O-((ciano(etoxicarbonil)-
metilen)amino)—N,N,N',N'-tetrametiluronio (TOTU) o anhidrido propilfosfénico
(PPA). Las condensaciones se pueden llevar a cabo en condiciones patrén que
son bien conocidas por los expertos en la técnica. En general, se llevan a cabo
en un disolvente o diluyente inerte, por ejemplo en un disolvente aproético tal
como N,N-dimetiformamida (DMF), dimetisulféxido (DMSO), N-metil-2-
pirrolidona  (NMP), tetrahidrofurano (THF) o dimetoxietano (DME).
Dependiendo de la condensacion llevada a cabo en el caso concreto, puede
ser ventajoso afadir una base tal como una amina terciaria o reactivos
auxiliares, por ejemplo un compuesto N-hidroxi tal como 1-hidroxibenzotriazol
(HOBT). El tratamiento de la mezcla de reaccion y purificacion del producto se
puede llevar a cabo de acuerdo con procedimientos patron habituales.
Después de la condensacion, se eliminan los grupos protectores presentes de
una forma adecuada. Por ejemplo, los grupos bencilo en ésteres bencilicos se
pueden eliminar por hidrogenacion catalitica, o los grupos protectores del tipo
terc-butilo se pueden eliminar por tratamiento con un acido adecuado. La
preparacion de los compuestos de formula |, también se puede llevar a cabo,
por ejemplo, sintetizando los compuestos por etapas en una fase solida de
acuerdo con los métodos habituales, siendo posible introducir los elementos
estructurales individuales de la molécula en diferentes secuencias.

Los compuestos amino de formula il estan disponibles en el comercio
o se pueden sintetizar de acuerdo con o de forma anéloga a procedimientos
patrén conocidos, a partir de materias primas que estan disponibles en el
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comercio, 0 a su vez se pueden obtener de acuerdo con o de forma analoga a
procedimientos de la bibliografia. Por ejemplo, los acidos 3-aminopropidnicos
3-sustituidos Opticamente activos de formula IIl o sus ésteres, en particular
ésteres de acido 3-fenil-3-aminopropiénico, se pueden preparar a partir de los
acidos acrilicos 3-sustituidos correspondientes, que a su vez se pueden
obtener a partir de los aldehidos correspondientes. Los acidos acrilicos 3-
sustituidos se convierten en los cloruros de acido usando cloruro de oxalilo, y
éstos se convierten en los ésteres usando un alcohol, por ejemplo, en ésteres
de terc-butilo usando terc-butanol. Para introducir el grupo amino, los ésteres
después se hacen reaccionar con la sal de lito de una amina 6pticamente
activa, por ejemplo, la sal de litio de (R)-(+)—N-bencil—N-(1-feniletil)amina, y
después el grupo bencilo y el grupo feniletio en el 3-(N-bencil-N-(1-
feniletil)amino)propionato  de terc-butilo  3-sustituido se eliminan por
hidrogenacion catalitica. Para preparar los compuestos de formula Il en la que
E es el grupo hidroximetilo CH,OH, o un grupo hidroximetilo eterificado, se
puede usar en la reaccion de condensacion 3-aminopropanoles 3-sustituidos o
sus éteres que se pueden obtener a partir de acidos 3-aminopropiénicos 3-
sustituidos o sus ésteres, por reduccion del grupo acido o el grupo ester, por
ejemplo el éster de etilo o éster de terc-butilo, usando hidruro de litio y aluminio
o hidruro de litio y aluminio/tricloruro de aluminio.

Los compuestos de formula Il se pueden preparar, por ejemplo,
haciendo reaccionar primero compuestos de formula IV

>=o .
4

R

en una reaccién de Bucherer, por ejemplo con carbonato amonico y cianuro
potasico, para dar compuestos de formula V

&/
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que después se hacen reaccionar con un reactivo de alquilacion de férmula
LG-CHA-G, que introduce el resto de férmula -CHA-G en la molécula, para dar
compuestos de férmula VI,

R* N/LG Vi
gt

5 0]

donde A, R3, R* y G se definen como se ha indicado antes. La reaccion de los
compuestos de formula VI con un segundo reactivo de alquilacion de férmula

Vil
1 R0
SN
NN Vil
H H

10
en la que Z, R' y R® son como se han definido antes, conduce después a los
correspondientes compuestos de formula Il. El grupo LG es un grupo labil
15 nucledfilamente sustituible, por ejemplo halégeno, en particular cloro o bromo,
o sulfoniloxi tal como tosiloxi, metilsulfoniloxi o triflurometilsulfoniloxi.

Los compuestos de formula Il también se pueden preparar, por ejemplo
haciendo reaccionar un compuesto de férmula VI primero con un reactivo de
férmula 4-(PG~NH)-CGH3(OR5)-CH2-LG, en la que LG es un grupo labil

20 nucledfilamente sustituible como se ha explicado antes, para dar un compuesto
de férmula VI,

N VIl
PG—N O
H
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donde los significados indicados antes se aplican para A, G, R R'yR% y PG
es un grupo protector de amino, por ejemplo terc-butoxicarbonilo o
benciloxicarbonilo, Después de eliminar el grupo protector PG, los compuestos
de formula Il se obtienen por reaccion del grupo amino NH; resultante con
isocianato de fenilo, isotiocianato de fenilo, isocianato de 2-metilfenilo o
isotiocianato de 2-metilfenilo. Tal como los compuestos de formula VIll, se
pueden preparar y usar compuestos en la sintesis, en los que en la formula VI
el grupo PG-NH- se sustituye por un grupo que es un precursor de un grupo
amino, y que después se convierte en un grupo amino en una etapa de
reaccion adicional. Por ejemplo, un compuesto de férmula VI se puede hacer
reaccionar primero con un grupo nitro de la formula 4-02N-CGH3(OR5)-CH2-LG
para dar un compuesto correspondiente al compuesto de formula VI, después
el grupo nitro se puede convertir en el grupo amino, por ejemplo, por
hidrogenacién catalitica, y después el grupo amino se puede convertir en el
compuesto deseado de férmula Il usando isocianato de fenilo, isotiocianato de
fenilo, isocianato de 2-metilfenilo o isotiocianato de 2-metilfenilo.

En general, las etapas individuales para preparar los compuestos de
formula |, se pueden llevar a cabo de acuerdo con o de forma anéloga a

métodos conocidos familiares para los expertos en la técnica. Dependiendo del

caso concreto, puede ser adecuado en cualquier etapa de la sintesis, como ya
se ha explicado, bloquear temporaimente grupos funcionales que pueden
conducir a reacciones secundarias o reacciones indeseadas, mediante una
estrategia de grupo protector adecuada al problema de sintesis especifico,
cuyo procedimiento es conocido por el experto en la técnica.

Los compuestos de formula | también se pueden obtener como sigue.

Mediante reaccién de aminoacidos N-sustituidos o preferiblemente sus ésteres, |

por ejemplo ésteres de metilo, ésteres de etilo, ésteres de terc-butilo o ésteres
de bencilo, cuyos compuestos se pueden obtener de acuerdo con
procedimientos patrén, por ejemplo de compuestos de féormula IX,
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en la que Z, R', R, R* y R® se definen como se ha indicado antes, con un
isocianato de formula X,

A
8
0=C=N \(\E X
(0] R?

para la que se aplican las definiciones anteriores de A Ey R?, y que se puede
obtener de acuerdo con procedimientos patron a partir del correspondiente
compuesto que en lugar del grupo isocianato contiene un grupo NH, se
obtienen derivados de urea, por ejemplo compuestos de férmula XI,

3
MOCHS .
‘ R°Q R |
f H_ H Xt

para la que se aplican las definiciones antes indicadas. Después, los
compuestos de formula Xl se pueden ciclar calentado con acido para dar los
compuestos de férmula I. La ciclacion de los compuestos de formula Xl en los
compuestos de férmula |, también se puede llevar a cabo por tratamiento con
bases en disolventes inertes, por ejemplo, por tratamiento con hidruro soédico
en un disolvente aprético, tal como dimetilformamida. Durante las reacciones,
como se ha explicado antes, puede haber presentes grupos funcionales en
forma protegida. ‘

Los compuestos de férmula | también se pueden obtener haciendo
reaccionar un compuesto de férmula IX con un isocianato de férmula Xl

A

o=c=N)ﬁ(° i

o)
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en la que A tiene los significados antes indicados y Q, por ejemplo, es un grupo
alcoxi, por ejemplo un grupo alcoxi (C4-C,) tal como metoxi, etoxi, o terc-butoxi,
0 un grupo aril(CG-C14)-a|coxi(C1-C4), por ejemplo benciloxi. En esta reaccion,
se obtiene un compuesto de féormula XIlI,

Ay -

enla que A, Q, Z, R', R®, R* y R® se definen como se ha indicado antes, que
después se cicla en presencia de un acido o base, como se ha descrito antes
para la ciclacién de los compuestos de férmula Xl, en un compuesto de férmula

XV,
RN A
L R RQQLN)\WQ |
§ 1L 2 N‘Q XIV

N N

'H H
en la que A, Q, Z, R', R?, R* y R’ se definen como se ha indicado antes.
Después, en el compuesto de formula XIV se puede convertir el grupo CO-Q
en el grupo &cido carboxilico COOH, por ejemplo, por hidrélisis. Si la ciclacion
del compuesto de formula XlIl en el compuesto de férmula XIV se lleva a cabo
usando un acido, la conversién del grupo CO-Q en el grupo COOH también se
puede llevar a cabo simultaneamente con la ciclacion. Por posterior
acoplamiento con un compuesto de formula I, como se ha descrito antes
para el acoplamiento de los compuestos de férmulas Il y 1, se obtiene
después un compuesto de formula I. En este procedimiento de sintesis
también puede haber presentes grupos funcionales en forma protegida o en
forma de precursores.

Un método adicional para preparar compuestos de formula | es, por
ejemplo, hacer reaccionar compuestos de férmula XV,

o)
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para la que se aplican las definiciones antes indicadas, con fosgeno o
equivalentes (anélogamente a S. Goldschmidt and M. Wick, Liebigs Ann.
5 Chem. 575 (1952), 217, y C. Tropp, Chem. Ber. 61 (1928), 1431).
Los compuestos de férmula | también se pueden preparar acoplando
primero un compuesto de féormula XVi,

R’ |
R OH
XVI
/NH
PG
10
en la que Ry R? tienen los significados antes indicados, y PG es un grupo
protector de amino, tal como por ejemplo, un grupo benciloxicarbonilo, con un
compuesto de férmula XVIi,
A
' Xvil
oy
15 ©

en la que A tiene el significado antes indicado, y Q' es un grupo hidroxilo de
acido carboxilico protegido, por ejemplo, un grupo alcoxi tal como terc-butoxi,
para dar un compuesto de férmula XVl
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R® Q A
RQ(LkN/‘\n/Q' XVil
TR
| /
PG :

en la que A, R%, R*, PG y Q' tienen los significados antes indicados. En el
compuesto de formula XVill, el grupo protector PG, después se puede eliminar
selectivamente del grupo amino, por ejemplo, por hidrogenacién en el caso de
un grupo benciloxicarbonilo, y por introduccidn de un grupo CO se puede llevar
a cabo el cierre de anillo para dar un compuesto de formula XIX,

R3 0 Av; : :
RQ(LL, /'\‘rQ' XIX
N—g 0

H Yy

en la que A, R?, Ry Q' tienen los significados antes indicados. Para introducir
el grupo carbonilo, se puede usar, por ejemplo, fosgeno o un equivalente del
fosgeno tal como difosgeno (analogamente a la reaccion de los compuestos de
formula XV antes explicada). Como producto intermedio en la conversion del
compuesto de formula XVIII en el compuesto de formula XIX, se puede
producir o preparar especificamente, por ejemplo, un isocianato. La conversion
del compuesto de formula XVIil en el de formula XIX se puede llevar a cabo en
una o mas etapas. Por ejemplo, se puede introducir primero el grupo carbonilo,
y después en una etapa separada, se puede llevar a cabo la ciclacion en
presencia de una base tal como hidruro sédico como se ha descrito para las
ciclaciones antes mencionadas. Los compuestos de formula XVIll en la que PG
es el grupo benciloxicarbonilo, también se pueden convertir directamente en
compuestos de férmula XIX, sin usar una unidad estructural sintética tal como
fosgeno para introducir el grupo carbonilo. Si los compuestos de férmula XVIII
en la que PG es benciloxicarbonilo, se tratan con una base tal como hidruro
sddico, se pueden obtener directamente los compuestos de formula XIX.
Después, los compuestos de formula XIX se pueden alquilar, como se
ha explicado antes para los compuestos de formula VI, en el grupo NH usando
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un reactivo de férmula VII, y después de convertir el grupo acido carboxilico
protegido CO-Q' en el grupo &cido carboxilico COOH, se pueden sintetizar los
compuestos deseados de férrhula 1 como se ha descrito antes para los
compuestos de formulas VI y Il. En este procedimiento de sintesis también
puede haber presentes grupos funcionales en forma protegida o en forma de
precursores.

Ademas, los compuestos de formula | se pueden preparar haciendo
reaccionar primero un compuesto de férmula XX

R Q
R“Aeka'
_ XX
NH,

en la que R%, R* y Q' tienen los significados antes indicados, con un isocianato
de férmula Xl para dar un compuesto de formula XXI,

3 Q- A
R Ql
Q
RQQL HNJ\[( XX
N—ﬁ o]
H 0
en la que A, R3 R% Qy Q' tienen los significados antes indicados. Después, el
compuesto de formula XXI se cicla por tratamiento con un acido fuerte, por

ejemplo 4cido clorhidrico semiconcentrado, para dar un compuesto de formula
XXIL.

R3
4 OH
N—-< 0
H Yo

Los compuestos de formula XXII también se pueden preparar,
preparando primero un compuesto de férmula XVIil en la que A, R}, R'y Q

8§
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tienen los significados indicados y PG es un grupo alcoxicarbonilo tal como
alcoxi(C4-C4)-carbonilo, un grupo aril(Ce-C14)-alcoxi(C4-Ca)-carbonilo tal como
fenil-alcoxi(C4-C4)-carbonilo, o un grupo ariloxi(Ce-C14)carbonilo tal como
feniloxicarbonilo, convirtiendo dicho compuesto, por liberacion del grupo acido
carboxilico protegido CO-Q', en un compuesto de formula XVIll en el que CO-
Q' es el grupo acido carboxilico libre CO-OH, PG es alcoxi(C4-Cs)-carbonilo,
aril(Cg-C14)-alcoxi(C4-C4)-carbonilo o ariloxi(Ce-C14)-carbonilo, y A, Ry R*
tienen los significados indicados, y ciclando dicho compuesto con una base, tal
como por ejemplo, carbonato sédico en el compuesto de férmula XXII.

Los compuestos de formula lla

R’ |
L R RkaN/l\n/OH
)]\ N é 0 lla
< );—N N—2 >—/ |
H H ‘ \

en la que A, Z, R', R®, R* y R’ tienen los significados antes indicados, se
pueden obtener después haciendo reaccionar los compuestos de formula XXI
en presencia de un exceso de base, por ejemplo en presencia de un exceso de
n-butil-lito, con un reactivo de alquilacion de formula VIl, y después
acidificando. El grupo 4-(3-arilureido)bencilo o 4-(3-ariltioureido)bencilo también
se puede introducir por pasos, de forma analoga a la preparacion de los
compuestos de formula VIII y los compuestos de férmula 1l obtenidos a partir
de éstos, en los compuestos de formula XXI.

Los compuestos de formula | en los que los restos R® y R* son
triflurometilo se pueden preparar ventajosamente haciendo reaccionar un
isonitrilo de formula XXII con 2-terc-butoxi-4,4-bis(trifluorometil)-1,3-oxazabuta-
1,3-dieno de férmula XXIV para dar un compuesto de férmula XXV,

o)
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Y 3 A
~ CF
Q >:N O‘-é 3 N Q
*C=N \[( - HN
CF :
O 3 O N \< O
' o

XX - XXV | XXV

donde A y Q tienen los significados antes indicados. Es decir, el grupo C(=0)-
Q, por ejemplo, es un grupo éster y Q, por ejemplo, es alcoxi tal como alcoxi
(C+-C4) incluyendo metoxi, etoxi y terc-butoxi o aril(Cg-C14)-alcoxi(C1-Ca)
incluyendo benciloxi. La reaccion de los compuestos de formulas XXIIl y XXIV
para dar los compuestos de formula XXV se lleva a cabo ventajosamente en
un hidrocarburo o éter como disolvente, por ejemplo en benceno o tolueno,
calentando, por ejemplo a temperaturas de aproximadamente 40°C a
aproximadamente 80°C, por ejemplo a aproximadamente 60°C.

Los isonitrilos (isocianuros) de férmula XXIII se pueden obtener de
acuerdo con los métodos patron conocidos por los expertos en la técnica a
partir de los correspondientes’ ésteres de acido amino-carboxilico de férmula
H,N-CHA-C(=0)-Q, en la que A y Q tienen los significados antes indicados.
Ventajosamente, el éster del acido amino-carboxilico de formula HaN-CHA-
C(=0)-Q se convierte primero, por reaccién con un éster de acido férmico
reactivo, por ejemplo formiato de cianometilo, en el éster del acido N-
formilamino de férmula HC(=0)-NH-CHA-C(=0)-Q, que después se convierte
en el isocianuro de férmula XXIII, por ejemplo, por reaccion con fosgeno o un
equivalente de fosgeno tal como difosgeno o trifosgeno en presencia de una
amina terciaria tal como trietilamina. El 2-terc-butoxi-4,4-bis(trifluorometit)-1,3-
oxazabuta-1,3-dieno de férmula XXIV se puede obtener, de acuerdo con el
procedimiento descrito por Steglich et al., Chemische Berichte 107 (1974),
1488, a partir de carbamato de terc-butilo  ((CH3)3C-O-CO-NHz) y
hexafluoroacetona  anhidra y  posterior  tratamiento del  2-terc-
butoxicarbonilamino-2-hidroxi-1,1,1,3,3,3-hexafluoropropano inicialmente obte-
nido con anhidrido trifluoroacético en presencia de una base tal como
quinolina. !

