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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
/  ENTRADA EN FASE NACIONAL 1% 0% 1904
/ SOLICITUD DE
[X] patente de Invencién ! Patefée de Modelo de Utilidad
[ Capitulo | B Capitulo Il
@ Nombre LG LIFE SCIENCES LTD /
sociedad constituida y existente bajo las
SOLICITANTE leyes de la Republica de Corea IDENTIFICACION
> cc O NIT [
(71) Direccidon LG Twin Tower East Tower 20 |:| D
Yoido Dong Youngdeungpo-Gu CE Otro
Seul 150-010 Corea Cual
Domicilic Seul Numero —_—
Corea
Nombre EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccién Carrera4 No 72 35 cC E NIT D
Teléfono 347 36 1
REPRESENTANTE Fax 211 86 50 CE O Otro n
O APODERADO I
E mall clienles@camyp com Cua
Domicilio Bogolé/éolombla Numero 438018 TP 31929

®

INVENTOR (ES)

(72)

1 Hye Kyung CHANG
R & D Park LG Life Sciences Lid 104 1
Moongi dong Yuseong gu Daejeon 305
380
Corea

3 Cheol Won PARK/

R & D Park LG Life Sciences Lid 104 1
Moongi dong Yuseong gu Daejeon 305

380 /
5 Tae Kyo PARK

Corea

R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi dong Yuseong gu Daejeon 305
380

Corea

7 Min-Jung KIM
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi dong Yuseong-gu Daejeon 305
380

Corea /

9 Jung Gyu PARK
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi dong Yuseong-gu Daejeon 305-
aso
Corea

11 Kyeong-Sik MIN
R & D Park LG Life Sciences Lid 104 1
Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305
aso
Corea

2 Yeon-Soo OH /
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi dong Yuseong gu Daejeon 305
380 &
Corea

4 Yong-Jin JANG
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Mcongl dong Yuseong gu Daejeon 305

380 /
6 Sung-Sub KIM

Corea

R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongidong Yuseong-gu Daejeon 305
380

Corea

8 Mi-Jeong PARK
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305
380
Corea

10 Hee Dong PARK
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moong dong Yuseong gu Daejeon 305

380 /
12 Tae-Soo LEE

Corea

R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi-dong Yuseong gu Daejeon 305
380

Corea
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13 Sang Kyun LEE /
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1

Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305

380
Corea

15 Hee Kyung JEONG
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1

Moongi dong Yuseong gu Daejeon 305

380
Corea

17 Hwa Dong KIM
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1

Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305

380
Corea

19 Ki Sook PARK
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1

Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305

380

Corea /

21 Hyeong Wook CHOI
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1

Mcongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305

380
Corea

23 Jae Hoon LEE
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1

Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305

380
Corea

25 Ho-Jun KIM
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1

Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305

380
Corea

14 Soo Hyeon KIM
R & D Park LG Life Sciences Lid 104 1
Mocngi-dong Yuseong gu Daejecon 305
380
Corea /

16 Sun Hwa LEE
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305

380
Corea

18 Ae RI KIM
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi dong Yuseong-gu Daejecn 305
380
Corea

20 Hyun Ik SHIN
R & D Park LG Life Sciences Lid 104 1
Mocongi dong Yuseong gu Daejeon 305
380
Corea

22 Kyu Woong LEE
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305
380
Corea /

24 Tae Ho HEO
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi-dong Yuseong-gu Daejeon 305
380
Corea

26 Tae-Sik KWON
R & D Park LG Life Sciences Ltd 104 1
Moongi-dong Yuseong gu Daejeon 305
380
Corea

GPCT (86)
Solicitud Internacional No PCT/KR2004/002139
Publicacion Internacional No W02005/021516 A1” Fecha 10 de Marzo 2005

4 Fecha 26 de Agosto 2004 /

Titulo (54)
@ INHIBIDORES DE CASPASA QUE CONTIENEN ANILLOS DE ISOXAZOLINA

@ Clasificaci6n Internacional (51) CO7D 261/04 , A6t A3l 42 | M“'PZS/CT{ 19/00

Priondad
siKl noO

(33) Pais de Ongen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
7
KR 27 de Agosto 2003 -~ 10 2003 0059451

@ Comprobante de pagoNo 08 14 044

Fecha 20 de febrero de 2006




CAVELIER ABOGADOS COLO 13548 841 003-0 ID-64 =

An xos

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 463 000 oo
Comprobante de pago por rewindicacidn de prniondad

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
jundica

Poderes si fuere el caso

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional (Resumen descnpcién revindicaciones dibujos)
Traduccién de la solicitud intermacional al castellano (Resumen descnpcion rewindicaciones
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA

De ser el caso copia del contrato de acceseo

De ser el caso documento que acredite la icencia o autonizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas

De ser el caso certificado de deposito del matenal biologico

Arte final 12x12

De ser el caso informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante relacionadas parcial o totaimente con la invencién
de esta solicitud

Otros VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@[z 000 OO0O0ON REROOXAE |z|:1|:v;|9|

©

FIGURA CARACTERISTICA
/
Solicito la concesion de la patente
NOMBRE EMILIO FERRERO

FIRMA é:.\ﬂ.- Ca-_....._.;

CC 438 019 de Usaquén TP 31 929

ZCA




CAVELIER ABOGADOS COLO 13548 841-003-0 ID 64 V

DOCUMENTOS ANEXOS

1 [X] Publicacion Internacional WO 2005/021516 A1
Descripcion
Paginas 68 en el idioma original
Paginas 83 en espanol
Reivindicaciones Numero (s) 21
Figura (s) Numero(s) 2
2 [X Forma PCT/ISA/210 Informe de Busqueda Internacional
3 [X Extracto de publicacion

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN FASE INTERNACIONAL
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CONSULADO DE COLOMBIA

No 33?'
30 Jut 70

El suscrito Consul de Colombia en Seul
presentados por lo interesados CERTIFICA

Que el senor F?mt §6U"la HW\/ quien como Notano Publico de Seul
Corea autentico la firma del signatorio del poder precedente ejel"cla a la fecha
las funciones Indicadas y su firma corresponde a la registrada en este
Consulado Que la compania LG LIFE SCIEMEES LMD es una Sociedad

constituida de acuerdo con las leyes de Republica de Corea y cumple su objeto
conforme a las mismas que el Senor H c}rﬁ”“ ‘/a quien en su

caracter de ch‘dméz_, de la citada compaiiia confiere el poder precedente y

Corea wvistos los documentos

cuya firma fue autenticada ante el notario arnba citado es su representante legal
en este pais

El Consul no asume responsabilidad por el contenido del documento

~ALVARG ENR ALA MELENDRES
Cénsul de Colombia

M oy Wy oS O
Esta certificacion es valida para un documento de ( )paglnai.a

1 €O NCIDE GON EL OR GINAL .,

DUE HE TIJIIDD A LAVIST %
a

e 24,‘FE32006§

PAGADOS IMPUESTOQS DE TIMBRE Y DERECHOS CONS
Valor 23 oodolares americanos
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HANKYUL LAW FIRM & NOTARY OFFICE

#825-33 YOKSAM-DONG KANGNAM-GU

SEOUL KOREA
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CAVELIER

ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA4aN 72.35
BOGOTA,8 COLOMBIA

179

Representacidn y Poder con sutenficacién notarial y Apastille
para patentes, modelps de utilidad, disefios Industnales,
marcas de fibrica nombres comerciales, ensefias nombres
de dominio lemas comerciales licencias

Representation and Power-of Attorney  with notaral
authentication and Apostille for patents utihty  models
mmdustrial designs trademarks commercal names trade

,

embiems, doman names, slogans licenges J #E

=,

REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER OF ATTORNEY
o o sExTO M b L
Yo (nosotros) abajo firmado (s¥1 (we) the undersigned oroc 00 co':o‘dé:::?':t i n:l:mr;;
LG LIFE SCIENCES LTD R

24 FEB 2005 ¢

domicihiado (s) enfof_ 20, !_oido-dcm.__!_o_ngc_lglz_o—hi
150-010 Seoul, KOREA

By
v F %

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO /tpa. 31929
GONZALO PERDOMO tpa 831 LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa
23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832 domicihados en fa Carrera 4
N® 72 35 Bogoth, Colombia, en obedecimiento 4 Jo dispuesto en el
parigrafo lo del Artlculo 543 del Cédigo de Comercio ¢l pnmero como
principal y los demis comb suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
presentantes en todos los asuntos de propiedad industnal con facultad
para recibir nonficaciones y nombrar epoderados judictales o
extrajudiciales El pnmer representante suplente reemplazard al pnncipal
en caso dc ausencia o ynpedimento temporal o defimtivo de aquél La
misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar al primero o ¢l tercero al segundo En tales casos, el
representante pnncipal o el primere o segundo suplente en su caso o
ambos declararan su intencidn de no ¢jercer la representacién medunte
declaracién autenucada por Notano Piiblico en Colombia, o por Notano
u otre Funcionano Publico, o Cénsut de Calombia, en ¢l extranjero ¥ 51
s¢ tratare de \ampedimento con ¢f cernficado respectivo 51 alguno de los
nombredos faltare defitivarnente el siguiente tomard su lugar Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal 0 de su
primero o segundo suplentes, en su caso podrin egjercer la
representacién en su orden uno u otros segtin el caso asumiéndola por
¢! solo hecho de egjerceria, cesando en ese momento el gyercicio de la
representacién por ¢l pnmero segundo o tercer suplente en su caso

Ademds, confiero (confennmos) poder a los abogados amba nombrados
para obtener la protectidn de ou (nuestra) propiedad mdustral y contra
la competencia desleal a cuyo efecto autornizo {amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquicra entidades o
personas, gjerzan 0 no junisdiccién especialmente ante las del orden
admunistrative  contencioso admimstrativo y judicial asl como los
tnbunales de arbitramento en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos a) Obtencidn de patentes de invencién, modelos de uhiidad y
diseilos mndustriales ef registro de marcas de fibrice, colectivas,
defensivas de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensciias nombres de dominio variedades vegetales y denominaciones de
origen su renovacidn traspaso cambio de mombre o domicilio,
cancelacibn voluntana, y el registro de licencias de uso de esos derechos
b) Las acciones de competencia deslcal proteccidn del consumdar
oposiciones u ghservaciones cancelacién administrativa y judicat
nulidxi medidas cautelsres, concesén dc licencias, [a tutela, Iz
proteccién de secretos industnales, ¥ en general los juicios civiles,
penales admunistrativas o contencioso administrativos relacionados con
estos derechos acciones y procesos que promovamos o S¢ nos

PABLD MENDL: 3
NDTAR% ?E?RAJAS

Ist¥of artucle 543iof the
t/EMILIO FERRERO tpe. 31979
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.

1n due comphance wath the terms G
Commercia! Code, do hereby
GONZALO PERDOMO tpa. 831
23355 and GERMAN CAVELIE 832 domiciled at Carrera 4 N*
72 35 Bogott, Colombis, the tpal and the others as
altemnates 1n the order of thetr appointment, as our representatives for all
industrial property matters with faculty to receive nohfications snd to
appoint attomneys in and out of Court. The first alternate shall replace the
principal 1n case of his absence or of tempora! or definitive impediment.
The same rule will apply when the second zlternate representative 1s to
replaze the first ore or when the third 1s to replace the first or sccond
alternates 12 their tum or both of them, second In such cases, the
pnncipel representative or the first or second alternates in their tum, or
both of them, shall state thewr intention not to acl a5 representsl es
through a declaration given before a Notary Public in Colombua, or before
a Notary or another Public Officeal or a Colombian Consul sbroad and in
case of impediment, the appropriate certificate shall suffice If any of the
sppointees were 10 be defimitely abseat, the following alternate shall take
his place When the absence or impediment of the principel
representative, ot of the first or second altemate in their turn ceases, the
representation can be taken sgain in thewr sequence, by the pnncipal the
first or sccond alternate dependng on case, and the mere fast or i1s
exercise will suffice The exercise of the representation by the first,
sccond or third altcrnates in their turn shall end st such ime

In addition we grant a Power of Attorney 1n favor of the above
storneys at law so that they may obtam the protection of
industrial property and agunst the unfair competition for
1 (we) mthonze the smd attorneys to represent me
euthonties or persons, with or without junsdiction
admimstrative, administrative contentious and judicial as well as before
Arbitration Court, 1n all matters concernig the following ) Obtasnment
of patents, utility models and mdustrial designs the registration of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, trade embdlems, domain names vegetal vancties and
denommations of engin 1ts renewal assignment, change of name or
domicile, voluntary cancellation and the registration of Licenses of use of
the sbove nghts b)- Actions of unfair compenhion, protection to the
consumer oppositions or observations, sdeumstrahve or Court
cancellation, nullity infringement, granting of Licenses, the action for wnt
mandamus the protection of trade scerets, and 1n general the & 1l penal
and admimstrative swits relating to those nghts actions and sults
istituted by me {us) or against me (us) And that in all the above matters
they may substtute ths Power of Attomey compromisc concilinte
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promuevan. Y ‘para que cn todos los asuntos arnba determinados, puedan
sustiur este mandato, tranmgir concibar admitir los hechos del
procese, desisir cancelar recibir reounciar y rauficar los actos de
agentes oficiosas,

Dado y firmedo hoy/Given and signed thus
Korea

envin Seoul

g

admit the facts of the case desist, cancel receive restgn, and ratrfy acts
done by representatives without a power of attorney

July 15 2003

iE-‘..-uc 2
LR Mt

por/by.

/

Fwma LG LIFE SCIENCES LTD

Signature
Presldeit Heung Joon YANG
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5% 2003 d Al 1980 = Registered No 2003-1980
NOTARIAL CERTIFICATE L
A = I
Kyu Hyung LEE
9 9 9 A - mm - — - — = attorney—in-fact of
__________________ LG LIFE SCIENCES LTD
PRESIDENT Heung Joon YANG
of 7MY  FASA} A x) P o
EOAL Y B F mmm - - - - - appeared before me and IZ
o] glael - - — — — - o] 7 Fe(x) admitted said prm&u@&{.;&: 'gép?i'iq.?‘:‘;"'
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subscription tojthe e “e ,;‘k‘

attached POWER OF ATTM}EEB 2006 i,

} Ay, d
4
E_ PABLO!ﬂéT&%%fB?RMM "
1% wr . wiy
This 1s hereby at ested
on this 29th day jof 2003

at this office

HANKYUL LAW FIRM & NOTARY OFFICE

825-33 YOKSAM-DONG  KANGNAM-GU
SEOUL KOREA

Betl o e

%5 G3HzIAl

' =" Attorney at Law acting as Nota#y s’ubhc
4

This office has been authorized by the
Miruster of Justice Republic of Korea to
act as Notary Public sinc 2000 09 30

under Law No 3790

A 435 A] 4]
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CERTIFICATE OF BUSINESS REGISTRATION
(Jundical person)

Registration Number 107 86 21066

1 Name of Busmess LG LIFE SCIENCES LTD
2 Name of Representative  Heung Joon YANG

3 Statting Date of Biz  August 1 2002

—rrry e T

ey o4
0 (~TARIO IwxTO (B} DR ﬂlﬂ:
G oGOTA, MAD0 CORST O o s
ob A GO NG ECoN EL OR
Tﬂcu W TENDO L WS A =

5 Place of Business 20 Yowdo-Dong Youngdungpo &S?&l&m

4 I D Number 110111 2581183

%

4

6 Place of Head Office 20 Yomdo-Dong, Yotmgdun@o-G eoul Korea j‘,
e

AJAS
N PA3 Eé‘;nﬁ%&'?“
7 Kind of Business Busmess Manufactunng ¢*=

Kind Medicines Farming drugs

8 Issuing Purpose New Jundical person

Dated July 26 2002

/8/ Official Seal Affixed ﬁg’ ?
Head Officer

Youngdungpo Tax Office
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TRADUCCION OFICIAL 047/2004 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y
EN ESPANCL REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA TRADUCTOR
OFICIAL APROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE 1976 POR
EL MINISTERIQO DE JUSTICIA Y DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE EL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE LA/ REPUBLICA DE COLOMBIA Y
MEDIANTE EL CUAL LG LIFE SCIENCES LTD EMPRESA DOMICILIADA EN
20 YOIDO DONG YONG '[/JNGPO KU 150 010 SEUL COREA OTORGA PODER
A EMILIO FERRERO TPA 31929 GONZALO PERDOMO TPA 831 Luz
CLEMENCIA DE PAEZ TPA 23555 Y A GERMAN CAVELIER TPA 832

EXPEDIDC Y FIRMADO EN SEUL COREA EL 15 DE JULIO DE 2003

FIRMADO LG LIFE SCIENCES LTD PRESIDENTE HEUNG JOON YANG

NUMERO DE REGISTRO 2003 1980

p-
s
IFICACION NOTARIAL cr M7 ":,’_‘;;‘3,‘.'.’.':::2‘3:‘{‘53

CE QINAL
, o ocow : N':Q.%:.M:E.ﬁ
KYU HYUNG LEE apoderado de LG LIFE SCIéNCES"eaT'PE “%EIPHN‘I‘E
B &
HEUNG JOON YANG comparecid ante mi y admithé h bgfhfirﬁ;doaégﬁo
E PABLO MENDGZ BARAJAS ¢
principal el poder adjunto R WA Shhiaiy »

Se atestigua hoy 29 de julio de 2003 en esta ofidin
OFICINA JURIDICA Y NOTARIAL HANKYUL 825 3 YOKSAM DONG
KANGNAM GU SEUL COREA
FIRMADO APODERADO QUE ACTUA COMO NOTARIO PUBLICO
Esta oficina ha sido autorizada por el Ministerio de Justicia de
la Republica de Corea para actuar como notaria publica desde el
30 de septiembre de 2000 de acuerdo con la Ley 3790

CERTIFICACION DE REGISTRO COMERCIAL

(PERSONA JURIDICA)

NUMERO DE REGISTRO 107 86 21066

1 NOMBRE DE LA EMPRESA LG LIFE SCIENCES LTD

2 NOMBRE DEL REPRESENTANTE Heung Joon YANG



P

3  FECHA DE INICIACION DE NEGOCIOS 1 de agosto de 2002

4 NOMERO DE IDENTIFICACION 110111 2581183

5 LUGAR DE NEGOCIOS 20 YOUIDO DONG YOUNGDUNGPO GU SEUL
COREA

6 LUGAR DE OFICINA PRINCIPAL 20 YOQUIDO DONG YOUNGDUNGPO
GU SEUL COREA

7 TIPO DE NEGOCIOS MANUFACTURA DE MEDICINAS Y DROGAS
AGROPECUARIAS

8 OBJETIVO DE LA EXPEDICION NUEVA PERSONA JURIDICA

FECHADO EL 26 DE JULIO DE 2002

SELLO OFICIAL FIJADO FIRMA

FUNCIONARIO PRINCIPAL > O WO XTo (% EL Erin
C MO OT R0 XTO {f) ELcClRCULD
DR BOOQTA, AGQQ CONSY RQUE LA
roroco O N | ZCUN L ORIGINAL
qQ L BN DO ALAYY TA

- Wl ¢ ad %

OFICINA TRIBUTARIA DE YOQUNGDUNGPO e
24 FEB 2006 §

1
b
NUMERO DE REGISTRO 2003 1980 g
g

L

ABLD MAENDVGZ E

CERTIFICADC NOTARIAL _NOTARIO

OFICINA NOTARIAL Y DE FIRMA JURIDICA HANKYUL
#825 33 YOKSAM DONG KANGNAM GU SEUL COREA
La firma y cargo de Paik Seung Hung se encuentra tenticados
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data(Table 5) of experiment 7 written 1n the specification of the present invention
the compound of formula (1) in the present invention is surprisingly superior to the
1soxazol ine derivative(LB84068MP} 1n D2 in terms of the inhibitory effect against
caspases and the solubtlity

Therefore the inventive step of claims 1-21 can be acknowledged over D2 [Article
33(3) PCT]

3 Industrial Applicability
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Description

CASPASE INHIBITORS CONTAINING ISOXAZOLINE

(11

{2]
(3]

[4]

(51
i6}

)

(8]

[9]
[10]

RING

TECHNICAL FIELD

The present invention relates to an 1soxazchne derivative as an inhibitor agamst
vanous caspases inchiding caspase 1[interleukin 18 converting enzyme ICE] and
caspase 3[apopain/CPP 32] a process for preparing the same and a therapeutic
composttion for preventing :nflammation and apoptosis compnising the same

BACKGROUND ART

Caspase 1s a new kind of cystetne protease 1n the form of uzﬁz discovered dunng
the last 10 years About 14 kinds thereof have been known until now Caspase 1(ICE)
one of them 15 a kind of cytokines and participates 1n converting the 1nactive proin
terleukin 1B to the active interleukin 1B Interleukin 1 consists of interleukin la and
interlenkin 18 both of which are synthesized 1n monocytes i1n the form of a precursor
having 31kDa Only prointerleukin 1B 1s activated by ICE The positions hydralyzed
"¢ A" The hydrdys:s of the latter position
gves interleukan 1B Interleukin 1f has been reported to act as an important mediator

by caspase 1 are Aspz'Jr Gly ® and Asp

in causing inflammation (1 3) Caspase 1 has been discovered for the first ime n
1989 and in two independent study groups the three dimensiona structure thereof
was determined by X ray crystalographic method

Caspase 3(CPP 32) 1s broady studied for 1ts rde or mechanism for action and 1ts
three dimensiond structure was determined in 1996(2) Caspase 3(apopamn) activated
from procaspase 3 hydrdyzes (P4)Asp X X Asp(P1) motif and the known substrates
inchide paly(ADP nbose) pdymerase Ul 70 000 Mr smal nuclear nbonucleoprotein
and catalytic subumt of 460 000 Mr DNA dependent protein kanase etc The X ray
structure of caspase 7 has been reported to be very similar to that of caspase 3(4)

Caspase 8 and 9 are present 1n the upstream of caspase 3 6 7 and these caspases
are known to participate 1n the apoptosis cascade The X ray structure of caspase 8
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(11}
(12}

[13]
(14]

[15]

(16]
17]

(18]

was determined 1n 1999(5) and particularly the inhibitors thereof may be advan
tageously used for treating the diseases related to apoptosts

Caspase mhibitors mean those compounds that inhibit the acuvity of caspase and
5o contrd such symptoms as inflammation apoptosis etc caused by the caspase
activity Ilseases or symptoms that may be treated or attenunated by admumstening the
mhibitors inchide the fdowing reumatoid arthntis inflammatory bowel disease graft
vs host disease sepsis osteoarthntis osteoporosis acute and chromic myelogenous
leukerma memingtis sadpingtis septe shock, chdangtis coktis encephaitis en
docarditis gomerubnephnts hepattis myocarditis pancreatitis type I diabetes
mehtus mutiple sclerosis Akheimer’s disease Parkinsons disease hepato

cuthosis(6)

Among the caspase inhibitors known untd now the most noted ureverside

tnhibitors are the folowing

0 H O o] H ©
E:[{/’HI(N F OJL N F
i‘{ H O o ©/\ H O o)
o 0
IDN-1965 MX-1013

Both the above inhibitors exhibat their activity based on the common mechanism
that they rreversiy 1nachvate the enzyme to suppress the cel apoptosis (irreversite
broad spectrum inhibitor) It has been reported that irreversible inhibitor has much
more effective mhubttory activity when companng the ureversitie and reversile
inhibitors (7) Both IDN 1965 of IDUN Co and MX 1013 of Maxim Co are reported
to show activaty 1n cel apoptoss mode! for hepauc injury(8 9) These compounds are
now mn the stage of preclimcal test The wreversitle inhubitor IDN 6556 the structure
of which has been recently reported 1s now in the stage of phase I chnicdl testas a
therapeutic agent for hepatic injury(10 11)

2%
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0 O F
N O O
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(o] F
IDN-6556
{19]
[20] References
[21] (1) Inflammanon Basic Principles and Chnical Correlates 2nded ed by Gahn

(22]
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(241
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129
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1996 87(6) 2095 7147
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Sep 283(3) H990 5 Hypoxia induced cleavage of caspase 3 and DFF45/ICAD in
human faiied cardiomyocytes Todor A Sharov VG Tanhehco EJ Sidverman N

Bernabe: A Sabbah HN
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[49] Anti inflammanion J Immund 2003 Mar 15 170(6) 3386 91 A broad spectrum

[50]
(511

(52
531
(54]

[35]
[56]

(57]

(58]

(591
[60]

(61]

caspase mhibitor attenuates alergc awrway inflammation in munne asthma model
Iwata A Nshio K Winn RK Chi EY Henderson WR Jr Harlan JM

Curhosis 1) J Pharmacd Exp Ther 2004 Mar3(8(3) 1191 6 The caspase
inhibitor 1dn 6556 attenuates hepatic injury and fibrosts in the bile duct hgated mouse
Canbay A Fledstein A Baskin Bey E Bronk FS Gores GJ 1) Hepatdogy 2004
Feb 39(2) 273 8 Apoptosis the nexus of hver injury and fibrosis Canbay A
Friedman S Gores GJ 1) Hepatolbgy 2003 Nov 38(5) 1188 98 Kupffer cel
engulfment of apoptonc bodies stimulates death Egand and cytokine expression
Canbay A Feldstein AE Higuchi H Werneburg N Grambihler A Bronk SF Gores
GI

(MWul etd Methods A Compamon to Methods in En_ ymology 1999 17 320

(8) Hoglen N C eta J of Pharmacoloy and Experimental Therapeutics 2001
297 811

(9) Jaeschke H eta Tovicology and Applied Pharmacology 2000 169 77

(10) Hoglen NC etd J Phannacol Exp Ther 2004 309(2) 634 Charac
tenization of DN 6556 (3 [2 (2 tert butylkphenylamminooxalyl) amino)
proptonylamino]-4 oxo 5 (2 3 5 6 tetraflnoro phenoxy) pentanote acid) a hver
targeted caspase inhibitor

(11) Canbay A eta J Pharmacol Exp Ther 2004 3(B(3) 1191 The caspase
wnhibitor IDN 6556 attenuates hepatic injury and fibrosts 1n the bile duct hgated

mouse
DISCLOSURE OF THE INVENTION

The present inventors newly designed and synthesized some compounds which can
be used as an effective inhibitor against caspases and have a distinctive stucture and
high selectivaty for sumilar enzymes and determined their binding abiity and
inhibitory activity for caspases As a result the inventors have discovered thata
compound of the folowing formula (1) does meet such requirements and completed

the present invention
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(1
in which
A B R R' R and X are defined as described below

Therefore the present invention provides the novel 1soxazoline denvative of
formula (1) salt, or sterecisomer thereof having effective inhubatory activity agaunst

caspases

It 1s another object of the present invention to provide a process for prepaning the
compound of formula (1) sat or stereoisomer thereof