Después, los compuestos de formula XXV se pueden alquilar, por
ejemplo con compuestos de formula VI, en el grupo NH para dar compuestos
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de formula XIV, que, si se desea, después de convertir el grupo éster CO-Q en
el grupo acido carboxilico CO-OH, por reaccion con compuestos de formula |,
dan compuestos de féormula | como se ha descrito antes. En los compuestos de
formula XXV, también se puede primero convertir el grupo éster CO-Q de
acuerdo con procedimientos patron en el grupo acido carboxilico CO-OH y
convertir el compuesto de férmula XXII obtenido como se ha descrito antes con
un reactivo de alquilacion de formula Vi en presencia de exceso de base en un
compuesto de férmula lla, que después da un compuesto de férmula | por
reaccion con un compuesto de formula Il Analogamente a la preparacion de
compuestos de férmula VIII antes descrita y de compuestos de férmula |l o lla
obtenidos a partir de éstos, el grupo 4-(3-arilureido)bencilo o grupo 4-(3-
ariltioureido)bencilo también se puede introducir por etapas en los compuestos
de formula XXV. En estas reacciones, también puede haber grupos funcionales
presentes en forma protegida o en forma de precursores.

Los compuestos de formula | en los que E, por ejemplo, es

hidroxicarbonilo o hidroximetilo, se pueden convertir, de acuerdo con

procedimientos patron, en compuestos de férmula | en la que E tiene otros
significados, o en otros profarmacos o derivados de los compuestos de férmula
. Por lo tanto, para preparar los ésteres, los compuestos de formula | en la que
E es hidroxicarbonilo, se pueden esterificar usando los alcoholes adecuados,
por ejemplo, en presencia de un reactivo de condensacion tal como DCC, o los
compuestos de férmula | en la que E es hidroxicarbonilo, se pueden alquilar
con haluros de alquilo tales como cloruro de alquilo o bromuros de alquilo, por
ejemplo con haluros de aciloxialquilo, para dar compuestos de formula | en la
que E es aciloxialcoxi-CO-. Los compuestos de férmula | en la que E es
hidroxicarbonilo, se pueden convertir en amidas usando amoniaco 0 aminas
organicas en presencia de un reactivo de condensacion. Los compuestos de
férmula | en la que E es CO-NH;z también se pueden obtener vehtajosamente
en fase sélida acoplando el compuesto en el que E es COOH en presencia de
un agente de condensacion tal como TOTU en resina de amida Rink, y
después eliminandolo de la resina otra vez usando Acido trifluoroacético. Los
compuestos de formula | en la que E es el grupo hidroximetilo CH.OH, se
pueden eterificar en el grupo hidroxilo de acuerdo con procedimientos patron.
De acuerdo con procedimientos patron para oxidar selectivamente alcoholes a
aldehidos, por ejemplo usando hipoclorito sddico en presencia de 4-acetamido-
2.2,6,6,-tetrametilpiperidin-1-oxilo (4-acetamido-TEMPO), los compuestos de
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férmula | en la que E es CH,OH se pueden convertir en compuestos de férmula
| en la que E es el grupo aldehido -CO-H.

Los compuestos de férmula | en la que R® es hidrogeno también se
pueden preparar llevando a cabo una eliminaciéon de éter en compuestos de
formula | en la que R® es metilo. Por ejemplo, un grupo metoxi que répresenta
R0 se puede convertir en un grupo hidroxilo por tratamiento con tribromuro de
boro.

Los compuestos de férmula | son compuestos farmacéuticos activos
valiosos que son adecuados, por ejemplo, para tratar enfermedades
inflamatorias, enfermedades alérgicas o asma. Los compuestos de formula | 'y
sus sales y derivados fisiolégicamente tolerables se pueden administrar de
acuerdo con la invencién, a animales, preferiblemente a mamiferos, y en
particular a seres humanos, como productos farmacéuticos para tratar estados
de enfermedad, entendiéndose en general el tratamiento como medio tanto de
terapia de sintomas de enfermedad aguda o crénica asi como de profilaxis o
prevencion de sintomas de enfermedad, es decir, por ejemplo, la prevencion
de la aparicion de sintomas de enfermedad alérgica o asmatica aguda o la
prevencion de infarto de miocardio o de reinfarto de miocardio en pacientes
apropiados. Los compuestos de formula | y sus sales y derivados se pueden
administrar solos, mezclados entre si, o en forma de preparaciones
farmacéuticas que permiten la administracion entérica o parenteral, y que como
constituyente activo contienen una dosis eficaz de al menos un compuesto de
férmula | y/o sus sales y/o derivados fisiolégicamente tolerables y un vehiculo
farmacéuticamente tolerable.

Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a compuestos de
férmula | y/o sus sales ylo derivados fisioldgicamente tolerables para usar
como productos farmacéuticos (o medicamentos), al uso de compuestos de
formula | y/o sus sales y/o derivados fisiolégicamente tolerables para preparar
productos farmacéuticos para tratar las enfermedades mencionadas antes o0 a
continuacién, por ejemplo, para tratar enfermedades inflamatorias, y al uso de
los compuestos de férmula | y/o sus sales ylo derivados fisiolégicamente
tolerables para tratar estas enfermedades. Ademas, la presente invencion se
refiere a preparaciones farmacéuticas (o composiciones farmacéuticas) que
contienen una dosis eficaz de al menos un compuesto de formula | y/o sus
sales ylo derivados fisiologicamente tolerables y un vehiculo
farmacéuticamente tolerable, que son uno O mas vehiculos y/o aditivos
farmacéuticamente inocuos.

72-
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Los productos farmacéuticos se pueden administrar sistémica o
localmente. Se pueden administrar, por ejemplo, via oral en forma de pildoras,
pastillas, comprimidos revestidos con pelicula, comprimidos revestidos con
aziicar, granulos, capsulas de gelatina dura y blanda, polvos, soluciones,
jarabes, emulsiones, suspensiones O en otras formas farmacéuticas. Sin
embargo, la administracion tambien se puede llevar a cabo via vaginal o
rectal, por ejemplo, en forma de supositorios, o via parenteral o como
implantes, por ejemplo en forma de soluciones para inyeccién o soluciones
para infusion, microcapsulas o varillas, o via topica o percutanea, por ejemplo
en forma de cremas, pomadas, polvos, soluciones, emulsiones o tinturas, o de
otra forma, por ejemplo en forma de pulverizadores nasales 0 mezclas de
aerosol. La administracién parenteral de soluciones se puede realizar, por
ejemplo, via intravenosa, intramuscular, subcutanea, intra-articular, intrasinovial
o de otra forma.

Las preparaciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion se
preparan de una forma conocida, mezclando el compuesto o compuestos de
férmula | y/o sus sales y/o derivados fisioldgicamente tolerables con vehiculos
ylo aditivos inorganicos y/lu organicos farmacéuticamente inertes, Yy
poniéndolos en una forma de dosificacion y forma de administracion
adecuadas. Para preparar pildoras, comprimidos, comprimidos revestidos con
azucar y capsulas de gelatina dura, se puede usar, por ejemplo, lactosa,
almidén de maiz o sus derivados, talco, acido estearico o sus sales,
polietilenglicoles etc., para capsulas de gelatina blanda y supositorios, por
ejemplo, grasas, ceras Y polioles semisélidos y liquidos, polietilenglicoles,
aceites naturales y endurecidos etc. Vehiculos adecuados para preparar
soluciones, por ejemplo soluciones para inyeccién, o emulsiones o jarabes son,
por ejemplo, agua, alcoholes, glicerina, dioles, polioles, sacarosa, azlcar
invertido, glucosa, aceites vegetales etc. Vehiculos adecuados para
microcapsulas, implantes o varillas son, por ejemplo, copolimeros de acido
glicolico y acido lactico. Las preparaciones farmaceuticas normalmente
contienen de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 90% en peso de los
compuestos de férmula | y/o sus sales ylo derivados fisiologicamente
tolerables. La cantidad de compuesto activo de formula | y/o sus sales y/o
derivados fisiologicamente tolerables en las preparaciones farmacéuticas
normalmente es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1000 mg,
preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 500 mg. Sin
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embargo, dependiendo de la naturaleza de la preparacion farmacéutica, la
cantidad de compueSto activo también puede ser mayor.

Ademas de los compuestos activos y vehiculos, las preparaciones
farmacéuticas también pueden contener excipientes o aditivos, por ejemplo,
cargas, desintegrantes, aglutinantes, lubricantes, agentes humectantes,
estabilizantes, emulsionantes, conservantes, edulcorantes, colorantes, agentes
de sabor, aromas, agentes espesantes, diluyentes, sustancias tampén,
disolventes, solubilizantes, agentes para lograr un efecto de deposito, sales
para cambiar la presién osmotica, agentes de revestimiento o antioxidantes.
También pueden contener dos 0 mas compuestos de féormula | y/o sus sales
ylo derivados fisiolégicamente tolerables. Ademas de al menos un compuesto
de férmula | y/o sus sales y/o derivados fisiologicamente tolerables, también
pueden contener uno o mas compuestbs farmacéuticamente activos diferentes,
por ejemplo sustancias que tienen accion antiinflamatoria.

Si los compuestos de formula | o las preparaciones farmacéuticas que
los comprenden se administran en forma de aerosoles, por ejemplo como
aerosoles nasales o por inhalacion, esto se puede llevar a cabo, por ejemplo,
usando un pulverizador, un nebulizador, un nebulizador con bomba, un aparato
de inhalacion, un inhalador con medidor o un inhalador de polvo seco. Las
formas farmacéuticas para administrar los compuestos de formula | como un
aerosol se pueden preparar de acuerdo con procedimientos conocidos por el
experto en la técnica. Para prepararlos se pueden usar, por ejemplo,
soluciones o dispersiones de los compuestos de formula | en agua, mezclas de
agua/alcohol o soluciones salinas adecuadas, usando aditivos habituales, por
ejemplo, alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, potenciadores de
la absorcion para aumentar la biodisponibilidad, solubilizantes, dispersantes y
otros, y si es adecuado, propelentes habituales, por ejemplo
clorofluorocarbonos y/o fluorocarbonos.

Otros compuestos farmacéuticos activos que pueden contener las
preparaciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién ademas de los
compuestos de férmula |, pero con los que los compuestos de formula |
también se pueden combinar de otras formas en el contexto de un tratamiento
de combinacion, son en particular los compuestos activos que son adecuados
para el tratamiento, es decir, la terapia o profilaxis de las enfermedades
mencionadas antes o a continuacion, para cuyo tratamiento los compuestos de
férmula | son adecuados. Ejemplos de clases de compuestos activos de este
tipo que se pueden mencionar son esteroides, sustancias antiinflamatorias no
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esteroideas, derivados de acido acético antiinflamatorios no esteroideos,
derivados de acido propiénico antiinflamatorios no esteroideos, antiasmaticos
no esteroideos, derivados de 4cido salicilico, pirazolonas, oxicams,
antagonistas de leucotrienos, inhibidores de biosintesis de leucotrienos,
inhibidores de ciclooxigenasa, inhibidores de ciclooxigenasa-2 (inhibidores de
COX-2), antihistaminas, antagonistas de histamina-H1, antihistaminas no
sedantes, compuestos de oro, agonistas B-2, anticolinérgicos, antagonistas de
muscarina, agentes que disminuyen los lipidos, agentes de disminuyen el
colesterol, inhibidores de reductasa HMG-CoA, estatinas, derivados de acido
nicotinico, inmunodepresores,  ciclosporinas, B-interferones, productos
terapéuticos para tumores, citostaticos, inhibidores de metéastasis,
antimetabolitos, derivados de acido 5-aminosalicilico, antidiabéticos, insulinas,
sulfonilureas, biguanidas, glitazones, inhibidores de a-glucosidasa, y otros.
Ejemplos de compuestos activos adecuados que se pueden mencionar son
4cido acetilsalicilico, benorilato, sulfasalazina, fenilbutazona, oxifenbutazona,
metamizol, mofebutazona, feprazona, celecoxib, rofecoxib, diclofenaco,
fentiazac, sulindac, zomepirac, tolmetina, indometacina, acemetacina,
ibuprofeno, naproxeno, carprofeno, fenbufeno, indoprofeno, ketoprofeno,
pirofreno, acido tiaprofénico, diflunisal, 4cido flufenamico, acido
meclofenamico, acido mefenamico, acido niflumico, acido tolfenamico,
piroxicam, isoxicam, tenoxicam, acido nicotinico, prednisona, dexametosa,
hidrocortisona, metilprednisolona, betametasona, beclometasona, budesonida,
montelukast, praniukast, zafirlukast, zileuton, ciclosporina, ciclosporina A,
rapamicina, tacrolimus, metotrexato, 6-mercaptopurina, azatioprina, interferén-
beta-1a, interferén-beta-1b, acido  5-aminosalicilico, leflunomida, D-
penicilamina, cloroquina, glibenclamida, glimepirida, troglitazona, metformina,
acarbosa, atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, simvastatina, pravastatina,
colestipol, colestiramina, probucol, clofibrato, fenofibrato, bezafibrato,
gemfibrozilo, bromuro de ipatropio, clenbuterol, fenoterol, metaproterenol,
pirbuterol, tulobuterol, salbutamol, salmeterol, terbutalina, isoetarina,
ketotiofeno, efedrina, bromuro de oxitropio, atropina, acido cromoglicico,
teofilina, fexofenadina, terfenadina, cetirizina, dimetindeno, difenhidramina,
difenilpiralina, feniramina, bromfeniramina, clorfeniramina, dexclorfeniramina,
alimezaina, antazolina, astemizol, azatadina, clemastina, ciproheptadina,
hidroxizina, loratidina, mepiramina, prometazina, tripelenamina, triprolidina y
otros.
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Si se van a usar compuestos de formula | y/o sus sales y/o derivados
fisiolégicamente tolerables en un tratamiento de combinacion junto con uno o
mas compuestos activos distintos en una sola preparacion farmacéutica, esto
se puede llevar a cabo como se ha mencionado administrando todos los
compuestos activos juntos en una sola preparacion farmacéutica, por ejemplo
un comprimido o cépsula. La presente invencion se refiere igualmente
explicitamente a preparaciones farmacéuticas de este tipo, para las cuales se
aplican todas las correspondientes explicaciones anteriores. La cantidad de los
compuestos activos en estas preparaciones farmacéuticas, en general se elige
de forma que haya presente una cantidad eficaz de cada compuesto activo.
Sin embargo, un tratamiento de combinacion también se puede llevar a cabo
estando presentes los compuestos activos en una o mas preparaciones
farmacéuticas separadas, que pueden estar presentes en un solo paquete o
dos o mas paquetes separados. La administracion de los compuestos de
formula | ylo sus sales ylo derivados fisiolégicamente tolerables y otros
compuestos activos se puede llevar a cabo junto con o de forma separada y
simultanea o sucesiva, en cualquier orden. La administracion también se
puede llevar a cabo de diferentes formas, por ejemplo, un compuesto activo se
puede administrar via oral y otro via inyeccion, inhalacion o aplicacion topica.
Todos dichos tratamientos estan comprendidos en la presente invencion.

Los compuestos de férmula |, por ejemplo, tienen capacidad de inhibir
los procesos de interaccion célula-célula y procesos de interacciéon célula-
matriz, en los que juegan un papel las interacciones entre VLA-4 y sus
ligandos. La actividad de los compuestos de férmula | se puede demostrar, por
ejemplo, en un ensayo en el que se mide la unién de células que contienen el
receptor VLA-4, por ejemplo de leucocitos, a ligandos de este receptor, por
ejemplo, a VCAM-1, que para este proposito también se puede preparar
ventajosamente por ingenieria genética. A continuacion se describen detalles
de dicho ensayo. En particular, los compuestos de formula 1, tienen capacidad
de inhibir l1a adhesion y migracion de leucocitos, por ejemplo, la adhesion de
leucocitos a células endoteliales, que, como sé ha explicando antes, es
controlada por el mecanismo de adhesion VCAM-1/VLA-4. Por lo tanto, a parte
de como antiinflamatorios, los compuestos de formula | y sus sales y derivados
fisiolégicamente tolerables, en general son adecuados para el tratamiento, es
decir para la terapia y profilaxis, de enfermedades que se basan en la
interaccion entre el receptor VLA-4 y sus ligandos, 0 pueden estar influidas por
una inhibicién de esta interaccion, y en particular son adecuados para tratar
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enfermedades causadas al menos parcialmente por un grado no deseado de
adhesion de leucocitos y/o migracion de leucocitos, o estan conectadas con
esto, y para cuya prevencion, alivio o cura se debe disminuir la adhesién y/o
migracion de leucocitos.

Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a compuestos de
formula | y/o sus sales y/o derivados fisiolégicamente tolerables, para inhibir la
adhesién y/o migracion de leucocitos, o para inhibir el receptor VLA-4, y al uso
de los compuestos de féormula | y/o sus sales y/o derivados fisiologicamente
tolerables, para preparar productos farmacéuticos, es decir, productos
farmacéuticos para tratar enfermedades en las que la adhesién de leucocitos
ylo migracion de leucocitos muestra un grado no deseado, o para tratar
enfermedades en las que juegan un papel los procesos de adhesion
dependiente de VLA-4, y al uso de los compuestos de formula | y/o sus sales
ylo derivados fisiolégicamente tolerables para tratar enfermedades de este
tipo.