It 15 also another object of the present invention to provide 2 composition a use ofr
a method for inhibiting caspases specificaly a therapeutic composition a use ora
method for preventing inflammation and apoptosis compnsing the compound of
formula (1) salt or stereoisomer thereof as an active ingredient together with the phar

maceuticaly acceptabe carmer

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 shows the inhubitory activity of Compound (Iur) against the hepatic
fibrosis due to the bile stagnation &) 1n Figure 1 represents the case of Sham operat:
on b) represents the case of BDL operaton where only the vehicle was administered
after the hgation of bihary duct, ¢) represents the case where Compound (Iu) was
oraly adminstered 1n a dosage of 3 mg / kg twice a day for 1 week after 1 week from
the igation of biiary duct and d) represents the case where Compound (i) was
oraly admimstered 1 a dosage of 10 ng / kg twice a day for 1 week after 1 week from
the figation of biiary duct

Figure 2 shows the inlibitory activity of Compound (In) against the hepatic cel
apoptosts due to the bile stagnaton a) 1n Figure 2 represents the case of Sham
operation b) represents the case of BDL operation where only the vehicle was ad
mustered after the Egabon of biiary duct ¢) represents the case where Compound

YAz
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(In) was oraly admnistered 1n a dosage of 3 mg / kg twice a day for 1 week after 1
week from the bgation of bhary duct d) represents the case where Compound (Tu)
was oraly adminustered 1n a dosage of 10 mg / kg twice a day for 1 week after 1 week
from the §gation of bihary duct, and €) 1s a graph showing the number of hepanc
cels subjected to apoptosis 1n each treatment group

BEST MODE FOR CARRYING OUT THE INVENTION

In advance of fustrating the present invention in detail the falowing unportant
terms are defined first
a) Simple Alkyl Chain (SAC below) means a hydrocarbon having 1 to 8 carbon

atoms 1n erther knear or branched 1somenc form

b) Simple Cyclo Alkyl Chain (SCAC below) means a cychc radica having 3 to 10

carbon atoms

¢) Aryl group (Ar below) includes both the aromatic and heteroaromatic groups
The aromatic group means a 5 to |5 membered single or fused unsaturated cycle One
or more hydrogens may be replaced with a group(s) selected from the folowing acyl
amno carboalkoxy carboxy carboxyamino cyano hado hydroxy miro thiol atkyl
cychakyl skoxy arybxy sulfoxy and guanido group The heteroaromanc group
means the aromatic group contatning 1 to 3 hetero atoms selected from a group
consisting of oxygen sulfur and nitrogen Likewise one or more hydrogens may be
replaced with & group(s) selected from the folowing acyl amino carboalkoxy
carboxy carboxyanuno cyano hao hydroxy mro thid akyl cyclodkyl akoxy
aryl aryloxy sufoxy and guanido group Or for example 1n the case of pyndyl an
dkyl group can be added to the nitrogen atom to convert the pyndyl group to &
pyndinum group having (+)-charge on the nitrogen atom

The aryl group inclides pheny! biphenyl 1 naphthyl 2 naphthyl pyndinyl N
dkytpyndinum pynimidiny! quinchayl benzothienyl inddyl pyraziny! 1soinddyi
1soquindlyl qunazolinyl quinoxehnyl phthalazinyl imidazolinyl 1soxazdyl
pyrazolyl oxazdyl thiazolyl indoizinyl indazdy! benzothazolyl benzimdazdlyl
benzofurany! thienyl pyrrolyl oxadiazdyl thiadiazdyl tnazdyl tetrazdyl oxa
zdopyndinyl 1midazopynidiny! 1sothiazdyl cinnclinyl carbazdlyl isochromanyl
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chromanyl tetrahydroisoquinohnyl 1soindoknyl 1sobenzotetrahydrofuranyl 1soben
zotetrahydro-thienyl 1sobenzothienyl benzoxazdyl pyndepyndinyl benzotetrahy
drofuranyl benzotetrahydrothieny} punnyl benzodioxdyl tnazinyl phenoxazinyl
phenothiaziny! ptendinyl benzothitazolyl imidazopynidinyl imidazothiazdy! dihy
drobenzisoxazinyl benzisoxazinyl benzoxazinyl dihydrobenzisotiopyranyl ben
zopyranyl benzothiopyranyl coumannyl 1socoumannyl chromonyl chromanonyl
pyndinytN oxide tetrahydroquincinytN oxide dihydroquinchnyl dihydro
quinchnony] dihydroisoquincinonyl dihydrocoumannyl dihydroisocoumarninyl
1sotndchnony! benzodioxanyl) benzoxazchinonyl N akylpyndium pyrrdylk

N oxide pynmidinytN oxide pyrazinylN oxide quinckny:N oxide inddyk

N oxide indohnylN oxide 1soquinolytN oxide qunazalinylN oxide quinoxainy}
N oxide phthaaziny}N oxide 1midazohnyEN oxide 1soxazdylN oxide oxazolyl
N oxide thiazaylN oxide mdchzinylN oxide indazolyl-N oxide benzothiazolyt
N oxide benzimidazolylN oxide pyrrdytN oxide oxadiazdylN oxide
thiadiazoly:N oxide tnazdyHN oxide tetrazoytN oxwde etc

d) Simple Alkyl Chain substituted by Aryl (SAC Ar below) means a straight chain
or branched alkyl which has 1 to 8 carbon atoms and 1s substituted by the above

mentioned aryl group

e) Natural amino acid includes the folowing Glycine Alanine Vaiine Leucine
Isdleucine Senne Threonine Cysteine Methiomne Proine Aspartic acid
Asparagine Ghitamic acid Glutamine Lysine Argmine Histdine Phenyldanine
Tyrosine and Tryptophan

f) The protecting group of simple ester 15 2 hydrocarbon having 1 to 8 carbon

atoms 1n either Enear or branched 1somenc form

Further the present specification mchdes the folowing abbreviations

N chlorosuccinimide NCS

N methylmorphoine NMM

O (7 azabenzotnazekl yI) NNN N tetramethyliromumhexafluorophosphate
HATU

N N dimethyl formam:de DMF

1 (3 dimethylaminopropyl) 3 ethylcarbodurmde EDC
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1 hydroxybenzomazole hydrate HOBt
tnfhoroacetic acid TFA

t butoxycarbonyl Boc
benzybxycarbonyl Cbz

methyl Me

ethyl Et

equvdent Eq

The substituents included 1n the above formula (1) are specificely defined as
fdlows

D) R represents H simple dkyl chain (-SAQ) simple cycbakyl chain (-SCAQ)
aryl group ( Ar) or simple aky! chain substituted by aryl { SAC Ar)

R represents SAC SCAC Ar SAC Ar or a side chain residue of al the
natural amino acids and the compound of formula (1) may exist 1n a specific di
astereomenc form or mixtures thereof when the carbon to which R' 15 attached
becomes a stereocenter due to the R' group or the compound of formua (1) may have
a protecting group 1n an ester form ( GO R wheremn R’ 1s SAQ) or a sufonarmide
form ( CONHSO R wherein R’ 1s SAC) or may exist in the form of pharma
ceuticaly acceptatie st when R ' 15 a side chain restdue of an amino acd containing
carboxyl motety or the compound of formua (1) may diso exist in the form of phar
maceuticaly acceptate salt when R ' 1s a side chain residue of an amino acid

containing a base moiety

I R represents -SAC SCAC Ar SAC Ar or a side chain residue of the
natural amino acids and the compound of formula (1) may exist 1n a specific di
astereomenc form or mixtures thereof when the carbon to which R’ 1s attached
becomes a stereocenter due 10 the R’ group the compound of formula (1) may have a
protecting group in an ester form ( CO R wherein R’ 15 SAQ) or a sulfonamude form
( CONHSO R wherem R’ 15 SAQ) or may exist in the form of pharmaceutically
acceptatie sdt when R * 15 a side chain residue of an amino acid contmning carboxyl
moety or the compound of formula (1) may also exist in the form of pharmaceuticaly
acceptatie sat when R ? s a side chain residue of an amino acid containing a base
moiety or R’ further represents H (CH ) OR’ wheren R 15 SAC SCAC Ar or
SAC Ar andn=1or2 or (CH ) OC(-O)R wherem R’ 1s SAC SCAC  Ar or
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SAC Ar andn=1or?2

IV) A represents (CH) n=04) O (CH) (n=0-4) or NR® (CH) (n=0-
4) wheremn R 15 -SAC SCAC Ar or -SACAr

V) Brepresents H SAC SCAC Ar or SAC Ar or

VI) R and R' may form a cycle together with the carbon atom to which they are
attached where R R' 5 (CH) (CH) O-(CH) or (CH) NR"(CH)
wherein n+m<9 and R® 1s SAC SCAC Ar —SAC Ar C(-—O) SAC
C(=0) SCAC -C(=0) Ar or C(=0) SAC Ar

VII) X represents C(—OXIH OR whereinR' 1s SAC SCAC Ar or SAC Ar
C(-OX.‘.HZOC(-O)R wheremR 18 -SAC SCAC Ar or SAC Ar CH—-CH CD
R” wherein R 1s SAC SCAC Ar or SAC Ar CH=CH SOR * wherein R 1s
SAC SCAC Aror SAC Ar C(-OXZH-CH or COCH thercles N
F Cl Br 1 NR'R®(R”and R®eachare SAC SCAC Ar or SAC Ar or
together may form 3 to 6 membered saturated or unsaturated cyche group) SR’ (R"

1s SAC SCAC Ar or SAC Ar) oris the folowing formula

o)
Y 0 Q o} Y
Sl - s

wherein

YisH OH OR"R"= SACor SCAQ CE=OR"”[®R"= H SAC or
SCAQ F Cl Br I QN NC N QO H,CF, OOR (R®= SACor SCAQ
C=0pHR " (R" = SACor SCAQ or C(=ONR “R® (R™ and R” each ate SAC
-SCAC Ar or SAC Ar)

R¥1sH SAC SAC Ar or Ar

The preferred compounds among the compound of formuda (1) above are those
wherein

R represents H
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R' Tepresents CHzCDOH CII'IZ('I)ORJ CR’=SAC) or CHFON—ISO ZR‘ (R4=
SAQ

R represents H SAC Ar or (CH ) OR'(R'= SAC SCAC Ar or SAC Ar
andn=1or2) or

X represents C(=0)CH OAr C(-Oﬂ-l OC(—O)Ar or CDCH W wherein Wis
N F Cl Br I NR"R°®R"”andR’ “ each are SAC -SCAC Ar or SAC At or
together may form 3 to ¢-membered saturated or unsaturated cyche group) or SR"
R"1s SAC SCAC Ar or SAC Ar)

More preferred compounds among the compound of formula (1) above are those
wherein

I) R represents H

I R' represents CH COOH cnzooon’ (R’=SAQ) or CH_CONHSO R (R =
SAQ

I0) R represents H SAC Ar or (CH)OR'(R'= SAC SCAC Ar or SAC
Ar andn=1or2)

IV) A represents (CHz) (n=04)or O-(CH z) (n=0-4)

V) B represents H -SAC SCAC Ar or SAC Ar

VI) X represents COCH N COCH F COCH C1 QOCH Br GOCH I QOCH

2OAr QOCH OCOAr or COCH SR (R 1s-SAC SCAC Aror SAC Ar)

Particularly preferred compounds are those selected from the fdlowing group
{1) (35) 5 [(2 6 dichlorobenzoyl)oxy]
3 ({[5 methy}3 phenyl4 5 dihydro 5 1soxazdyl]carbonyl}amino) 4-oxopentanorc
acid (laa)
(2) (35) 3 ({[5 methy}3 phenyk4,5 dihydro 5 1soxazdlyl)
carbonyl }amino)-4-oxo 5 phenoxypentanoic acid (Ibb)
(3) (35) 3 ({(5 ethyl3 phenyl4 5 dihydro-5 1soxazdyl]
carbonyl }amino)-4-oxo0-5 (2 3 5 6 tetrafuorophenoxy)pentanoic acid (Icc)
@ (385) 3 ({{5 ethy}3 (1 naphthyl}-4 5 dihydro 5 150xazdyl]
carbonyl }amino) 4-oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorophenoxy)pentanoic acid (Idd)
(5) (35) 3 ({[S ethyl3 (2 naphthyl)-4 5 dihydro 5 1s0xazdlyl]
carbonyl }amno) 4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafizorophenoxy)pentanoic acid (lee}
(6) (35) 3 ({[S ethy}3 (1 1soquincknyl) 4,5 dihydro-5 1soxazdyl}
carbony!}amino)-4-0x0 5 (2 3 5 6 tetrafhorophenoxy)pentanoic acid (1ff)
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{148] (D3 ({[5-ethy}3 (1 1soquincknyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdyl)
carbonyl }amno) 5 fhioro 4-oxopentanoic actd {(Igg)

[149] (8) ethyl 3 ({[5 ethy}3 (1 1soquinchnyl)-4 5 dihydro 5 1soxazdyl)
carbonyl}amino) 5 fuoro 4-oxopentanoate (Thh)

{150} (9) 5 finoro 3 ({{(SR) 5 1sopropyt3 (I 1soquinclinyl)-4 5-dihydro 5 1soxazalyl]
carbonyl}amino) 4-oxopentanoic acid (Iin)

[151] (10) 3 ({[5 ethy}3 (4-quinchnyl) 4 5 dihydro-5 1s0xazdyl]
carbonyl }amino) 5 flioro 4-oxopentanoic acid (Tjy)

[152] (11) 3 ({[3 (benzothiophen 2 yl) 5 ethyl4 5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4-oxopentanoic acid (Ikk)

[153] (12) (38) 3 ({[3 (1 3 dimethyl1 H indd-2 yl)-5 ethyl4 5-dihydro 5 1soxazdyl]
carbonyl)}amino)-4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorophenoxy)pentanoic acid (11 )

[154] (13) 3 ({[3 (1 3 dimethyl1 H 1ndd-2 yl) 5 ethyl4 5-dihydro 5 1soxazdyl]
carbonyl }amino) 5 fuoro 4 oxopentanoic acid (Imm)

{155]) (14) (35) 3 ({[5 ethyl-3 (1 naphthylmethyl)-4 5 dihydro 5 1soxazalyl)
carbonyl }Jamino) 4-oxo 5 (2 3 > 6 tetrafhiorophenoxy)pentanoic acid ( Inn )

[156) (15) (35)-5 [(2 6 dichbrobenzoyl)oxy] 3 [({S ethy}3 [2 (1 naphthyl)ethyl]
4 5 dihydro-5 1soxazolyl}carbonyl)amino} 4 oxopentanoic acid (Ioo)

[157] (16) (39 3 [({5-ethy}3 [(1 naphthyloxy)methyl]
4 5 dihydro 5 1soxazdyl}carbonyl)amino] 4 oxo 5 (23 5 6 tetrafluorophenoxy)penta
notc acid (Ipp)

1158) (17 (35) 3 {[(3 [[(4 chloro 1 naphthyl)oxy]
methyl} 5-ethyl4 5 dihydro 5> 1soxazdyl)carbonyl]amino}-4 oxo 5 (2 3 5 6-tetrafhior
ophenoxy)pentanoic acid (Igq)

[159] (18) (35 4E)-6 ethoxy 3 ({[(5R
)} 5 1sopropyk3 (1 1soqundinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazolyl]carbonyl }amino) 6-oxo 4-
hexenoic acid (Irr)

{160] (19) (35 4E) 3 ({[{5R) 5 1sopropy}3 (1 1soquindinyl)4 5§ dihydro 5 1soxazalyl]
carbonyl}amno) 5 (methylsufonyl) 4 pentenoic acid (Iss)

[161] (20) 5 fluoro 3 {{[{55) 3 (1 1soquinolnyl} 5 propyH4 S-dithydro 5 1soxazolyl]
carbonyl }amino)-4-oxopentano:c actd (Itt)

[162] (21) 3 ({[(55)-5 ethyl3 (1 naphthyl)-4 5 dihydro 5 1soxazdyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoic acid (Tuu)

[163] (22) 3 ({[(55) 5 ethy}3 (2 quindlinyl) 4 5 dihydro 5 1s0xazdlyl]

carbonyl}amino) 5 flioro 4 oxopentanoic acid (Ivv)

Bed
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(23) 3 ({{(5R) 5 ethy}3 (3 1soqunchnyl) 4 5 dihydro-5 1s0xazolyl)
carbonyl}amino) 5 fnoro 4 oxopentano:c acid (Tww)

(24) 3 ({[5 ethy}3 (B quinclinyl}4 5 dihydro 5 150xazdyl]
carbonyl}amino) 5 firoro 4 oxopentanoic acid (Ixx)

(23) 3-({1S ethy}3 (3 quinchnyl)-4 5 dihydro-5 150xazdyl]
carbonyl}amino) 5 fhioro 4-oxopentanoic actd (Iyy)

(26) 5 fluoro 3 ({[(SR)-5 1sopropy}3 (2-quindinyl) 4 5 dihydro 5 1s0xazolyl]
carbonyl }amino) 4-oxopentanoic acid (1zz)

{27) 3 (([5 ethy}3 (2 1sopropylphenyl)-4 5 dihydro 5 1s0xazolyl)
carbonyl }Jamino) § fioro-4-oxopentanoic acid (Iaal)

(28) 3 [{[3 [3 (terr butyl)phenyl]
5 ethyk4 5 dihydro 5 1soxazdyl jcarbonyl)amino] 5 fluoro-4-oxopentanoic acid
(1aa2)

(29) 3 {{{3 [4(rert butyl)phenyl]
5 ethyt4 5 dihydro 5 1soxazdyl}carbonyl)amino] 5 fluoro 4-oxopentanoic acid
{Iaa3)

(30) 5 fuoro 3 ({[(5R
) 5 1sopropyl3 (2 isopropylphenyl)-4 5 dihydro 5 1soxazdyijcarbonyl}amino)-4-oxo
pentancic acid ([aad)

(31) 3 [({(5R) 3 [3 (terr butyl)phenyl]
5 1sopropyl4 5 dihydro-5 1soxazolyl}carbonyl)amino] 5 fluoro-4 oxopentanoic acid
(laaS)

(32) 3 {{(3 {1} bipheny!] 3 y}5 1sopropyH4 5 dihydro 5 1soxazolyl)carbonyl]
amuno} 5 fluoro-4-oxopentanoic acid (Taa6)

(33) 3 ({{5-ethy}3 (2 pyndinyl)-4 S-dihydro 5 150xazdyl]
carbonyl}amino) 5 flioro-4-oxopentancic acid (Taa7)

(34) 3 [({3 [4-(tert butyl) 2 pyridinyl]
5 ethyl4 5 dihydro 5 1soxazdlyl}carbonyl)amino) 5 fluoro-4-oxopentanoic actd
(1aa8)

(35) 3 (({{5R) 3 [4~(terr butyl) 2 pyndinyl}
5 1sopropyl4 5 dihydro-5 1soxazdlyl}carbonyl)amino)} 5 floro 4 oxopentanoic acid
(Iaa9)

(36) 3 ({[5-ethy}3 (4-1sobutyl2 pyndinyl) 4 5-dihydro 5 150xazdyl]
carbony! Jamino) 5 fuoro-4-oxopentanoic acid (Taal0)

(37 3 ({I3 (4-acetyl2 pyndinyl) S-ethyk4 5 dihydro 5 150xazolyl]
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[180]
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[186]
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[190)

[191]
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carbonyl }amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid (Tazl1)

(38) 3 ({{3 (d-cycpropyt2 pyndinyl) 5 ethyl4 5 dihydro 5 1soxazdyl]
carbonyl}Jamino) 5 fluoro 4-oxopentanoic actd (laal2)

(39) 3 ({[3 (4—cycbpenty}2 pyridinyl) 5 ethyl4 5 dibydro 5 1soxazdlyl]
carbonyl }Jamino) 5 fluoro-4-oxopentanoic acid (laal3)

(40) 3-({[(5R) 3 (4-cyclopenty}2 pyndinyl) 5 1sopropyl4 5 dihydro 5 isoxazdyl]
carbonyl }amino) 5 fluoro 4-oxopentanoic acid (Taal4)

(41) 3 ({[3 (4-cyclohexy}2 pyndinyl) 5 ethy}4 5 dihydro 5 1soxazdyl)
carbonyli}amino) 5 fluoro 4-oxopentanoic acid (Taals)

42) 3 ({[5 ethyk3 (5 6 7 8 tetrahydro 1 1soquinchnyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdyl])
carbonyl}ammo) 5 fluoro-4-oxopentanoic acid (Taal6)

(43) 5 flzoro 3 ({[S 1sopropy}3 (4 phenyl2 pyndinyl)4 5§ dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl }armno) 4 oxopentanoic acid (Iaal7)

(44) (35) 5 [(diphenylphospharyl)oxy] 3 ({[(5R
) 5 1sopropyk3 (1 isoquinolinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazolyllcarbonyl}amino) 4 oxopen
tanoic acid (Taz18)

(45) (385) 3 ({[(SR) 5 1sopropy}3 (I 1soquincinyl)-4 5 dihydro 5 1soxazdlyl]
carbonyl}amino) 4 oxo 5 [[1 pheny}3 (nfloromethyl) 1 H pyrazd-5 yl]
oxy }pentanoic acid ([aal9)

(46) (35) 5 [(4 benzyk5 oxo 2 5 dihydro 3 furanylyoxy 3 ({[(5R
) 5 1sopropyk3 (1 1soquincinyl) 4 3 dihydro 5 1soxazdyljearbonyl}amino) 4 oxopen
tanoic acid (Taa20)

@7 (35) 5 (sobutyryloxy) 3 (([(SR
) 5 1sopropy}3 (! 1sequinciinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazolyl]carbonyl }amino)-4-oxopen
tanoic acid (faa2l)

(48) (35)-3 ({[(5R) 5 1s0propy}3 (1 150quincinyl)-4 5 dihydro-5 150xazolyl]
carbonyl }amino) 4 oxo 5 hexenoic acid (Tea22)

(49) (385) 3-({[(SR) 5 1sopropyl-3 (1 1soquincinyl)-4 5 dihydro-5 150xazalyl]
carbonyl}amino) 4-oxo 5 (2 pyndinyloxy)pentanoic acid (Iaa23)

(50) (35) 3 ({[S-ethy}3 (2 1sopropylphenyl) 4 5 dihydro-5 1soxazalyl]
carbony!jamino)-4-o0x0-5 (2 pynidinyloxy)pentanoic acid (Jaa24)

(51) 2 {{(35) 4-carboxy 3 ({[(5R
) 5 1sopropy}3 (1 1soquincinyl) 4 5 dihydro 5 i1soxazdyl]carbonyl}amino) 2 oxobut
ylJoxy} 1 methylpyndinium tnflioromethanesifonate (Taa25)

(52)2 {[@3s
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) 4-carboxy 3 ({[S ethyk (2 1sopropylphenyl)-4 5 dihydro 5 1soxezdyl]carbonylJam
1n0) 2-oxobutylloxy} 1 methylpyndinum tnfluoromethaneslfonate (Jaa26)

(53)3 ({3 (5 chioro 1 methyt1 H
nddk2 y1) 5 1sopropyt4 5 dihydro 5 1soxazdyl]carbonyl }amino) 5 finoro-4-oxopent
anoic acid (Taa27)

(54)3 ({13 (1 5-dimethy}1 H 10dd-2 y1) 5 150propyl4 5-dihydro-5 1soxazolyl]
carbonyl }amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid (Iaa28) and

{(55)(35) 5 fleoro 3 ({[(SR
) 5 1sopropy}3 (1 1soquinoinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazelyl]carbonyl Jamino) 4 oxopen
tanoic acid (Tu 1)

The compound of formula (1) according to the present invention has two (2)
asymmetnc carbon atoms and 50 may exist m its stereoisomenc form mncuding di
astereomer Particularly preferred compounds among the stereoisomers are those
having the fdlowing formula (1a)

(1a)

and so 1t 1s another object of the present invention to provide the compound of

formula (1a) 1n the stereoisomeric form

Among the compound of formua (1a) for example the compound of (3§
)5 fluoro 3 ({[(SR) 5 1sopropy}3 (1 1soquinchnyl)-4,5-hhydro-S 1soxazdlyl)
carbony!}amino)-4-oxopentanoic acid (I 1) may be obtained by a process compnsing
the steps of dissdving a mixture of (35) and (3R) 1n methyl t butyl ether adding a
smal amount of crystaline (3 S) 5 fuoro-3 ({[(5R
) 5 1sopropyk3 (1 1soqunciinyl)-4 5 dihydro 5 1soxazolylicarbonyl jamino) 4-oxopen
tanoic acid as a seed matenal to gve a crystal and recrystaizing this crystal from
ethyl acetate/n hexane solvent system

The most preferred compounds among the compounds of formulae (1) and (1a) are
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5 flnoro 3 ({[(5R) 5 1sopropyl3 (1 1soquindinyl}-4 5 dihydro 5 1soxazdyl]
carbonyl Jamino) 4 oxopentanoic acid (In) and (35) 5 fhoro 3 ({{(OR

) 5 1s0propyk3 (1 1soquindiinyl) 4 5 dihydro-5 1soxazdiyl]carbonyl }amino) 4-oxopen
tanoic acid (Iu 1)

The processes for the preparation of the novel 1soxazdine denvative of formula (1)
showing an inhibitory activity against caspases are depicted n the folowing Reaction
Schemes 1 to 5 However those ilustrated in the fdlowing Reaction Schemes
represent only the typical processes used in the present mnvention The manipulation
order may be changed with no hmat, and so the processes are not restmicted to those
explained below

action Scheme

OH OH
0 NH,OHHCI i’ NCS ji
B — B —_— B
AT H NaCO, AT TH ~a7 o
n m v
QP —
" 0 NaOH N—
| 8 ! R oH
~A
vit
tn which

A B and R’ are defined as described above and
P represeats sumple akyl chain

In Reaction Scheme ] above an adehyde derivative (II) 1s reacted with hydr
oxylamine hydrochlonde and sodium carbonate 1n a solvent mixture of alcoho-water
to gve an oxime denvative (II) (a mixture of syn and ant oximes) The resulting
oxume denvative (IT) 15 treated by NCS (N chlorosuccinim:de) in dimethylformamide
solution to gve a hydroxamoyl chlonde denvative (IV) Thus cbtamed hydroxamoy!
chbonde derivative (IV) 1s reacted with an acrylate denivauve (V) to gve an
1soxazoine denvative (VI) which s then hydrclyzed 1f needed to pve a deprotected
1soxazohne denvative (VII) If appropniate the oxime dervauve (III) the acrylate
denvauve (V) and NaOCl may react together tn a reaction vessel (i sinu) to directly
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gve the 150xazchne denvative (VI) (see Preparations 16 and 17)