Los compuestos de formula | se pueden usar como antiinflamatorios en
el caso de sintomas inflamatorios de causas muy diferentes, con el fin de
prevenir, reducir o suprimir las secuelas no deseadas o daiiinas de la
inflamacion. Se usan, por ejemplo, para el tratamiento, es decir, para terapia o
profilaxis, de artritis, de artritis reumatoide, de poliartritis, o de enfermedades
inflamatorias de intestino (colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn), de lupus
eritematoso sistémico, de enfermedades ‘inflamatorias del sistema nervioso
central tal como, por ejemplo, esclerosis multiple, o de asma o alergias tales
como, por ejemplo, alergias de tipo retardado (alergia de tipo IV). Ademas, son
adecuados para cardioproteccion, para proteccion de ataques de apoplejié y
para la profilaxis secundaria de ataques de apoplejia, y para el tratamiento, es
decir terapia y profilaxis, de enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis,
infarto de miocardio, reinfarto de miocardio, o sindrome coronario agudo,
ataque de apoplejia, restenosis, diabetes, dafio en trasplantes de érganos,
enfermedades inmunitarias, enfermedades autoinmunes, crecimiento de
tumores o metastasis de tumores en diferentes tumores malignos, malaria, y
de otras enfermedades en las que un bloqueo de la integrina VLA-4 y/o una
influencia de la actividad del leucocito parece adecuada para prevenir, aliviar o
curar. Un uso preferido es la prevencion de infarto de miocardio o de reinfarto
de miocardio.

La dosis cuando se usan los compuestos de formula | puede variar
dentro de limites anchos, y como es habitual y como sabe el médico, se debe
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ajustar en cada caso individual a las condiciones individuales. Depende, por
ejemplo, de la naturaleza y gravedad de la enfermedad que se va a tratar, del
estado del paciente, del compuesto usado o de si se va a tratar un estado de
enfermedad agudo o crénico, o se lleva a cabo profilaxis, o de si ademas de
los compuestos de formula |, se administran compuestos activos adicionales.
En general, en el caso de administracion oral, es adecuada una dosis diaria de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg/kg, preferiblemente de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg (en cada caso mg por kg
de peso corporal), en el caso de administracién a un adulto que pesa
aproximadamente 75 kg para lograr resultados eficaces. En el caso de
administracién intravenosa, la dosis diaria en general es de aproximadamente
0,01 a aproximadamente 50 mg/kg, preferiblemente de aproximadamente 0,01
a aproximadamente 10 mg/kg (en cada caso mg por kg de peso corporal). La
dosis diaria se puede dividir, en particular en el caso de administracion de
cantidades relativamente grandes, en una serie, por ejemplo 2, 3 ¢ 4
administraciones parciales. Si es adecuado, dependiendo del comportamiento
individual, puede ser necesario salirse hacia arriba o hacia abajo de la dosis
diaria indicada.

A parte de como compuestos farmacéuticos activos en medicina
humana y veterinaria, los compuestos de formula | y sus sales y derivados que
son adecuados para el uso deseado se pueden usar ademas para propoésitos
de diagndstico, por ejemplo en diagnésticos in vitro de muestras celulares o
muestras de tejidos, y como herramienta auxiliar o cientifica en investigaciones
bioquimicas en las que se desea un bloqueo de VLA-4 o una influencia en las
interacciones célula-célula o célula-matriz. Ademas, los compuestos de formula
| y sus sales se pueden usar como productos intermedios para preparar otros
compuestos, en particular otros compuestos farmacéuticos activos, que se
pueden obtener a partir de compuestos de férmula |, por ejemplo, por
modificacion o introduccion de restos o grupos funcionales, por ejemplo por
esterificacion, reduccion, oxidacion u otras transformaciones de grupos
funcionales.

Ejemplos

Ejemplo 1
Acido (R)-3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)—3-metoxiben-
cil)-2,5-dioxoimidazolidin-1 -iI)-2-(cic|opropilmetil)acetilamino)—3-metilpropi()nico
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1a) Alcohol 4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-metoxibencilico

Se hidrogenaron 15 g (81,8 mmoles) de alcohol 3-metoxi-4-
nitrobencilico sobre 1,3 g de paladio/carbén (al 10% de concentracién, agua al
50%) en 500 ml de metil-terc-butil-éter enfriando con hielo. Después de
completarse la absorcién de hidrégeno, el catalizador se filtrd, y se afadieron
al filtrado 10,14 mil (81,8 mmoles) de isocianato de 2-metilfenilo agitando en el
transcurso de 30 minutos. La mezcla de reaccién se dejo reposar toda la
noche, y el solido precipitado se filtré con succion y se lavo con metil-terc-butil-
éter. Rendimiento: 20,5 g (88%).

1b) Cloruro de 4-(3-(2-metilfenil)ureido)—3-metoxibenci|o

Se afiadieron gota a gota 7,65 ml (104,8 mmoles) de cloruro de tionilo
enfriando con hielo, a una suspension de 15 g (52,4 mmoles) del compuesto
del Ejemplo 1a en 300 ml de diclorometano. La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas, se dejé reposar toda la noche y se
verti6 en 1000 ml de heptano. El heptano se decanté del aceite separado, el
residuo se suspendié otra vez en heptano y el heptano se decant6. Este
procedimiento se repitio dos veces mas. Después el residuo se disolvio en
diclorometano y se vertié en 800 ml de diisopropil-éter enfriado con hielo. La
mezcla se agité durante 2 horas enfriando con hielo, y el producto se filtré con
succion, se lavo con diisopropil-éter y se seco sobre pentoxido de fosforo.
Rendimiento: 12 g (75%).

1¢) (S)-2-Amino-3-ciclopropionato de bencilo
~ Se afiadi6 una soluci6n de hidréxido sédico 1N a 0°C a una suspension
de 10 g (77,5 mmoles) de acido (S)-2-amino-3-ciclopropilpropiénico en 160 mi
de dioxano hasta que se alcanzo pH 8-9. Después se afadieron 16,9 g (77,5
mmoles) de dicarbonato-de diterc-butilo, se quit6 el bafio de hielo y el pH se

77
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mantuvo a 8-9 por adicién posterior de solucién de hidroxido sodico 1N.
Después de dejar reposar toda la noche, se separo el dioxano a vacio, se
afiadié acetato de etilo a la fase de agua, y se separaron las fases. La fase de
agua se ajusto a pH 4,5 usando acido clorhidrico 1 N y se extrajo con acetato
de etilo. La fase de acetato de etilo obtenida se sec6 sobre sulfato sodico, el
sulfato sodico se filtro y el filtrado se concentr6 a vacio. El residuo se disolvi6é
en 1000 mi de diclorometano y se tratdé con 53,4 mil de alcohol bencilico, 8,37 g
de 4-dimetilaminopiridina y 18,8 g de DCC. Después de agitar durante 6 horas
y dejar reposar toda la noche, la mezcla se filtro, el filtrado se concentr6 y el
residuo se traté con 300 ml de acido trifluoroacético al 90% de concentracion.
Después de agitar a temperatura ambiente durante 10 minutos, el éacido
trifluoroacético se separd a vacio y el residuo se cromatografié dos veces
sobre gel de silice (diclorometano/metanol, 95/5). Rendimiento: 11,48 g (68%).

1d) Acido (S)-2-(4,4-dimetil-2,5-dioxoimidazolid'in-1-il)-2-(ciclopropil—
metil)acético

Se afadieron 321 mg de HOBT y 4,75 g (23,7 mmoles) de DCC a una
solucion de 3,82 g (23,7 mmoles) de acido 2-metoxicarbonilamino-2-
metilpropiénico (preparado a partir de acido 2-amino-2-metilpropibnico Yy
cloroformiato de metilo) y 5,2 g (23,7 mmoles) del compuesto del Ejemplo 1c
en 100 ml de THF, y la mezcla se agit6 a temperatura .ambiente durante 4
horas. Después de dejar reposar toda la noche y filtrar, el THF se separ6 a
vacio, el residuo se recogié en metil-terc-butil-éter y la solucién se lavo dos
veces en cada caso con solucién saturada de NaHCO3 y solucién acuosa de
KHSO4/K,SO,. La fase organica se secod sobre sulfato sédico, y después de
filtrar, el disolvente se separ6 a vacio. El residuo se disolvié en acetato de etilo
y se hidrogen6 en presencia de paladio/carbéon (al 10% de concentracion; 50%
en agua). El catalizador se filtr6, y se afiadieron 500 ml de agua y 10,1 g de
carbonato sodico a la fase organica. Después de extraer por agitacion y
separacion de fase, la fase acuosa se agito a 100°C durante 24 horas.
Después de dejar reposar toda la noche, se afiadieron 500 ml de &cido
clorhidrico 6 N, y la fase acuosa se extrajo tres veces con metil-terc-butil-éter.
Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato sodico, y después
de filtrar se concentraron a vacio. El residuo se cristalizé usando diisopropil-
éter y el producto se filtro. Rendimiento: 2,88 g (51%).

/00
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1e) Acido (S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-metilfeni|)ureido)-3-metoxibencil)-
2,5-dioxoimidazolidin-1-i|)-2-(ciclopropilmetil)acético

X

| — 0
N N—-<\ >——/ o
A

Se afiadieron 9,44 ml de una solucion de n-butil-litio (2,5 M en hexano) a
_40°C en atmésfera de argon, a una solucion de 2,85 g (11,8 mmoles) del
compuesto del Ejemplo 1d en 60 ml de THF absoluto. Después de agitar a
_40°C durante 30 minutos, la mezcla de reaccion se dejo calentar a 0°C, y se
afiadi6 una solucién de 3,6 g (11,8 mmoles) del compuesto del Ejemplo 1b en
20 ml de N-metil-2-pirrolidona. La mezcla de reaccion se dejo calentar a 0°C y
después se agité durante 2 horas a 0°C. Se afadieron 15 ml de &cido
clorhidrico 1N y el THF se separ6 a vacio. El residuo se vertié en 300 mi de
metil-terc-butil-éter. Se separaron las fases, y la fase organica se lavé con
agua, se seco sobre sulfato sodico, y después de filtrar se concentré a vacio.
El residuo se purifico por HPLC preparativo. Después de concentrar las
fracciones con producto vy liofilizar, se obtuvieron 1,33 g (22%) del compuesto
del titulo.

1f) (R)-3-((S)—2-(4,4-dimeti|-3-(4-(3-(2-metilfeni|)ureido)-3-metoxibencil)—
2,5-dioxoimidazo|idin-1-iI)-2-(ciclopropilmetil)acetilamino)-3-metilpropionato de
terc-butilo

Se afiadieron sucesivamente 626 mg (1,91 mmoles) de TOTU y 308 ul
(1,81 mmoles) de N,N-diisopropiletilamina enfriando con hielo, a una solucién
de 974 mg (1,91 mmoles) del compuesto del Ejemplo 1e, y 305 mg (1,91
mmoles) de (R)-3-amino-butanoato de terc-butilo en 10 ml de DMF absoluta.
Después de agitar a temperatura ambiente durante 2 horas, el disolvente se
separé a vacio, el residuo se disolvié en acetato de etilo y la solucion de
acetato de etilo se lavd sucesivamente dos veces en cada caso con una
solucién acuosa de KHSO4/K2S04, una solucion saturada de NaHCO3 y agua.
Después de secar la fase organica sobre sulfato sodico y filtrar, el disolvente se
separo a vacio y el residuo se cromatografié en gel de silice usando acetato de
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etilo/heptano (1/1). Después de concentrar las fracciones con producto, se
obtuvieron 880 mg (71%) del compuesto del titulo.

19) Acido (R)—3-((S)-2-(4,4—dimetil-3-(4-(3-(2-metiIfenil)ureido)—3—
metoxibencil)—2,5-dioxoimidazolidin-1-iI)—2—(cic|opropilmetil)acetilamino)-3-
metilpropiénico

Se trataron 880 mg (1,35 mmoles) del compuesto del Ejemplo 1f con 10
ml de acido trifluoroacético al 90% de concentracion. Después de 15 minutos a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se concentrd a vacio. El residuo
se recogid en diclorometano y se concentr6 a vacio. Este procedlmlento se
repitié una segunda vez. El residuo obtenido se recogié en diclorometano, y la
fase de diclorometano se lavo tres veces con aguay sé sec6 sobre sulfato
sodico. Después de filtrar y concentrar a vacio, el residuo se recogié en
acetonitrilo/agua y se liofilizé. Rendimiento: 730 mg (91%).

ES(+)-MS: 594,2 (M+H)*

Ejemplo 2

Sal sodica del 4&cido (R)-3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2—metilfenil)-
ureido)-3-metoxibencil)-2,5—dioxoimidazo|idin-1-il)-2-(cic|opropi|metil)acetil-
amino)-3-metilpropionico

A*fﬁﬁ Yy

Se afiadieron 1,64 mi de solucion de hidroxido sédico 0, 1N en porciones
con agitacién a una suspension de 100 mg (0,168 mmo|es) del compuesto del
Ejemplo 1 en 10 ml de agua, y la mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 1 hora. Después de filtrar y liofilizar el filtrado, se obtuvieron 104 mg
(100%) del compuesto del titulo.

ES(+)-MS: 594,3 (&cido (R)-3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-
metilfenil)ureido)-3-metoxibencil)-2,5- dioxoimidazolidin-1-il)-2-
(ciclopropilmetil)acetilamino)-3- metilpropiénico + H)*, 616,2 (M").

/0 2
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'Ejemplo 3
(R)—3-((S)—2-(4,4-Dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-metoxibenci|)—2,5-
dioxoimidazolidin-1-iI)—2-(cic|opropilmetil)acetilamino)-3-meti|propanol

Se trataron 535 mg (1,05 mmoles) del compuesto del Ejemplo 1e en 15
mi de DMF absoluta enfriando con hielo con 140 mg (1,05 mmoles) de HOBT y
260 mg (1,26 mmoles) de DCC. La mezcla se agito durante 45 minutos
enfriando con hielo, después se afadieron 112 mg (1,26 mmoles) de (R)-3-
amino-3-metilpropanol y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2
horas. DespUés de dejar reposar toda la noche, la mezcla se filtro, el filtrado se
concentrd, el residuo se disolvié en acetato de etilo, y la fase de acetato de
etilo se lavé dos veces con solucion acuosa de KHSO.4/K;SO,. Después de
secar sobre sulfato sodico, filtrar y concentrar, el resto se cromatografié en gel
de silice usando acetato de etilo. Después de concentrar las fracciones con

producto, se obtuvieron 423 mg (70%) del compuesto del titulo.
ES(+)-MS: 580,3 (M+H)" '

Preparacién de (R)-3-amino-metilpropanol

Se afiadieron 5,68 g (149 mmoles) de hidruro de litio y aluminio en
porciones en atmosfera de argon a una solucion de 19,9 g (149 mmoles) de
tricloruro de aluminio en 250 ml de éter dietilico absoluto, y la mezcla se
calenté a reflujo durante 30 minutos. Se afiadieron lentamente gota a gota 6 g
(37,7 mmoles) de (R)-3- aminobutanoato de terc-butilo en 50 ml de éter dietilico
absoluto y la mezcla de reaccion se calenté a reflujo durante 2 horas. Después
se afiadieron gota a gota cuidadosamente 10,8 ml de agua y 25,3 g de
hidroxido potésico disueltos en 43 ml de agua, enfriando con hielo. La mezcla
se dejo reposar toda la noche a temperatura ambiente, la fase de éter se
decanté y el residuo se hirvié tres veces con diclorometano. Las fases
organicas combinadas se secaron sobre sulfato sédico. Después de filtrar y

/0 3
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separar el disolvente a vacio, se obtuvieron 2,5 g (75%) del compuesto del
titulo.

Eiemplo 4
(R)—3-((S)-2-(4,4-Dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)—3-metoxibencil)-2,5-
dioxoimidazolidin-1 -iI)-2-(cic|opropiImetil)acetilamino)-3-metilpropionamida

Se afiadieron 131 mg (0,636 mmoles) de DCC a una solucién de 330
mg (0,555 mmoles) del compuesto del Ejemplo 1y 125 mg (0,926 mmoles) de
HOBT en 5 ml de DMF absoluta, la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora, y después se afiadieron 47 pl (0,555 mmoles) de una solucion
acuosa de amoniaco al 25% de concentracion. La mezcla se dejé reposar toda
la noche a temperatura ambiente, se afiadieron 16 pl adicionales de una
solucién acuosa de amoniaco al 25% de concentracion, y la mezcla se agité
durante 4 horas. Después de filtrar, el filtrado se concentré a vacio, el residuo
se disolvié en acetato de etilo, y la fase de acetato de etilo se lavé dos veces
en cada caso con una solucion acuosa de KHSO4/K:SO4, una solucion
saturada de NaHCO; y agua. Después de secar la fase organica sobre sulfato
sédico vy filtrar, el disolvente se separ6 a vacio y el residuo se cromatografio en
gel de silice usando acetato de etilo. Después de concentrar las fracciones con
producto y liofilizar, se obtuvieron 272 mg (82%) del compuesto del titulo.

ES(+)-MS: 593,3

Eijemplo
Acido (R)-3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-hidroxiben-
cil)-2,5-dioxoimidazolidin-1 -iI)-2-(cicIopropiImetil)acetilamino)—3-metilpropiénico

/0



T
-

s

10

15

20

25

- 49 -

Se afiadieron 211 pl de tribromuro de boro en atmosfera de argon a una
solucién de 100 mg (0,169 mmoles) del compuesto del Ejemplo 1 en 20 ml de
diclorometano absoluto a -78°C, y la mezcla de reaccion se dej6 calentar a 0°C
enfriando con hielo. Después de 30 minutos a 0°C, se afadi6 agua
cuidadosamente. Las fases se separaron y la fase organica se seco sobre
sulfato sodico. Después de filtrar, separar el disolvente a vacio, purificar por
cromatografia por HPLC preparativo y liofilizar las fracciones con producto, se

obtuvieron 35 mg (36%) del compuesto del titulo.
ES(+)-MS: 580,2 (M+H)"

Ejemplo 6
(R)—3-((S)-2-(4,4—Dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-hidroxibencil)-2,5-
dioxoimidazolidin-1 -il)-2-(ciclopropilmetil)acetilamino)-3-metilpropanol

Se afiadieron 488 pl de tribromuro de boro en atmosfera de argén a una
solucion de 220 mg (0,39 mmoles) del compuesto del Ejemplo 3 en 40 ml de
diclorometano absoluto a -78°C, y la mezcla de reaccion se dejo calentar a 0°C
enfriando con hielo. Después de 30 minutos a 0°C, se afadié agua
cuidadosamente. Las fases se separaron, y la fase organica se lavd cuatro

veces con agua, Yy se seco sobre sulfato sodico. Después de filtrar, separar el
disolvente a vacio, purificar por cromatografia por HPLC preparativo y liofilizar

/05
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las fracciones con producto, se obtuvieron 81 mg (37%) del compuesto del
titulo. pd

4

ES(+)-MS: 566,3 (M+H)"

Ejemplo 7
Acido (R)—3-((S)—2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-feni|ureido)r—3-metoxibenci|)-2,5-di—
oxoimidazolidin-1 -iI)-2—(ciclopropilmetiI)acetilamino)-3—meti|propiénico

7a) Cloruro de 4-(3-fenilureido)-3-metoxibencilo

Se afadieron gota a gota 7,55 ml (103,4 mmoles) de cloruro de tionilo a
una suspension de 14,07 g (51,7 mmoles) de alcohol 4-(3-fenilureido)-3-
metoxibencilico (preparado como se ha descrito en el Ejemplo 1, usando
isocianato de fenilo en lugar de isocianato de 2-metilfenilo) en 200 ml de
diclorometano. Después la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 2
horas, se dej6 reposar toda la noche y se verti6 en 800 ml de heptano. El
heptano se decant del aceite separado, el residuo se suspendié varias veces
en heptano, y en cada caso se decant6 el heptano. El residuo se disolvio en
100 ml de diclorometano y se afiadi6 gota a gota a 800 mi de diisopropil-éter.
La mezcla se agité durante 1 hora enfriando con hielo, y el producto se filtr6
con succion, se lavé con diisopropil-éter y se secé a vacio.

7b) Acido (S)-2-(4,4-dimeti|-3-(4-(3-feni|ureido)—3-metoxibencil)-2,5—di-
oxoimidazolidin-1-il)-2-(ciclopropilmetil)acético

/106
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Se afadieron 9,32 ml de solucion de n-butil-litio (2,5 M en hexano)a -
40°C en atmosfera de argén, a una solucion de 2,8 g (11,6 mmoles) del
compuesto del Ejemplo 1d, en 60 ml de THF absoluto. Después de agitar a
-40°C durante 30 minutos, la mezcla de reaccion se dejo calentar a 0°C, y se
afadi6 una solucién de 5,07 g (17,4 mmoles) del compuesto del Ejemplo 7aen
20 ml de N-metil-2-pirrolidona. La mezcla de reaccion se dejo calentar a 0°C, y
después se agité durante 2 horas a 0°C. Se afadieron 15 ml de &cido
clorhidrico 1N, se separ6 el THF a vacio y el residuo se vertié en 300 ml de
metil-terc-butil-éter. Se separaron las fases, la fase organica se lavé con agua,
se secd sobre sulfato sodico y, después de filtrar, se concentr6 a vacio. El
residuo se purifico por HPLC preparativo. Después de concentrar las
fracciones con producto y posterior liofilizacion, se obtuvieron 484 mg (8%) del
compuesto del titulo.

7¢) Acido (R)—3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-fenilureido)-3-metoxibenci|)-
2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-(cic|opropi|metil)acetilamino)—3-metilpropiénico

El compuesto se obtuvo de forma analoga al Ejemplo 1, a partir de 120
mg (0,242 mmoles) del compuesto del Ejemplo 7b y 38 mg (0,242 mmoles) de
(R)-3-aminobutanoato de terc-butilo, por acoplamiento, purificacion por
cromatografia, eliminacion del éster terc-butilico y liofilizacién. Rendimiento:
113 mg (81%).

ES(+)-MS: 580,2 (M+H)"

Eiemplo 8
(R)—3-((S)-2-(4,4-dimeti|-3-(4-(3-feniIureido)-3-metoxibencil)-'2,5-
dioxoimidazolidin-1 -il)—2-(ciclopropilmetil)acetilamino)—3-metilpropano|

El compuesto se prepar6 de forma analoga al Ejemplo 3, a partir de 172
mg (0,348 mmoles) de compuesto del Ejemplo 7b y 31 mg (0,417 mmoles) de

/0 7~
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(R)-3-amino-3-metilpropanol (véase Ejemplo 3), por acoplamiento, purificacion
cromatografica (acetato de etilo/heptano, 9/1), concentracion de las fracciones
con producto y liofilizacién. Rendimiento: 117 mg (59%).

ES(+)-MS: 566,3 (M+H)*

Ejemplo 9

3—((S)—2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-metoxibenci|)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-il)-2-(ciclopropi|metil)acetilamino)-3-(3-piridil)propionato de
etilo

0]

/ z 0

)OL o) N \/
N—\ O o]

Rt ls
H H N

Se afiadieron 129 mg (0,393 mmoles) de TOTU y 64 ui (0,374 mmoles)
de N,N-diisopropiletilamina enfriando con hielo, a una solucion de 200 mg

(0,393 mmoles) de compuesto del Ejemplo 1d y 76,4 mg (0,393 mmoles) de 3-
amino-3-(3-piridil)propionato de etilo (para la preparacion véase J.G. Rico et

al., J. Org. Chem. 58 (1993) 7948) en 5 ml de DMF absoluta. Después de

agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, se separd el disolvente a
vacio y el residuo se recogio en acetato de etilo. La solucion de acetato de etilo
se lavé sucesivamente dos veces en cada caso con solucién saturada de
NaHCO; y agua. Después de secar la fase organica sobre sulfato sédico y
filtrar, el disolvente se separ6 a vacio y el residuo se cromatografié en gel de
silice usando acetato de etilo. Después de concentrar las fracciones con
producto, se obtuvieron 195 mg (72%) del compuesto del titulo.
ES(+)-MS: 685,4 (M+H)"

Ejemplo 10

Hidrocloruro del 4cido 3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-metilfeni|)ureido)—3-
metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1 -iI)-2-(cicIopropilmetil)aceti|amino)—3-(3-
piridil)propionico

(/03
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Se afadieron 0,82 ml (0,82 mmoles) de una solucién acuosa de
hidréxido de litio 1 M a una solucion de 141 mg (0,206 mmoles) del compuesto
del Ejemplo 9 en 7,25 mi de metanol, y la mezcla de reaccion se dej6 reposar
toda la noche a temperatura ambiente. Después el metanol se separd a vacio,
el residuo se ajusté a pH 2 usando éacido clorhidrico 1 N, y la mezcla se
concentré a vacio. El residuo se cromatografi6 en gel de silice usando
diclorometano/metanol/acido acético glacial/agua (95/5/0,5/0,5). Después de
concentrar las fracciones con producto, el residuo se trato con 1,1 equivalentes
de 4acido clorhidrico 1 N y se liofiliz6. Rendimiento: 120 mg (89%).

ES(+)-MS: 657,4 (M+H)"

Ejemplo 11

3-((S)—2—(4,4—dimetiI-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)—3-metoxibenci|)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-i|)-2-(ciclopropi|meti|)acetilamino)—3-(3-piridil)propionato de
isopropilo

s a S

Se afadieron 56 ul (0,731 mmoles) de isopropanol y 23,6 mg (0,193
mmoles) de 4-dimetilaminopiridina, a una suspension de 80 mg (0,122
mmoles) del compuesto del Ejemplo 11 en 3 ml de diclorometano. Se
afiadieron 38 mg (0,183 mmoles) de DCC disueltos en 1 ml de diclorometano a
la solucion transparente. Después de agitar a temperatura ambiente durante 2
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horas, la mezcla se dejo reposar toda la noche a temperatura ambiente.
Después de filtrar, el filtrado se concentr6 a vacio y el residuo se cromatografio
en gel de silice usando heptano/acetato de etilo (3/1) y acetato de etilo/heptano
(20/1). Después de concentrar las fracciones con producto, se obtuvieron 70
mg (82%) del compuesto del titulo.

ES(+)-MS: 699,4 (M+H)"

Ejemplo 12
3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4~(3- (2 -metilfenil)ureido)-3-metoxibencil)}-2,5-

dioxoimidazolidin-1-il}-2-(ciclopropilmetil)acetilamino)-3-(4- pmdll)proplonato de
etilo

O O

X

N N
H H

El compuesto se prepar6 de forma analoga al Ejemplo 9, a partir de 200
mg (0,393 mmoles) de compuesto del Ejemplo 1d y 76,4 mg (0,393 mmoles)
de 3-amino-3-(4-piridil)propionato de etilo (para la preparacion véase J.G. Rico
et al., J. Org. Chem. 58 (1993) 7948). Rendimiento: 199 mg (74%).

ES(+)-MS: 685,4 (M+H)"

Ejemplo 13
Hidrocloruro del éacido 3-((S)-2-(4,4—dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-meto—
xibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-iI)-2-(ciclopropiImetiI)acetilamino)-3-(4—piri-
dil)propiénico

78
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El compuesto se prepar6 de forma analoga al Ejemplo 10 a partir de 143
mg (0,209 mmoles) de compuesto del ejemplo 12. Rendimiento: 126 mg (87%).
5 ES(+)-MS: 657,2 (M+H)"

Ejemplo 14
3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)—3-metoxibenci|)-2,5—
dioxoimidazolidin-1-il)-2—(ciclopropilmetil)acetilamino)—3-(4-piridil)propionato de
10 isopropilo.

N N
H H

El compuesto se preparé de forma analoga al Ejemplo 11 a partir de 83
15 mg (0,126 mmoles) de compuesto del Ejemplo 13. Rendimiento: 34,6 mg
(39%).
ES(+)-MS: 699,4 (M+H)"

Ejemplo 15
20 3-((S)-2-(4,4-Dimetil-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-metoxibencil)-2,5-di-
oxoimidazolidin-1-i|)-2-(cic|opropilmeti|)acetilamino)—3-(2—piridiI)propionato de
etilo
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El compuesto se prepar6 de forma analoga al Ejemplo 9 a partir de 200
mg (0,393 mmoles) de compuesto del ejemplo 1d y 76,4 mg (0,393 mmoles) de
3-amino-3-(2-piridil)propionato de etilo (para la preparacion véase J.G. Rico et
al., J. Org. Chem. 58 (1993) 7948). Rendimiento: 226 mg (84%).

ES(+)-MS: 685,4 (M+H)"

Ejemplo 16
Acido 3-((8)—2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-meti|fenil)ureido)-3-metoxibencil)-
2,5- dioxoimidazolidin-1 -iI)-2-(cic|opropilmetil)acetilamino)—3-(2-piridil)propiénico

OH

o)
c>\
—~=Z
ZT

El compuesto se prepard de forma analoga al Ejemplo 10 a partir de 170
mg (0,248 mmoles) de compuesto del ejemplo 15, pero no se convirtié en el
hidrocloruro por adicion de acido clorhidrico. Rendimiento: 160 mg (98%).

ES(+)-MS: 657,4 (M+H)"

Ejemplo 17

3-((S)-2-(4,4-dimetil-3-(4-(3-(2-metilfeni|)ureido)-3-metoxibencil)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-iI)-2-(ciclopropilmetil)acetilamino)—3-(2—piridi|)propionato de
isopropilo

/]2
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El compuesto se prepard de forma analoga al Ejemplo 11 a partir de 90
mg (0,137 mmoles) de compuesto del ejemplo 16. Rendimiento: 39 mg (41%).
5 ES(+)-MS: 699,4 (M+H)"

Ejemplo 18
Acido (R)—3-((S)—2-(4,4-bis(triﬂuorometil)-3-(4—(3-(2—meti|fenil)ureido)—3—

metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1 -il)-2-(ciclopropilmetil)acetilamino)-3-
10  metilpropidnico

18a) 2-terc-Butoxi-4,4-bis(trifluorometil)-1,3-oxazabuta-1,3-dieno
15 El compuesto se preparé de forma analoga a W. Steglich et al., Chem.
Ber. 107 (1974), 1488-1498. Para preparar hexafluoroacetona anhidra (HFA),
se afiadié HFA trihidrato gota a gota en &cido sulfurico concentrado que se
habia calentado a 80°C. El gas resultante se lavd una vez mas con &cido
sulfarico concentrado y después se paso6 al espacio de gas del matraz de
20 reaccion. Se ajusto un refrigerante de reflujo relleno con acetona/hielo seco a
la salida de gas del matraz.
Como se ha descrito antes, se hizo reaccionar una solucién de 20 g
(170 mmoles) de carbamato de terc-butilo en 150 ml de diclorometano con
HFA gaseoso anhidro hasta que se saturé la solucién de la reaccion. El
25 disolvente se separé a vacio y el 2-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-1,1,1-
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3,3,3-hexafluoropropano bruto resultante (rendimiento: 48,3 g, 100%) se uso
en la siguiente etapa de reaccion.

Se afiadieron gota a gota 13,6 g de anhidrido trifluoroacético y
posteriormente 5 gotas de quinolina a 0°C, a una solucién de 50,05 g (176
mmoles) de 2.terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-1,1,1,3,3,3-hexafluoropropano
en 300 ml de éter dietilico. Después de agitar a 0°C durante 10 minutos, se
afiadieron gota a gota 27,2 g adicionales de anhidrido trifluoroacético. La
mezcla de reaccion se agitd a 0°C (temperatura externa) durante 30 minutos,
subiendo la temperatura interna de la mezcla a 8-10°C. Después de enfriar a
0°C se afadieron 50,01 g (388 mmoles) de quinolina, empezando a cristalizar
la sal del acido trifluoroacético de quinolina. Después de agitar a 0°C durante 2
horas, la mezcla se filtr6. La sal residual se separé del filtrado destilando a
vacio en un recipiente colector enfriado con acetona/hielo seco. Después el
destilado se destil6 por una columna Vigreux. Se obtuvieron 36,2 g (77%) del
compuesto del titulo. Punto de ebullicion: 126-130°C.

18b) Ester terc-butilico de la (S)-B-ciclopropilalanina

Se afiadieron 3,5 g (27,1 mmoles) de (S)-p-ciclopropilalanina a
temperatura ambiente a una mezcla de 50 ml de dioxano y 5 ml de acido
sulfarico concentrado (preparado por adicién gota a gota con precaucion del
4cido a dioxano a 5°C). La solucion se transfirié a un tubo con cierre hermético
en el que se habian condensando 40 ml de isobutileno a -78°C. El tubo con
cierre hermético se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas en un
agitador. Después de abrir el tubo con cierre hermético (enfriando), la mezcla
de reaccién se introdujo cuidadosamente en una mezcla agitada, enfriada a
0°C, de 30 ml de trietilamina y 50 ml de agua. Después de separar el exceso
de isobutileno, el producto se extrajo con éter (2x50 ml). Después de secar las
fases de éter sobre sulfato magnésico, filtrar y separar el disolvente a vacio, el
producto bruto obtenido (aceite amarillo palido) se us6 en la siguiente reaccion
sin purificacién adicional. Rendimiento 4,2 g (84%).

18c) Ester terc-butilico de la (S)-N-formil-B-ciclopropilalanina

Una mezcla de 10 g (54 mmoles) de éster terc-butilico de la (S)-B-
ciclopropilalanina y 4,7 g (55,2 mmoles) de formiato de cianometilo en 100 ml
de diclorometano se agito toda la noche a temperatura ambiente. Después de
separar el disolvente a vacio, el residuo obtenido se destilé a vacio.
Rendimiento: 8,8 g (76%). Punto de ebullicion 210°C/40 Pa.
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18d) (S)-2—(4,4-bis(trif|uorometi|)-2,5-dioxoimidazo|idin-1 -il)-2-(ciclopro-
pilmetil)acetato de terc-butilo

Se afadieron 2,4 g (12,1 mmoles) de difosgeno a -30°C a una solucién
de 2,5 g (11,7 mmoles) de éster terc-butilico del acido (S)-N-formil-B-
ciclopropilalanina y 2,5 g (24,7 mmoles) de trietilamina en 100 ml de
diclorometano seco. La solucién de la reaccién se dejo calentar a -15°C en el
transcurso de 1 hora, y se continu6é agitando a esta temperatura hasta
completar la reaccion. Después la solucion de la reaccion se lavo dos veces a
temperatura ambiente con solucion de hidrogeno-carbonato sédico al 7% de
concentracion, y la fase organica se secé sobre sulfato magnésico. Después
de filtrar, el disolvente se separ6 a vacio y el residuo se recogid en 70 mi de
benceno. Se afiadieron gota a gota 3,05 g (11,5 mmoles) de 2-terc-butoxi-4,4-
bis(trifluorometil)-1,3-oxazabuta-1,3-dieno en 10 ml de benceno a esta solucion
a temperatura ambiente. La solucion de la reaccion se calent6 toda la noche a
60°C y después se separé el benceno a vacio. El residuo se cromatografié en
gel de sflice (eluyente: éter de petroleo/acetato de etilo = 8/1). Rendimiento: 3,7
g (78%). Punto de fusion: 76-77°C. []?® = -28°C (¢ = 1, CHCl).