Reaction Scheme 2

"i Vil
OH —_—
A nt

l 1} Dess Martin

2) Deprotection if needed

N—
B\A

I{X=COCH Z(Z=0R OC(=0})R or W)
mwhichA BRR R R“ RI and W are defined as described above

In Reaction Scheme 2 above a carboxylic acid denvative (VII) 1s coupled with an
aspartic acid denvative (VIII) (see the folowing Reaction Scheme 3) to gve a
compound (IX) which s then subjected to Dess Martin periodinane oxidation

reaction and deprotection reaction if needed to gve the desired compound of formula

1)

The functional group Z 1n the compound (I) of Reaction Scheme 2 may be formed
through several steps as exemplified 1n the folowing Preparations 5 and 7 after the
carboxyfic acid compound (VII) on the left side 1s combined with an aspartic acid
(B t Bu) methylester Otherwise as depicted n the folowing Reaction Scheme 3 the
compound (VIII) dready having the desired Z 1s synthesized first and coupled with the
compound (VII) (Ref WO 00/23421) Further when Wis F the racemic compound
may be prepared according to a method known in Tetrahedron Letters 1994 35(52)
9693 9696

eac che

B
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0
0
CszH\)OL CbzNH Br \/IK/
0

Xl
oH
. CszH\)\/z . HzN\ji/Z
OtBu OtBu
T b
xn viil

{2281 1n which Z 15 defined as desenibed above

[229]

[230] The acrylate derivative (V) used as a reactant 1n the above Reaction Scheme | may
be prepared via two (2) pathways Thatis a compound (XV) can be easily prepared
from a known compound (XIV) (Synthests 1982 p 924) as depicted 1n the folowing
Reaction Scheme 4 or methy! (ethyl) 2 1 propylacrylate the compound (V) can be
prepared from dimethyl(diethyl)malonate (J Chenucal Society Perkin Trans 1 1997
1559 1570)

[231]

[232) e cheme 4

[233]

Q
gll\ngBr g OP,
Br -~ 0 R’
= oP,
oP, ’ /H(
OR 0
8]
xiv R'OH 0P, Xv
3 (R’= -CH,Q -CH,0R")
[234] i which P and R” are defined as descnibed above
[235]

[236] The folowing Reaction Scheme 5 shows a synthetic process for prepanng a
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compound wherein « B-unsaturated ester or @ B unsaturated sulfon 1s introduced 1nto
the PI site According to this the carboxyhe acid denvative (VII) as prepared 1n
Reaction Scheme 1 15 reacted with an amino alcohd dertvauve (XVII) to gve a
compound (XVT) which 1s then subjected to Dess Martin oxidation and Wittig
reactions to gve th compound (I)

eachion Scheme 5

N
OH
A ___
N0 & xvo .l R'H
HATU o R R
0
v Xvi
1) Dess Martin
2 - N]_ R?
) PhPy-COE B, Ne o~ Q
ar R R
o
(Et0),FOCH,S0,CH,/NaH
I
3) Deprotection it needed
ir which

R A B R' and R’ are defined as descnbed above and
Q represents oozR” or SOzR" wherein R" and R are defined as descnbed

above

The compound of formula (1) according to the present invention has a broad
spectrum of inhibitory activity against caspases as demonstrated by the results of the
folowing Expenments and so has an effect for preventing inflammaton and
apoptosis Thus the present inventton provides a composition for tnhibiting caspases
spectficaly a therapeutic composttion for preventing inflammation and apoptosts
compnsing the compound of formuda (1) as an active ingredient together with the
pharmaceuticaly acceptatle carnier Spectficaly the composition of the present

inventon has a therapeutic effect for dementia cerebral stroke brain impairment due

29
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to AIDS diabetes gastnc ulcer cerebral injure by hepatius hepantis induced hepatic
diseases acute hepattis fulmunant hepatic falure hver curhosis sepsis orgen trans
plantation rejection rheumauc arthntis or cardiac cel apoptosts due to 1schemic
cardiac diseases particularly specificaly for acute hepatitis hver cirrhosis or
rheumatic arthrius

Caspase inhibitor particularly the compound of formula (1) may be formulated
into vanous pharmaceunca forms for administration purpose To prepare the phar
maceutical composition according to the present invention an effective amount of the
caspase inhibitor particularly the compound of formula (1) or 1ts sdlt, 25 mixed with a
pharmaceunticaly acceptate carner that may take a wide vanety of forms depending
on the formulaton to be prepared

The caspase inhibitor compound may be formulated as a parenterd injection or
percutaneous or oral preparation depending on its apphcation purpose Itis especialy
advantageous to formulate the composition 1n a unit dosage form for ease of admin

1stration and uniformity of dosage

For the oral preparation any usua pharmaceutical carrier may be used For
example water glycols olls zlcohdls and the like may be used for such oral hquid
preparations as suspenstons syrups ebxirs and soutions or starches sugars kackn
lubncants binders disintegratng agents and the hke may be used for such sofid
preparations as powders pils capsules and tatiets Due to their ease of administration
tatlets and capsules are the most advantageous dosage umt forms It1s also deswratle
for taHets and pills to be formulated into entenc coated preparation

For the parenterd preparation sterle water 1s usualy used as the carner though
other imgredients such as solubiity aids may be used Injections for example
sterfhzed aqueous or olly suspension for injection can be prepared according to the
known procedure using sutate dispersing agent, wetuung agent or suspending agent
Sdlvents that can be used for prepanng injections inclide water Rungers find and
1sotomic NaCl scutton and also steriized fixing o may be conventently used as the
sclvent or suspending media. Any non stimuative fixing ol inciding mono- di
glycende may be used for this purpose Fatty acid such as deic acid may also be used

for injections
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[253]
254} For the percutaneous administration the carner may inclide a penetration

(255}
[256}

[257]
[258]

[259]
[260]
[261]
[262]

[263]
[264)
[265]

enhancing agent and/or a suitatle wetting agent, optionaly combined with smtate
additives having no sigmificant shan irmtaton Said addinves may faciktate the admun
1stratron through the skin and/or may assist preparation of a deswred composition
These percutaneous preparations are admunistered via vanous manners eg asa
transdermal patch a spot on or an omntment

‘When the caspase inhibitor specificaly the compound of formula (1) 1s used for
chnical purpose 1t1s preferatly admumstered to the subject patient 1n an amount
rangng from 0 1 to 100 ng per kg of body weight a day The total daily dosage may be
administered once or over several tmes However specific admimstration dosage for
an individual patent can be vaned with specific compound used body weight sex
hygenic condition or diet of subject patient time or method of administration excreti
on rate mixin_ ratio of agent seventy of disease to be wreated et

The present invention wil be more specificaly explained by the folowing
examples However it should be understand that these examples are intended to
iustrate the present invention but not 1n any manner to Emut the scope of the present

tpyention

Preparation 1

Benzaldehyde oxime

Benzddehyde (5 31g 50 Ommd) was dissolved n ethand (60 nf ) water (30 mé }
and hydroxylamme hydrochlonde (5 21g 1 5 Eq) and anhydrous sodium carbonate
(Na.z(JC)3 397g 075 Eq) were added thereto at 0 C When a large amount of sdid was
formed after about one munute water ethanol (I 1 60 mé ) was added and the mixture
was sturred for one hour Saturated aqueous sodium chlonde sotition (100 mé ) was
added and the mixture was extracted twice with ethyl acetate (300 mé ) The extract
was washed with 1 0 N aqueous sodium bicarbonate solutton (NaHCO , 100 né x 2)
dned (anhydrous NazSO“) and concentrated under reduced pressure to gve the title
compound (6 06g Yicld 99%) as a white powder as a mixture of c:s and rrans

' H NMR(500MHz CLCl 3)6 89(br 1H) 8 1(s 1H) 7 5(m 2H) 7 3(m 3H)

2/
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[266) Preparation 2

[267] Benzaldehyde hydroxamoyl chlonde

[268] The oxime prepared 1n Preparation 1 (3 00g 24 8mmol) was dissolved in dimethy}
formamude (100 mé ) and N chlorosuccimimide (3 47g 1 05 Eq) was added The
resulling solation was stired for one hour 1n a water bath of about 40 C and the
volatile solvent was removed by distlation under reduced pressure The residue was
dissdved in ethyl acetate hexane (1 1 150 mé } washed with water (100 mé x 3) drted
(anhydrous N ast‘) and concentrated under reduced pressure to gve the title
compound (3 86g Yield 99%) This compound was used 1n the next reaction without
any further purification

[269]

[270] Preparatton 3

[271] Methyl 5 methyl 3 phenyl 4 § dihydro 5 1soxazolecarboxylate (VIa)

[272] The hydroxamoyl chlonde prepared tn Preparation 2 (3 86g 24 8mmdl) and methyl
methacrylate (40 mé¢ 37 2mmad 1 5 Eq) were dissdlved 1n dry diethylether (120 mé )
under nitrogen atmosphere the muxXture was kept at 78 C and tnethylamine (6 9 mé
2 0 Eq) was added The muxture was stirred overnight whie 1t was slowly warmed to
room temperature Water (100 né ) was added and then the mixture was extracted with
ethyl acetate (100 mé x 2) washed with water (100 m ) dried (anhydrous NazSO4)
and concentrated under reduced pressure The residue was punfied by coumn chro
matography (15% ethyl acetate hexane) to gve the title compound (5 34g Yield 98%)
which was then 1dentified by 'H NMR o0 be 1 1 mixture of diastereomers

[273)

[274] ' H NMR(400MHz CICI 3) 667(m 2H) 65(m 3H) 30(d J=167Hz 1H)
29(s 3H) 23(d I=167Hz 1H) 08(s 3H)

[273)

[276) Preparation 4

(277} 5 Methyl 3 phenyl 4,5 dihydro 5 1soxazolecarboxyhc acid (VIa)

[278] The compound prepared 1 Preparation 3 (VIa 5 34g) was dissolved in distiled

tetrahydrofuran (120 mf )} and 1N aqueous sodium hydroxide solution (36 5mé 15
Eq) was added After about four hours the mixture was neutraized by IN aqueous hy
drochlortc acid sci:tion and distifed under reduced pressure to remove most of
tetrehydrofuran The residue was dissolved in excess ethyl acetate (>700 m€ ) washed
with water dned (anhydrous NazSO‘) and concentrated under reduced pressure to
give the title compound (4 77g Yield 95%) as a white powder This compound was
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used 1n the next reaction without any further punfication

Preparation 5
(35) 3 {[(benzyloxy)carbonyl]amino} 5 (¢ butoxy) 2 hydroxy 5 oxopentyl
2 6 dichlorobenzoate (XIIa)

To N benzybxycarbonylp t butylaspartic acid (5 03g 15 6mmd) and NMM (1 90
¢ 17 Immol) was added dry tetrahydrofuran (60 m¢ ) under nitrogen atmosphere the
muxture was kept 15°C and 1sobutyl chloroformate (2 12 m€ 16 3mmad) was added
thereto The mixture was stured for about 20 minutes To the reacton mixture being
kept at °C was added diazomethane ether solution (Synthesized from 2 0 Eq of
1 methyl3 nitro 1 mtroso-guamdine 60 mé ) to prepare diazoketone denvative (~30
menutes) 30% HBr/AcOH (6 42 mf 2 0 Eq) was added thereto at 0 C The resulting
mixture was stirred (30 60 minutes) extracted with ethyl acetate washed twice with
saturated aqueous sodium bicarbonate solution and once with aqueous sodium chlonde
scution dried {anhydrous Na SO‘) and concentrated under reduced pressure to gve
bromomethyl ketone denvative (X 6 4g)

Thus obtained bromomethy! ketone derivative (X 4 36g) and 2 6 dichlorobenzoic
acid (2 28g 1 1 Eq) were dissolved in dimethylformamide (18 ¢ ) KF (1 58g 25 Eq)
was added and the mixture was stired for two hours to gve
2 6 dichbrobenzoyloxymethyl ketone derivative (XIa) This compound was dissolved
1n methanol (20 mf ) and reacted by adding NaBH‘ (412mg) methandl scztion (40 nd
) 1(PC~room temperature two hours) The reaction was stopped by acetic actd and
the reaction soution was disted under reduced pressure to remove methanol The
residue was extracted with ethyl acetate (50 € x 2) washed with water and aqueous
sodium chlonide sotition dried (anhydrous Na _‘SO‘) concentrated under reduced
pressure and separated purified by coumn chromatography (ethyl acetate hexane
1 5) to gve the title compound (4 80g Yield 86%) 1n a drastereomertc form

' H NMR (400 MHz CDCl J87372m &) 59(m 1H) 52(m 4H) 47(m
1H) 2%m 1H) 2 m 1H) 14(s 9H)

Preparation 6
(35) 3 amuno 5 (f butoxy) 2 hydroxy 5 oxopentyl 2 6 dichlorobenzoate

(VIa)
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The benzyloxycarbonyl group of the compound prepared 1n Preparation 5 was
removed (Pd/C) under hydrogen baloon for 40 minutes to gve the hitle compaund
(Yield 100%)

' H NMR (400 MHz DMSO d )3 82(br 2H) 76 7.5(m 3H) 6 1(m 1H)
44 39(m 3H) 30-26(m 2H) 14(s 9H)

Example 1

(35) 5 (¢ butoxy) 3 {[(S methyl 3 phenyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl)carbonyl]
amuno} 2,5 dioxopentyl 2 6 dichlorobenzoate (Ia)

A mxture of the carboxyhc acid denivative prepared 1n Preparation 4 (VIIa 300mg
1 46 mmd) the amino acohdl denivanve prepared in Preparation 6 (VIIIa, 667 mg
1 1 Eq) and HATU (722mg 1 3 Eq) was coded to (°C tmethylamine (082 mf 40
Eq) was added 1n a sdlvent of DMF(5 mé ) and the resulting muixture was reacted for 5
hours The solvent was distiled under reduced pressure and the restdue was extracted
with ethyl acetate (200 m€ x 2) washed with water aqueous sodium bicarbonate
scution and aqueous sodium chlonde soution dned (anhydrous Na zSO") con
centrated under reduced pressure and punfied by conmn chromatography to gve
Compound (IXa) (810mg Yield 98%) To this compound and Dess Martin reagent
(1 70g 3 0 Eq) was added dry dichloromethane (25 mf ) and the mixture was stured
for one hour at room temperature The reaction was stopped by 1sopropyl alcohd (3 mé
) The sokd was removed by filtration under reduced pressure through Celite and the
fitrate was extracted with ethyl acetate (20 m¢ x 2) washed with water saturated
aqueous sodium bicarbonate solution and agueous sodium chlonide soution dried
(anhydrous NaISO‘) concentrated under reduced pressure and preEmmnarily punfied
by coumn chromatography (36% ethyl acetate hexane) to gve the diastercomenc title
compound (780 mg)

' H NMR(400MHz CDCl )87 8(m NH 1H) 7 6(m 2H) 7 3(m 3H) 72(w
3H) 5150(m 2H) 48(m 1H) 3 8(m 1H) 32(m 1H) 29 2 8(m 2H) 17(s 3H)
14(s 9H)

Example 2
(35) 5 [(2 6 dichlorobenzoyl)oxy]
3 {[(5 methyl 3 pheny! 4,5 dihydro 5 1s0xazolyl)carbonyl]armino}-4-oxopentanoic
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acid (Iaa)
[302) The compound prepared 1n Example 1 (44 mg) was dissdved 1n dichbromethane

[303]
[304]

[305}
[306]
[307]
(308]

(309]
[310]

(2 m€ ) and trifioroacenc acid (1 mé ) was added at °C The muxture was stirred for
two hours while 1t was slowly warmed to room temperature and then concentrated

under reduced pressure to gve the title compound (Taa) 1n a stoichiometnc amount

" H NMR(500MHz CIDCl ;)& 8 I(m 1H) 7.5((m 2H) 7 3(m 3H) 7 2(m 3H)
51-49m 2H) 494 8(m 1H) 38(m iH) 32(m 1H) 1 7(m 3H)

Preparaton 7
¢t Butyl (35) 3 amuno 4 hydroxy > phenoxypentanoate (VIIIb)

To N benzyloxycarbonylp t butykasparuc acid (100 g 31 0 mmol) and NMM
(375 mé 11 Eq) was added dry tetrahydrofuran (120 mé ) under nitrogen atmosphere
and the mixture was kept at 15 C Isobutyl chbroformate (4 22 mé 105 Eq) was
added thereto and the mixture was stured for about 20 minutes The reactants were
kept at °C which was then mixed with diazomethane-ether sduton (synthesized from
2 0 Eq of 1 methyl3 nitro [ nitrosoguamdine 60 md ) to prepare diazoketone
denvauve (~30 munutes) 30% HBr/AcOH (1283 nf 2 0 Eq) was added thereto to
prepare bromomethyl ketone denvative (30 60 minutes) The product was extracted
with ethyl acetate washed twice with saturated aqueous sodium bicarbonate soltion
and aqueous sodinm chlonide solution dned (2nhydrous Na ISO‘) and concentrated
under reduced pressure to gve bromomethyl ketone denvative (129 g) na stor

chiometnc amount

Thus obtained bromomethyl ketone denvauve (X 12 9g 31 Ommd) and phend
(3 23g 12 Eq) were dissdved in dimethylformamide (30 n€ ) KF(4 53g 2 5 Eq) was
added and the muxture was sturred for two hours to gve phenoxymethyl ketone
denvative (XIb) This compound was dissolved in methand (40 mé ) THF (100 me )
and was reacted by adding NaBH4 (2 35 g) methandl sdution (40 mé ) { 10°C room
temperature two hours) The reaction was stopped by acetic ac:d and the reaction
mixture was distiled under reduced pressure to remove methanol The residue was
extracted with ethy! acetate (50 mé x 2) washed with water and aqueous sodium
chionde solution dried (anhydrous Na 2SO‘) concentrated under reduced pressure and
separated punfied by caumn chromatography (ethyl acetate hexane 1 7)to gve a
compound (XIIb 6 50g Yield 50%) in a diastereomeric form of which amino group 15
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protected by benzyloxycarbonyl

IHNMR@OOMIZ CICl 3)673 72(m BI) 59(m 1H) 52(m 4H) 4 7(m
1H) 29(m 1H) 27(m 1H) 14(s 9H)

The benzylbxycarbonyl group of the compound obtained above was removed
(Pd/C) under hydrogen baloon to gve the title compound (4 16g Yiel 95%)

' H NMR(400MHz DMSO d )88 1(br 2H) 73(m SH) 56(m 1H) 4140 (m
3H) 2 6(m 2H) 14(s 9H)

Example 3

t butyl (35) 3-{[(5 methyl 3 phenyl-4 § dihydro 5 1soxazolyl)carbonyl]
amino} 4 oxo 5 phenoxypentanoate (Ib)

A mxture of the carboxyhc acid dentvative prepared 1n Preparation 4 (Vila 273
mg 1 33 mmdl) the amino dcohdl derivative prepared 1n Preparation 7 (VIITb 412
mg 1 1 Eq) and HATU (657 mg 1 3 Eq) was codled to (°C tniethylamine (0 74 mé
4 0 Eq) was added tn a solvent of DMF(5 m€ ) and the resuling mixture was reacted
for 5 hours The sdvent was dist@led under reduced pressure and the residue was
extracted with ethyl acetate (200 m x 2) washed with water aqueous sodium b
carbonate sclution and 2queous sodium chlonde saution dnied (anhydrous Na zSC).‘)
concentrated under reduced pressure and purified by coumn chromatography
(30-40% EA/Hex) to gve Compound (IXb) (545 mg Yield 88%) To this compound
and Dess Martin reagent (1 43 g 3 0 Eq) was added dry dichloromethane (25 mf ) and
the mixture was stured for one hour at room temperature The reaction was stopped by
1sopropyl adcohd (2 mé ) The sofid was removed by filtration under reduced pressure
through Cehte and the fitrate was extracted with ethyl acetate (20 mé x 2) washed
with water saturated aqueous sodium bicarbonate solution and aqueous sodium
chlonde soation dried (anhydrous Na zSO“) concentrated under reduced pressure and
prefimnarily punfied by cdumn chromatography (elient 25% ethyl acetate hexane)
to gve the diastereomenc title compound (540 mg Yield 99%)

'HNMR(400MHZ CICl 3)5'7 8(NH 1H) 75(m ZH) 7 3(m 3H) 7 3(m 1H)
7 1{m 1H) 68(m 2H) 67(m 1H) 49(s IH) 47-46(m 2H) 37(d J=17Hz 1H)
32(d J=17Hz 1H) 29(m 1H) 28(m 1H) 17(s 3H) 1 4(s 9H)
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[323)

[324) Example 4

[325) (35) 3 {[(5 methyl 3 phenyl 4,5 dihydro 5 1s0xazolyl)carbonyl]
amno} 4 oxo 5 phenoxypentanoic acid (Ibb)

(326] The compound prepared in Example 3 (530 mg 1 136 mmd)) was dissclved in
dichloromethane (6 i ) and tnflioroacetic acid (3 mé ) was added at (°C The mixture
was stured for two hours while 1t was slowly warmed to room temperature and con
centrated under reduced pressure to gve the title compound (Tbb) (465 mg) with a stot
chiometnc yield

[327]

[328] 'H NMR(400MHz CDCi 3) 875(m 2H) 73(m 3H) 71\ 1H) 6 7(m 5H)
50-46(m 2H) 42(m 1H) 3 8(m 1H) 32(m !H) 302 7(m 2H) 1 6(s 3H)

[329]

{330] Preparation 8

[331) Ethyl 2 ethylacrylate (XVb)

(332) To CulN (26 9 g dned in advarce under vacuum) was added under nitrogen
atmosphere about 500 mé of dry tetrahydrofuran The mixture was kept at 78C and
100 me of methy! magnesium bromude (3 OM diethylether solution) was swly added
thereto under mechanica sturing The thick mixture was stirred for about 30 minutes
at 78C Ethyl 2 bromomethylacrylate (28 9 g 150 mmd Synthetic method
Vikeras J and Rambaud M Synthesis 1982 9/4) dissdved 1n about 30 o€ of dry
tetrahydrofuran was slowly added thereto The temperature of the reaction mixture was
slowly raised to room temperature over two hours The reaction was completed by
slowly adding saturated ammonium chlonide solution (~50 m ) The reaction mixture
was filtered through Cehte to remove the precipitates and then washed with di
ethylether The orgamic layer was washed with water and saturated sodium bicarbonate
solution (300 mé x 2) dried (anhydrous Na 2SO“) and concentrated under reduced
pressure to gve 26 7g (stoichiometnc yteld) of 2 transparent Bquid This iquid was
dentfied by 'H NMR (500 MHz CICI ) and was confirmed to be the itle compound
having about 75% of w/w punty

(333]

(334] ' H NMR(500MHz CIXCl ]) &6 12(1H,s) 550(1H s) 420(2H q J=7 3 Hz)
231(2H qt) 128(3H t =73 Hz) 1 073K =7 §z)

[335]

[336] Preparation 9
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[337] Ethyl 5 ethyl 3 phenyl 4 5> dihydro > 1soxazolecarboxylate (VIh)

[338] The compound of Preparation 8 (XVa) was reacted according to the same
procedure as Preparation 5 to gve the title compound

(339}

[340] 'H NMR(400MHz CICl 3) 87 6(m 2H) 74-73(m 3H) 43-42(m 2H) 40(d J
=17 2Hz 1H) 34(d J=172Hz IH) 21 20(m 2H) 13(t 3H) 10(t, 3H)

(341]

[342] Preparation 10

[343) t Butyl (35)3 ammo 4 hydroxy 5 (2,3 5 6 tetrafluorophenoxy)
pentanoate (VIIc)

[344] 2 35 6 Tetrafluorophend was reacted according to the same procedure as
Preparations 5 and 6 to gve the title compound 1n a total yield of 72%

[345]

(346] ' H NMR(400MHz DMSO ds) 5 82(br 2H) 76 75(m 1H) >9%(m 1H)
434 }{(m 3H) 36{(m 1H) 27(m 1H) 14(s 9H)

[347)

[348] Example 5

[349] t Butyl (35) 3-{{(> ethvl 3-phenyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl)carbonyl]
amino} 4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorophenoxy)pentanoate (Ic)

[350] The compounds of Preparations 9 and 10 were reacted according to the same
procedure as Preparation 4 and Example 1 to gve the title compound

[351]

[352) 'H NMR(400MHz CDCi 3) 676(dd J=36 16Hz |H) 76(m 2H) 74 7 3(m

[353]
[354)

(333]

[356}

{357]
[358]

3H) 67(m 1H) 51-49(m 2H) 49 48m 1H) 37(dd J=176 172Hz 1H)
33(1H d J=172He) 3028(m 1H) 2827(m 1H) 2 I{m 1H) 19(m LH)
1 4-13(twos 9H) 1 O(m 3H)

Example 6
(35) 3-{{(5 ethy! 3-phenyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl)carbonyl]
amino} 4 oxo 5 (2 3,5 6-tetrafluorophenoxy)pentanoic acid (Iec)
The compound of Example 5 was reacted according to the same procedure as

Example 2 to gve the title compound

' H NMR(@400MHz DMSO d )87 6(br 1H) 76 75(m 2H) 747 3(m 3H)
68 67(m 1H) 49-48(m 1H) 450r 2H) 37(d J=16Hz 1H) 33(d I = 16Hz
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[359]
[360]
[361]
[362]
[363]

[364]
[365]

[366)
[3671
[368)

[369]

[370]
[371]

1372}
[373}
[374]

[375)

(3761
(377)

(378]
[3M]
[380]
[381]

29

1H) 3330(m 1H) 2827(m 1H) 2 1(m 1H) 20 19(m 1H) 10(m 3H)
MS [M+H] 497

Preparation 11

Ethyl 5 ethyl 3-(1 naphthyl) 4 > dihydro 5 isoxazolecarboxylate (VIc)

1 Naphthadehyde and ethyl 2 ethylacrylate were reacted according to the same
procedure as Preparations 1 2 and 3 to give the title compound

' H NMR@400MHz CLCl )889(d T=8 &z 1H) 79 78(m 2H) 76-7 4m
4H) 43 42(m 2H) 40(d T=172Hz 1H) 34(d J=172Hz 1H) 21 20{(m 2H)
13(t, 3H) 10, 3H)

Example 7

t Butyl (35) 3 {{[5 ethyl 3 (1 naphthyl) 4 5 dihydro S 1s0xazolyl)
carbonyl}amino) 4 oxo 5 (2 3 5 6 tetraflucrophenoxy)pentanoate (Id)

The compounds of Preparattons 11 and 10 were reacted according to the same
procedure as Preparation 4 and Example 1 to gve the title compound