18e) Acido (S)—2-(4,4-bis(triﬂuorometil)—2,5-dioxoimidazo|idin-1-il)-2-(ci-
clopropilmetil)acético

A una solucion de 7 g (17,3 mmoles) del compuesto del Ejemplo 18d en
20 ml de diclorometano, se afiadi6 a 10°C una mezcla de 30 ml acido
trifluroacético y 50 ml de diclorometano, y la mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 16 horas. Después de separar el acido trifluoroacético y
diclorometano a vacio, se obtuvieron 5,9 g (98%) del compuesto del titulo.

Punto de fusion: 123-125°C, [o)? = -26° (c = 2, metanol).

18f) Acido (S)—2-(4,4-bis(triﬂuorometiI)-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-me-
toxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-(ciclopropi|metil)acético

179~
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Se afiadieron 3,2 ml de una solucién de n-butil-litio (2,5 M en hexano) a -
40°C en atmosfera de argén a una solucion de 1,39 g (4 mmoles) del
compuesto del Ejemplo 18e en 40 ml de THF absoluto. La mezcla de reaccién
se dejo calentar a 0°C con agitacion, se afiadio una solucion de 243 g (8

5 mmoles) de cloruro de 4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-metoxibencilo en 20 ml de
THF absoluto, y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 3 horas. Se afiadieron 20 ml de &cido clorhidrico 1 N y se separo el
THF a vacio. La fase acuosa se extrajo dos veces con metil-terc-butil-éter. Las
fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato sédico, y después de

10 filtrar, se concentraron a vacio. El residuo se purifico por HPLC preparativo.
Después de concentrar las fracciones de producto y liofilizar, se obtuvieron
1,41 g (57%) del compuesto del titulo.

189) Acido (R)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-3-(4-(3-(2-metil-
15  feniljureido)-3-metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1 -il)-2-(ciclopropilmetil)-ace-
tilamino)-3-metilpropionico
El compuesto del titulo se puede obtener como se describe en los
Ejemplos 1f y 1g, a partir del compuesto del Ejemplo 18f y (R)-3-
aminobutanoato de terc-butilo por acoplamiento y posterior escision del éster
20 terc-butilico. '

Ejemplo 19 v _
Acido (S)—3-(‘(S)—2-(4,4-bis(triﬂuorometil)-3-(4-(3-(2-metilfeni|)ureido)-3-
metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-iI)-2-(ciclopropilmetil)acetilamino)-3-
25 fenilpropionico

OH

o
N
o
M
w
J;"
M
w
P
ZT

19a) (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(triﬂuorometil)-3-(4-(3-(2-metiIfeniI)ureido)—3-
30 metoxibencil)-z,5-dioxoimidazo|idin-1-il)-2-(ciclopropilmeti|)acetilamino)—3-
fenilpropionato de etilo
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Se afiadieron 748 mg (2,28 mmoles) de TOTU (tetrafluoroborato de O-
((ciano(etoxicarbonil)metilen)amino)-N,N,N',N"-tetrametiluronio) y 368 ul de
N,N-diisopropil-etilamina a 0°C a una solucién de 1,41 g (2,28 mmoles) de
compuesto del Ejemplo 18f y 442 mg (2,28 mmoles) de (S)-3-amino-3-
fenilpropionato de etilo en 20 ml de dimetilformamida absoluta (DMF). Después
de agitar a temperatura ambiente durante 1 hora, se separd la DMF a vacio, el
residuo se recogi6 en acetato de etilo, y la solucién de acetato de etilo se lavo
sucesivamente con una solucién acuosa de KHSO4/K;SO,4, una solucion
saturada de NaHCOj; y agua. Después de secar la fase orgénica sobre sulfato
sodico y filtrar, el disolvente se separé a vacio, y el residuo se cromatografié en
gel de silice usando heptano/acetato de etilo (3/2). Concentrando las
fracciones con producto, se obtuvieron 1,48 g (82%) del compuesto del titulo.

19b) Acido (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-3-(4-(3-(2-metil-
fenil)ureido)-3-metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-(ciclopropilmetil)-
acetilamino)—l3-fenilpropic'mico

Una solucién de 1,46 g (1,84 mmoles) de compuesto del Ejemplo 19a
en 40 ml de N-metil-2-pirrolidona y 20 ml de acido clorhidrico 6N se calenté a
60°C durante 6 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla
de reaccion se vertidé en 300 ml de agua, y el precipitado se filtr6 con succion,
se lavé con agua y se seco sobre pentdxido de fosforo. El producto bruto se
cromatografié dos veces en gel de silice (eluyente:
diclorometano/metanol/acido acéticolagua = 95/5/0,5/0,5). Después de
concentrar las fracciones con producto, el residuo se recogié en diclorometano
y la fase organica se lavo con agua y se sec6 sobre sulfato soédico. Después de
filtrar, separar el disolvente a vacio y liofilizar, se obtuvieron 1,19 g (85%) del
compuesto del titulo.

ES(+)-MS: 764,2 (M+H)"

Ejemplo 20

Acido  (R)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-
metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il}-2-(metilpropil)acetilamino)-3-metil-
propiénico

11
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20a) Ester terc-butilico de la N-formil-L-leucina

La preparacion se llevo a cabo de forma analoga a W. Duczek et al,,
Synthesis 1996, 37-38. Se afiadié una soluciéon de 4,04 g (40 mmoles) de
trietilamina en 10 mi de diclorometano a 0°C, a una solucién de 8,94 g (40
mmoles) de hidrocloruro del éster terc-butilico de L-leucina'y 3,4 g (40 mmoles)
de formiato de cianometiio en 60 ml de diclorometano. La solucién de la
reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente, se agit6 toda la noche a
temperatura ambiente y después se lav6 dos veces con solucién saturada de
NaCl. Las fases se separaron y la fase organica se seco sobre sulfato
magnésico. Después de filtrar y separar el disolvente a vacio, el residuo
obtenido se destilé a vacio. Rendimiento: 7,5 g (87%). Punto de ebullicion:
118°C/2,7 Pa.

20b) (S)-2-(4,4-Bis(triﬂuorometil)-2,5-dioxoimidazolidin—1-il)-2-(2—metil-
propil)acetato de terc-butilo

Se afiadieron 2,4 g (12,1 mmoles) de difosgeno a -30°C a una solucién
de 2,5 g (11,6 mmoles) de éster terc-butilico de la N-formil-L-leucina y 2,5 g
(24,7 mmoles) de trietilamina en 100 mi de diclorometano seco. La solucién de
la reaccion se dejo calentar a -10°C en el transcurso de 1 hora, y se continu6
agitando a esta temperatura hasta completar la reaccion. Después la solucion
de la reaccién se lavo dos veces a temperatura ambiente con solucién de
hidrégeno-carbonato sodico al 7% de concentracion. Las fases se separaron y
la fase organica se sec6 sobre sulfato magnésico. Después de filtrar el
disolvente se separd a vacio y el residuo se recogié en 70 ml de benceno. Se
afadieron gota a gota a esta solucién 3 g (11,3 mmoles) de 2-terc-butoxi-4,4-
bis(trifluorometil)-1,3-oxazabuta-1,3-dieno en 10 ml de benceno, a temperatura
ambiente. La solucién de la reaccién se calentd a 60°C toda la noche y
después se separd el benceno a vacio. Después de cromatografia del residuo
en gel de silice (eluyente: éter de petroleo/acetato de etilo =10/1)), se
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obtuvieron 3,7 g (80%) del compuesto del titulo. Punto de fusién: 105-106°C-
[0]?°= -24° (c = 1, CHCls).

20c) Acido (S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-(2-
metilpropil)acético

Se afiadié una solucion de 7 g (17,2 mmoles) del compuesto del
Ejemplo 20b en 20 ml de diclorometano a 10°C, a una mezcla de 30 ml de
acido trifluoroacético y 50 mi de diclorometano y la mezcla de reaccion se agité
a temperatura ambiente durante 16 horas. Después de separar el &cido
trifluoroacético y diclorometano a vacio, se obtuvieron 6,0 g (99%) del
compuesto del titulo. Punto de fusion: 154-156°C. [a]? = -23° (¢ = 2, metanol).

20d) Acido  (R)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-3-(4-(3-(2-metilfenil)-
ureido)-3-metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)}-2-(metilpropil)-acetilamino)-3-
metilpropiénico ‘

El compuesto del titulo se preparé como se describe en los Ejemplos 1f
y 19, a partir de 500 mg (0,809 mmoles) de acido (S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-
3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-metoxibencil )-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-
(metilpropil)acético de férmula

que se habia preparado a partir de acido (S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)- 2,5-
dioxoimidazolidin-1-il)}-2-(metilpropil)acético 'y cloruro de 4-(3-(2-metil-
fenil)ureido)-3-metoxibencilo como se describe en el Ejemplo 18f, y 128 mg
(0,809 mmoles) de (R)-3-aminobutanoato de terc-butilo. Después de
acoplamiento, purificacién por cromatografia en gel de silice (eluyente:
heptano/acetato de etilo = 3/2) y escision del éster de terc-butilo, se obtuvieron
299 mg (53%) del compuesto del titulo.
ES(+)-MS: 704,5 (M+H)"

/119
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Ejemplo 21

Acido (S)—3—((S)—2-(4,4-bis(triﬂuorometiI)-3-(4-(3-(2-metilfeni|)ureido)—3-
metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-(metilpropil }-acetilamino)-3-
fenilpropiénico

OH

o
N
(@)
L
w
J;“
'I"l
(2]
P
21

21a) (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(triﬂuorometil)-3-(4-(3—(2-metilfenil)ureido)-3-
metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1 -il)-2-(metilpropil)-acetilamino)-3-fenilpro-
pionato de etilo

Se afadieron 1,89 g (5,77 mmoles) de TOTU y 932 pl de N,N-
diisopropiletilamina a 0°C a una solucién de 3,57 g (5,77 mmoles) de &cido (S)-
2-(4,4-bis(triﬂuorometil)-3-(4-(3-(2-metilfenil)ureido)-3-metoxibencil)-2,5-dioxo-
imidazolidin-1-il)-2-(metilpropil)acético (preparado a partir de acido (S)-2-(4,4-
bis(trifluorometil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il}-2-(metilpropil)acético y cloruro de 4-
(3-(2-metilfenil)ureido)-3-metoxibencilo como se describe en el Ejemplo 18f), y
1,11 g (5,77 mmoles) de (S)-3-amino3-fenilpropionato de etilo en 30 ml de
DMF absoluta. Después de agitar a temperatura ambiente durante 1 hora, se
separ6 la DMF a vacio, el residuo se recogié en acetato de etilo y la solucion
de acetato de etio se lavd sucesivamente con solucion acuosa de
KHS04/K,SO,, una solucion saturada de NaHCO3 y agua. Después de secar la
fase organica sobre sulfato sédico y filtrar, el disolvente se separd a vacio y el
residuo se cromatografié en gel de silice usando acetato de etilo/heptano (2/3).
Después de concentrar las fracciones con producto, se obtuvieron 3,26 g
(71%) del compuesto del titulo.

21b) Acido (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-3-(4-(3-(2-metilfe-
nil)ureido)—3-metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-(meti|propil)-acetilami-
no)-3-fenilpropidnico

Se afiadieron 45 ml de acido clorhidrico 6N a una solucién de 3,25 g
(4,09 mmoles) del compuesto del Ejemplo 21a en 90 ml de N-metil-2-
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pirrolidona, y la mezcla se calent6 a 60°C durante 6 horas. Después de enfriar
a temperatura ambiente, la mezcla se vertié en 60 ml de agua. El precipitado
se filtrd con succién, se lavo con agua y se seco sobre pentéxido de fésforo.
Después de purificar por cromatografia dos veces el producto bruto en gel de
silice (eluyente: diclorometano/metanol/acido acético/agua = 95/5/0,5/0,5) y
concentrar las fracciones con producto, el residuo se recogié en diclorometano,
La fase organica se lavd dos veces con agua y se secO sobre sulfato
magnésico. Después de filtrar, concentrar y liofilizar, se obtuvieron 2,7 g (86%)
del compuesto del titulo.

ES(+)-MS: 766,2 (M+H)"

Ejemplo 22

Sal sé6dica del acido (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-3-(4-(3-(2-
metilfenil)ureido)—3-metoxibencil)—2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-(metilpropil)-
acetilamino)-3-fenilpropionico

c:F3 Q

Rehcitars

Se afiadieron 1,24 ml de solucién de hidroxido sodico 1N (diluido con 20
ml de agua) con agitacion a una suspension de 1 g (1,3 mmoles) del
compuesto del Ejemplo 21 en 100 ml de acetonitrilo y 200 mi de agua.
Después de liofilizar la solucion, se obtuvieron 1,01 g (79%) del compuesto del
titulo.

ES(+)-MS: 766,2 (acido 3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil}-3-(4-(3-(2-
metilfenil)ureido)-3-metoxibenci|)-2,5-dioxoimidazo|idin-1-il)-2-(2-metilpropi|)-
acetilamino)-3-fenilpropidnico+H)"

ONa

Ejemplo 23
Sal sodica del acido (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-3-(4-(3-(2-

metilfenil)ureido)-3-metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2- (ciclopropilmetil)-
acetilamino)-3-fenilpropiénico
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A partir de 720 mg de compuesto del Ejemplo 19b, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el Ejemplo 22, se obtuvieron 720 mg (99%) del
compuesto del titulo.

ES(+)-MS: 764,3 (acido (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluorometil)-3-(4-(3-(2-
metilfenil)ureido)-3-metoxibencil)-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-2-(ciclopropilmetil)-
acetilamino)-3-fenilpropiénico+H)"

Investigacion de la actividad biolégica

A) Ensayo de adhesion celular U937/VCAM-1

El método de ensayo usado para la actividad de los compuestos de
formula | en la interaccion entre VCAM-1 y VLA-4 es el ensayo descrito a
continuacion, que es especifico para esta interaccién. Los componentes de
unién celular, es decir, las integrinas VLA-4, son suministradas en su forma
natural como moléculas de superficie en células humanas U937 (ATCC CRL
1593), que pertenecen al grupo de los leucocitos. Como componentes de union
especificos, se usan proteinas de fusién recombinantes solubles preparadas
por ingenieria genética, que constan del dominio extracitoplasmatico de VCAM-
1 humano y la regién constante de una inmunoglobulina humana de subclase
1gG1. :
Ensayo para medir la adhesion de células U937 (ATCC CRL 1593) a
hVCAM-1(1-3)-1gG

1. Preparaciéon de VCAM-1(1-3)-IgG humano y CD4-IgG humano

Se usé una construccion genética para expresar el dominio extracelular
de VCAM-1 humano, combinado con la secuencia genética de la cadena
pesada de la inmunoglobulina humana IgG1 (regiones bisagra, CH2 y CH3) (de
Dr. Brian Seed, Massachusetts General Hospital, Boston, USA; Damle and
Aruffo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88, 6403). La proteina de fusion
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soluble hVCAM-1(1-3)-IgG contenia los tres dominios extracelulares de amino
terminal tipo inmunoglobulina de VCAM-1 humano (Damle and Aruffo, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88, 6403). CD4-IgG (Zettimeissl et al., DNA and
Cell Biology 1990, 9, 347) servia como una proteina de fusiéon para testigos
negativos. Las proteinas recombinantes se expresaron como proteinas
solubles después de la transfeccion de DNA mediada por DEAE/dextrano en
células COS (ATCC CRL 1651) de acuerdo con procedimientos patrén

(Ausubel et al., Current protocols in molecular biology, John Wiley & Sons, Inc.,

1994).

2. Ensayo para medir la adhesion de células U937 a hVCAM-1(1-3)-1gG
2.1 Se incubaron placas de ensayo de microvaloracion de 96 pocillos

(Nunc Maxisorb) a temperatura ambiente durante 1 hora con 100 pl/pocillo de

una solucion de anticuerpo de 1gG anti-humano de cabra (10 pg/ml en tris 50
mM, pH 9,5). Después de separar la solucion de anticuerpo, se llevé a cabo un
lavado con PBS.

22  Se incubaron 150 pl/pocillo de un tampén de bloqueo (BSA al 1%
en PBS) en las placas a temperatura ambiente durante 0,5 horas. Después de
separar el tamp6n de bloqueo, se llevé a cabo un lavado con PBS.

23 Se incubaron 100 pl por pocillo de un liquido sobrenadante de
cultivo celular de células COS transfectadas, en placas a temperatura
ambiente durante 1,5 horas. Las células COS se transfectaron con un plasmido
que codifica los tres dominios N-terminales tipo inmunoglobulina de VCAM-1,
écoplados a la parte Fc de la IgG; humana (hVCAM-1(1-3)-19G). El contenido
de hVCAM-1(1-3)-IgG era aproximadamente 0,5-1 pg/ml. Después de separar
el liquido sobrenadante del cultivo, se llevo a cabo un lavado con PBS.

2.4. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 20
minutos con 100 ul/pocillo de tampoén de bloqueo del receptor Fc (1 mg/ml y-
globulina, NaCl 100 mM, MgClz 100 uM, MnCl2 100 uM, CaCl, 100 pM, 1 mg/ml
de BSA en HEPES 50 mM, pH 7,5). Después de separar el tampon de bloqueo
del receptor Fc, se llevé a cabo un lavado con PBS.

25 Se introdujeron 20 pl de tampo6n de uniéon (NaCl 100 mM, MgCl.
100 pM, MnCl, 100 pM, CaCl; 100 pM, 1 mg/ml de BSA en HEPES 50 mM, pH
7.5), las sustancias que se van a ensayar se afiadieron en 10 pl de tampon de
unién y se llevé a cabo la incubacién durante 20 minutos. Sirvieron como
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testigo anticuerpos frente a VCAM-1 (BBT, No. BBAG) y frente a VLA-4
(Immunotech, No. 0764).