' H NMR@400MHz CIC1 )88 9(m 1H) 79 78(m 3H) 767 4(m 4H)
6569(m 1H) 5149(m 2H) 49(m 1H) 39(dd 1H) 35(d J=172Hz 1H)
30-29(m 1H) 28m 1H) 22(m 1H) 20(m 1H) 14 13@wos 9H) 1 I(m 3H)

Example §
(35) 3 ({(5 ethyl 3 (1 naphthyl) 4,5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 4-0xo0 5 (2,3,5 6 tetra fluorophenoxy)pentanoic acd (Idd)
The compound of Example 7 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to gve the title compound

'H NMR(400MHz CDC1 ) 888(m 1H) 797 7(m 3H) 76 74(m 4H) 67 (m
1H) 49(m 1H) 4 5(br 2H) 3 9(d J=172Hz 1H) 35(d J=17 2Hz 1H)
3129m 1H) 2827(m 1H) 22(m 1H) 20(m 1H) 10(m 3H)

MS [M+MeOH+Na} 601

Preparation 12
Ethyl 5 ethyl 3 (2 naphthyl) 4 5 dihydro > 1soxazalecarboxylate (Vid)

“3
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[382]

(383]
[384]

[385]
[386]
[387]

[388]

(389]
(390}

[391]
(392]
(393)

(394}

{395]
{3961
[397]

[398]
[399]
[400]
{401]

30

2 Naphthaldehyde and ethyl 2 ethylacrylate were reacted according to the same
procedure as Preparations | 2 and 3 to gve the title compound

' H NMR(500MHz CDCl )887(d J=88&iz 1H) 7877(m 2H) 7573 (m
4H) 43-42(m 2H) 40(d J=172Hz 1H) 34(d J=172Hz 1H) 21 20(m 2H)
13(t 3H) 10(t 3H)

Example 9

t Butyl (35) 3 ({[> ethyl 3 (2 naphthyl) 4,5 dihydro-§ 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 4 oxo > (2 3,5 6 tetrafluorophenoxy)pentanoate (Ie)

The compounds of Preparations 12 and 10 were reacted according to the same

procedure as Preparation 4 and Example 1 to gve the bitle compound

"H NMR(400MHz CDCl )BT877(m 6H) 75(m 2H) 67& 65 (m 1H)
5149(m 2H) 49 48(m 2H) 3 8(dd J=16Hz 1H) 34(d J=16Hz 1H) 3 0(m
1H) 28(m 1H) 2827(m 1H) 222 I(m IH) 20(m 1H) 14-13 (twos 9H)
1110(m 3H)

Example 10
(35) 3 ({[> ethyl 3 (2 naphthyl) 4,5 dihydro 5 1s0xazolyl]
carbonyl}amino) 4 oxo > (2 3,5,6 tetra fluorophenoxy)pentanocic acid (Iee)
The compound of Example 9 was deprotected according to the same procedure as
Example 2 and the 1somers were resolved by prep TLC to gve the falowing two

compounds

Weakly pdar diastereomer-

' H NMR(400MHz DMSO dd)b 12 4(br 1H) 8 7(br 1H) 81(s 1H) 79 8 0(m
3H) 78 79%m 1H) 757 6(m 3H) 52(br 2H) 47(br 1H) 3 8(d J=172Hz 1H)
35(d J=176Hz 1H) 27(m 1H) 25(m IH) 20(m 1H) 19m 1H) 09-0 8(m
3H)

MS [M+H] 547

Highly poar diastereomer
' H NMR(400MHz DMSO da) 58 6(br 1H) 82(s [H) 80-79(m 3H) 7 9(m
1H) 7 6(m 2H) 7 4{m 1H) 50(br 2H) 4 8(m 1H) 39(d J=176Hz, 1H) 36(d J
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(402}
[403]
[404)
[405]

[406]
[407]

(48]
[409]
[410)

[411]

[412]
[413)

[414)
[415)
[416]

[417]
[418]

[419]

[420]
[421]

N

=176Hz 1H) 2927(m 2H) 2120(m 1H) 20 19(m 1H) 09(m 3H)

Preparaton 13

Ethyl 5 ethyl 3 (1 isoquinolmyl) 4,5 dihydro-5 1soxazelecarboxylate (VIe)

1 Isoquindiinealdehyde and ethyl 2 ethylacrylate were reacted according to the
same procedure as Preparations 1 2 and 3 The title compound 1n an acthive chira
1somenc form was separated by Churd OD HPLC (Daicel Chemical Industries 2 00cm
x 25cm ODO0OCT 1C005 3% 1 PrOH in Hexane 220nm) which was then used 1n the
next reaction

' H NMR(400MHz CICI )8925(m 1H) 855(d 1H) 785(d 1H) 7747 65(m
3H) 429(m 2H) 4 13(d 1H) 371(d 1H) 2 Li(m 2H) 1 53(1, 3H) 1 06(t 3H)

Example 11

t Butyl (35) 3 ({[> ethyl 3 (1 ;soqunolinyl) 4,5 dihydro 5 1s0x2zolyl]
carbonyl}ammo)-4 oxo 5 (2,3,5 6 tetrafluorophenoxy)pentanoate (If)

The corapounds of Preparations 13 and 10 were reacted according to the same
procedure as Preparation 4 and Example 1 to give the title compound

" H NMR(400MHz CDCl 1) 69 14(m 1H) 853(m 1H) 791 7 85(m 2H)
774 7 64(m 3H) 673 6 62(m 1H) 530-491(m 3H) 4 09(twod 1H) 3 72(two d
1) 304 276(m 2H) 224(m 1H) 204(m 1H) 145 & 135(twos 9H) 1 B(twot
3H)

Example 12

(35) 3 ({[5 ethy! 3 (1 1soquinolinyl) 4,5 dihydro-5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 4 oxo 5 (2,3,5,6 tetrafluorophenoxy)pentanoic acid (Iff)

The compound of Example 11 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to gve the title cornpound

' H NMR(400MHz DMSO-dG) 3902(m IH) 876(m 1H) 85%m 1H)
88 773(m 4H) 761 732(m 1H) 519 510(m 2H) 493 4 65(m 1H) 391 (twod
1H) 3 68(twod 1H) 291 252(m 2H) 2 10 1 94(m 2H) 0 94(two t 3H)

Mass M+H 548
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{422] Example 13
[423] t Butyl 3 ({{5 ethyl 3 (2 1soquinolinyl) 4 5§ dihydroe § 1soxazolyl]

[424]

[425)]
[426]

{427]
[428]
[429]

[(430]

[431]
[432]

[433]
[434]
[435]
[436]

[437]
[438]

[439]

[440]
{441}
[442]

carbonyl}lamino) 5 fluoro-4 oxopentanoate (Ig)

The compound of Preparation 13 and t butyl
3 amuno 5 fhoro-4 hydroxypentanoate were reacted according to the same procedure
as Preparation 4 and Example 1 to gve the title compound

' H NMR(400MHz CIX] 1) 89 15(m 1H) 855(d 1H) 787 7 66(m SH)
522 489(m 3H) 4 12(twod 1H) 3 72(twod 1H) 305275(m 2H) 222 (m 1H)
204(m 1H) 145& 1 34(twos 9H) 1 07(two t, 3H)

Example 14

3 ({[5 Ethyl 3 (1 1soqumolinyl) 4 5 dihydro 5 1s0xazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic aad (Igg)

The compound of Example 13 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to gve the utle compound

'H NMR(@400MHz DMSO ds) 5903(m 1H) 867 8 59(m, 2H) 8 (8(d 1H)
797 778(m 3H) 526 507(m 2H) 475(m 1H) 3 %94(twod 1H) 3 67(twod 1H)
288 258(m 2H) 207 1 94(m 2ZH) 096(twot 3H)

Mass M+H 402

Example 15

Ethyl 3-({[5 ethyl 3-(1 1saquinolinyl) 4 5 dihydro 5 isoxazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoate (Thh)

The compound of Example 14 was reacted according to 2 method known 1n
Tetrahedron Letters 1994 35(52) 9693 9696 to gve the title compound

'H NMR(400MHz CDCl 1)69 15(m IH) 855(d 1H) 789 7 67(m 5H)
523 494(m 3H) 418(m 2H) 4 11(twod 1H) 3 72(twed 1H) 38 282 (m ZH)
222(m LH) 205(m 1H) 129 1 04({m 6H)

Preparaton 14
Methyl 5 1sopropyl 3-(1 1soquimnohinyl)-4,5 dihydro 5 1soxazolecarboxylate)

and resolution (VIf)
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[443]

[444]
[445)

(446]
[447]
[443)

(4491

[450]
[451]

[452)

[453]

[454]

[455]

[456)
[457]

[458]

3

1 Isoquinolineddehyde and methyl 2 1sopropylacrylate were reacted according to
the same procedure as Preparations 1 2 and 3 to gve the title compound From thus
obtained compound (5R) active chiral 1somer (3 7min 11 7mun) was separated by
prep HPLC vsing chiral OD cdumn (Daicel Chemical Industries 2 00cm x 25¢m
0ODO00CT 1C005 5% 1 PrOH 1n Hexane 14 mé /mun 220nm) (the other (5S) 1somer
was eluted dunng the retentton time of 153 20 Imun) which was then used 1n the next
reaction (see Preparation 23 for the resolution after hydrdysis)

' H NMR(500MHz CDC1 )89 24(m 1H) 855(d 1H) 785(d 1H) 772( 3H)
767(m 2H) 411(d 1H) 3 83(s 3H) 374(d 1H) 2 50(septet 1H) 107(d 3H)
102(d 3H)

Example 16

t Butyl 5 fluoro 3 ({[(5R
) 5 sopropyl 3 (1 1soquinohinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazolylJcarbonyl}anuno) 4 oxo
pentanoate (Ih)

The compound of Preparation {4 and ¢ butyl
3 amino 5 fluoro 4 hydroxypentanoate were reacted according to the same procedure
as Preparation 4 and Example 1 to gve the title compound

' H NMR(500MHz CLCl 1) 659 14(m 1H) 855(d 1H) 787 765(m 5H)
5234 93(m 2H) 490(m 1H) 4 0>-4 00(two d 1H) 3 84-3 P(two 1H)
306 274(m 2H) 240(m 1H) 145 & 134(twos 9H) 112 107(m 6H)

Example 17
5 Fluoro 3 ({[(>R) 5 1sopropyl 3 (1 isoquinohnyl) 4 5-dihydro 5 soxazolyl}
carbonyl}amino) 4-oxopentancic acd (In)
The compound of Example 16 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to gve the itle compound (the compound of (5 5) tsomer Lu u was
obtained according to the same procedure)

' H NMR@400MHz DMSO-d‘) 59 00(m 1H) 8 63 8 48(m 2H) 8 (B(d 1H)
797(m 1H)787 776(m 2H) 5.31 4 82(br 2H) 4 74(m 1H) 39i(twod 1H)
373(twod 1H) 288 261(m 2H) 233(m 1H) 093(m 6IH)

Mass M+H 416
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[459]

[460] Preparation 15

461} Ethyl S ethyl 3 (4 qumolinyl) 4 5 dihydro > 1soxazolecarboxylate (VIg)

[462] 4-Quincinealdehyde and ethyl 2-ethylacrylate were reacted according to the same
procedure as Preparations 1 2 and 3 to gve the tile compound

[463]

[464] 'H NMR(400MHz CIXC ) 5895(d 1H) 88%(m 1H) 811(d 1H) 783(m 1H)

[465)
[466)
[467)

[468]

[469]
[470)

[471]
[472]
[473]

(474)

[475]
[476]

[477
[478]
[47]
[480]

77 (m 1H) 765(d tH) 427(m 2H) 401(d 1H) 367(d I1H) 2 10(m 2H) 131(t
3H) 102(t 3H)

Example 18

t Butyl 3 ({5 ethyl 3 (4-quinohinyl) 4,5 dihydro 5 )s0xazolyl]
c¢arbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanocate (1)

The compound of Preparation 15 and t buty!l
3 amino-5 flroro-4 hydroxypentanoate were reacted according to the same procedure
as Preparaton 4 and Example 1 to gve the title compound

' H NMR(400MHz CDCI ) 3897(d 1H) 88%(m 1H) 817(d 1H) 787 7 64(m
3H) 736(d 1H) 521 493(m 3H) 393(wod 1H) 348(twod 1H) 305 2 78(m
2H) 224(m 1H) 203(m 1H) 146 & 133(twos SH) 1 06(two t 3H)

Example 19
3 ({{5 Ethyl 3-(4-quinolinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro-4 oxopentanoic acid (X))
The compound of Example 18 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to gve the title compound

' H NMR(00MHz DMSO d ) 59 16 9 10(m 2H) 825 7 86(m SH) 5 200
2H) 475(m 1H) 400-389(twod 1H) 373(twod 1H) 2 87 2 7i(m, 2H)
226 2 05(m 2H) 1 07(two t 3H)

Mass M+H 402

Preparation 16
Ethyl 3 (benzothiophen 2 yl) 5 ethyl-4,5> dihydro-5 1soxazolecarboxylate

(VIh)

&

54
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[481)

[432]
[483]

[484]
[485)
[486]
[487]

(488]
[489)

[490]
{491]
[492]

[493]

[494]
{4951

35

Benzothiophen 2 adehyde oxime denivative (400 mg 2 26 mmdl) prepared
according to the same procedure as Preparation 1 was dissolved 1n THF (25 m€ ) and
the mixture was kept at ’C Ethyi 2 ethylacrylate (434 mg 1.5 Eq) and tmethylamine
(7 drops) were dissdved in THF (5 mé ) thus obtamned scution was sbwly added to
the above and sodium hypochlonte sdution (6 0 B ) was further added The reaction
solution was warmed to room temperature and stured for 4 hours Water (20 ml ) was
added and the mixture was extracted with ethyl acetate (40 mé x 2) washed with
aqueous sodwum chlonde solution (20 mé ) dned over magnesium sulfate fitered and
concentrated under reduced pressure The residue was punfied by ccumn chro-
matography (20% ethyl acetate hexane) to gve the title compound (121 mg Yield
187%)

' H NMR(400MHz CDCl J) 8782775(m 2H) 740 7 32(m 3H) 428(m 2H)
390(¢ 1H) 331(d 1H) 207(m 2H) 133(t 3H) 1 01(¢t 3H)

Example 20
¢ Butyl 3-({{3 (benzothiophen 2 yI) 5 ethyl 4 5 dihydro-5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) > fluoro 4 oxopentanoate (Ij)
The compound of Preparation 16 and t butyl
3 amuno 5 flioro 4 hydroxypentanoate were reacted according to the same procedure
as Preparation 4 and Example 1 to gve the nitle compound

'H NMR(400MHz CDCl :) 5783 768(m 3H) 742 735(m 3H) 521-4 88 (m
3H) 3 80(twod 1H) 3 38(twod 1H) 303 278(m 2H) 2 17(m 1H) 20i(m 1)
146 & 1 38(two s 9H) 103(two t, 3H)

Example 21

3 ({[3 (benzothiophen 2 yl) 5 ethy! 4 5 dihydro 5 1soxazolyll
carbonyl}amino) > fluorc 4 oxopentanoic acd
(3 ({[3 (benzotluophen 2 yI) 5 ethyl-4,S dihydro-5 isoxazolyl]
carbonyljamino) 5 fluoro-4-oxopentanoic aad) (Ikk)

The compound of Example 20 was reacted according to the same procedure as

Example 2 to gve the title compound

' H NMR@00MHz DMSO d ) 88 63(m 1H) 8 11 79(m 3H) 747 736(m
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{496]
[497]
{498]
[499]

[500]

(501]
{502]

[503]
(504}
[505]
[506]

(5071

(5081
£509]

(5101
{3111

36

2H) 524 506(m 2H) 473(m 1H) 3 P(twod 1H) 3 53(twod 1H) 283 258(m
2H) 203 186(m 2H) 091(two t, 3H)
Mass M+H 407

Preparation 17

Ethyl 3 (1,3 dunethyl 1H mndol 2 yl) 5 ethyl 4 5 dihydro 5§ 1soxazole
carboxylate (VIi)

1 3 Oimethy}1H indal-2 dldehyde oxime denvative (356 mg 2 07 romol) was
dissolved i dichbromethane (20 mé ) and the mixture was kept at FC Ethyl
2-ethylacrylate (345 mg 1 3 Eq) and tnethylamune (6 drops) were dissalved mn
dichloromethane (5 @l ) thus obtarned solution was slowly added to the above and
sodium hypochlonte sdution (5 5 m ) was further added The reaction scution was
warmed to room temperature and stured for 4 hours Water (20 mf ) was added and
the mixture was extracted with dichloromethane (40 mé x 2) washed with agueous
sodium chionde solttion (20 mé ) dnied over magnesium sulfate fitered and con
centrated under reduced pressure The residue was punfied by coumn chromatography
(15% ethyl acetate hexane) to gve the utle compound (230 mg Yield 35%)

"H NMR(400MHz CDCl 3) 5760(d IH) 731(m 2H) 7 12(m 1H) 4 29(m 2H)
398(d 1H) 394(s 3H) 340(d 1H) 247(s 3H) 2 B(m 2H) ! 34(t 3H) 1 04(
3H)

Mass M+H 3135

Example 22

t Butyl (35)-3-({{3-(1 3-dimethyl 1H indol 2-y}) 5 ethyl 4 5 dihydro 5
1soxazolyllcarbonyl}ammo) 4 oxo 5 (2,3 5 6 tetrafluorophenoxy)pentanoate (Ik)

The compounds of Preparations 17 and 10 were reacted according to the same
procedure as Preparation 4 and Example 1 to gve the title compound

' H NMR(400MHz CDCl ) 785 77(m 1H) 757(m 1H) 737 726(m 2H)
7 13(m 1H) 67> 649(m 1H) 5 12-4 90(m,3H) 3 95(two d 1H) 3 89 (two s 3H)
3 45(twod 1H) 303 2B(m 2H) 2 44(two's 3H) 222(m 1H) 20l(m 1H) 158&
137(two s 9H) 105(two t, 3H)

Example 23

S

56
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[512)

{513}

[514]
(515]

(516
[517]
[(518]

{519}

[520}
[521)

[522]
[523)
[524]

323)

[526]
(527

[528]
[529]
[530]
[531]

37

(35) 3 ({[3 (13 dimethyl 1H ndol 2 yl) 5 ethyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}ammo) 4 oxo 5 (2 3 5,6 tetrafluorophenoxy)pentanoic aad ( IIl)

The compound of Example 22 was reacted according to the seme procedure as
Example 2 to gve the title compound

' H NMR(400MHz DMSO d‘) 8 867(br 1H) 761 743(m 3H) 727(m 1H)
7 B(m 1H) 520(br 2H) 4 83(m 1H) 3 84(two s 3H) 3 76{twod 1H) 3 59(two d
1H) 291 260(m 2H) 250(two s 3H) 207 1 91(m 2H) 0 95(two t, 3H)

Example 24
¢t Butyl 3-({[3 (1,3 dimethyl 15 1ndol 2 y1) 5 ethyl 4 5 dihydro 5 1soxazolyl
Jcarbonyl}amino) 5 fuoro-4 oxopentanoate (I1)
The compound of Preparation 17 and t butyl
3 amino 5 fuoro-4-hydroxypentanoate were reacted according to the same procedure
as Preparation 4 and Example 1 to gve the title compound

' H NMR(400MHz CICl ]) 57 ®(m 1H) 760(m 1H) 732(m 2H) 7 13(m
1H) 520-490(m 3H) 397 3 89(m 4H) 346(twod 1H) 303 277(m 2H) 2 21(m
1H) 20l(m 1H) 146 & 1 38(twos 9H) 1 05(twot 3H)

Example 25§

3 ({{3-(1,3-Dimethy! 14 indol 2 yl) 5 ethyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyi]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid (Imm)

The compound of Example 24 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to gve the hile compound

'H NMR(400MHz, DMSO ds) 68 68(br 1H) 7 60(m 1H) 745(m 1H) 726(m
1H) 707(m 1H) 520(br 2H) 4 81(m 1H) 3 84(twos 3H) 376 (twod 1H)
359(twod 1H) 294-259(m 2H) 238(twos 3H) 207 191 (m 2H) 095(wo t,
3H)

Mass M+H 418

Preparation 18
Ethyl 5 ethyl 3 (1 naphthylmethyl) 4,5 dihydro 5 1soxazolecarboxylate

(VIy)
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{532}

[533]
{534]

(535]
[536])
(5371

[538]

[539)
(540

[541]
(542)
[543]

(544]
[545]

[546]

(547]
{5481
[549]
[550]

[551]

38

1 Naphithylacetaddehyde and ethyl 2 ethylacrylate were reacted according to the
same procedure as Preparations 1 2 and 3 to give the title compound

' H NMR(500MHz CDCl )88180(d Y=8&iz 1H) 78(d J=76Hz 1H)
7877(d T=8z, 1H) 75 74(m 2H) 74-73(m 2H) 41 40(m 4H) 31(d I =
17 6Hz 1H) 26(d T=17 6Hz 1H) 18 17(m 2H) 1 2(t, 3H) 0 7(t >H)

Example 26

t Butyl (35 3-({[5 ethyl 3 (1 naphthylmethyl)-4,5 dihydro-5 isoxazolyl]
carbonyl}amino) 4 oxo 5 (2 3,5 6 tetrafluorophenoxy)pentanoate (Im)

The compounds of Preparations 18 and 10 were reacted according to the same
procedure as Preparation 4 and Example 1 to gve the title compound

'H NMR(400MHz CDCl )380(m 1H) 78(m 1H) 78(m 1H) 77(m IH)
75(m 2H) 74 73(m 2H) 67(m 1H) 504 9(m 2H) 49 4 &(m 1H) 424 0(m
2H) 3 1(dd J=24 8z 1H) 2926(m 3H) 19(m 1H) 17(m 1H) 14{twos 9H)
0 8(m 3H)

Example 27
(35) 3 ({[5 ethyl 3-(1 naphthylmethyl) 4,5 dihydro 5 1soxazolyljcarbonyl}
amuno) 4 oxo-5 (235 6 tetrafluorophenoxy)pentanoic acd ( Inn )
The compound of Example 26 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to gve the nitle compound

' H NMR(400MHz DMSO d )8 123(br 1H) 8 4(br 1H) 8 0(m 1H) 79(m
IED) 78(m 1H) 75 74(m SH) 50(r 2H) 4 7(m 1H) 40(s ZH) 3 3(m 1H)
3 1(m 1H) 28(m 2H) 25(m 1H) 18(m 1H) 17(n 1H) 08(m 3H)

MS [(M+H]' 561

Example 28

(35) 5 (¢ butoxy) 3-[({5 ethyl 3 [2 (1 naphthyDethyl]
4 5 dihydro 5 1soxazolyl}carbonyl)amino] 2,5 dioxopentyl 26 dichlorobenzoate
(In)

1 Naphthylpropionadehyde and the compound of Preparation 6 were reacted
according to the same procedure as Preparations 1 2 3 and 4 and Example 1 to gve

37



WO 2005/021516 PCT/KR2004/002139

[552]
[553]

{554)
[555]
[556]

{557}
(558]

{559}

(560]
{561}
[562]

(563]

[564]

[565]

[566]
[567]
(568]

(5691

39

the title compound

'H NMR(400MHz CLCI 3) 5800(d 1H) 785(m 1H) 776(m 2H) 757 7 28(m
TH) 734-727(m 3H) 520 5 05(m 2H) 494 & 4 88(twom 1H) 339 327(m 3H)
297 272(m 5H) 207(m 1H) 186(m 1H) 146 & 145(twos 9H) 100 & 0 96(two
t, 3H)

Example 29

(35) 5 [(2 6-dichlorobenzoyl)oxy] 3-[({5 ethyl 3 {2 (1 naphthylethyl]
4 5-dihydro-5 1soxazolyl}carbonyl)amino}-d-oxopentanoic acid (Too)

The compound of Example 28 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to gve the itle compound

' H NMR(400MHz DMSO d‘) &845(bd 1H) 806(d 1H) 790(d 1H) 777(d
1H) 760737(m 7H) 521 503(m 2H) 473(m 1H) 306(m 2H) 2 65(bd 4H)
191 & 1 74(two m 2H) 0 84(m 3H)

Preparation 19

Ethyl 5 ethyl 3-[(1 naphthyloxy)methyl] 4 S dihydro 5 1soxazole
carboxylate (VII)

2 Nitroethand pyranyl denvative (see Synthesis 1993 /2 1206 12(8) and ethyl
2 ethylacrylate were reacted and the resulting product was deprotected to gve ethyl
5 ethyl(3 hydroxymethyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdecarboxylate (23%) This compound
was subjected to bromination (CBr4 PPhJ 94%) and then reacted with | naphthd
(NaH DMF 82%) to gve the title compound

' H NMR(500MHz CLC! 3) 5 820(m 1H) 781(d 1H) 7.55 7 42(m 3H) 7 36(m
1H) 688(d, 1H) 501(dd 2H) 4 22(m 2H) 361(d 1H) 307(d (H) 197(m 2H)
127(t 3H) 093(t, 3H)

Example 30
(3S) 3-[({5-Ethyl 3-[(1 naphthyloxy)methyl]
4,5 dihydro 5 1soxazolyl}carbonylammno] 4 oxo 5 (2,3 5,6 tetrafluorophenoxy)pe

ntanoic acid (Ipp)
The compounds of Preparations 19 and 10 were reacted according to the same
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procedure as Preparaton 4 and Examples 1 and 2 to gve the title compound

' H NMR(400MHz DMSO d )88 51(br 1H) 8 13(m 1H) 787(m 1H)
754-738(m SH) 702(m 1H) 5184 97(m 4H) 471(m 1H) 3 58(twod 1H)
321(twod 1H) 268(m 2H) 197(m 1H) 181(m 1H) O 86(two t, 3H)

Mass M+H 577

Example 31

(35) 3 {{(3 {[(4 Chloro 1 naphthyDoxy]
methyl} 5 ethyl 4,5 dihydro-5 soxazolyl)carbonylJamino} 4-ox0-5 (2,3,5 6-tetrafl
uorophenoxy)pentanoic acd (Iqqg)

The bromo denvative obtained as an intermediate dunng the process of Preparation
19 and 4-chloro-1 naphthol were reacted according to the same procedure as
Preparation 19 to gve ethyl 5 ethyl3 ((4-chloro 1 naphthyloxy)methyl]
4 5 dihydro 5 1soxazdecarboxylate which was then reacied according to the same
procedure as Preparation 4 and Examples 1 and 2 to give the title compound

' H NMR(400MHz DMSO d)8865(m 1H) 824-809(m 2H) 778 735(m
4H) 706(m 1H) 517 507(m 4H) 4 824 69(m 1H) 345(twod 1H) 323(twod
1H) 283 252(m 2H) 196 1 P(m 2H) 0 86(two t 3H)

Mass M+H611

Preparation 20

tert Butyl (35) 3 ammno-4 hydroxybutanoate

To N benzyloxycarbonyk§ t butylaspartic acid (30 g 9 28 mmol) and NMM (1 12
mé 1 1Eq) was added dry tetrahydrofuran (20 m¢ ) under nitrogen atmosphere The
reaction sdution was kept at °C Isobutyl chloroformate (1 26 mé 1 05 Eq) was
added and the mixture was stured for about 40 munutes Thus obtained shirry was
fitered under mitrogen and the resulting solution was added to NaBH . (702mg 20
Eq) scution [methand (10 m¢ ) dry tetrehydrofuran (20 m )] at 78C The resuling
mxture was slowly warmed to room temperature (two hours) The reaction was
stopped by acetic acid (2 3 mé ) and the reaction sotion was distiled under reduced
pressure to remove methand The residue was extracted with ethyl acetate (50 € x 2)
washed with water and aqueous sodium chionde saitton dnied (anhydrous Na 2SO‘)
concentrated under reduced pressure and separated punfied by coumn chro

6O
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matography (ethyl acetate hexene I 5) to gve an dcohd compound (2 52g Yield
88%)

The benzykbxycarbonyl group of the compound obtained above was removed
(PA/O) under hydrogen baloon for one hour to gve the title compound (Yield 100%)

' H NMR(400MHz DMSO d? 84 60(bs 1H) 3 21(m 2H) 296(m 1H) 241(dd
1H) 203(dd 1H) 140(s 9H)

Preparation 21

tert Butyl (35) 4 hydroxy 3-({[(5R
) 5 1sopropy! 3-(1 1soquinolinyl)-4,5 dihydro S isoxazoly}lcarbonyl}amino)butano
ate (XVI)

The compound of Preparation 14 was reacted according to the same procedure as
Preparation 4 to gve an active carboxyiic acid denivative (VIIf) A mixture of sad
active carboxyfic acid denvative (VI 224 mg 07 mmodl) the amino acohd
denvative prepared :n Preparation 20 (166 mg 12 Eq) and HATU (390 mg 1 3 Eq)
was caoled to (PC tnethylamine (033 m¢ 3 0 Eq) was added in a solvent of DMF(5
m¢ } and the resulting muxture was reacted for two hours The solvent was distilled
under reduced pressure and the restdue was extracted with ethyl acetate (50 mé x 2)
washed with water aqueous sodium bicarbonate solntion and aqueous sodum
chlonide sdution dned (anhydrous Na 2SO ) concentrated under reduced pressure and
purified by coumn chromatography (60 70% EA/Hex) to gve the title compound (330
mg Yield 95%)

' H NMR@400MHz CDC1 )89 16(d 1H) 855(d 1H) 785(d 1H) 773 7 70(m
3H) 7560 d 1H) 426(m 1H) 412(d 1H) 404(d, 1H) 379(d 1H) 375(t 2H)
2 94(bs 1H) 2 57(m 2H) 241(m 1H) 110 & 1 07(twod 6H)

Example 32

6 (tert Butyl) 1 ethyl(ZE 45)-4 ({{(SR
) 5 1sopropyl 3 (1 1soqunolinyl) 4 5 dibydro-5 1soxazolyljcarbonyl}aruno) 2 hexe
nedioate (Iq)

To the compound of Preparation 21 (107 mg 0 24 mmd) and Dess Martin reagent
(153mg 15 Eq) was added dry dichloromethane (4 mé ) and the mixture was stured

&
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for one hour at room temperature and concentrated under reduced pressure To the
residue were added dry THF (3 mé ) and
(carboethoxymethylene)tnphenylphosphorane) (108 mg 1 3 Eq) and the mixture was
refluxed for two hours The reachion mixture was extracted with ethyl acetate (20 mé x
2) washed with water saturated aqueous sodium bicarbopate sdation and aqueous
sodizrn chlonde saution dnied (anhydrous Na 2804) concentrated under reduced
pressure and prekminarilly purified by prep-chromatography (40% ethyl acetate
hexane) to give the itle compound (98 mg 80%) with the diastereomer ratio of 3 1

' H NMR(500MHz CDC1 ) of major 1somer 89 15(d 1H) 8 54(d 1H) 7 86(d
1H) 774-7 62(m 4H) 693(dd 1H) 600(dd, 1H) 4 98(m LH) 4 19(qt, 2H) 4 02(d
1H) 3 81¢d 1H) 258(m 2H) 243(m 1H) 136(s SH) 127(t 3H) 107 & 1 06(two
d 6H)

Example 33

(35 4E) 6 ethoxy 3 ({[((5R
} 5 1sopropyl 3 (1 1soqumolinyl) 4 5 dihydro > 1soxazolyllcarbonyl}amuno) 6 oxo
4 hexenoic acid (Irr)

The compound of Example 32 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to give the title compound

' H NMR(500MHz MeOD dl) of major 1somer & 904(d 1H) 8 61(d 1H) 8 52(d
1H) 795(d 1H) 781 768(m 3H) 694(dd 1H) 6 00(dd 1H) 501(m 1H) 4 17(qt
2H) 390(d 1H) 382(d 1H) 271(d 2H) 2 39(septet, 1H) 126(t 3H) 107 &

1 06(two d GH)

MS M+H454

Example 34

tert Butyl (354E) 3-({[(5R
) 5 1sopropyl 3 (1 ssoqumolinyl)-4,5 dihydro 5 1soxazolyl]carbonyl}ammno) 5 (met
hylsulfonyl) 4 pentenoate (Ir)

Anhydrous dichloromethane (4 ml) was added to the compound of Example 21
(109 mg 0 25 mmdi) and Dess Martin reagent (157 mg 1 5 Eq) and the mixture was
stured for one hour at room temperature and concentrated under reduced pressure The
reaction was stopped by 1sopropy! dicobd (0 5 m?) The sdiid was removed by

6<
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filtration under reduced pressure using Celite The filtrate was extracted with ethyl
acetate (20 mé x 2) washed with water saturated aqueous sodium bicarbonate solution
and aqueous sodium chlonide sdution dned (anhydrous Na ;SO.,) and concentrated
under reduced pressure to gve an aidehyde compound (540mg Yield 99%)

Ciethyl methylsulfonomethanephosphonate (113 mg 20Eq Synthests 1969 170)
was dissolved 1n THF (3 mé ) NaH (60% n mineral ol 20 mg 2 0 Eq) and above
obtained aldehyde compound were added and the mixture was refluxed for two hours
After extraction by ethyl acetate (20 mé x 2) the extract was washed with water
saturated aqueous sodium bicarbonate saution and agueous sodm chbnde sdution
dned (anhydrous NaISO‘) concentrated under reduced pressure and punfied by prep
chromatography (60% ethy! acetate/hexane) to gve the title compound (52 mg 41%})
with the diastereomer rauo of 4 |

' H NMR(S00M#Hz CDCl ) of major dustereomer 89 14(d 1H) 855(d 1H)
786(d 1H) 776 765(m 4H) 692(dd 1H) 657(dd 1H) 503(m 1H) 402(d 1H)
381(d 1H) 294(s 3H) 261(m 2H) 2 4i(septet 1H) 136(s 9H) 110 & 1 B(two
setofd 6H)

Example 35

(35 4E) 3 ({[(SR) 5 1sopropy! 3-(1 isoquinolinyl) 4 5 dihydro-> 1soxazolyl]
carbonyl}ammo) 5 {(methylsulfonyl) 4 pentenoic acid (Iss)

The compound of Example 34 was reacted according to the same procedure as
Example 2 to give the title compound

' H NMR(500MHz MeOD ds) of major 1somer & 9 04(d 1H) 8 52(d 1H) 795(d
1H) 7 82 769(m 3H) 690(dd 1H) 671(dd 1H) 506(m 1H) 3 86(m 2H) 2 98(s
3H) 276(d, 2H) 239(m 1H) L B & 106(twosetofd 6H)

MS M+H460

Preparation method of Examples 36-42

The compounds which were obtatned by reacung (iso)quinchnealdehyde (orl or
2 naphthadehyde) and ethyl 2 ethyl acrylate (or ethy! 2 propyl acrylate) accordtng to
the same procedure as Preparations 1 2 and 3 (or Preparations 1 and 16) were punfied
if necessary by prep HPLC using chird OD coumn to 1sdate actuive chiral 1somers

&3
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The 1sdated active chiral 1somers or mnactive chiral 1somers were hydrolyzed
according to the same procedure as Preparation 4 and the resulting compounds were
reacted wath t butyl 3 amino 5 fhioro 4 hydroxypentanoate according to the same
procedure as Examples 1 and 2 to gve the title compounds of folowing Examples

36 42

Example 36
5 Fluoro-3-({[(>$) 3-(1 1soquinohnyl) 5 propyl-4,5 dihydro 5 150xazolyl]
carbonyl}amno) 4 oxopentanoic aad) (Itt)

'H NMR(500MHz DMSO da) 59 02(t, 1H) 861(m 2H) 8(B(d 1H) 7 96(m
1H) 785(t 1H) 778(m 1H) 505(bs 2H) 4 73(m 1H) 397 3 92(dd 1H)
370 365(twod 1H) 290 2 70(twom 2H) 203(m 1H) 191{m 1H) 148(m 1H)
132(m 1H) 093(m 3H)

Mass M+H 416

Example 37
(3-({((5S) 5 ethyl 3 (1 naphthyl) 4 5 dihydro 5 1s0xazolyl]

carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid) (Tuu)

'H NMR(500MHz DMSO d ) 3 8 84(s 1H) 8 59(bs 1H) 802(m 28) 775(s

1H) 7 60(m 3H) 50i(bs 2H) 473(m 1H) 387 3 82(dd 1H) 3703 65(twod 1H)

2822 73wom 2H) 205(m 1H) 195(m 1H) 096(m 3H)
Mass M+H 401

Example 38
3 ({[(55) 5 ethyl 3 (2 quinohnyl) 4 5-dihydro 5 1s0xazolyl]

carbonyl}amno) > fluoro 4 oxopentanoic aad) (Ivv)

"H NMR(500MHz DMSO d6)5861(dd 1H) 841(m 1H) 8 02(m 3H) 7 P(t,
1H) 7 65(t, 1H) 522 506(m 1H) 472(m 1H) 4 49-428(m 1H) 3 84(m 1H)
354(m 1H) 299 254(twom 2H) 201(m 1H) 191(m 1H) 091(m 3H)

Mass M+H 402

Example 39

sy
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(3 ({[(SR) 5 ethyl 3 (3 1soquinolinyl)-4,5 dihydre-5 1soxazolyl)
carbonyl}amino) > fluoro 4 oxopentanoic acid) (Iww)

' H NMR(400MHz CICl ) 8(925&916(twos 1H) 8 (B~7 64(m SH)
490 484(m 1H) 47 4 54(m 2H) 401 3 93(twod 1H) 3 54(d 1H) 3 03 2 87(m
2H) 227 219 &2 10-201(two m 2H) 1 10-1 06(m 3H)

Mass M+H 402

Example 40
3 ({[5 ethyl 3 (8 qunolinyl) 4,5 dihydro 5 1s0xazolyl]
carbonyl}amino) > fluoro-4 oxopentanoic acd) (Ixx)

' H NMR(500MHz CDCi J5898&893(twom 1H) 856 82 (m 1H)
803 7 94(m 2H) 773(bs 1H) 7 60(m 1H) 753 748(twom 1H) 4 94-4 64(m 3H)
427-422(twod 1H) 377(d 1H) 307 &2 92(twom 2H) 231 222(m 1H)
212 205(m 1H) 1 10(t, 3H)

Mass Mi+H 402

Example 41
3 ({[5 ethyl 3-(3 quinolinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4-oxopentanoic acid) (Iyy)

' H NMR(400MHz CICl )8932&925(wod 1H) 8 16-8 03(m 2H)
783 773(m 3H) 762755(m 1H) 495 476(m 3H) 3 86(twod 1H)
34533%(twod 1H) 317 301(twom 1H) 290-282(m IH) 2.27 220(m 1H)
209 200(m 1H) 110-105(m 3H)

Mass M+H 402

Example 42
5 Fluoro 3 ({[(SR) 5 isopropyl 3-(2 quinolinyl) 4 5 dihydro 5 isoxazolyl]
carbonyl}amino) 4 oxopentanoic acd) (Iz)

' H NMR(400MHz CICl !)6 8 24(m 1H) 8 14(m 1H) 804(d 1H) 7 88(d 1H)
70(m 1H) 765(m 1H) 7.51(bs 1H) 5 13-435(m 3H) 405 400(twod 1H)
373(d 1H) 305 282(m 2H) 242(m 1H) 1 10(m 6H)
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Mass My+H 416

Preparation method of Examples 43-48

The compounds obtatned by reacting an a romatic eldehyde (Bioorg Med Chem
Lett 1996 6 p2173 J Org Chem 1978 43  1372) and ethyl 2 ethyl acrylate (or
ethyl 2 1sopropyl acrylate) according to the same procedure as Preparatons 1 2 and 3
(or Preparanions 1 and 16) were punfied if necessary by prep HPLC using chiral OD
calumn to 1sdate active churd 1somers The 1sdated active chiral 1somers or mnactive
churd 1somers were hydralyzed according to the same procedure as Preparation 4 and
the resulting compounds were reacted with t butyl
3 amino-5 flioro-4 hydroxypentanoate according to the same procedure as Examples
1 and 2 to gve the title compounds of fdlowing Examples 43-48

Example 43
3 ({[5 Ethy! 3 (2 1sopropylphenyl)-4,5 dihydro 5 i1soxazolyl}
carbonyl}amino) > fluoro 4 oxopentanoic acid (Iaal)

' H NMR(S00MHz DMSO d)5853(bs 1H) 740(m 2H) 732(m 1H) 725(m
1H) 5 02(bs 2H) 4 72(m 1H) 360-354(twod 1H) 3 46 3 43(two d, 1H) 3 40(m
1H) 278 260(twom 2H) 195(m IH) 185(m 1H) 1 14(s 6H) 0 88(m 3H)

Mass M+H 393

Example 44
3 [({3-[3 (tert Butyl)phenyl] 5-ethyl-4,5 dihydro-5 1soxazolyl}carbonyl)amino]
5 fluoro 4 oxopentanoic acid (Iaa2)

'H NMR(@00MHz DMSQ d‘) 5856(dd 1H) 767(s 1H) 7 48(m 1H) 738(d
2H) 524-512(g 1H) 4764 69(m 1H) 4594 26(m 1H) 3 68(m IH)
349 343(twod 1H) 296 256(twom 2H) 198(m 1H) 1 85(m 1H) 129(s 9H)
0 89(d 3H)

Mass MiH 407

Example 4>
3-[({3 [4-(¢ert Butyl)phenyl] 5 ethyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl}carbonyl)amino}
5 fluoro 4-oxopentanoic acid (Iaa3)
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[685]
[686] ' H NMR(500MHz DMSO d)8852(bs 1H) 7 58(m 2H) 743(dd 2H) 5 10(bs
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2H) 471 465(m 1H) 263 359(two d 1H) 340-335(twod 1H) 2862 60(two m
2H) 194(m IH) [ 82(m 1H) 1 24(s 9H) 0 86(m 3H)
Mass M+H 407

Example 46
5 Fluoro 3 ({{[(SR) > 1sopropyl 3-(2 isopropylphenyl) 4 5-dihydro 5 1soxazolyl
lcarbonyl}amino) 4-oxopentanoic acid (Taad)

'H NMR(500MHz CIX1 3) 8760 753(m 1H) 741(m 2H) 727 7 23(m 2H)
520491(m 1H) 47{m 1H) 4544 42(m 1H) 369 3 64(0wod 1H) 345 3 38(m
2H) 312277(m 2H) 232(m 1H) 122(d 6H) 1 05(d 6H)

Mass M+H 407

Example 47

3 [({(5R) 3 3 (tert butyl)phenyl]
5 1sopropyl 4,5 dihydro 5 1soxazelyl}carbonyl)amino] S fluoro 4 oxopentanoic
acid (IaaS)

' H NMR(500MHz CDCL ,) 5769(s 1H) 748(d 1H) 741(d I1H) 735(t, 1H)
474 4 50(m 3H) 369(d 1H) 340(d 1H) 306-2 77(m 2H) 232{m 1H) 133(s
9H) I 04(m 6H)

Mass M+H 421

Example 48

3-{[(3 {11 bwphenyl] 3 yl 5 1sopropyl-4,5 dihydro-5 1soxazolyl)carbonyl]
amno} 5 fluore-4 oxopentanoic acid (Iaz6)

3 Bipheaylcarboxaldehyde (see Synthesis 2003 337) was used as a starung

matend to gve the title comound

' H NMR(500MHz DMSO d‘) 6842(bs 1H) 787(d 1H) 773 769(m 4H)
752(m 1H) 745(m 2H) 738(m 1H) 503(bs 2H) 4 63(m 1H) 373 3 57(m 2H)
267 263(twom 2H) 222(m 1H) 0 89(m 6H)

Mass M+H 441



&f

6Z
WO 2005/021516 PCT/KR2004/002139
48
[707]
{708} Preparation method of Examples 49 59

{7091

{710}
[711]
[712]

[713]
[714]

{715}
{716}
{7171
{718}

(7193
{720}

(721}
722}
(723}
[724}

4-Substituted pyndine 2-carboxadehydes were obtamned by a method known 1n US
6043248 JOC 1982 47 p4315 and they were reacted according to the same
procedure as Preparations 1 2 and 3 (or Preparations 1 and 16) The resdung
compounds were punified if necessary by prep HPLC using chiral OD cdumn to
1sdate active chiral :somers The 1sdated active chiral 1somers or inactive churd
1somers were hydrolyzed according to the same procedure as Preparation 4 and the
resuling compounds were reacted with t butyl 3 ammo-5 fluoro 4 hydroxypentanoate
according to the same procedure as Examples 1 and 2 to gve the title compounds of
folowing Examples 49 59

Example 49
3 ({I5 Ethyl 3 (2 pynidinyl) 4,5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}ammo) S fluoro 4 oxopentanoic acid (Iaa7)

' H NMR(500MHz DMSO—dﬁ)b 1241(bs 1H) 861(s 1H) 859 853(dd 1H)
787(m 1H) 744(m 1H) 519 504(twod 1H) 470(m 1H) 4 45-4 27(m 1H)
367(m 1H) 342(m 1H) 295 253(twom 2H) 196(m 1H) 1 86(m IH) 085(m
3H)

Mass M+H 352

Example 50

3 [({3-[4 (tert Butyl) 2 pyndinyi]
5 ethyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl}carbonyl)amino] 5 fluoro-4-oxopentanoic acid
{Iaa8)

' H NMR(400MHz CDCl 3) 5858(d 1H) 790(s 1H) 765(bs 1H) 745 739%m
1H) 498-468(m 3H) 392 & 3 88(twod 1H) 352 &3 47(twod 1H) 305 2 86(m
2H) 223 218(m 1H) 208 200(m LH) 138(s 9H) 1 05(t, 3H)

Mass M+H 4{8

Example 51
3 [({(SR) 3-[4-(tert butyl) 2 pyndinyl]
5 1sopropyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl}earbonyl)amino] 5 fluoro 4 oxopentanoic
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acid (Iaa9)
[725]
[726} 'H NMR(400MHz CDClL 3) & 858(d 1H) 788(d 1H) 761(bs 1H) 7 43(m 1H)

4 84(m 1H) 4 60(bs 2H) 3 89 3 82(twod 1H) 3 60-3 55(twod 1H) 3 04 2 86(m
2H) 238(m 1H) 1 38(s 9H) 107(m 6H)

[727} Mass M+H 422

[728]

(729] Example 52

[730] 3 ({[5 Ethyl 3-(4-150butyl 2 pyridmyl)-4 5 dahydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid (Taal0)

(731

{732} 'H NMR(500MHz DMSO dﬁ) 8858 852(dd 1H) 849(s 1H) 7 68(s 1H)
727(s 1H) 519 504(m 1H) 469(m 1H) 446-429(m 1H) 3 68(m 1H)
341337(dd 1H) 293 246(m 4H) 195 1 85(twom 3H) 0 86-0 82(m SH)

(733} Mass M+H 408

[734]

[735] Example 53

[736] 3 ({[3 (4 Acetyl 2 pyridinyl) 5 ethyl 4,5 dihydro-5 1soxazolyl]
carbonyl}amino)} 5§ fluoro 4 oxopentanoic acid (Iaall)

{737

(738] 'H NMR(500MHz CDCl ) §879(d 1H) B35(s 1H) 776(d 1H) 746(bs LH)
484 440(m 3H) 390 3 85(twod 1H) 351 346(awod 1H) 304 2 84(m 2H)
2 65(s 3H) HHHkdkdk2 16(m 1H) 202(m IH) 103(m 3H)

[739] Mass M+H 394

[740]

[741] Example 54

[742] 3-(([3 (4 Cyclopropyl 2 pyridinyl) 5 ethyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanosic acid (Iaal2)

[743]

(744] ' H NMR(500MHz DMSO ds) 8 1239(bs 1H) 841, 1H) 756(d 1H) 7 12(m

1H) 519 504(m IH) 472-4 66(m 1H) 446-427(m 1H) 3 69 3 63(m 1H)
3139 335(twod tH) 280 274(m 1H) 263 252(m 1H) 200-1 80(m 3H) 1 06(m
2H) 086 0 80(m 5H)

{745] Mass M+H 392

(746]



WO 2005/021516 PCT/KR2004/002139

[747}
(748]

[749]
{750]

[751)
[752]
[753)
(754)

(755}
[756)

(757}
(758]
[759]
(760]

{761}
(762]

(7631
(764]
[765]
[766]

[7671
(768)

50

Example 2>
3 ({[3 (4 Cyclopentyl 2 pyridinyl) 5 ethy! 4 5 dihydro 5 isoxazolyl]
carbonyl}ammo) 5 flzoro 4 oxopentanoic acid (Iaal3)

' H NMR(500MHz CICl 3) 5 850(d 1H) 767(m 2H) 726(m 1H) 4 88 4 82(m
1H) 465(bs 2H) 388 381(twod 1H) 345 3 41(twod 1H) 3 05(m 1H)
296 280(m 2H) 220 212(m 3H) 202 196(m I1H) 183(m 2H) 172(m 2H)
160(m 2H) 10i(t, 3H)

Mass M+H 420

Example 56
3 ({[(5R) 3 (4-cyclopenty! 2 pyridinyl) 5 1sopropyl-d § dihydro-s> 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid (Yaald)

' H NMR(400MHz CICl )3 858(m LH) 774(d 1H) 763(bs 1H)
738 732(dd 1H) 488 481(m 1H) 453(bs 2H) 387 3 W(twod 1H)
356 353(twod IH) 312 3 04(m 1H) 302 285(m 2H) 2.38(m 1H) 2 16(m 2H)
1 88(m 2H) 178(m 2H) 1 65(m 2H) 107(m 6H)

Mass M+H 434

Example 57
3-({[3-(4 Cyclohexyl 2 pyridinyl) 5 ethyl 4,5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid (laal5)

' H NMR(400MHz CDC ) 8861(m 1H) 775(d 1H) 764(bs IH)
739 733(dd 1H) 4 86-4 53(twom 3H) 3 87(t, 1H) 3 50 3 45(dd 1H)
305 285(twom 2H) 263(m 1H) 222(m 1H) 203(m 1H) 193 1 80(two m 5H)
144(m 5H) 105(t, 3H)

Mass M#H 434

Example 58
3 ({[5 Ethyl 3 (567 8 tetrahydro 1 isoqunolnyl) 4,5-dihydro > 1s0xazolyl]

carbonyl}amno) 5 fluore 4 oxopentanoic acid (Iaal6)

' H NMR(500MEHz DMSO-dG) 6860 853(dd 1H) 830(d tH) 715(d 1H)
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520 505(m 1H) 4744 66(m 1H) 445-425(m 1H) 375 368(m 1H)
347341(m 1H) 294 288(m 2H) 280 272(m 3H) 262253(m 1H)
199 193(m 1H) 188 180(m 1H) 171 169(m 4H) 0 88-0 84(m 3H)

[769] Mass M+H 406

[770}

[771] Example 59

[772] 5 Fluoro 3-({[5 1sopropyl 3 (4 phenyl 2 pyndinyl) 4,5 dihydro 5 1s0xazolyl]
carbonyl}amino) 4 oxopentanoic acid (Iaal7)

[773]

[774} ' H NMR(400MHz CLCl 3)6 8 68(d, IH) 8 14(s 1H) 768(m 1H) 758(m 1H)
7 54-743(m 5H) 486 4 60(m 3H) 392 387(twod 1H) 362(3 {H) 309 2 86(m
2H) 239%(m 1H) 111 1 06(m 6H)

[775] Mass M+H 442

[776]

[777] Preparation method of Examples 60 63

[778] (25) 4 (tert butoxy) 2 ({[(5R) 5 1sopropy}3 (1 isoquinclnyl)4 5 dihydro 5 isoxa
zdyl]carbonyl Jamino) 4 oxobutaroic acid {obtained by coupling reaction of Comound
(VIIf) with Asp(O t Bu) OMe and hydrolysis] was reacted according to the same
procedure as Preparation 5 to gve bromomethyl ketone decivative  tert butyl (35
} 5 bromo 3 ({[(SR) § 1sopropy}3 (1 1soquinclinyl)-4 5-dihydro-5 i1soxazdyllcarbony
}amino) 4-oxopentanoate) This bromomethyl ketone derivative was reacted with
diphenylphosphintc acid in KF/DMF (see Preparation 5) to gve diphenylphosphory
loxymethy! ketone denvative which was then reacted according to the same procedure
as Example 2 to gve the title compound (Compound of Example 60}

{7M]

[780] The compounds of falowing Examples 61 63 were obtained from
1 phenyl3 (tnfuoromethyl) 1 H pyrazd-5 d 3 benzyl4-hydcoxy 2(5 H) furanone or
1sobutync acid according to the same procedure as above

(781]

[782) Example 60

[783] (35) 5 [(diphenylphosphoryl)oxy] 3-({[(>R
) 5 1sopropyl 3 (1 1soquinolinyl)-4 5 dihydro-5 1s0xazolyllcarbonyl}amino) 4 oxo
pentanoic acid (Iaal8)

[784]

[785] ' H NMR(500MHz DMSO d‘) 5892(m 1H) 8 58(m 1H) 805(m 1H) 7 94(m
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(786]
[787]
[788]
(789}

[790]
{M1]

[m2]
(™3]
[794]
3]

[796]
7

(78]
(9]
{800]
[801]

{802]
{803]