2.6  Se incubaron células U937 durante 20 minutos en un tampoén de
bloqueo de receptor Fc, y después se afadieron con pipeta en una
concentracion de 1 x 10%ml y en una cantidad de 100 pl por pocillo (volumen
final 125 pl/pocillo).

2.7 Las placas se sumergieron lentamente con un angulo de 45° en

tampon de parada (NaCl 100 mM, MgCl, 100 pM, MnCl; 100 uM, CaCl, 100

pM en tris 25 mM, pH 7,5) y se agitaron. Se repiti6 el procedimiento.

2.8 Después se incubaron 50 pl/pocillo de una solucion colorante
(16,7 pg/ml de colorante Hoechst 33258, formaldehido al 4%, Triton X-100 al
0,5% en PBS) en las placas durante 15 minutos.

2.9 Las placas se agitaron y se sumergieron lentamente con un
angulo de 45° en un tampon de parada (NaCl 100 mM, MgCl; 100 pM, MnCl;
100 uM, CaCl; 100 uM en tris 25 mM, pH 7,5). Se repitio el procedimiento.
Después, con el liquido presente (tamp6n de parada), se midieron las placas
en un citofluorimetro (Millipore) (sensibilidad: 5, filtro: longitud de onda de
excitacion: 360 nm, longitud de onda de emisién: 460 nm).

~ La intensidad de la luz emitida por las células U937 tefiidas es una
medida del nimero de células U937 adheridas a hVCAM-1(1-3)-1gG y que
quedan en la placa, y por lo tanto una medida de la capacidad de la sustancia
de ensayo afiadida para inhibir esta adhesion. A partir de la inhibicién de la
adhesion a diferentes concentraciones de la sustancia de ensayo, se calculé la
Clso que conduce a un 50% de inhibicién de la adhesion.

3. Resultados
Los siguientes resultados se obtuvieron en el ensayo de adhesion
celular U937/VCAM-1 (valores de Clso en nM (nanomoles/litro)).
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Compuesto de ejemplo n° Clso (nM)
1 0,3

2 0,5

5 25,9

7 2,1

10 0,6
13 ) 1,8
16 0,9
19 44

Las propiedades farmacologicas de los compuestos de férmula |
también se pueden investigar en los siguientes modelos.

B) Adhesion de leucocitos en la rata

En el modelo de adhesion de leucocitos en la rata, se investiga la
influencia de los compuestos de formula | en la adhesion de leucocitos en
vénulas de rata. La adhesion de leucocitos en el endotelio de vénulas
postcapilares se considera una etapa importante en reacciones inflamatorias
(J.M. Harlan, Blood 1985, 65, 513). En el reclutamiento de leucocitos de la
sangre en zonas inflamadas, se produce una secuencia dinamica bien
coordinada de sucesos en la que las citoquinas quimiotacticas y las moléculas
de adhesién celular juegan un papel activo. Se ha encontrado que las
interacciones VCAM-1/VLA-4 juegan un papel crucial en la adhesion vy
emigracion de leucocitos, y en la mayor permeabilidad de los vasos a
macromoléculas que son inducidas por diferentes sustancias mediadoras y
citoquinas (D. Seiffge, Int. J. Microcirc. 1995, 15, 301). En el presente modelo,
se produce una inflamacion generalizada o artritis reumatoide que conduce a
una adhesion de los leucocitos y a su emigracion a zonas enfermas del érgano,
por inyeccién local o sistémica de endotoxinas, por ejemplo zimosan, toxinas
bacterianas tales como lipopolisacaridos (LPS) o adyuvante de Freund. Se
determina la mayor adhesion al endotelio de las vénulas producida por la
endotoxina.

Para determinar la adhesion de leucocitos, se usa un microscopio de
camara invertida (Zeiss) que esta equipado con un sistema de video. Se
inyecta zimosan o endotoxinas bacterianas en ratas macho Sprague-Dawley
(peso corporal aproximadamente 250 g) bajo premedicacién con halotano. Los
animales testigo recibieron un volumen idéntico de solucioén salina al 0,9% de
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concentracion. Después se administra a los animales la sustancia de ensayo
via subcutanea u oral como una dosis individual o como una dosis mdltiple.
Para llevar a cabo la medicién, las ratas se anestesian por inyeccion
intramuscular de 1,25 g/kg de uretano. Se deja que respiren espontdneamente
por un tubo traqueal. La temperatura corporal se mantiene a 37°C mediante
una pastilla calefactora regulada. Se expone cuidadosamente el mesenterio en
una ventana con termostato de la fase del microscopio mediante una incision
hipogéastrica y se recubre con parafina liquida a 37°C. La zona ileocecal del
mesenterio se mantiene en posicion usando tres agujas de punta roma vy arcilla
plastica. Después de un periodo de 30 minutos de equilibrado, durante el cual
se deja que el tejido se estabilice, se determina la adhesién de leucocitos en
las vénulas postcapilares de 20-30 pm de didmetro y aproximadamente 100
um de longitud, contando en 2-3 segrhentos de las vénulas en intervalos de 10
minutos durante 1 hora. Se considera que un leucocito se adhiere al endotelio
si esta fijo durante mas de 30 segundos. Después del experimento, se
determina el recuento sistémico de leucocitos y el contenido de fibrinbgeno de
la sangre. La inhibicién de la adhesion de leucocitos por la sustancia de ensayo
se indica por la disminucién (en %) del nimero de leucocitos adherentes en los
animales tratados comparado con el nimero en los animales testigo.

c¢) Hipersensibilidad de tipo retardado en el ratdn

En el modelo de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH, por sus siglas
en- inglés), se investiga la accién antialérgica o antiinflamatoria de los
compuestos de formula I. La DTH es una reaccién inflamatoria de la piel que
es inducida por sensibilizaciéon con sustancias antigenas. Con el fin de
determinar la correspondiente reaccién inflamatoria y el reclutamiento de
leucocitos en la zona inflamada in vivo, se ensayan las sustancias en el
siguiente modelo de DTH en el ratén (véase también T.B. Issekutz, J. Immunol.
1991, 147, 4178).

Grupos de ratones BALB/c hembras (peso corporal aproximadamente
20 g) se sensibilizan via epicutanea en una parte afeitada de la piel con 150 pl
de una solucién al 3% de concentraciéon de oxazolona, que induce una fuerte
reaccion inflamatoria de DTH. 6 dias después, la reaccién se estimula por
administracién de 20 pl de una solucién de oxazolona al 1% de concentracion
en la oreja derecha de los animales. Las sustancias de ensayo se administran
via subcutanea u oral, en cada caso 44 horas antes del estimulo de la
reaccion, 20 horas antes del estimulo y 4 horas después del estimulo.
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Directamente antes del estimulo de la reaccién y 24 horas después del
estimulo, se mide en la oreja derecha el grosor de la oreja alterada debido al
hinchamiento inflamatorio de la oreja, usando un micrémetro Mitutoyo
Engineering. Se determina la diferencia entre estas dos medidas para cada
animal del grupo. Se comparan por una parte los valores medios de las
diferencias de un grupo de animales tratado con la sustancia de ensayo, y por
otra parte de un grupo testigo no tratado. Como medida del efecto de la
sustancia, se indica el porcentaje de inhibicion de hinchamiento de la oreja.

D) Accion antiasmaética en el cobayo

El efecto en la funcién pulmonar y la accién antiasmatica de los
compuestos de férmula | se puede determinar en un modelo de cobayo que
sigue el método descrito por G. Mosacevic, Arch. Toxicol. 1975, 34,1. Para
esto, se llevan a cabo las preparaciones técnicas para la investigacion de
acuerdo con los detalles descritos por Moacevic. Se usan cobayos macho
albinos con un pero corporal de 300-500 g. Los animales se ponen en un
pletismografo (de FMI) y se registran tres valores iniciales de los parametros de
velocidad respiratoria y amplitud respiratoria. En este modelo la respiracion
asmatica se caracteriza por la disminucion de la amplitud respiratoria (=
disminucién del volumen respiratorio debido a la bronquioconstriccion) y
aumento de la velocidad respiratoria (=reaccion refleja). Este estado en los
pacientes de asma se conoce como disnea.

Los cobayos albinos se sensibilizan 22 dias antes de empezar el estudio
con 1 ml por animal de una solucion de ovalbimina al 0,1% de concentracién
en dos dias sucesivos. El ataque de asma experimental es inducido por
inhalacién de una solucion de ovalbumina al 0,3% de concentracién durante 1
minuto. Después de una fase de recuperacion de 40-60 minutos, los animales
inhalan la sustancia de ensayo en forma de una solucién acuosa.
Inmediatamente después, se administra solucion de ovalbGmina al 0,3% de
concentracién durante 1 minuto. En la siguiente fase de recuperacion de 30
minutos, los animales respiran aire normal. Este procedimiento se repite dos
veces. Si los ataques de asma amenazan la vida, se administra oxigeno a los
animales.

Se puede determinar el efecto antiasmatico en ovejas, por ejemplo,
como describen Abraham et al., J. Clin. Invest. 1994, 93, 776. '
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E) La accion antiaterosclerética se puede investigar en los siguientes
modelos animales.

Modelo de brazal de formacién de neointima

Los ratones de tipo salvaje de cepa C57BL/6J son suministrados por el
servicio de cria de Charles River Wiga GMbH (Sulzfeld, FRG) y los ratones KO
homozigotos de cepa C57BL/6J-ApoE tm 1 Unc (ApoE KO) son suministrados
por The Jackson Laboratory (Maine, USA). Todos los ratones tienen entre 10 y
12 semanas de edad al inicio del experimento y se mantienen en habitaciones
completamente climatizadas a una temperatura de 22°C. La fase de dia/noche
del programa de luz controlado se ajusta a un periodo de 12 horas. Los ratones
primero se anestesian con 60 mg/kg de peso corporal de pentobarbital sédico
i.p. Después cada animal recibe adicionalmente 0,01 mg/10g de peso corporal
de xilazina i.m. |

Los ratones se fijan en posicion supina, y se afeitan y desinfectan las
superficies interiores de ambas patas traseras. Después se abre la piel de la
cara interior del muslo izquierdo mediante una incision longitudinal de
aproximadamente 1 cm y se aisla la arteria femoral del tejido que la rodea y de
la vena femoral y el nervio ciatico. Después se corta un trozo de tubo de
polietileno de aproximadamente 2 mm de longitud (diametro interno 0,58 mm,
diametro externo 0,965 mm, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) de acuerdo
con la longitud y se pone alrededor de la arteria femoral y se fija con hilo
Prolene (7/0, 0,5 métrico de Ethicon, Norderstedt, FRG). Posteriormente se
vuelve a cerrar la piel mediante una sutura continua. La pata trasera derecha
se opera de manera analoga, pero sin poner un brazal alrededor de la arteria
femoral. Posteriormente el animal se devuelve a su jaula. A partir de la
operacion, los animales se tratan diariamente con la sustancia de ensayo.

Al final del experimento, los ratones se anestesian otra vez con 60
mg/kg de peso corporal de pentobarbital sédico i.p., y 0,01 mg/10 g de peso
corporal de xilazina i.m. Para fijar los vasos in situ, cada raton recibe después
una inyeccién de solucién de formalina al 4% de concentracién en la aorta
abdominal. Después se quitan las arterias femoral derecha e izquierda. En el
lado izquierdo, se quita la parte de la arteria que incluye la seccion de
aproximadamente 1 mm proxima al brazal, la seccién encerrada por el propio
brazal y la seccion del vaso que dista 1 mm. En el lado derecho, esta parte
corresponde a la seccién que sblo se aisla durante la operacién, pero no se
encierra con un brazal.
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La parte de las arterias femoral izquierda y derecha fijada en solucién de
formalina al 4% de concentracién se sumerge en parafina. Se preparan una
serie de secciones transversales de tejido de la seccién de arteria izquierda
encerrada por el brazal, y de la correspondiente seccion de la arteria derecha
testigo, que después se tifien con hematoxilina y eosina para el analisis
morfométrico asistido por software (LeicaQWin de Leica Imaging Systems,
Cambridge, GB).

Se evallian para cada raton tres secciones transversales de tejido de la
zona de la arteria femoral izquierda encerrada por el brazal y tres secciones
transversales de tejido de la correspondiente zona de la arteria derecha testigo.
Después de marcar la lamina elastica externa, la lamina elastica interna y el
borde entre el lumen y el endotelio, se calculan las siguiehte areas con el
programa de andlisis: lumen, neointima y media. El tamafio de estas areas se
indica en unidades de pm? El efecto de un compuesto se indica por la
reduccion de la proporcion neointima/media en comparaciéon con el grupo
testigo. |

Trasplante de corazén

En el modelo de trasplante de corazon alogénico, se llevan a cabo
transplantes entre dos cepas de ratas genéticamente incompatibles. Para este
proposito, se usan ratas Wistar-Furth como animales donantes y ratas Lewis
como animales receptores. Los animales se obtienen del servicio de cria de
Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld, FRG). Ratas macho Lewis de 270-330g y
de 2,5 a 3 meses de edad, y ratas Wistar-Furth macho de 200-250 gy de 1,5 a
2 meses de edad, se mantienen en condiciones controladas constantemente
(temperatura 19-22°C; humedad relativa 50-55%; la fase de dia/noche del
programa de luz controlada se ajusta a un periodo de 12 horas).

Para la operacion, las ratas recibieron una combinacién de 3,3 mg/kg de
peso corporal de xilazina y 115 mg/kg de peso corporal de ketamina. Después
del inicio de la accion anestésica, se abre el abdomen del receptor mediante
incision. Se separan la aorta abdominal y la vena cava inferior entre la arteria y
la vena renal y los vasos iliolumbales. Después la aorta se cierra cranealmente
usando un clip de vasos. Se pone un hilo de seda caudalmente alrededor de
ambos vasos y se aprieta. Hay un segundo hilo de seda sin apretar alrededor
del extremo craneal de la vena cava inferior. Después de abrir la cavidad
abdominal, el animal donante se mata cortando los vasos abdominales
mayores. Este momento sefiala el inicio del periodo isquémico del 6rgano del
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donante. Después se abre el diafragma y se saca el corazén. La vena cava
superior e inferior se liga y corta en el lado de la ligadura distal del corazén. Se
lleva a cabo una ligadura de masa de las venas pulmonares usando un hilo de
seda. Después la arteria pulmonar y aorta se sacan con férceps y se cortan.
Después se eliminan los residuos de sangre en el sistema vascular del
trasplante. Después se levanta el corazon, se extrae junto con la ligadura de
masa del pulmén y se almacena en solucion de NaCl fisiolégica fria durante de
uno a dos minutos. Después se lleva a cabo una anastomosis lateroterminal de
la aorta y de la arteria pulmonar del 6rgano del donante con la arteria
abdominal y vena cava inferior respectivamente del animal receptor. Después
de completar la anastomosis de vasos, se liberan sucesivamente la circulacion
venosa seguida de la circulacion arterial. Finalmente, se vuelve a cerrar la
cavidad abdominal, usando una sutura de peritoneo/musculo y una sutura de
piel. Después de liberar la circulacion sanguinea y una corta fase de
recuperacion, el corazon transplantado late con una velocidad sinusal de
aproximadamente 100 a 120 latidos/minuto. Se administra ciclosporina A

(CSA\) para la inmunodepresién via subcutanea (s.c.) u oral con el agua de

beber. Después de superar el periodo de rechazo agudo, la dosis se puede
reducir de 25 mg/kg de peso corporal a partir del 15° dia p.op. a 5 mg/kg de
peso corporal. Las inyecciones se realizan una vez al dia por la mafiana en la
zona del cuello de los animales.

El cambio de administrar CSA s.c. a administrar CSA oral se produce el
dia 22 p.op. con el fin de haber superado de forma segura el periodo de
rechazo agudo. La sustancia que se va a investigar se administra durante 100
dias a partir de la operacion. Después de finalizar el intervalo de tiempo de
observacion (100 dias), los animales se anestesian y se abre la cavidad
abdominal. Después se extrae el corazdn protegiendo los cabos de vasos de
los vasos abdominales, se corta en laminas y se almacenan en solucién de
formalina al 4%. Después de fijar las ldminas de corazén, se sumergen en
parafina y se tifie la elastica de acuerdo con la técnica histolégica de van
Gieson patron. Se lleva a cabo la clasificacion de la proliferacién de neointima
y la constriccion del lumen vascular asociado con ésta, de acuerdo con Adams
et al. (Transplantation 1993, 56, 794). Se clasifican las adhesiones entre la
lamina elastica interna y el endotelio. El colorante especial de acuerdo con van
Gieson que enfatiza selectivamente las fibras elasticas facilita la valoracion. El
efecto de un compuesto se indica por la reduccion de la proliferaciéon de
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neointima, y por lo tanto de la aterosclerosis del trasplante en comparacion con
el grupo testigo. '

Modelo de aterosclerosis en ratones knockout (KO) ApoE

Los ratones KO homozigotos de la cepa C57BL/6J-ApoE tm 1 Unc
(ApoE KO) son suministrados por The Jackson Laboratory (Maine, USA).
Todos los ratones tienen entre 10 y 12 semanas de edad al inicio del
experimento, y se mantienen en lechos patrén para animales de laboratorio
(Altromin, Lage, FRG) en habitaciones completamente climatizadas a una
temperatura de 22°C. La fase de dia/noche del programa de luz controlado se
ajusta a un periodo de 12 horas. Los animales se tratan con la sustancia de
ensayo durante 4 meses. Al final del experimento, se anestesiaron los ratones
con 60 mg/kg de peso corporal de pentobarbital sédico i.p. y 0,01 mg/10 g de
peso corporal de xilazina i.m. Después se extraen el corazén y arco aértico y la
aorta toracica descendente y se fijan en solucion de formalina al 4% de
concentraciéon. La aorta descendente se trata con Aceite Rojo O para teiiir
lesiones con grasa. El analisis morfométrico de las lesiones con grasa se lleva
a cabo usando un microscopio (tipo Leitz DM RBE de Leica, Bensheim), con
una camara unida que tiene una unidad de control (tipo CF 15 MCC, Kappa
Meptechnik, Gelichen) y un ordenador (Leica, Bensheim). Las mediciones se
llevan a cabo con ayuda de un programa de ordenador para andlisis de
imagenes (LeicaQWin de Leica Imaging Systems, Cambridge, GB). Se cortan
el corazén y el arco aodrtico longitudinalmente y se tifien con hematoxilina y
eosina para el analisis morfométrico. En cada caso se analizan 15-20
secciones. Se estudian los macréfagos y linfocitos T inmunohistoquimicamente
en otras secciones. El efecto de un compuesto se indica por la reduccion de la
formacién de placa en la aorta en comparacién con el grupo testigo.