52

1H) 781{m 1H) 7757 72(m 3H) 757(m 3H) 749(m 4H) 735(m 2H)
490 4 65(tvom 3H) > M 375(twod 1H) 369 3 67(twod 1H) 2 65(twom 2H)
222(m 1H) 084(m 6H)

Mass M+H 614

Example 61

(35) 3 ({I(SR) 5 1sopropy! 3 (1 isoquinolinyl)-4 5 dibydro 5 150xazolyl]
carbonyl}ammo) 4 oxo » {[1 phenyl 3 (trifluoromethyl) 1 H pyrazol 5 yl]
oxy}pentanoic acid (Iaal9)

'H NMR(500MHz DMSO dﬁ) 6895(m 1H) 8 83(d 1H) 857(m 1H) 803(d
1H) 792(d 1H) 780(m 1H) 774(m 1H) 765(d 1H) 757(m 1H) 751 7 34(m
3H) 627(s 1H) 529> 15(m 2H) 476(m 1H) 392 3 88(m 1H) 375 369(m 1H)
2 84-2 60(m 2H) 2 55(m 1H) 096(m 6H)

Mass M+H 624

Example 62
(35) 5 [(4 benzyl > oxo 2,5 dihydro 3 furanyl)oxyl 3 ({[(5 R
) § 1sopropyl 3-(1 1soquinolinyl)-4,5 dihydro 5 1soxazolyl]carbonyl}amno) 4 oxo

pentancic acd (Taal0)

' H NMR(500MHz DMSO d )88 97(t 1H) 858(d 1H) 8.04(d 1H) 792(d
1H) 7 8m 1H) 773(m 1H) 723 707(m 6H) 751(m 1H) 4794 65(m 3H)
3923 87(twod 1H) 314-368(twod 1H) 282 2 58(m 2H) 2 3i(m 1H) 095(m
6H)

Mass M+H 586

Example 63

(35) 5-(sobutyryloxy) 3-({{(S5R
)-5 1sopropyl 3 (1 1soqumolinyl)-4 5 dihydro-5 1soxazolyl}carbonyl}amino) 4 oxo
pentancic acd (Iaa2l)

' H NMR(500MHz DMSO dﬁ) 0 1239(bs 1H) 8 96(t, 1H) 8 73(m 1H) 8 58(dd
1H) 8 04(d 1H) 792(d 1H) 781(t 1H) 773(m 1H) 4 78(m 2H) 4 68(m 1H)
387(t, 1H) 373 368(awod 1H) 29 260(twom 2H) 2 56(m 1H) 23i(m 1H)
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[804])
[805]
[806]
[807]

[8@8)

(809)
(810

(811}
[812)
(813]
(814]
(8153

[816)
[817]

53

105(d, 3H) 095(m SH)
Mass M+H 484

Example 64

(35) 3 ({[(5R) > 1sopropyl 3 (1 soquinochinyl) 4 5 dihydro 5 1s0x8z0lyl)
carbonyl}amino) 4 oxo » hexenoic aad (Iaa22)

Weinreb amude denvative of (2.5) 4-(zert butoxy) 2 ([{(SR
) 5 1sopropy}3 (1 1soquindinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdyljcarbonyl }Jamno) 4-oxobut
anoic actd {(condensed denvative with N O dumethylhydroxylamine) and vinyl
magnesium bromide were reacted and the resulting compound was reacted according
to the same procedure as Example 2 to gve the title compound

' H NMR(400MHz DMSO ds) 612 27(bs IH) 895( 1H) 8 74-8 67(two d 1H)
8.58(m IH) 804(d 1H) 792(d 1H) 783 772(m 2H) 6 47(m 1H) 622 6 11(two
dd 1H) 571 562(twodd 1H) 477(m 1H) 390-3 9(m 1H) 372 364(m 1H)
282(m 1H) 262249(m IH) 230(m IH) 094(m 6H)

Mass MiH 410

Preparation 22

¢t Butyl (3S)3 amno 4 hydroxy 5 (2 pyridinyloxy)pentanoate (VIIIf)

‘The bromomethy! ketone denvatuve X (32 g 7 93 mmd) an intermedate 1n
Preparation 5 was dissdved 1n benzene (30 ) AngO, (262g 1 2Eq)and
2 hydroxypyndine (093 g | 2 Eq) were added and the mixture was stirred under
reflux at 80°C for 3 days The reaction mixture was filtered through Celite con
centrated under reduced pressure and punfied by cdumn chromatography to gve
2 pyndinyloxymethyl ketone denvative (XIf) (466 mg Yield 14%)

2 Pynidinyboxymethy! ketone dentvative (XIf) (227 mg 0 548 mmd) thus obtained
was dissalved 1n a solvent mixture of tetrehydrofuran/methand (3 2 v/v) (10 ml )
N‘aBH4 (43 m, 20 Eq) was added at (°C and the mixture was stured for 30 minutes
at room temperature The reaction was stopped by saturated ammomum chonde
solubon and the reaction solution was concentrated under reduced pressure The
residue was extracted with ethyl acetate washed with water and aqueous sodium
chlonde sdution dned (anhydrous Na zSO.‘) and concentrated under reduced pressure
to gve Compound (XIf) (230 mg) where the ketone group was reduced to hydroxyl
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group

[(818]

[819] The benzylboxycarbonyl group of the compound prepared above was removed
(Pd/C) under hydrogen b.koon for 40 munutes to gve the title compound (155 mg
99%)

[820)

[821] Preparation method of Examples 65 66

[822] Compound VIIf (or VIIu) andVIIIf were reacted according to the same procedure as
Examples 1 and 2 to gve the utle compounds of Examples 65 66 Here VIiu
representsS-ethy}t3 (2 1sopropylphenyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdecarboxyhe acid

[823]

[824] Example 65

{825] (35) 3-({[(5R) 5 wopropyl 3 (1 1soquinelinyl) 4,5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 4 oxo 5 (2 pyridinyloxy)pentanoic acid (Iaa23)

[826]

(827 'H NMR(500MHz MeOH d4) 85904(d 1H) 850(d 1H) 795(d 1H) 781(d
IH) 777(t 1H) 769t 1H) 75%m 1H) 685 6 80(m 2H) 6 67(bs LH) 5 07(bs
1H) 495(t 1H) 4 84(m 1H) 3 94-3 79(Abgq 2H) 292 2 80(m 2H) 2 39(m 1H)
1 09({m 6H)

[828] Mass M+H 491

(829]

{8307 Example 66

(831] (35) 3 ({[5 ethyl 3 (2-1sopropylphenyl) 4 5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 4 oxo 5 (2 pyridinyloxy)pentanoic acid (Faa2d)

[832]

(833} ' H NMR(500MHz DMSO d) 5871(bs 1H) 802 7 94(two bs 1H)

771 764(m 1H) 742 7 18(m 4H) 696 690(twot, 1H) 685 6 80(twod 1H)
4 99(bs 2H) 4 86 4 78(m 1H) 3 58(twod 1H) 3 48(twod 1H) 3 36(m 1H)
281261(m 2H) 205 1 80(twom 2H) 1 14-1 03(m 6H) 093 0 88(m 3H)

[834] Mass M+H 468 21

[835]

(836] Example 67

337 2-{[(3S) 4-carboxy 3 ({l(5R
) § 1sopropy! 3-(1 1soquinolinyl) 4,5 dihydro § 1soxazolyl]carbonyl}amino) 2 oxo
butylloxy} 1 methylpyridimmum trifluoromethanesulfonate (Iaa25)
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[838]

[839]
[840]

[841]
(842]
{843]
(8441

(845]

[846]
(847]

[848]
[849]
[850]
[851]
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The mntermediate ¢ butyl ((35) 3 ({[(5R
) 5 1sopropy}3 (1 1soqunciinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdylJcarbonyl}amino) 4-0x0-5 (
2 pyndinyloxy)pentanoate (49 mg 90 pmd) obtatned after the Dess Marnn oxidahon
reaction 1o Example 65 was dissdved in dichloromethane (2 mf ) methy! tnifuo
romethanesufonate (1 1 Eq 10 1 z£ ) was added, and the mixture was stired for one
day at room temperature After concentration under reduced pressure the residue was
subjected to the same procedure as Example 2 to gve the title compound (60 mg)

' H NMR(500MHz DMSO d )8900891(m 2H) 876 8.57(m 2H) 8 42(m
1H) 804(m 1H) 793(m 1H) 7 80(m 1H) 775(m 1H) 754(m 1H) 577 548(m
2H) 485 481(m 1H) 400(s 3H) 394-3 69(m 2H) 2 87 2 60(m 2H) 233(m lH)
098 & 0 94(two d 6H)

Mass M+ 505 20

Example 68

2 {[(3S} 4 carboxy 3-({[5 ethy! 3 (2 1sopropylphenyl) 4,5 dihydro S 1s0xazoly!
lcarbonyl}ammo) 2 oxobutyl]oty} 1 methylpyridimmum  trifluoromethane
sulfopate (T2a26)

The intermediate ¢ butyl (35
) 3 ({[5 ethy}3 (2 1sopropylphenyl) 4 5 dihydro-5 1soxazdyljcarbonyl }amino)-4-oxo
5 (2 pyndinyloxy)pentanoate(55 mg 0 105 mmd) obtained after the Dess Martin
oxidation reactton 1n Example 66 was dissdved tn dichloromethane (2 mé ) methyl tn
fhioromethanesulfonate (1 1 Eq 13 pf ) was added and the mixture was stured for
one day at room temperature  After concentration under reduced pressure the residue
was subjected to the same procedure as Example 2 to gve the title compound (59 mg
94%)

' H NMR(500MHz DMSO d‘) 5880 873(two d 1H) 865(m 1H) 845 838(m
1H) 756 751(m 2H) 743 731(m 3H) 7247 12(m H) 572 5 48(m 2H) 49l(m
1H) 401 &399(twos 3H) 3 64(twod 1H) 343(twod 1H) 342(m 1H)
290-262(m 2H) 205 1 80(twom 2H) 115 103(m 6H) 0 93-0 88(m 3H)

Mass M+482 17

Preparation method of Examples 69 70
Oxime denvatve of 5 chloro 1 methyl-1 H indd-2 ddehyde or 1 5-dimethyt1 H

o
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indd-2 sldehyde was reacted with t butyl 3 amino 5 fluoro-4 hydroxypentanoate
according to the same procedure as Preparations 1 17 4 and Examples 1 2 to gve the
title compounds of Examples 69 70

(8>2]

[853} Example 69

[854] 3 ({[3 (5-chloro 1 methyl L mdol 2 yl) 5 1sopropyl 4 5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl}armno) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid (Taa27)

(855)

[856] ' H NMR(500MHz CLCl :) &759%s 1H) 746 739(twod 1H) 730 7 23(m

3H) 501(m 1H) 475 446(m 2H) 402(d 1H) 395(s 3H) 3 71(d 1H) 295(m
1H) 277(m 1H) 235(m 1H) 104(m GH)
18571 Mass M+H 452

[858]

(859] Example 70

{860] 3 ({{3 (1,5 dimethy! 1H ndol 2 y1) S ssopropyl 4 5 dihydro 5 1soxazolyl}
carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid) (Iaa28)

[861]

[862] ' H NMR(500MHz CLCI 3) 67 48(bs 1H) 739(d (H) 723 7 14(m 3H)
476(m 1H) 470 450(m 2H) 4 07-4 02(twod 1H) 3 99 3 94 & 3 93(three s 3H)
375 348(m 1H) 294-2 82(twom 1H) 246 243(twos 3H) 234(m 1H) 105(m
6H)

(863] Mass M+H 432

[364]

[865] Preparation 23

[866) Resolution of (SR) 5 1sopropy! 3 (1 1soquinohnyl)-4,5 dihydro-5 1soxazole

carboyylic acd

[867] 5 Isopropy}3 (1 1soquinchnyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdecarboxylic acid was
dissolved 1n acetone (190 né ) by heating at 60 C and (S) a methylbenzylamine
(145 m¢ 112 mmd)was added The reaction mixture was coded to room
temperature and stired for 4 hours The resulting precipitate was filtered and washed
three times by acetone (40 mé )

[868]

[869] Thus obtamed (S) a methylbenzylarne sdt of (5 R
) 5 1sopropyk3 (1 1soguindiinyl) 4 5 dibydro 5 1soxazodlecarboxykc acid was
dissolved tn the mixture (150 mf ) of acetone and water (4 1) by heating at90 C
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{870}
{871]

{872}
{873]
{874]
(875}
(876}

8771
{878)

8m]
[880]
{881]
[882]
[883]
(884]
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coded to room temperature and sturred for 3 hours The resulting precipitate was
filtered and washed by acetone (40 ml ) three times to give pure ( 5) a
methykbenzylamine sdt of (5 R

) 5 1sopropyl3 (1 1soquinchnyl) 4 5 dihydro 5 150xazolecarboxylc acid (12 8g
24 3% 99 &% ec)

The opticd punty of (53R
) 5 1s0propyt3 (1 1soquunclinyl)-4 5-dihydro 5 1soxazdecarboxylic acid was
estumated by using ChirdCel OD cdumn (4 6 x 250 mm 5 m m) The mixture of n
hexane/isopropand/mfhioroacetic acid (92/8/0 1) was used as the mobie phase at the
flow rate of 1 mé /min the column temperature was 40 C and the detection
wavelength was 225 nm The two optical 1somers were observed at the retention times
of 7 8 min (R 1somer) and 21 1 mun (S 1somer) respectively

Example 71
Resolution of Compound (Iu 1)
1) Isolation of the SEED compound
The two diastereomers of Example 16 were separated by using preparative iquid
chromatography siica coumn {diameter 40 mm DYNAMAX 100A) The mxture of
n hexane/ethand/tnfluoroacetic acid (4000/32/2) was used as the mobile phase at the
flow rate of 50 ml /min and the desired diastereomer was collected with the rato of
99 1 dunng the retention time of 62~66 min at the detechion wavelength of 227 nm
(the two diastereomers were broady etted with the continuously changed rano untl
86 min) Thus obtained diastereomer of the 99 1 ratio was deprotected and used as the

seed for the resciution

The optical punity was esimated by using Atlantis C . caumn (4 6x250 mm 5m
m) The muxture of acetoniriie/water/mflzoroacetic acid was used as the mobile phase
at the flow rate of 1 m¢ /min according to the fdlowing gradient.

t=0mmn 010001
3min 208001
S0mun 106001

Under the detection wavelength of 227 nm the two optical 1somers were observed



WO 2005/021516 PCT/KR2004/002139

[885]
[886]
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{3941
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[897]
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at the retention times of 36 6 mun (3R SR 1somer) and 37 1 mun (3S 5R 1somer) re
spectively

(3S, 5R 1somer) tert butyl (35) 5 fluoro 3 ({[(SR
) 5 1sopropyl 3 (1 1soquinolinyl) 4 5 dihydro-5 1soxazolyl]carbonyl}amino)4-oxo
pentanoate

‘H NMR(500MHz CLCl 3)45 913(d 1H) 8 55(d 1H) 785(d 1H) 778 765(m
4H) 522 502(twom 2H) 4 90(m 1H) 402(d 1H) 380(d 1H) 2922 88(dd 1H)
279 275(dd 1H) 241(m 1H) 134(s 9H) 1 09(m 6H)

Mass M+H 472

(3R, SR 1somer) fert butyl (3R) 5 fluoro 3-(([(S5R
) S 1sopropyl 3 (1 1soquinolinyl) 4 5 dihydro > 1soxazolyllcarbonyl}amino) 4 oxo

pentanoate

' H NMR(400MHz CDCl 3)69 14(d 1H) 8 56(d IH) 787(d [H) 777 7 64(m
4H)Y 525 500(twoq 2H) 490(m 1H) 403(d 1H) 3 82(d 1H) 293(dd 1H)
277(dd 1H) 242(m IH) 135(s 9H) 1 11(m 6H)

Mass M+H 472

(39) § fluore 3 ({{(5R
) 5 1sopropyl 3 (1 )soqunohnyl) 4 5 dihydro § isoxazolylJcarbonyl}anuno) 4 oxo

pentanoic acid (In 1)

'H NMR(400MHz CICl ;) 5907(d 1H) 857(d 1H) 789(d 1H) 778 76%(m
3H) 769(d, 1H) 488 4®(m 2H) 467(bs 1H) 407(d 1H) 38i(d 1H)
308 293(m 1H) 291 282(m 1H) 243(m 1H) 1 12(m 6H)

Mass M+H 416

(3R) 5-fluoro-3 ({[(5R
) 5 1sopropyl 3 (1 1soqumnolinyl)-4,5 dihydro 5 1soxazolyljcarbonyl}amino) 4 oxo

pentanoic acid (In 2}

' H NMR(500MHz, CECI 3) 6907(d 1H) 8 55(d 1H) 787(d 1H) 7757 68(m

35
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[904]
{905}
[906]
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[9(B]

(909]
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[911]
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3H) 7 52(bs 1H) 520-435(m 3H) 402(d 1H) 380(d 1H) 3 13 290(m 2H)
239m 1H) 1 (B(m 6H)
Mass M+H 416

2) Recrystallization

(38) 5 fluoro 3 ({[(>R
) 5 1sopropyl 3 (1 1soquinolinyl)-4,5 dihydro 5 1soxazolyl]carbonyl}ammo)-4 oxo
pentanoic acd (Iu 1)

Crude ¢ butyl 5 fluoro-3 ({[(SR

}-5 1sopropy}3 (1 1soquindinyl) 4 5 dihydro-5 1soxazdyl]carbonyl jamino) 4-oxopen
tanoate (366 g) was dissdved 1n methylene chloride (1 9 kg) andcodedto0 C Tn
ethylsilane (235 ¢) and tnflioroacetic acid (1 88 kg) were added and strred for one
hour at 0 C The reaction mixture was disted under reduced pressure redissdved 1n
ethyl acetate (2 4 kg} and the pH was adjusted to 5 2 by adding 2N aqueous sodium
hydroxide sotron (3 1 L) The organic layer was separated and the aqueous layer was
extracted once with ethyl acetate (2 4 kg) Combined orgamc layer was distiled under
reduced pressure to remove the salvent, the resulting residue was dissolved m methyl
t butyl ether (530 g) and smal amount of crystakine (3 §) 5 fhioro 3 ({[(SR
)-5 1sopropy}3 (1 1soquincinyl) 4 5 dihydro 5 150xazalyl]carbonyl}Jaminc)-4-oxopen
tanoic acid was added After strring for 16 hours at room temperature resulting
precipitate was fitered and washed with the 9 1 mixture of methyl t butyl etherand n
hexane (210 mé )

Thus obtained (35) 5 fuoro-3 ({[(5R
) 5 1sopropyk3 (1 1soquindinyl)-4,5 dihydro 5 1soxazdyllcarbonyl}amino) 4-oxopen
tanowc acid was disscived 1n ethyl acetate (240 mf ) by heating at 50 C n hexane (240
mé ) was sowly added and graduslly coded to room temperature After sumng for 24
hours at room tempetature the resulng precipitate was filtered and washed with the
1 1 muxture of ethyl acetate and n hexane (30 mé ) to gve the title compound (Iu [
460 g 35/3R=94/6 0) The opucsl punty was esnmated using Luna coimn (4 6 x250
mm 5mm C“) The muxture of acetonitrie/20mM NI QOAc (pH 6) (30/70) was used
as the mobie phase at the flow rate of 1 mé /min Under the detecnon wavelength of
227nm the two optical 1somers were observed at the retention tumes of 8 0 min (3R

tsomer) and 9 0 mtn (35 150mer) respectively
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Experiment 1

Determunation of the caspase mhibitory effect

Caspase 1 and caspase 8 known as cysteine proteases 1n the form of uzﬁz were
expressed punfied and acuivated by modifying a method known in Thomberry N A
etd Nature 1992 356 768 Thomberry N A. Methods in Engymology 1994 244
615 Waker N P C eta Cell 1994 78 343 and caspase 9 was dso punfied by a
similar method and the inhibitory activity against them was tested Briefly descnbing
pl0 and p20 subunits (Thomberry N A etd Namre 1992 356 768) were expressed
in E.colt and punfied by nickel coumn and antonic exchange chromatography to gve
caspase I caspase 8 and caspase 9 The fliorescent substrate AcYVAD AFC for thus
obtained caspase 1 AcDEVD AFC for caspase 8 and AcLEHD AFC for caspase 9
were used for determining specific activity of the synthesized inhibitors The enzyme
reaction was carried out at 25 C with vanous concentrations of the inhibitors in a
buffer soution containing SOmM HEPES{pH 7 50) 10%(w/v) sucrose 0 1%(w/v)
CHAPS 100mM NaCl 1mM EDTA and 10mM DTT 1n the presence of 50uM
AcYVAD AFC for 10nM caspase 1 50uM AcDEVD-AFC for 2 InM caspase 8 and
150uM AcLEHD AFC for 200nM caspase 9 The inhibitory constants K and K‘“’h of
the tntubitors were determined by measunng the reaction vebcity with the tume lapse
using a foorescent spectrometer and by obtaining the imtial rate constant. K was
caculated from the Lineweaver Burk Plot, and K . from the fdlowing Equation 1

Equation 1
K =h(lA/A Nt
obs a0
1n which
Nﬁw""
A means cleavate rate (%) at time t, and (PR,
AV c-,-q.E‘k -

A means the maximurn cleavage rate (%)

[}
Spectra MAX GeminiXS Fluorescent Spectrometer of Molecuar Device Co was
used at the excitation wavelength of 405nm and the emission wavelength of 505am

The w1 vivo inhubitory activity of the inhibitors was determined by subjecting Jurkat
cel (ATCC TIB 152) to apoptosis using Fas antibody (Upstate Biotech 05 201) and by
detecting the color change according to the WST 1 method known in Francoeur AM
and Assalian A (1996) Biochemica 3 19 25 to observe the amount of aive Jurkat
cels when the cels were treated by the inhibitor Spectra MAX 340 Spectrometer of
Mdecular Device Co was used at the absorbance wavelength of 440nm
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[924]
[925} Tale 1
Com Caspase 1 Caspase 8 Caspase 9 Jurkat cell
No K mIE] M'mn") | K ﬂlg] M 'mmn Y Kﬁlﬂ] M 'mmn ) IC!1 (MY
Icc 19ES 33E4 225
Idd 31E5 19ES 425
Tee 18ES 326
hiig 50ES 12
Igg 27E6 15Eé6 32E> 017
In 1 1E6 13E7 20E5 01
Inu 19ES on
Ll 23E7
In2 4T7ES
Iy 19ES 47
Ihk 12ES 1t
n 13ES 392
Imm 16ES 20
Inn 26ES 65
Ioo 20E4 50
Ipp 23E6 17ES 35
Iaq 33ES 14ES 37
Irr No Acavity
Iss No Acuvity
It 43ES 016
Tuu 29E5 098
Tvv 1.5E6 015
Iww 11E6 19
Ixx 4 OE4 265
Iyy J1ES 312
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Izz 4 2E5 125

Taal 1 8ES 033
Iaa2 32E5 056
Iaa3 14ES 265
Iaad 50ES 067
aa5 310E5 03
Iaa6 20E5 245
Iaa7 4 4E4 227
Ia=8 4 5ES 070
Taa9 23E5 124
TaalQ 1 5ES 102
Taall 6 4E4 31
Taal2 19ES 070
Iaal3 3 1ES 035
Iaal4 4 1E5 0om
Inal5 4 3E5 072
laal6 6 2E5 073
Taal7 1 8E5 114
[aal8 52ES 15
Taal9 1 6E4 No Activity
Taa20 37E4 No Activity
Jaa21 No Activity No Activity
Jaa22 No Activity
[aa23 29E4 No Actuvity
Jaa24 No Activity
Iaa25 17ES No Achivity
Taa26 31E4 No Activity
Iea27 8 2ES 13
Jaa28 1 8E6 06

&2
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[926] * Compound Iiz u 1s the (55) form of Comound Iu

[927]

[928] Expenment 2

[929] Therapeutic effect for LPS induced acute hepatths m mouse

[930] Step 1) Preparation of Hood sample

[9311 Female Bab/c mice (6 weeks Charles River Laboratory Osaka Japan ) were kept
under the conditions of 22 C 55% of relative humudity and Eght-darkness cycle of 12
hours Food and water were supphed ad ibitum In pyrogen free saine were dissdved
LPS (Bpopdysaccande) and D gdactosamine m concentrations of 0 4 mg / mé and 280
mg/ mé respectively and their 1 1 mixture was mjected to muce 1n the amount of 5 mé
{ kg Immediately after the injecuon of LPS and D gelactosamine vehicle (2 muxture
of PEG400 ethand Tween80=15 75 25 was diuted by five imes with sskne)
wherein the test compound 1s dissalved or the vehicle slone was intrapentonesly
injected 1nto the mice Afier 8 hours from the drug injection Hood samples were
obtained from their hearts

[932)]

[933] 2 Determunation of the activ 1 n er;

[934] The plasma ALT activity was determined for the tood samples obtamned in Step |
using ALT assay it (Asan Pharm Co Seou Korea ) according to the manufacturer's
mnstruction As a result 1t appeared that the 1njection of LPS and D galactosamtne
steeply tncreases the ALT activity in plasma, and the test compounds inhibt the
increased enzyme activity wn a dose dependent manner Based on these results ED,,
vaues of the test compounds were cacuiated using Prism software of GraphPad Co to
gve 001 10mg/kg

[935]

[936] Expersment 3

[937] Inhibitory effect aganst hepatic fibrosis in SD rats

[938] duc c apd ad

[939] Male Spargue Dawley rats (6 weeks Korea Bichnk) were kept under the

[940]

conditions of 22°C 55% of relative hurmdity and hght darkness cycle of 12 hours
Food and water were supphed ad Ebiturn For the Egation of bifiary duct, the rats were
anesthetized by inhalation of 19 halothane abdomen of the rats were cut open the
distal and proxsmal bihary ducts were kgated, the part between the Egation sites were
cut, 2 mf of sdine was mjected and sutured
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{952]

Test compound (Lir) was oraly administered 1n a dosage of 3 mg / kg or 10 mg / kg
twice a day Thatis the compound was dissalved 1n a cosdvent (PEG400 ethand
Tween80=15 75 25) dinted with phosphate buffer (pH 7 4) by five imes and
admimstered To the contrd group was admimstered the sdution without the test
compound The admimstranon was made for 1 week after 1 week from the Egation of
biliary duct.

te on of tissue ge
After the admunistration the rats were sacnificed The lvers were fixed by 10%
nentral formalin and a paraffin section of 5 ¢m thickness was prepared and stained by
0 1% Stnus red (Direct red 80 Sigma) The tissue section was invesngated by an o
pticd microscope to observe the colagen fibers stained 1n red and the results are

represented 1n Figure |

Experiment 4

Inhibitory effect agamnst apoptosis during the ile stagnation 1n
SD rats

The test compound (Iu) was adminstered to the SD rats whose biiary ducts were
hgated according to the procedure as Step 1 of Expenment 3 After 2 weeks from the
operation the rats were sacnificed The Evers were fixed by 10% neutral formahn and
a paraffin section of 5 im thickness was prepared TUNEL staining was carmied out
using ApopTag Peroxidase /nn Situ Apoptosis Detection kit (Chemicon) according to
the manufacturers instruction More than 10 sites of the TUNEL stained lver tissue
were photographed 12 200 magnifications without any overlap of which result was
shown 1n Figure 2 The number of cels suffering apoptos:s 1n each test group was
counted and represented in the folowing Tatle 2 In the folowing tatle the Sham
operation means the case where the biliary duct was exposed but not figated and the
BDL operation means the case where only the vehicle was administered after the

bgation of bikary duct.

Takie2
Inhubitory effect of compound (fu) agatnst hepatic cell apoptosts dunng the bie

stagnation
(Unt TUNEL posiave cells / fiekl)
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Sham operanon | BDL operaton | BDL+Compound (In) { BDL+Compound (i)
3mg/kg 10mg/kg
076 £015 167+275 41213 566+134

Conclusion

The effective mhibition of apoptosts (75% inlubibon) by Compound (Iu) was
shown by TUNEL staining 1n a model estatiished by the induction of hepatic fibrosis
through the bile stagnation In addition the Sinus Red staining showed a severe
fibrosis 1n the coatrdl group but almost no fibrosis in the Compound (In) treated
group Thus result demonstrates the inhibitory effect of Compound (Ii1) against hepatic
fibrosis wn rats and 50 1t 1s expected that Compound (Iu1) can extubit the pharma
cclogical activity of suppressing Rver curhos:s by inhubiting the apoptosis of hepatic
cel in chnica applicauon The apphcation may be expanded not only to the hepanc
cuthosts by bile stagnation but also to vanous hepatic diseases where hepatic fibrosis
due to the apoptosis 1s included

Experiment 5

Antiphlogistic effect 1n rats

Male SD rats {6 weeks Onent) were kept under the condittons of 22°C 55% of
relative humidity and light darkness cycle of 12 hours Food and water were supplied
ad ibitum Before the induction of edema the foot volume of each rat was measured
by plethysmometer Before the induction of edema, vehicle (a mixture of PEG400
ethanol Tween80=15 75 25 was diuted by ten times with phosphate buffer)
wheretn the test compound 15 dissdved or the vehicle done was oraly admmistered
into the rats Carrageenan (gamma) was dissclved 1n the concentration of 1% in sshne
and subcutaneously mnjected 1nto the nght rear foot of the rats 1n the dosage of 100 4
After 3 hours the nght foot volzme was measured again by plethysmometer The
effect of the test compound was shown by edema irhubition (%) (see Tatle 3) The
edema inhibition (%) was calculated according to the folowing Equation 2

Equation 2
Edema Intubition (%) = 100 x (Average of the increased foot voume 1n the

vehicle adrministered group Increased foot volume 1n the test compound admunistered

group)/Average of the increased foot voume 1n the vehicle admimstered group
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Tate3
Edema inhibition effect of Compound (In)
Edema mhibition effect (%)
Dosage (mg/kg) Average SEM
3 23 77
30 207 97
100 227 26

Experiment 6

Therapeutic effect for rheumatic arthriis 1n rats

Femae Lews rats (7 weeks Charles River Japan ) were kept under the conditions
of 22°C 55% of relanve hurmdity and light darkness cycle of 12 hours Food and
water were supphed ad hibiturn Type II collagen (bovine) was dissolved m 0 05M
acetic acid 1n a concentration of 2 mg/ mé at 4°C and the same amount of Complete
Freund s adjuvant was added to emulsify the solution at4 C 0 1 m€ of thus emulsified
solution was subcutanecusly 1njected into the rattal of the Lewis rats After 7 days the
emulsified solitton was injected agatn 1n the same manner From the date on which the
second emulstfied sdution was injected vehicle (a mixture of PEG400 ethanol
Tween80=15 75 25 was diuted by ten tumes with phosphate buffer) wherein the
test compound 15 dissalved or the vehicle slone was oraly administered into the rats
every day On Day 14 from the first injection of the colagen containing emusified
saution the nght rear foot volume was measured again by plethysmometer (see Tatle
4) The edema inhibitton (%) was determined by the folowing Equation 3

Eguatiop 3
Edema Inhibition (%) = 100 x (Average of the increased foot vaume in the

vehicle administered group on Day 14  Increased foot volume 1n the test compound
adminstered group on Day 14)/Average of the increased foot volume 1n the vehicle
administered group on Day 14

Further p-vale was cadculated by Student t test from the increased foot volume on
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Day 14 to confirm the siguficance

TaHed
Foot edema inhibition effect

Edema mhibiton
Dosage of Foot volume (m)
effect (4)
Compound (In)
Day0 Day 14 Day 14
(mg/ke)
Average | SEM | Average | SEM | Average | SEM
0 1115 0036 1975 0257
10 1134 0032 1394* 0039 698 108
* p vaue =0032

In the foot edema test in rats Compound (In) showed a dose dependent edema
inhibition effect of about 2 21 and 23% at a dosage of 3 30 and 100 mg/kg re
spectively In the model of rheumatic arthntis the foot edema was decreased sig-
nificantly (about 70% decrease) in the Compound (In) admmmstered group on Day 14
when the negative contrd group showed the maximum edema Therefore it 1s
constdered that Compound (Inn) has an inhibitory effect against the progress of 1n
flammation 1n an inflammatory disease model and so can treat the autotmmune 1n

flammatory diseases

Experiment 7

Effect comparison with the known compound

Compound (Tu) according to the present invention and LB84068MP (Compound
68) known 1n FCT/KR00/01047 (WO 01/21600) were tested and the results are shown
mn the folowing TaHe 5

Tatie 5

&7
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LBB4068MP In
Kto/[I] agamnst caspase-8 102E6 (M mn ') 130E7 (M 'mm )
1Csy (Jurkat cell) 16psM 01 pMorless
EDso (LPS + Gal) 099 ng/ks 001 mg/ks
Solubshty (DH=7 44 phosphate)] 093 mg/m¢ or less 78 p/ml

[987]
fo88)

As can be seen from the above Talle 5 Compound (1) according to the present

invention showed an wmncreased inhibitory activity by 10 times or more against caspase

8 and Jurkat cel compared with LB84068MP and by about 100 times against LPS
induced acute hepatitis model (mouse) Also regarding the physico chemical
properties the compound showed mproved sobbiity and so can be easiy used as an

mjection Thatis the compound of the present invention shows highly mere unproved
effects than the comparison compound of LB84068MP in both aspects of activity and

physico chemical properties

p 5
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Claims
1 A compound of the falowing formula (1)
N—0O H
B\ )\/iY
)
in which

D) R represents H simple akyl chain (-SAC) simple cycbalkyl chain { SCAC)
aryl group { Ar) or simple dkyl chain substiruted by aryl ( SAC Ar)

mR' represents SAC  SCAC  Ar -SAC Ar or a side chain residue of al the
natural amino acids and the compound of formula (1) may exist in a specific di
astereomenc form or mixtures thereof when the carbon to which R' 1s attached
becomes a stereocenter due to the R' group or the compound of formula (1) may
have a protecting group tn an ester form ( QO R wherein R 15 -SAQ or 2
sufonamide form { CONHSO R wheren R 1s SAQC) or may exist in the form
of pharmaceuucaly acceptable sal: when R ' 15 a side chan residue of an amno
acid contaimng carboxyl moiety or the compound of formul2 (1) may aso exist
1n the form of pharmaceuticaly acceptable sat when R ' 1s 2 side chain residue of
an amino acid containing a base morety

I R represeats SAC SCAC Ar SAC Ar or a side chain residue of the
natural amino acids and the compound of formuda (1)} may exist 1n a specific i
astereomerntc form or rmixtures thereof when the carbon to which R’ 1s attached
becomes a stereocenter due to the R group the compound of formula (1) may
have a protecting group tn an ester form ( Q0 R wherenn R’ 15 -SAQ or a
sulfonam:de form { CONHSO R wherein R 1s SAC) or may exist in the form
of pharmaceuticaly acceptatie salt. when R ”is a side chain residue of an amino
acid containing carboxyl moiety or the compound of formula (1) may also exist
1n the form of pharmaceuticaly acceptatle sdt when R ? 15 & side chain residue of
an amino acid contaimng a base mcnety or

R’ further represents H (CH ) OR’ wherem R 1s SAC SCAC Ar or SAC
Ar andn=lor2 or (CH ) OC(—O)R wherein R®1s SAC SCAC  Ar or
SAC Ar andn=1or2

IV) A represents (CH ) (n=04) O(CH ) n=04) or NR’ (CH ) (n=

4) wherein R'1s SAC SCAC Ar or -SAC Ar
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V) Brepresents H -SAC -SCAC  Ar or-SAC Ar or

VI) R and R' may form a cycle together with the carbon atom to which they are

attached where R R’ 1s (CH) (CH) O (CH ) or (CH) NR" (CH)

wherein n+m<9 andR 15 -SAC SCAC Ar SAC Ar C(-O) SAC

C(=0) SCAC C(=0) Ar or C(.-O)-SAC Ar

VII) X represents C(—OﬂH OR wherem R" 1s SAC -SCAC Ar or

SAC Ar C(.-OXZHZOC(-O)R wherein R 15 -SAC  SCAC Ar or-SAC Ar
CH-(H @0 R" wheren R"” 1s SAC SCAC Ar or SAC Ar CH=CH SO

R" wheren Rf 1s SAC -SCAC Ar or SAC Ar C(-OXZH—CH or COCH
theremW:s N F Cl Br I NR“R"® (R and R' eachate SAC

SCAC. Ar or ~SAC Ar or together may form 3 to 6 membered saturated or

unsaturated cyclic group) SR" (R“ 18 SAC SCAC Ar or SAC Ar) oris

the folowing formula

R Y Y v R+, O Y
oﬂ Z/ { ,Eg I gﬂ ° Y
N

wheretn

YisH OH OR"®R"= SACor SCAQ C(=O)R”(R"= H -SAC or
SCAQ F Cl BrICNN:N CI)HCF COR(R SACoar
SCAQ C(—ON{R "R = sAC or SCAQ or C(-ONR R R® and R®
each are SAC -SCAC Ar or-SAC Ar)

R™1sH SAC -SAC Ar or Ar salt, or stereoisomer thereof

2 The compound according to claim 1 whereir R represents H

3 The compound according to claim 1 wherein R' represents CH GOOH CH
QOOR’ (R ’=SACQ) or CH CDN-ISO R R'=8A0

4 The compound accordmg to claim 1 wherein R represents H SAC  Ar or
(CH:) OR’ (R = SAC SCAC Ar or-SAC Ar andn=1o0r2)

5 The compound according to claim 1 wherein X represents C(=0)CH 2OAr
C(—OX:H OC(-O)Ar or COCH W wherenWis N F Cl Br I NR"“R"
(R % and R" each are SAC SCAC Ar or-SAC Ar or together may form 3 to
6 membered saturated or unsaturated cyclic group) or SR v (R" 1s -SAC

SCAC Ar or SAC Ar)

6 The compound according to claim 1 wherein

I) R represents H
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m

I) R’ represents CH COOH CH GDOR®R’=SAQ) ot CH CONHSO R ®®

=8A0

I R’ represents H SAC Ar or (CH) OR’ R’ = -SAC -SCAC Ar or
SACArandn=1lor2)

IV) A represeats (CHI) (n=04)or O (C[-Iz) n=04)

V) B represents H -SAC SCAC Ar or SAC Ar

VD X represents COCH N GOCH F COCH Cl COCH Br COCH I
COCH OAr QOCH OCDAr or COCH SR” ®”1s SAC SCAC Aror
SAC Ar)

7 The compound according to claum I whuch 1s selected from the folowing
group

(1) (35) 5 [(2 6-dichlorobenzoyl)oxy]

3-({[5 methy}3 phenyl4 5 dihydro 5 1soxazolyl]carbonyl)amino) 4 oxopentan
oic acid (laa)

(2) (35) 3 ({{5 methy}3 phenyt4 5 dihydro 5 1soxazolyl)

carbonyl Jamino) 4 oxo 5 phenoxypentanoic acid (Tbb)

(3) (35) 3 ({(5 ethyl3 phenylt4 5 dihydro 5 1soxazdyl]

carbonyl }amino) 4-oxo 5 (2 3 5 6 tetrafiorophenoxy)pentanoie acid (Iec)
@) (35) 3 ({(5 ethy}3 (I naphthyl) 4,5 dihydro-5 isoxazdyl]

carbonyl }Jaming)-4-0x0 5 (2 3 5 6 tetrafiorophenoxy)pentanoic acid (Idd)
(5) (35) 3 ({[5 ethy}3 (2 naphthyl}4,5 dihydro 5 1soxazdyl]

carbonyl }amino)-4 oxo 5 (2 3,5 6 tetrafhorophenoxy)pentanoic acid (Tee)
(6) (35) 3 ({[S ethyl3 (1 1soquinclinyl)-4 5-dihydro 5 tsoxazolyl]

carbonyl Jamino)-4-oxo 5 (2 3 5 6-tetrafiorophenoxy)pentanoic acid (Iff)
(D 3 ({[5-ethy}3 (1 1soquincknyl)-4 5 dihydro 5 1soxazdyl]

carbonyl }jamino) 5 fluoro 4-oxopentanoic acid (Igg)

(8) ethyl 3 ({{5 ethy}3 (1 1soquincinyl) 4 5 dihydro 5 isoxazdlyl]
carbonyl}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoate (Ihh)

(9) 5 fhoro 3 ({[(SR) 5 1sopropyk3 (1 1soquinchnyl)-4 5 dihydro 5 150xazdyl]
carbonyl Jamtno) 4-oxopentanoic acid (Iu)

(10) 3 ({{5 ethy}3 (4-quindinyl)-4 5-dihydro-5 1s0xazdyl]

carbonyl }Jamina) 5 fluoro-4-oxopentanoic acid (Iy)

{11) 3 {([3 (benzotiuophen 2 y1) 5 ethyl4 5 dihydro 5 1soxazolyl]
carbonyl }amtno) 5 fitoro-4-oxopentanowc acid (Ikk)

(12) (35) 3 ({{3 (1 3 dimethyt1 H indd-2 y1)-5 ethyl4 5 dihydro 5 1soxazdlyl]

174
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carbonyl}amino) 4-oxo 5 (2 3 5 6-tetraflorophenoxy)pentanoic actd (IR )
(13) 3 ({{3 (1 3 dimethy}1 H 1ndok2 yl) 5 ethyl4 5 dihydro 3 1soxazolyl]
carbonyl}amino) 5 flioro 4 oxopentanoic actd (Imm)

(14) (35) 3 ({[5-ethy}-3 (1 naphthylmethyl) 4 S-dihydro 5 1s0vazdlyl)

carbonyl jamino) 4-0x0 5 (2 3 5 6 tetrafiorophenoxy)pentanoic acid ( Inn )
(15) (35) 5 [(2 6-dichlorobenzoyl)oxy] 3 [({5 ethyt3 {2 (1 naphthyl)ethyl)

4,5 dihydro 5 1soxazdlyl}carbonyl)amino]-4-oxopentanoic acid (Ioo)

(16) (35) 3 [({5 ethy}3 [(1 naphthyloxy)methyl]

4 5 dihydro 5 1soxezdyl}carbonyl)amino}-4-o0x0 5 (2 3 5 6 tewafiuorophenoxy)
pentanoic acid (Ipp)

(17 3S) 3 {[(3 ([(4~chboro-1 naphthyl)oxy]

methyl} 5 ethyi4 5 dihydro 5 1soxazdyl)carbonyljamino} 4-0x0 5 (23 5 6 tetr
afluorophenoxy)pentanoic acud (Iqq)

(18) (35 4E)-6 ethoxy 3 ({{(S5R

) 5 1sopropy}3 (1 1soquinchnyl) 4 5 dihydro 5 1soxazolyljcarbony! Jamino) 6 o
xo0 4-hexenotc acid (Irr)

(19) (35 4E) 3 ({[(5R) 5 1sopropy}t3 (1 1soquindlinyl)4 S5-dihydro 5 1s0xazdlyl]
carbonyl }Jamino) § (methylsufonyl) 4 peatenosc acid (Iss)

(20) 5 fuoro 3 ({{(5S) 3 (1 1soquincinyl) 5 propyl4 5 dthydro 3 1soxazalyi]
carbonyl}ammo) 4-oxopentanoic acid (Itt)

(21) 3 ({[(5S) 5-ethyl3 (1 naphthyl)-4 5 dihydro 5 1soxazolyl]

carbonyl jamino) 5 fluoro 4-oxopentanoic acid (Tuu)

(22) 3 ({{(55) 5 ethyl3 (2 quindinyl)-4 5 dihydro 5 1soxazdyl]

carbonyl jamino) 5 fluoro 4-oxopentanoic acid (Ivv)

(23) 3 ([{(5R)-5-ethy}3 (3 1soquinchnyl)-4 5 dihydro 5 1s0xazelyl]

carbonyl }armno) 5 fuoro-4~oxopentanoic acid (Iww)

(24) 3«({{5-ethy}3 (8 qundinyl)-4 5 dihydro 5 1soxazdyl}

carbonyl}amno) 5 fluoro 4-oxopentanoic acid (Ixx)

(25) 3 ({(5-ethyt3 (3 quinchnyl) 4 5 dihydro-5 1soxazdyl]

carbonyl jamino) 5 fhioro 4-oxopentanoic acid (Iyy)

(26) 5 firoro-3 ({[(5R)-5 1sopropy}3 (2 quindiinyl)-4,5 dihydro 5 1s0xazalyl]
carbonyl}amino) 4-oxopentanoic acid (Izz)

(27) 3 ({[S-ethy}t3 (2 1sopropylphenyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdyl]

carbonyl jamino) 5 fuoro-4-oxopentanoic acid (Taal)

(28) 3 {({3 [3 (sert butyDphenyl]

Ze
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5-ethyl4 5-dihydro 5 1soxazdyl jcarbonyl)amino] 5 flioro 4-oxopentanoic
acid (Iaa2)

(29) 3 [{{3 [4~(rerr butyl)phenyl]

5 ethyl4 5 dihydro 5 1soxazdyl}carbonyl)amino] 5 flioro-4-oxopentanoic acid
(Taa3)

(30) 5 fuoro 3 ({[(5R

) 5 1sopropyl-3 (2 1sopropylphenyl) 4 5-dihydro-5 1soxazdyljcarbonyl}amino)
4-oxopentanoic acid (laad)

(31) 3 [{{(5R) 3 (3 (terr butyl)phenyl] 5 1s0propyl4 5-dihydr o-

5 1soxazdyl }carbonyl)amino] 5 fuoro-4 oxopentanorc acid (JaaS)

(32) 3 {[(3 [1 1 biphenyl] 3 y}5 1sopropy}t4 5 dihydro-5 1soxazdyl)carbonyl)
amino} > flioro-4-oxopentanoic acid {1aab)

(33) 3 ({[5 ethy}3 (2 pyndinyl)-4 5-dthydro 5 1soxazdyl]

carbonyl}amino) 5 fluoro 4 oxopentanoic acid (Taa7)

(34) 3 [({3 [4-(tert butyl) 2 pyndinyl]

5 ethyt4 5 dihydro 5 1soxazdyl}carbonyl)amino] 5 fuoro 4 oxopentanoic acid
(1aa8)

(35) 3 [({(5R) 3 (4-(rert butyl) 2 pyndinyl]

5 1sopropyt4 S dihydro 5 1soxazdyl}carbonyl)amino] 5 fluoro-4-oxopentanotc
acid (Taa9)

(36) 3 ({[5-ethy}3 (4 1sobuty}2 pyndinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazalyl]

carbonyl }amino) 5 flnoro-4-oxopentanoic acid (Ia210)

(37 3 ({{3 (4-acety}2 pyndinyl) 5-ethyH4 5 dihydro 5 1soxazadyl]

carbonyl Jamino) 5 fuoro-4-oxopentanoic acid (Taall)

(38) 3 ({[3 (4-cyclopropy}2 pyridinyl) 5-ethyt4 S-dihydro 5 150xazdlyl]
carbonyl}amino) 5 flioro-4-oxopentanoic acid (Taal2)

(39) 3 ({[3 (4 cyclopentyt2 pyndinyl) 5 ethyl4 5 dihydro-5 1soxazdyl]
carbonyl }amino) 5 fioro-4-oxopentanoic acid (Iaal3)

(40) 3 ({{(5R

) 3 (4cyclopentyt2 pyndinyl) 5 1sopropyt4 5 dihydro-5 1soxazdlyllcarbonyl}a
mino) 5 flioro-4-oxopentanoic acid (Iaal4)

(41) 3 ({[3 (4-cycbhexyt2 pyndinyl) 5 ethyl4 5 dihydro-5 1soxazatyl]
carbonyl }Jamino) 5 fhioro-4-oxopentanorc acid (laal5)

(42) 3-({{5-ethyt3 (5 6 7 8 tetrahydro 1 1soquindinyl)-4 5-dihydro 5 150xazaly!
Jcarbonyl }ammuno) 5 fluoro-4-oxopentanolc acid (Jaal6)
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(43)

5 fluoro 3-{{(5 1sopropyl3 (4 pheny}2 pyndinyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdyl]car
bonyl }armino)-4-oxopentanoc acid (faal7)

(44) (35) 5 [(dphenylphosphoryl)oxy] 3 ([{(5R

-5 1sopropyl3 (1 1soquinclinyl)-4 5-dihydro-5 1soxazdyljcarbonyl }amino) 4 o
xopentanow actd (Tazl8)

(45) (35} 5 ({[{5R) 5 1sopropy}3 (1 isoquincinyl) 4 5 dihydro S 150xazdyl]
carbonyl}amino}-4-oxo-5 {[1 phenyl3 (tnfnoromethyl) 1 H pyrazd-5 yl]
oxy}pentanorc acid (Iaal9)

(46) (35) 5 [(4-benzylS oxo 2 5 dihydro 3 furanyl)oxy 3 ({[(SR

) 5 1sopropyk3 (1 1soquinclinyl)-4 5 dihydro-5 1soxazdyl]lcarbonyl}amino) 4-o0
xapentanoic actd (Jaa20)

@7 (38) 5 (isoburyryboxy) 3 ({{5R

}-5 1sopropyl3 (1 soquincinyl)-4 5 dihydro 5 isoxazdyljcarbonyl}amino) 4 o
xopentanoic actd (Taa21)

(48) (35) 3 ({{{5R) > 1sopropy}3 (1 isoquinchnyl)-4 5 dihydro 5 150xazdyl]
carhonyl lamino) 4-0xo 5 hexenoic acid (Iaa22)

49) (35) 3 ({{(5R) 5 1sopropyt3 (! 1soquinchnyl)-4 5 dihydro-5 1soxazolyi]
carbonyl jJamino) 4-0x0 5 (2 pyndinyloty)pentanoic acid (Iaa23)

(50) (35) 3 ({(S ethyk3 (2 1sopropylphenyl) 4 5 dihydro 5 1soxazdlyl}

carbonyl Jamino) 4-ox0-3 (2 pyndinyloxy)pentanoic acid (Taa24)

(51) 2 {{(35) 4-carboxy 3 ({({(5R

) 5 1sopropyk3 (1 soquinofayl) 4 5 dihydro-5 1soxazdlyl]carbonyl}amino) 2 o
xobutylloxy} 1 methylpyndimum tnforomethanesudfonate (12a25)

(52) 2 {{(3S

) 4 carboxy 3 ({[5 ethy}t3 (2 sopropylphenyl)-4 S dihydro 5 1soxazdyljcarbon
yl}amino) 2 oxobutylloxy} | methylpyndinium tmfluioromethanesufonate
(Iaa26)

(53) 3 {{[3 (5 chioro 1 methytl H

windot2 y1) 5 isopropyt4 5 dihydro 5 1soxazadyl]earbonyl}amino) 5 flaoro-4-0x
opentanoic acid (Taa27)

(54) 3 ({{3 (1.5 dumethyt1 H indd-2 yl) 5 sopropyt4 5-dihydro-5 1soxazdyl]
carbonyljaming) 5 fluoro-4-oxepentanoic acid (faa28) and

(55) (38) 5 fuora 3 ({[(5R

) 5 1sopropyt3 (1 wsoquinolinyl)-4 5 dihydro 5 1soxazalyllcarbonyl Jamino) 4-0
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[10]

(11]
[12]

(13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

75

xopentano:c acid (Iu 1)

8 The compound according to claxm 1 which 1s § fluoro 3 ({[(5R

} 5 1sopropy}3 (1 1soquindiinyl) 4,5 dihydro 5 1soxazdlyl]carbonyl}amino) 4 o
xopentanoc acid (I11)

9 A compound of the folowmg formula (1a)

PP

R!