F) Se puede investigar la accién cardioprotectora, por ejemplo, en el
siguiente modelo animal.

Infarto cardiaco en la rata

Se obtienen ratas macho Wistar del servicio de cria Charles River Wiga
GmbH (Sulzfeld, FRG) con una edad de 2,5 a 3 meses y que tienen un peso
corporal de 270-330 g. Los animales se mantienen en condiciones controladas
constantemente (temperatura 19-22°C; humedad relativa 50-55%; la fase de
dia/noche del programa de luz controlado se ajusta a un periodo de 12 horas).
Para la operacion, las ratas reciben una combinacion de 3,3 mg/kg de peso
corporal de xilazina y 115 mg/kg de peso corporal de ketamina. Después los
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animales se intuban y ventilan con oxigeno al 30%. Se afeita el térax, se
desinfecta y abre mediante una toracostomia lateral izquierda. La arteria
coronaria izquierda se liga permanentemente 2-3 mm por debajo de la auricula
izquierda del corazon durante 48 horas o 4 semanas, o se liga durante 30
minutos y se realiza reperfusion durante 47,5 horas o 4 semanas.

Después de la operacion se vuelve a cerrar el térax y los animales se
desentuban después de empezar la respiracion espontaneamente. La
sustancia de ensayo se administra 30 minutos después de la ligadura o
inmediatamente antes de la reperfusion. Después los animales se tratan
diariamente con la sustancia de ensayo. Al final del experimento, los animales
se anestesian otra vez con una combinacion de 3,3 mg/kg de peso corporal de
xilazina y 115 mg/kg de peso corporal de ketamina. Para analizar el
movimiento de las paredes, se investigan los animales en cuyos corazones se
ha realizado reperfusion, mediante "Formaciéon de imagenes de resonancia
magnética nuclear”. En los animales con corazones sin reperfusion, se
introduce una punta de catéter por la arteria carétida derecha para medir la
presién ventricular y la contraccion en la camara izquierda del corazén.
Después se extrae el corazon de todos los animales y se realiza perfusion de
una manera retrograda en un aparato Langendorff por la aorta con solucién
caliente Azul de Evans al 1% de concentracién a 37°C, para determinar la zona
de riesgo anatémico y la zona no isquémica. Después los corazones se cortan
en 5-6 laminas finas y se incuban en solucién de cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio durante 15 minutos para determinar los tejidos cardiacos vivos
y muertos. El analisis planimétrico de la zona de riesgo y de la region de infarto
se lleva a cabo usando una camara (Leica, Bensheim) y una unidad de
ordenador unida con software de andlisis (Leitz, Bensheim). La zona de riesgo
se expresa en porcentaje basado en el ventriculo izquierdo mas septo, y la
regién de infarto en porcentaje basado en la zona de riesgo. El efecto de un
compuesto se indica por la reduccion de la region de infarto basado en la zona
de riesgo en comparacion con el grupo testigo.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula |,

)
3 A
) N
1 z‘RSO r: N \(\‘Ev 1
Lo M, ©
N. N ) '
H H A

en la que &

A es ciclopropilmetilo o isobutilo;

E es -CO-R®, -CO-H 0 -CH,-O-R’;

Z es oxigeno o azufre;

R' es hidrégeno o metilo;

R? es fenilo, piridilo o alquilo (C4-C4), donde el resto alquilo puede estar
sustituido con uno o mas atomos de fluor, y el resto fenilo puede estar
sustituido con uno o mas sustituyentes iguales o diferentes del grupo que
consta de alquilo (Cs-Cs), alcoxi (C4-C4), metilendioxi, etilendioxi, halégeno,
trifluorometilo y trifluorometoxi; '

R®y R* son metilo o trifluorometilo;

R® es hidroégeno o alquilo (C4-C4), donde el resto alquilo puede estar
sustituido con uno o mas atomos de fluor;

" R® es hidroxilo, alcoxi (C1-C1o), fenil-alcoxi(C+-Cs), feniloxi, alquil(C+-Ca)-
carboniloxi-alcoxi(C1-Cs),  fenilcarboniloxi-alcoxi(C1-Ce), fenil-alquil(C4-Cs)-
carboniloxi-alcoxi(C1-Cs), alcoxi(C4-Cg)-carboniloxi-alcoxi(C1-Ce), feniloxi-
carboniloxi-alcoxi(C4-Ce), fenil-alcoxi(C4-Cs)-carboniloxi-alcoxi(C4-Cs), amino,
mono(alquil(C+-C10))-amino o di(alquil(C1-C1o))-amino;

R’ es hidrogeno o alquilo (C+-Ca);

en todas sus formas estereoisdmeras y sus mezclas en todas las
proporciones, o sus sales fisiolégicamente tolerables.

¥
d

2. Un compuesto de férmula | segln la reivindicacion 1, en la que R y
R* son ambos metilo o son ambos trifluorometilo, en todas sus formas
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esterecisomeras -y sus mezclas en todas las proporciones, 0 sus sales
fisiolégicamente tolerables.

3. Un compuesto de formula | segun la reivindicacion 1 y/o 2, en la que
Z es oxigeno, en todas sus formas estereoisémeras y sus mezclas en todas las
proporciones, o sus sales fisioldgicamente tolerables.

4. Un compuesto de formula | segiin una o.mas.de las reivindicaciones 1
a 3, en la que R' es metilo y R® es metilo, en todas sus formas
estereoisomeras y sus mezclas en todas las proporciones, 0 sus sales
fisiolégicamente tolerables.

5. Un compuesto de férmula | segiin una o mas de las reivindicaciones 1
a4, enlaque R? es piridilo, fenilo no sustituido, fenilo que esté sustituido con
un resto metilendioxi o un resto etilendioxi, fenilo que esta sustituido con uno o
dos grupos alcoxi (C1+-C4), 0 alquilo (C4-C4) que puede estar sustituido con uno
o mas atomos de fltior, en todas sus formas estereoisémeras y sus mezclas en
todas las proporciones, o sus sales fisiologicamente tolerables.

6. Un compuesto de formula | segiin una o mas de las reivindicaciones 1
a5, enlaqueEes -CO-R® 0 -CH,-OH y R® es hidroxilo, alcoxi (C4-Cs), en
todas sus formas estereoisomeras y sus mezclas en todas las proporciones, 0
sus sales fisiolégicamente tolerables.

7. Un compuesto de féormula | segin una o mas de las reivindicaciones 1
a 6, en la que |

A es ciclopropilmetilo o isobutilo;

E es -COOH, -COOC,Hs, -COOIC;H; 0 -CH2-OH;

Z es oxigeno,

R' es metilo;

R? es fenilo no sustituido, piridilo o metilo;

Ry R* es metilo;

R® es metilo;

en todas sus formas esterecisomeras y sus mezclas en todas las
proporciones, o sus sales fisiolégicamente tolerables. ’
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8. Un compuesto de formula | segiin una o mas de las reivindicaciones 1
a 6, en la que ' o

A es ciclopropilmetilo o isobutilo;

E es -COOH, -COOC;Hs, -COQiC3H7 o -CH,OH;

Z es oxigeno;

R' es metilo;

R? es fenilo no sustituido, piridilo o metilo;

R® y R* son trifluorometilo;

R® es metilo;

en todas sus formas estereoisomeras y sus mezclas en todas las
proporciones, o sus sales fisiologicamente tolerables.

9. Un procedimiento para preparar compuestos de formula | segin una
o mas de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende hacer reaccionar un
compuesto de férmula i con un compuesto de formula 1

donde A, E, Z, R', R% R%, R* y R® son como se definen en las reivindicaciones
1 a 8, o hay grupos funcionales en forma protegida o en forma de precursores,
y donde G es hidroxicarbonilo, alcoxi(C4-Cs)-carbonilo o derivados de &cido
carboxilico activados. -

10. Un compuesto de férmula | seglin una o mas de las reivindicaciones
1 a 8 y/o sus sales fisiolégicamente tolerables para usar como medicamento.

11. Una preparacién farmacéutica que comprende uno o mas
compuestos de féormula | segun una o mas de las reivindicaciones 1 a 8, y/o
sus sales fisiolégicamente tolerables y un vehiculo farmacéutico tolerable.
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12. Un compuesto de formula | seglin una o mas de las reivindicaciones
1 a 8 ylo sus sales fisiologicamente tolerables, para usar como
antiinflamatorios. ‘

13. Un compuesto de formula | segiin una o mas de las reivindicaciones
1 a8 ylo sus sales fisiologicamente tolerables, para usar para tratar la artritis,
artritis reumatoide, poliartritis, enfermedad inflamatoria del intestino, lupus
eritematoso sistémico, esclerosis multiple o enfermedade‘s inflamatorias del
sistema nervioso central.

14. Un compuesto de formula | segin una o mas de las reivindicaciones
1 a 8 ylo sus sales fisiolégicamente tolerables, para usar para tratar el asma o
alergias.

15. Un compuesto de formula | segtin una o mas de las reivindicaciones
1 a 8 y/o' sus sales fisiolégicamente tolerables, para usar para tratar
enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis, infarto de miocardio, sindrome
coronario agudo, ataque de apoplejia, restenosis, diabetes, dafio en
trasplantes de organos, enfermedades inmunitarias, enfermedades
autoinmunes, crecimiento de tumor, metastasis de tumor, malaria,
cardioproteccion o profilaxis secundaria del ataque de apoplejia.

16. Un compuesto de féormula | segiin una o mas de las reivindicaciones
1 a 8 ylo sus sales fisiolégicamente tolerables, para usar como inhibidores en
la adhesion y/o migracién de leucocitos, o para inhibir el receptor VLA-4.
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ITEMV
- Reference is made to the following documents:

D1: EP-A-0918 059 A
D2: WO 00 69831 A
D3: WO 99 24398 A
D4. WO 00 00677 A

NOVELTY (Article 33(2) PCT)

The present subject matter is considered to be a selection of D1, of which is considered
to be a novel selection on account of the new technical teachmg that the present -OR5
- group cannot be hydrogen. A

The present subject matter differs from D2 on account of the present definition ef R3
and R4. ‘

The present subject matter differs from D3 and D4 on account of the imidazolidine
moiety ever present in compounds of formula | according to present claim 1.

INVENTIVE STEP (Article 33(3) PCT) -

As outlined above, the present 5ubject matter is considered to be a novel selection of
D1, which is considered to be the closest prior art and discloses imidazolidine
derivatives which are VLA-4 inhibitors. It is noted, that D1 discloses compounds (e.g.
examples 5-8, 17 and 19 according to D1) which only differ from the present
compounds on account of the fact that the present -ORS5 substituent has been replaced
in the said examples according to D1 by an hy_drogﬁrthermore, the equivalence of
the present -OR5 and hydrogen as substituents in ureido moieties of VLA-4 inhibitors
has been epr|C|tly dlscfeee;j by D2-D4 (compare for instance: i) D2: examples 31-32
with examples 37-38; ii) D3: examples 64-66 with examples 67-68; D4: partial formulae

4.1.2 and 4.1.3 with partial formulae 4.1.1 and 4.1.5).

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 1997)




INTERNATIONAL PRELIMINARY

EXAMINATION REPORT

/40

International application No. PCT/EP02/01917 |

5. 0O This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been
considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)):

‘(Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this

report.)

6. Additional observations, if necessary:

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty {N) Yes:

No:.~
Inventive step (IS) Yes:
No:

Industrial applicability (IA)  Yes:
No:

2. Citations and explanations
see separate sheet

Form PCT/IPEA/409 (Boxes I-Vlli; Sheet 2) (July 1998)
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Claims
Claims

1,10,16

1,10,16
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Thus, the problem to be solve by the present application is considered to be the
provision of imidazolidine derivatives which disclose unexpected properties when
compared with the structurally closest prior art compounds from D1.

Present compounds 7 differs from compound 92 from D1 only on account of the
present methoxy group (i.e. O-R5 being methoxy) which is absent in compound 92
according to D1. The biological activity of both compounds appears to have been
established by means of the same cell adhesion test (cf Table 13 on page 96 of D1 and
paragraph 3 on present page 75). According to said test, the present compound shows
an almost twenty-fold impfoved inhibition activity over compound 93 from D1. The
improvement obtained by the introduction of present residue O-R5 appears to be
confirmed by the comparison of present compound 1 and compound 8 from D1.

- Such an improVed potency was not foreseeable from the teaching of the prior art

documents. Thus, an inventive step can be acknowledged for the present subject
matter. ' '

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-April 1997)
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R® is methyl; |
in all its stereoisomeric forms and mixtures thereof in all ratios, or its physiologically

tolerable salts.

- .5 8. A compound of the formula | as claimed in one or more of claims. 1 to 6,
in which |
CAis byclopropylmethyl- or isobutyl;
E is -COOH, -COOC,Hs, -COOIC;H; or -CHz-OH;
‘Zis oxygen;
10 R'is methyl; ‘ ,
R? is unsubstituted phenyl, pyridyl or methy:

R® and R* are trifluoromethyl;
R is methyl;
in all its stereoisomeric forms. and mlxtures thereof in all ratlos or its physmloglcally

15 tolerable salts.

9. A process for the preparation of compounds of the formula | as claimed in one or "
more of claims 1 to 8, which comprises reactlng a compound of the formula 1l with a
compound of the formula i '

. 20

where A, E, Z, R, R?, R, R* and R® are as defined in claims 1 to 8 or functional
groups are present in protected form or in the form of precursors, and where G is
25 hydroxycarbohyl, (C4-Ce)-alkoxycarbonyl or activated carboxylic acid derivatives.

i AMENDED SHEET
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elabor6é el reporte del examen internacional provisional y lo

envi6 al solicitante de conformidad con el Articulo 36

2. Este REPORTE comprende en total 5 hojas incluyendo esta hoja
de cubierta

X Ademé&s se adjuntan a este reporte ANEXOS; se trata de hojas
con descripciones, reivindicaciones y/o dibujos que fueron
modificados y son fundamento de este reporte, y/u hojas con
correcciones efectuadas por esta autoridad (ver Norma 70.16
y Seccién 607 de las Pautas Administrativas del PCT).

Estos Anexos comprenden en total 1 hojas.

3. Este reporte contiene informaciones y las correspondientes p&a-

ginas respecto a los siguientes puntos:

I X Base del reporte
II _ Prioridad
IIT No-establecimiento de opinidén respecto a novedad,

actividad inventiva y aplicabilidad industrial

v Falta de unidad de la invencién

\ X Verificacién fundamentada conforme el articulo 35(2)
respecto a la novedad, la actividad inventiva y la
apliéabilidad industrial; documentos y explicaciones

para apoyar dicha verificacién
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VI _ Determinados documentos citados
VII _ Determinadas deficiencias de la solicitud internacional
VIII

_ Determinadas observaciones a la solicitud internacional

Fecha de entrega de la solicitud:
27/09/2002

Fecha de elaboracién de este reporte:
04.03.2003

Nombre y direcciédn postal de la autoridad encargada del examen in-
ternacional de provisional:

Oficina Europea de Patentes
D-80298 Munich

Funcionario autorizado:

Fanni, S



REPORTE DEL EXAMEN INTERNACIONAL PROVISIONAL

No. de referencia internacional PCT/EP02/01917

Base del reporte

Respecto a los elementos de la solicitud internacional (las ho-
jas de reemplazo presentadas a la oficina receptora de la soli-
citud a pedido de ésta conforme al Articulo 14, se consideran
en el marco de este reporte como "presentadas originalmente” y
no se adjuntan a él pues no contienen ninguna modificacidn

(Normas 70.16 y 70.17)):

Descripcién, paginas:

1-84 versién original

Reivindicaciones, No.:
1-6, 7(parte) versién original

10-16

7(parte),8,9 recibidas el 27/09/2002 con escrito del 26/09/2002

Respecto al idioma: Todos los componentes arriba mencionados
estuvieron a disposicién de la autoridad en el idioma en el que
se presentd la solicitud o fueron entregados en dicho idioma en

tanto bajo este punto no se indique otra cosa diferente.

Los componentes estuvieron a disposicién de la autoridad o fue-
ron presentados en el idioma: , que es
_ el idioma de la traduccién que fue entregada a para los
fines de la busqueda internacional (segtn Norma 23.1(b)).
el idioma de la publicacién de la solicitud internacional
(segin Norma 48.3(b)).
el idioma de la traduccién que fue entregada para los fines
del examen provisional internacional (segtn Norma 55.2 y/o
Norma 55.3).
Respecto a la secuencia nucleétida y/o de aminoacidos revelada
en la solicitud internacional se llevé a cabo el examen provi-
sional internacional sobre la base del protocolo de secuencia
que:
estd contenido en forma escrita en la solicitud interna-
cional.
fue entregado en forma legible por computadora junto con
la solicitud internacional.

fue entregado posteriormente a la autoridad en forma
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escrita.

fue entregado posteriormente a.la autoridad en forma legible
por computadora.

Se presentd la declaraciédn de que el protocolo de secuencia
entregado por escrito posteriormente no va mas alla del
contenido revelado de la solicitud internacional en el
momento de la solicitud.

Se presentd la declaracién de que las informaciones
recopiladas en forma legible por computadora corresponden

al protocolo de secuencia escrito.

Debido a las modificaciones se han suprimido los siguientes do-

cumentos
Descripcién, paginas:
Reivindicaciones, No.:
Dibujos, hoja:

_ Este reporte se elabord sin tener en cuenta (algunas
de) las modificaciones puesto que dichas modificaciones
por las razones dadas segun la autoridad van mas alléa
del contenido revelado en la versibén presentada origi-

nalmente (Norma 70.2{(c)).

(En las hojas de reemplazo que contienen tales modificaciones
se debe indicar bajo el Punto 1; ellas se han de adjuntar a es—

te reporte)

Otras observaciones, eventualmente:

Constatacién fundamentada segun Norma 66.2(a) (ii) respecto a la

novedad, la actividad inventiva y la aplicabilidad industrial

Constatacioén

Novedad Si: Reivindicaciones 1,10,16
No: Reivindicaciones

Actividad inventiva Si: Reivindicaciones 1,10,16

No: Reivindicaciones

Aplicabilidad industrial Si: Reivindicaciones 1,10,16

No: Reivindicaciones

Documentos y declaraciones

ver Hojas adjuntas



REPORTE DEL EXAMEN INTERNACIONAL PROVISIONAL
HOJAS ADJUNTAS

No. de referencia internacional PCT/EP02/01917

Punto V

Se hace referencia a los siguientes documentos:
Dl: EP-A-0 918 059 A
D2: WO 00 69831 A
D3: WO 99 24398 A
D4: WO 00 00677 A

NOVEDAD (Articulo PCT 33(2))

Se considera que el presente tema es una seleccidén de D1, del
cual se considera que es una seleccidén novedosa debido a la
nueva enseflanza técnica de que el presente grupo -OR5 no puede

ser hidrégeno.

El presente tema se diferencia de D2 debido a la presente de-

finicién de R3 y R4.

El presente tema se diferencia de D3 y D4 debido a la mitad
imidazolidina siempre presente en los compuestos de la formula

I de acuerdo con la presente reivindicacién 1.

ACTIVIDAD INVENTIVA (Articulo PCT 33(3))

Como se bosquejdé arriba, el presente tema se considera como
una seleccidn novedosa de D1, el cual es considerado la técni-
ca anterior mas préxima y revela derivados de imidazolidina
que son los inhibidores VLA-4. Se anota que Dl revela compues-
tos (por ejemplo ejemplos 5-18, 17 y 19 de acuerdo con D1) que
Gnicamente se diferencian de los presentes compuestos debido
al hecho de que el presenté substituyente -OR5ha sido reempla-
zado en los mencionados ejemplos de acuerdo con D1 por un hi-
drégeno. Ademés, la equivalencia del presente -OR5 e hidrégeno
como substituyentes en mitades ureido de los inhibidores VLA-4

ha sido explicitamente revelada por D2-D4 (comparar por ejem-



plo: i) D2: ejemplos 31-32 con ejemplos 37-38; ii) D3: ejem-
plos 64-66 con ejemplos 67-68; D4: férmulas parciales 4.1.2 y

4.1.3 con formulas parciales 4.1.1 y 4.1.5).

Asi, se considera que el problema a ser resuelto por la pre-
sente solicitud es suministrar derivados de imidazolidina que
revelan propiedades inesperadas al ser comparados con los com-
puestos D1 que son estructuralmente la técnica anterior més

préxima.

El presente compuesto 7 es diferente del compuesto 92 de D1
Gnicamente debido a que el presente grupo metoxi (es decir
siendo O-R5 metoxi) estd ausente en el compuesto 92 de acuerdo
con Dl. La actividad bioldégica de ambos compuestos parece ha-
ber sido establecida mediante la misma prueba de adhesién ce-
lular (comparar Tabla 13 en la pagina 96 de D1 y el parrafo 3
de la presente pagina 75). De acuerdo con dicha prueba, el
presente compuesto muestra una actividad inhibitoria mejorada
casi veinte veces respecto al compuesto 93 de Dl1. El mejora-
miento obtenido mediante la introduccién del presente radical
O-R5 parece ser confirmado por la comparacién del presente

compuesto 1 y el compuesto 8 de D1.

Tal potencia mejorada no era previsible a partir de la ense-
fianza de los documentos de la técnica anterior. Asi, se puede

reconocer una actividad inventiva para el presente tema.

/4E
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HOJA ENMENDADA

R® es metilo;
en todas sus formas esteroisoméricas y sus mezclas en todas.

las-proporciones, o sus sales fisioldgicamente tolerables.

8. Un compuesto de 1la férmula i_de'acuerdo con‘una 0 varias:
de 1las reivindicaciones 1 a 6,‘en el cual
A es ciclobropilmétilo— o0 isobutilo;
es ~COOH, —cooc,Hs, '~COO0iCsHy 0 -CHp=OH;
Z - es oxigeno, R
Rl es metilo; =
-R? eslfenil¢, piridilo‘qlmetilo inéubstituidos;v
R® y R? son trifluofometilo} .
R® es metiio;
en todas sus formaé esteroisoméricas \% éus ﬁezclés en todas

las proporcibnés, 0 sus‘sales fisioldgicamente tolerables.

9. Un procedimientO'para la prepafacién de compuestos de la
férmula I de acuerdo con una o varias de las re1v1nd1cac1ones
1 a-8 el cual comprende hacer reac01onar un compuesto de la

férmula II con un compuesto de la férmula III

en donde A E, Z, R1, R2AR3 R4 y R® son como se deflnleron en
las re1v1nd1cac1ones 1l a8o grupos func1onales estan presen~
tes en forma proteglda‘o en forma de precursores, y en donde G
-es-hidroxicarbonilo;'(C1~C6y—alc03icarbonilo o derivados acti-

vados de- 4cido carboxilico.

)



PCT» |  bpTEP 02/01917

International Application No.

REQUEST p

2588, 23 FER W
The under51gned requests that the present o ' . ) '
International application be processed EUROPEAN PATENT OFFICE
-according to the Patent Cooperation Treaty. PCT INTERNATIONAL APPLICATION

Name of receiving Office and "PCT International Apphcatlon

Applicant's or agent's file reference
(zfdesired) (12 characters maximum)

2001/0013

Box No.I  TITLE OF INVENTION
Novel imidazolidine derivatives, their preparation, thelr use and pharmaceutlcal preparations compnsmg them

Box No.II APPLICANT

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this

[0 This person is also

Box is the applicant’s State (i.e. country) of residence if no State of residence is indicated below.) ) ventor .
Aventis Pharma Deutschland GmbH I Telephone No. (069) 305-6037
Briningstraflte 50 ' : — P
L T T T, . Facsimile No. (069) 357175 N
65929 Frankfurt . ‘ (069) .
Germany
Teleprinter No.
State (that is, country) of nationality: ’ State (that is, country) of residence:
DE : DE ‘
This person is applicant for @ all designated all designated states except D " the United States of the states indicated in the
the purposes of: states the United States of America America only Supplement Box

Box No. Il  FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. The ] ]
address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this Box is the This person is:
applicant’s State (i.e. country) of residence if no State of residence is indicated below.) . .
. ‘ ) I_—_] applicant only
WEHNER, Volkmar
Lindenstrale 1 ‘ : I____| applicant and inventor
97657 Sandberg : " l :
Germany , & inventor only (If this
: check-box is marked, do
not fill in below.)
State (that is, country) of nationality: - State (that is, country) of residence: :
This person is apphcant for D all designated D all designated states except the the United States of i the states indicated in
the purposes of: - states United States of America -America only the Supplement Box

& - Further apphcants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet.

Box No.IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf Dagent D common representative
of the applicant(s) before the competent International Authorities as: ‘

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full off icial designation. | Telephone No.
The address must include postal code and name of country.) (069) 305-6037

Aventis Pharma Deutschland GmbH Facsimile No. (069) 357175
Patent- und Lizenzabteilung '

Industriepark Héchst, Geb. K 801 Teleprinter No
65926 Frankfurt P '
Germany

& Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appoited and the space above is used
instead to indicate a special address to which correspondence should be sent.

Form PCT/RO/101 (first sheet) (July 1998 ; reprinted January 2000) See Notes to the requést form
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| PCTEPO2/01917

SheetNo. .....2.....

Continuation of Box No. III FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the féllowihg sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request.

Name and address: (Family name foliowed by given name; for a legal entity, full official designation.

The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in - | This person is::
. this Box is the applicant's State (i.e. country) of residence if no State of residence is indicated below.)

BLUM, Horst (] applicant onty

Eckenheimer Landstrafte 118 : _ :

60318 Frankfurt - [ applicant and inventor

Germany ’

X inventor only (if this check-box is
marked, do not fill in below.)

State (that is, country) of nationality: : State (that is, country) of residence:

This person is applicant for All designated all designated States except the United ; the United‘States of the States indicatcd in the -
__the purposes of: N B States States of Amenca America only Supplemental Box

Name and address: (Family name followed by given name; for a Iega[ entity, full official designation. . .

The address must include postal code and name.of country. The country of the address indicated in This person is::

this Box is the applicant’s State (i.e. country) of residence if no State of residence is indicated below. )

RUTTEN, Hartmut : o (] applicant only

Falkenweg 25 \ . '

65510 Idstein ‘ o . [0 applicant and inventor

Germany

Xl inventor only (if this check-box is
. marked, do not fill in below.)

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:
This person is applicant for All designated all designated States except the United the United States of the States indicated in the
the purposes of: States : States of America - America only . Supplemental Box

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in This person is::
this Box is the applicant s State (i.e. country) of residence if no State of residence is mdtcated below.)

STILZ; Hans Ulrich.
Johannesalle 18
65929 Frankfurt

D applicant 6n]y

(7] applicant and inventor

Germany
B4 inventor only (if this check-box is
marked, do not fill in below.)
State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:
This person is applicant for ‘ All designated all designated States except the United the United States of I:] the States indicated in the
the purposes of: States States of America America only Supplemental Box

Name and address: (Family namefollowed by given name; for a legal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in This person is:
this Box is the applicant’s State'(i.e. country) of residence if no State of residence is indicated below.)

] applicant only

(] applicant and inventor

[] inventor only (if this check-box is
marked, do not fill in below.) -

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:
This person is applicant for D All designated all designated States except the United the United States of the States indicated in the
the purmposes oft States States of America America only Supplemental Box
D Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.
- [ L R Y v VNN L eelibm A Taaa e ANANN

See Notes to the reauest form
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Box No.V DESIGNATION OF STATES Mark the applicable check-boxes below, at least one must be marked.

The following designations are hereby made under Rule 4.9(a):

Regional Patent
X AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan,
SL Sierra Leone, SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania, UG Uganda, ZM Zambia, ZW Zimbabwe, and any other
State which is a Contracting State of the Harare Protocol and-of the PCT (if other kind of pruru.twn or treatment desired,
specify on dotted ling) . ... ... i e i e e e e
B EA EurasianPatent: AM Armenia, AZAzerb'uJan BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of Moldova,
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contr actmg State of the Eurasian
Patent Convention and of the PCT
European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH & LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany,
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, 1E Ireland, IT Italy, LU Luxembourg,
MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, TR Turkey, and any, other State which is a Contracting State of
the European Patent Convention and of the PCT
K OA" OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG ConLo C1 Cote d’lvoire, CM Cameroon,
GA Gabon, GN Guinea, GQ Equatorial Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal,
"TD Chad, TG Togo, and any other State which is a member State of OAPI and a Contracting State of the PCT (if other kind

® Ep

of protection or treatment desired, specify on dotted ling) . . . . . .. .. P
National Patent (if other kind of protection or-treatment desired, specify on dotted line)z. . _. ..+ . . .
&l AE United Arab Emirates K GM Gambia ) N NZ NewZealand................
X ac Antigua and Barbuda &l HR Croatia ...............co..... X oM Oman
B AL Albania........ooovvevvnn.... & HU Hungary ................. ... & PH Philippines ... ..... PO
Bl AMAmenia...........c.......... ID Indonesia . X pPL Poland.........cciiianl..
® AT Austria........ P KL tsmel............... s &l PT Portugal ....................
N IN Tndia.....c.covnvnn.. ...... Bl RO Romania A
R az Azerbaijan . ............... ... B1S Iceland ' Rl RU Russian Federation . ..........
X BA Bosnia and Herzegovina......... X Jp L E - U
Xl BB Barbados _ B KE Kenya.........icooevvennn.n. Xl SD Sudan
Kl BG Bulgaria...................... Kl xG Kyrgyzstan.................. Xl SE Sweden
Kl BR Brazil......... e, Xl KP Democratic People’s Repubhc X sc Singapore .

B BY Belarus .. ..evvve e of Korea ..........v.ooen.. X SI Slovenia......c.veveunnnn...
® BZ Belize..........coveeiiinn... B KR Republic of Korea. ........ s Wl SK Slovakia....................
&l cA canada- & Kz Kazakhstan .................. Rl SL SierraLeone................ .
Xl CH & L1 Switzerland and Liechtenstein [ LC Saint Lucia w TJ Tajikistan....... e e
BICNChina.......ovvvieen e in M 1K sri Lanka & ™™ Turkmenistan . ...............
& €O Colombia W LR Liberia R TN Tunisia o
W CR CostaRica............oouun.. BI LS Lesotho..oovvniviinnennnn.n, B TR Turkey................ B
Wcucwa.............o...s ST X LT Lithuania © I TT Trinidad and Tobago . .........
X cz Czech Republic............... B LU Luxembourg e
& DE Germany .................. .. B LV Latvia & TZ United .Republié of Tanzania

& DK Denmark ............ e B MAMorocco . ... & UA Ukeine ...ooveovinnn.
& p™M Dominica . ® mp Republic of Moldova . ........ X vc Uganda ....... e
X pz Algeria.......... e e e e [J US United States of America . . . ...
m EC Ecuador...... e e m MGMadagasCar. .. ..ovvretettn s e e
B EE Estonia...........oovnvnn.n. W MK The former Yugoslav Republic of Bd Uz Uzbekistan ... ..............
B ES Spain ... Macedonia «........oiiena.... B VN VietNam .. ...l
O FI Finland..........c.ooenen.... M MN Mongolia M vu Yugoslavia .................
Xl GB United Kingdom ‘ M mMwMalawi . .. ... ... ... oo, . X'ZA South Africa................
X GD Grenada ‘ K MXMexico ... oovveienannnnn.. X zM Zambia -

X Ge Georgia. ...oovvirnin i X mz Mozambique X zZw Zimbabwe . .. ...l
X GH Ghana . ... ... e X No Norway :

Check-boxes below reserved for designating States which have become party to the PCT after issuance of this sheet:
O O O
0 O O

Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all
other designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being
excluded from the scope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that
. any designation which is not confirmed before the expiration of 15 months from the priority date is to be regarded as withdrawn by the
applicant at the expiration of that time limit. (Confirmation (including fees) must reach the receiving Office within the 15-month time limit,)

Form PCT/RO/101 (second sheet) (January 2002)

See Notes to the request form
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Box No. VI PRIORITY CLAIM

D Further priority claims are indicated in the Supplemental Box

The priority of the following earlier

plication(s) is hereby claimed:

Filing Date Number of earlier ) Where earlier application is:
. " licati
of carlicr application application National application: Regional application:* International application:
(day/month/year) . -
country regional office receiving office

ltem(1) . o
10. March 2001 10111877.5 DE
(10.03.2001 )

ltem(2)

item(3)

D The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy
of the earlier application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the

purposes of the present international application is the receiving Office) identified above as item(s) :

* Where the earlier application is an ARIPO application, it is mandatory to indicate in the Supplemental Box at least one country party to the Paris

Convention for the Protection of Industrial Property for which that earlier application wds filed (Rule 4.1 0(b)(ii)). See Supplemental Box.

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching
International Searching Authorities

Authority (ISA) (If two or more | Request to use results of earlier search; reference to that search (if an
are competent to carry out the | earlier search has been carried out by or requested from the International

international search, indicate the Auth»oritybhosen; the two-letter code may | Searching Authority):

be used):
ISA/

Date (day/month/vear): Number:

Country
(or regional Office):

Box No. VIII CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

This international application contains
the following number of sheets:

request: : 4
description (excluding v
sequence listing part): 84
claims: T4
abstract:

drawings:

sequence listing part
of description

Total number of sheets: 93

This international application is accompanied by the item(s) marked below:

l‘g fee calculation sheet

Z.D separate signed power of attorney .

3.D copy of general power of attorney reference number, if any:
4,D statement explaining lack of signature

S.E priority document(s) identified in Box No.VI as item(s)
6.[:| translation of international application into ( language):

9.|:] other (specify):

7.[:] separate indications concerning deposited microorganisms or other biological material
8.[:] nucleotide and/or amino acid sequence listing in computer readable form

Figure of the drawings which
should accompany the abstract :

Language of filing of the
International application: . english

Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT

Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if. such capacity is not obvious from reading the

request)

Dr. Jacobi

Aventis Pharma eutschland GmbH

Dr. Kujath '

For receiving Office use only

Date of actual receipt of the purported
international application:

(2500 ) 23 FEB 2002

2. Drawings:
[:] received:

Corrected date of actual receipt due to later but
timely received papers or drawings completing
the purported international application:

Date of timely receipt of the required
corrections under PCT Article 11(2):

D not received:

International Searching Authority
(if two or more arc competent):

ISA/

6.N Transmittal of search copy delayed
until search fee is paid

Date of receipt of the record copy
by the International Bureau:

For International Bureau use only
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