B
A

0 R R

(1a)

1 which

A B R R' R’ and X are defined as described i claim 1

10 The compound according to claim 9 which 1s (35)-5 fluoro 3 ({[(5R

) 5 1sopropyl3 (1 1soquinchnyl)-4 5 dihydro 5 1soxazolyl]carbonyl }amino) 4 o
xopentanoic acid (In 1)

11 A process for preparing the compound (In 1) as defined in clmum 10 which
comprises the steps of dissdving a mixture of (35) 5 fluoro-3 ({[(SR

) 5 1sopropyl3 (1 1soquinchnyl)-4 5 dihydro 5 1soxazalyl]carbonyl }amino} 4 o
xopentanosc acid and (3R) 5 flworo 3 ({[(SR

)} 5 1sopropyt3 (1 1soquinclinyl) 4 5 dihydro-5 i1soxazdyli]carbonyl}arno) 4-o0
xopentanoic acid 1n methyl t butyl ether adding a small amount of crystafine (3
§)5 fluoro 3 ({[(SR) 5 1sopropyl3 (1 1soquincinyl)-4 5 dihydro-5 1soxazdyljc
arbonyl }amino)-4-oxopentanoic acid as a seed matena to gve a crystal and re
crystalizing this crystal from ethyl acetate/n hexane solvent system

12 A therapeunic composiuon for preventng inflammation and apoptosis
compnsing the caspase inhibitor compound of formula (1) sdlt, or sterecisomer
thereof as defined 1n claim 1 as an active ingredient together with the pharma
ceuticaly acceptatie carmer

13 The composition according to clum 12 for the treatment of demenna
cerebral stroke brain imparrment due to AIDS diabetes gastric ulcer cerebral
iyjure by hepatins hepatitis tnduced hepatic diseases acute hepatiis filminant
hepatic failure liver cirrhosis sepsis organ transplantation rejection rheumatic
arthritis or cardiac cell apoptosis due to 1schemic cardiac diseases

14 The composition according to claim 12 for the treatment of acute hepatitis or

Ever cirthosts

g/
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[19]

[20]

[2i)

[22]

[23]

[24])

[25)

76

15 The composition according to claim 12 for the treatment of rheumatic
arthritis

16 The composition according to claym 12 which ts formulated as an ora
preparation aninjection or a patch

17 The composition according to claim 12 compnsing the compound (In) as
defined 1n claim 8 as an active ingredient

18 The composition according to claim 12 comprising the compound (I 1) as
defined 1n claim 10 as an active ingredient.

19 A process for prepanng the therapeutic composttion for preventing n
flammation and apoptos:s as defined 1n claim 12 compnsing admixing the
caspase inhibitor compound of formula (1) sdt or stereoisomer thereof as
defined 1n claim 1 with pharmaceuticaly acceptate carrer

20 A method for preventing inflammation and apoptosis compnsing ad
munistering an effective amount of the caspase mhibitor compound of formula
(1) sat or stereorsomer thereof as defined in claim 1 to & patent suffering from
inflammation and apoptosis

21 A use of the caspase nhibitor compound of formula (1) salt, or stereoisomer
thereof as defined in claim 1 for preventing inflammation and apoptosis
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DESCRIPCION
INHIBIDORES DE CASPASA QUE CONTIENEN ANILLOS DE ISOXAZOLINA

CAMPO TECNICO
[3] La presente invencion se relaciona con un derivado de la 1soxazolina como un
inhibidor contra vanas caspasas Incluyendo la caspasa 1(interlukin 1B enzima
convertidora ICE] y la caspasa 3 [apopam/CPP 3] un proceso para su
preparacion y una composicién terapeutica para prevenir la inflamacion y la

apoptosis que ia incluye

ANTECEDENTES DEL ARTE

[6] La caspase es una nueva clase de proteasa cisteina en la forma de az B;
descublerta durante los ulimos 10 aflos Cerca de 14 clases de ellas han sido
conocidas hasta ahora La Caspasa 1 {ICE) una de ellas es una clase de citokina
y participa en convertir ia prointedukin 18 inactivo al interlukin 1B activo Interlukin
1 consiste de interlukin 1a e interlukin 1B los cuales son sintetizados en monocitos
en la forma de un precursor que tiene 31kDa Solo prointerlukin 1B es activado por
ICE Las posiciones hidrolizadas por la caspasa 1 son Asp? Gly* y Asp'™® -
Ala' La hidrolisis de la ultima posicion da intedukin 1B Interlukin 1B ha sido
reportado que actua como un importante mediador en causar inflamacién (1 3) La
caspasa 1 fue descubierta por primera vez en 1989 y en dos grupos de estudio
independientes la estructura tn dimensional de ella fue determinada por métodos

de cnstalografia de rayos X

[8] La caspasa 3(CCP 32) es ampliamente estudiada por su papel o mecanismo
de accién y su estructura tndimensional fue determinada en 1996 (2) La caspasa
2 (apopain) activad de procaspasa 3 hidroliza (P4)Asp X X Asp(P1)motif y los

sustratos conocidos ncluyen poli(ADP nbosa)polimerasa nbonucleoproteina
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nuclear pequeria U1 70 000 Mr y la subunidad catalitica de proteina Kinasa DNA
dependiente 460 000 Mr etc La estructura de rayos X de capasa7 se ha

reportado como muy parecida a la de caspasa 3 (4)

[10] Las caspasas 8 y 9 estan presentes en las caspasas comente amba 367 y
se conoce que estas caspasas participan en la cascada de la apoptosis La
estructura de rayos X de caspasa 8 fue determinada en 1995(5) y particularmente
los inhibidores de ella pueden ser ventajosamente usados para ftratar las

enfermedades relacionadas a la apoptosis

[12] Por inhibidores de caspasa se entiende aquellos compuestos que inhiben la
capacidad de la caspasa Yy asl controlan sintomas tales como inflamacién
apoptosis etc causad por la actividad de la caspasa Enfermedades o sintomaza
que pueden ser tratados o atenuadas por la administracion de inhibidores incluyen
ias siguientes artntis reumatoide enfermedad del intestino inflamado enfermedad
de graft vs host sepsis osteoartriis osteoporosis leucemia mielogena crénica y
aguda meningitis salpingitis shock séptico colangitis encefalitis endocarditis
glomerulonefntis hepatitis miocardits pancreatitis diabetes tipo | melitus

esclerosis multiple enfermedad de Alzheimer Parkinson hepatocirrosis
[14] Entre los inhibidores de caspasa conocidos hasta ahora los mas

notonamente irreversibles son los siguientes

[19]

O H (0] O H O
CEQNI(N F O/\OJ'LN N F
Q o}

IDN-1965 MX-1013
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[17] Los dos inhibidores antenores exhiben su actividad basados en el mecanismo
comun de que ellos ireversiblemente inactivan la enzima para la apoptosis celular
(nhibidor de amplio espectro irreversible) Se ha reportado que el inhibidor
irreversible tiene una actividad inhibidora mucho mas efectiva cuando se
comparan inhibidores reversibles e irreversibles (7) Ambos IDN 1965 de IDUN Co
y MX 1013 de Maxim Co se reporta que muestran actividad en el modelo de
apoptosis celular de lesiones hepaticas (8 9) Estos compuestos estan ahora en la
etapa de pruebas preclinicas El inhibidor irreversible IDN 6556 la estructura del
cual ha sido recientemente reportada esta ahora en la etapa de fase Il de pruebas
clinicas como un agente terapéutico para lesiones hepaticas (10 11)

[18]

5 o o F
N\“)LNJW,N 0 F
R
o) F
IDN-6556
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[23] (3) Thornberry NA et al Nature 1992 356 768 Nature Biotechnology
1996 14 297 Protein Science 1995 4 3 Nature 1995376 julio 6) 37 Protein
Science 19954 2149

[24] (4) Wel Y etal Chemistri and Biology 2000 7 423

[25] (5) Blanchard H et al Structure 1999 7 1125 Blanchard H et al J of Mol

Biol 2000 302 9



4—-@@

[26] (6) Referencias a enfermedades relacionadas con la caspasa
[27] Demencia Arch Neurol 2003 Mar 60(3) 369 76 Expresion del gen de
caspasa In el cerebro como una funcién de la progresion del Alzhemer Pompl PN

Yemul S Xinag Z HoL Haroutunian V Purchit D Mohs R Pasinett GM

[29] Derrame cerebral Proc Natl Acad Sci USA 2002 Nov 12 99(23) 15188 93
Activacion de caspasa y neuroproteccion en ratones deficientes en caspasa 3
después de isquemia cerebral en vivo y privacion de glusosa de oxigeno in vitro

Le DA WuY Hunag Z Matsushita K Pleniia N Augustinack JC Hyman BT Yuan

J Kuida K Flavel RA Moskowitz M A

[31] Dafio cerebral debido al AIDS J Neurosci 2002 May 15 22(10) 4015 24
Cascadas de caspasa en inmunodeficiencia humana de neurodegeneracion virus
asoclada Garden GA Budd S| Tsar E Hanson L Kaul M D Emiia DM

Friedlander RM Yuan J Mashah E Lipton SA

[33] Diabetes Diabetes 2002 jun 51(6)193848 Apoptosis nducida por
hiperglicemia en el miocardio de un ratdn activacion de la ruta caspasa3 C

mediada citocroma mitocondnal CaiL LiW Wang G GuolL JinagY Kang YJ

[35] Ulcera gastnca J Physiol Pharmacol 1998 Dec 49(4) 489 500 Papel del
factor de crecimiento de fibroblast basico en la supresién de caspasa 3 apoptotica

durante el saneamiento de la ulcera gastnca Slominay BL Piotrowski J Slomiany

A

[37} Lesiones cerebrales por hepatitis J Viral Hepat 2003 Mar 10(2) 81 6
Disfuncibn Cerebral por infecciones de hepatitis C crénica Forton DM Taylor

Robinson SD Thomas HC
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[39] Falla hepéatica fulmnante Gastroenterology 2000 Aug 119(2) 446 60
Factor alfa en necrosis de tumor en la patogenesis de falla hepatica fulminante de
humano y munnos Streetz K Leifeld L Grundmann D Ramkers J Eckert K

Spengler U Brenner D Manns M Trautwein C

[41] Sepsis Nat Inmunol 2000 Dec 1(6)469 501 Inhibidores de caspasa
mejoran la supervivencia de la sepsis un papel crnitico de la linfocita Hotchkiss
RS Chang KC Swanson PE Tinsley KW Hui JJ Klemder P Xanthoudakis S

Roy S Bilack C Gnmm E Aspiotis R Han Y Ncicholson DW Karl IE
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115 24 Prevencion 1n vitro del rechazo de xeno graf mediado por células 1ba la
ruta Fas/Fas L en células de nfidén de cerdo CrmA Transductada Fujno M L1 XK
Sud T Hashimoto M Okabe K Yaginuma H Mikoshiba K Guo L Okuyama T

Enosawa S Amemiya H Amano T Suzuki 8

[45] Artntis reumatica Prog Med Chem 2002 39 1 72 Inhibidores de caspasa

como agente antunflamatorios y antiapoptoticos Graczyk PP

[47] isquemia cardiaca Am J Physiol Hearat Cir Physiol 2002 Sep 283(3) H9S0
5 Rotura de caspasa 3 DFF45/ICAD hipoxia inducida en cardiomiocitas humanas
falladas Todor A Sharov VG Tanhehco EJ Silverman N Bernabeli A Sabbah
HN

[49] Antiinflamatorios J Inmunol 2003 Mar 15 170(6) 3386 91 Inhibidor de
caspasa de amplio espectro aminora la inflamacion alergica de conductos de atre
en el modelo de asma munno lwata A Nshio K Winn RK Chi EY Henderson WR

Jr Harlan JM
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[61] Cirrosis 1) J Pharmacol Exp Ther 2004 Mar 308(3) 1911 6 El inhibidor de
caspasa ldn 6556 atenua la lesidn hepatica y fibrosis en el ducto de bilis ligado de
ratbn Canbay A Fledsten A Baskin_Bey E Bronks FS Gores GJ n)
Hapatology 2004 Feb 39(2) 273 8 Apoptosis el nexo de lesiones hepaticas y
fibrosis Canbay A Friedman S Gores GJ In) Hepatology 2003 Nov 30(5) 1188
98 Envolvimiento de células Kupffer of cuerpos apoptoticos estimula ligandos
muertos y la expresion de citokina Canbay A Fledstein A Higucht H Wemneburg

N Grambihler A Bronk SF Gores GJ

[53] (7) Wu J et al Methods A Companion to Methods in Enzymology 1999
17 320

[54] (8) Hoglen NC et al J Pharmacology and Expenmental Therapeutics
2001 297 811

[65) (9) Jaeschke H et al Toxicology and Applied Pharmacology 2000
169 77

[66] (10) Hoglen NC et al J Pharmacol Ep Ther 2004 309(2)634
Charactenzation of |IDN6556 (3 [2 (2 tert butyl fenilaminooxalyl) amino]
propionylamino]-<4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluoro fenoxi) pentanoic acid A liver targeted
capase inhibitor

[67] (11) Canbay A et al J Pharmacol Exp Ther 2004 308(3) 1181 The
caspase Inhibitor IDN 6556 attenuates hepatic imjury and fibrosis in the bile duct

ligated mouse
EXPOSICION DE LA INVENCION

[60] Los actuales Iinventores disefian y sintetizan nuevos compuestos que
pueden ser usados como efectivos inhibidores contra caspasas y que tienen una
estructura distintiva y una alta selectividad por enzimas similares que determinan

su habilidad fijadora y actividad inhibitona de las caspasas Como resultado los



Inventores han descubierto que un compuesto de la siguiente formula (1) cumple
tales requenmientos y constituyen la presente invencion

[61]

[62] (1)
[63] enla cual

[64] A B R R' R?y X son definidos como se describe abajo

[66] En consecuencia la presente invencidn provee el novel denvado de
iIsoxazolina de la formula (1) sal o esterecisémero de el que tiene una efectiva

actividad inhibidora contra caspasas

[68] Es ofro objetivo de la presente invencion el proveer un proceso para

preparar el compuesto de la formula (1) sal o estereoisémeros de el

[70) Es tambien otro objetivo de la presente invencién el proveer un compuesto
un uso © un método para Inhibir las caspasas especificamente una composicion
farmacéutica un uso o un método para prevenir inflamacién y apoptosis que
comprende el compuesto de la formula (1) sal o estereoisomero de el como

ingrediente activo junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[73] La Figura 1 muestra la actividad inhibidora del compuesto (In) contra la
fibrosis hepatica debido a un estancamiento de biis a) en la Figura 1 representa

el caso de operacidbn Sham b) representa el caso de operacion BDL donde solo
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el vehiculo fue administrado después de la ligacion del ducto biiar ¢} representa
el caso donde el compuesto (ln) fue administrado oralmente en una dosis de 3
mg/kg dos veces por dia durante 1 semana después de una semana de ligado el
ducto biliar d) representa el caso donde el compuesto (ln) fue oralmente
administrado en una dosis de 10 mg/kg dos veces por dia durante 1 semana

después de una semana de ligado el ducto biliar

[76] La Figura 2 muestra la actividad inhibidora del compuesto (ln) contra la
apoptosis de celulas hepaticas debido al estancamiento de bilis a) en La Figura
2 representa el caso de operacidn Sham b) representa el caso de operacion
BDL donde solo el vehiculo fue administrado despues de la higacion del ducto
bihar c¢) representa el caso donde el compuesto (ln) fue administrado oralmente
en una dosis de 3 mg/kg dos veces por dia durante 1 semana después de una
semana de ligado el ducto biliar d) representa el caso donde el compuesto (lu)
fue oralmente administrado en una dosis de 10 mg/kg dos veces por dia durante 1
semana después de una semana de ligado el ducto bilar y e) es un grafico que
muestra el numero de células hepaticas sujetas a apoptosis en cada grupo de

tratamiento

MEJOR FORMAS DE IMPLEMENTAR LA INVENCION

[78] Antes de ilustrar la presente invencion en detalle los siguientes importantes
terminos son definidos

[79] a) Cadena Alkl Simple (SAC abajo) significa un hidrocarburo que tiene 1
a 8 atomos de carbono en una forma isomérica lineal o ramificada

[81] a) Cadena Ciclo Alkil Stmple (SCAC abajo) significa un radical ciclico que

tiene 3 a 10 atomos de carbono
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[83] c) Grupo Anl (Ar abajo) incluye ambos los grupos aromaticos y
heteroaromaticos El grupo aromatico significa un ciclo no saturado fusionado o
simple de 5 a 15 miembros Uno o mas hidrogenos pueden estar reemplazados
con un grupa (s) seleccionados de los siguientes acill amino carboalkoxi carbox
carboxiamino ciano halo hidroxi nitro tiol aljl cicloalkil alkoxi arloxi sulfoxi y
guanido El grupo heteroaromatico significa un grupo arématico que contiene de 1
a 5 heteroatomos seleccionados de un grupo consistente de oxigeno sulfurc y
nitrogenc De la misma manera uno o mas hidrégenos pueden estar
reemplazados con un grupo (s) seleccionados de los siguientes acll amino
carboalkoxa carboxi carboxiamino ciano halo hidroxi nitro tiol alpl cicloalkil
alkoxi ariloxa sulfoxi y guanido O por ejemplo en el caso de pindil un grupo alkil
puede ser adicionado al atomo de nitrégeno para convertir el grupo pirndil en un

grupo pindinium que tiene (+) carga en el 4tomo de nitr6geno

[85] El grupo aril incluye fenil bifenil 1 naftil 2 naftl pinmidil N alkil pindinium
pinmidinil quinoliml  benzotienil indohl pirazinil 1Isoindolil 1Isoquinolil  qunazolnil
quinoxalinil  ftalazinl smidazolinl 1soxazolhs pirazolli oxazolli tiazohl indolizinil
indazolh benzotiazoll bencirmdazoll benzofuraml tienll pirroll  oxadiazolil
tadiazolil tetrazoll Oxazolopindinl imidazopindimil  1sobazoll  cinnolinid
carbazolil iIsocromanil cromanil tetrahidroisoquinolinil isoindolinil
isonbenzotetrahidrofuranll  1sobenzotetrahidrotienil  1sobenzotienll  benzoxazolil
pindopirinil  benxotetrahidrofuranil  benzotetrahidrotient punnil  benzodioxolil
tnazinl fenoxazinl  fenotiazmil  ptendinl benzotiazoll  imidazopindinil
imidazotiazoll  dihidrobenzisoxazivl  bencisoxazinil  dihidrobenzisotiopiranil
benzopiranil  benzotiopiranl coumannil 1socoumannil cromonll  cromanonil
pindinil N oxido tetrahidroquinolimil N oxido  dihidroquinolinil -~ dihidroquinohinonil
dihidroisoquinolinonil  dilidrocoumannil  dihidroisocoumannil  1soindolinonil
benzodioxanit) benzoxazolinonid N alkil pindium pirrolil N oxido  pinmidinil N

oxido pirazinil N oxido quinolimil N oxido indoll N oxido  indolimil N oxido
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isoquinoll N oxido  qunazolinil N oxido quinoxahnil N oxido  ftalazinl N oxido
Indoliziil N oxido indazolil N oxido benzotiazoll N-oxido benzimidazolil N oxido
piroll N-oxido oxadiazolil N-oxido tiadiazoll N-oxido tnazolil N oxido tetrazolil

N oxido etc

[87] d) Cadena Alkil Simple sustituida por Anl (SAC Ar abajo) significa un alkil
de cadena recta o ramificada que tiene 1 a 8 atomos de carbono y es sustituido
por el grupo Arl mencionado arriba

[89] e) Los amino naturales incluyen los siguientes Glicina Alanina Valina
Leucina Isoleucina Serina Treonina Cisteina Metionina Prolina acido aspartico
Asparagina acido glutdmico Lisina Arginina Histidina Fenilalanina Tirosina y

Tnptofan

[91] EI grupo protector de ester simple es un hidrocarburo que tiene 1 a 8

atomos de carbono en una forma isoménca lineal o ramificada

[93] Ademas la presente especificacion incluye las siguientes abreviaturas
[94] N clorosuccinimida NCS

[95] N metimorfolina NMM

[96] O (7 azabenzotnazol 1 N NN N tetrametiuroniumhexafluorofosfato
HATU

[97] N N-dimetil formamida DMF

[98] 1 (3-dimetilaminopropil)-3 etilcarbodimida EDC

[99] hidrato de 1 hidroxibenzotnazol HOBt

[100] acido trifluoroacetico TFA

[101] t butoxicarbonil Boc

[102] benzilloxicarbonmil Cbz

[103] metii Me

[104] et Et



[105] equivalente Eq

[107] Los sustitutos incluidos en la formula (1) de amba son especificamente
definidos de la siguiente manera
[108] I) R representa H cadena alkil simple ( SAC) Cadena cicloalkil simple (

SCAC) grupo aril { Ar) o cadena alkil simple sustituida por un anl ( SAC Ar)

[110] 1I) R representa -SAC SCAC Ar SAC Ar o un residuo de cadena
lateral de todos los amino acidos naturales y el compuesto de la formula (1)
puede existir en una forma diastereomerica especifica o mezclas de ellas cuando
el carbono al cual R esta fijado se convierte en un estereocentro debido al grupo
R' o el compuesto de la formula (1) puede tener un grupo protector en la forma de
un ester { CO R® donde R® es —SAC) o en forma de sulfonamida { CONHSO R*
donde R* es —SAC) o puede existir en la forma de una sal farmacéuticamente
aceptable donde R' es un residuo de cadena lateral de un amino acido que
contiene morety carboxil o el compuesto de la formula (1) puede también existir en
la forma de una sal farmaceuticamente aceptable donde R' es un residuo de

cadena lateral de un amino acido que contiene moiety base

[112] R? representa -SAC SCAC Ar SAC Ar o un residuo de cadena lateral
de todos los amino acidos naturales y el compuesto de fa formula (1) puede
existir en una forma drastereomerica especifica o mezclas de ellas cuando el
carbono al cual R? esta fijado se convierte en un estereocentro debido al grupo
R? el compuesto de la formula (1) puede tener un grupo protector en la forma de
un ester ( CO R® donde R® es —SAC) o en forma de sulfonamida ( CONHSO R®
donde R® es —SAC) o puede existir en la forma de una sal farmacéuticamente
aceptable donde R? es un residuo de cadena lateral de un amino acido que
contiene motety carboxil o el compuesto de la formula (1) puede también existir en

la forma de una sal farmacéuticamente aceptable donde R? es un residuo de



cadena lateral de un ammno 4cido que contiene moiety base R? representa
adicionalmente H (CH,) OR” donde R” es—-SAC SCAC Ar o SACAr yn=1o0
2 0 —{CHy), OC(=0)R® donde R®es -SAC SCAC Ar o SACArn=102

[114] IV) A representa —(CHz), — (n=0-4) O (CHz)n — (n=0-4) 0 -NR® (CHz) —

(n=0-4) donde R es -SAC SCAC Ar o SAC Ar
[115] V)B representaH —SAC SCAC Ar o0 SACAr o

[118] VI) R y R' pueden formar conjuntamente un ciclo con el atomo de carbono
al cual ellos estdn enlazados donde -RR' es (CHz)y (CHz), O (CH2)m ©
(CHa)n —=NR'® (CH2)m donde n+m<9 y R'® es -SAC SCAC Ar o SACAr
C(=0) sac C(=0) SCAC SCAC C(=0) Ar o-C(=0) SAC Ar

[120] VII) X representa —C(=0)CH; OR'' es -SAC SCAC Ar o SAC Ar —
C(=0)CH, OC(=0)R"? donde R'? es -SAC SCAC Ar o SAC Ar CH=CH CO;
R" donde R'® es—SAC SCAC Ar o SAC Ar CH=CH SO, R" donde R es -
SAC SCAC Ar o0 SAC Ar C(=0)CH=CH2 o COCHz -W donde W es -N, F Cl
Br | NRYR'™ (RYYR'" cada uno son -SAC SCAC Ar o SAC Ar o juntos
pueden formar un grupo ciclico unsaturado o saturado de 3 a 6 miembros) SR
(R7es—SAC SCAC Ar o SAC Ar)o es la siguiente formula

[121]

v 0
HI—‘( YZ_(Y " 7;:0 N o 0 o v
oK N I, o & | o P Ad
R 0" "o RY R 0 At Y Y
[123] donde

[124] Yes H OH OR™ (R'= —-SAC 0 -SCAC) C(=O)R'™ (R"= H -SAC oo

SCAC) F Cl Br I CN NC N3 COH CF3 COR¥(R¥®=_SAC 0-SCAC)



a4

C(=0)NHR?' (R*'= —SAC 0 —-SCAC) O —C(=0)NRZR® (RZY R? cada uno son —
SAC SCAC Ar 0-SAC Ar)
[125] R*esH SAC SCACo Ar

[127] Los compuestos prefendos entre los compuestos de la formula (1) anterior
son aquellos donde

[128] R representa H

[129] R’ representa -CH, COOH CH, COOR? (R? = SAC) o —-CH, CONHSO, R*
(R*=SAC)

[130] R?representa H —SAC Aro (CHz), OR’ (R'=-SAC SCAC Ar o SAC
Aryn=102)o

[131] X representa —C(=0)CH2; OAr —C(=0)CH; OC(=0)Ar o COCH; -W donde
Wes-N; F CI Br | NR'™R"™(R"YR" cada uno son -SAC SCAC Ar o
SAC Ar o juntos pueden formar un grupo ciclico no saturado o saturado de 3 a 6

miembros) SR'' (R es -SAC SCAC Ar o SAC Ar)

[133] Los compuestos mas prefenidos dentro de los compuestos de la formula (1)
de antes son aquellos donde

[134] R representa H

[135] 11) R! representa -CH; COOH CHz; COOR3 (R® = SAC) 0 —CH; CONHSO;
R* (R*=SAC)

[136] IIl) R? representa H —SAC Ar o (CHz), OR’ (R’=-SAC SCAC Ar o
SACAryn=102)

[137] 1V) A representa |{CHz), — (n=0-4) O (CHg), — (n=04)

[138] V) B representa H —-SAC SCAC Ar o SAC Ar

[139] VI) X representa -COCH, N, COCH,F COCH;Cl COCH;Br COCH;|
COCH, OAro COCH; SR' (R” es -SAC SCAC Ar o SAC Ar)



[141] Particularmente los compuestos prefendos son aquellos seleccionados de
los siguientes grupos

[142] (1) &cdo (3S)-5 [(2 6 diclorobenzoil)oxi] 3({[S metil 3 fenil-4 5-dihidro 5
isoxazolillcarbonil}Jamino)-4-oxopentanoico (laa)

[143] (2) acido (3S)3 ({{5 metil 3 feni-4 5 dihidro § iIsoxazoliljcarbonil}Jamino)-4
oxo 5 fenoxipentanoico (Ibb)

[144] (3) acido (3S) 3 ({[5 etl 3 feni-4 5 dihidro 5 1soxazoliljcarboniljamino)-4
oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (lcc)

[145] (4) acido (3S)-3 ({[6 etil 3 (1 naftl}4 5 dihidro 5 1Isoxazolil}
carbonil}Jamino)-4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Idd)

[146] (b) acido (3S)-3 ({[5 etl 3 (2 naftl)-4 5 dihidro 5 i1soxazolil] carbonil}Jamino)
4-oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (lee)

[147] (6) acido  (3S)-3 ({[5 etil 3 (1 1soquinolinil}-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}lamino)}4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Iff)

[148] (7) é&cido (3S) 3 ({[5 etl 3 (1 1soquinolinil)-4 5 dihidro 5 Isoxazohl]
carbonil}lamino) 5 fluoro4 oxopentanoico (lgg)

[149] (8) et 3 ({[5 etl 3 (1 1Isoquinohinil}-4 5-ditidro 5 1soxazoliljcarbonil}
amino) 5 fluoro-4 oxopentanoato (lhh)

[150] (9) acdo 5 fluoro 3 ({[(BR) 5 isopropil 3 (1 1soquinolinil}4 5 dihidro 5
isoxazolil] carboniljamino)-4-oxopentanoico (I}

[151] (10) acdo 3 ({[5 etil 3 (4 quinolinil}4 5 dihidro 5 1soxazoli]  carbonil}
amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (1))

[152] (11) acido 3 ({[3 (benzohofen 2 1l) 5 etil-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonillamino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (Ikk)

[153] (12) acido (3S) 3 ({[3 (1 3 dimetil 1H Indol 2 1l) 5 etil-4 5 didro 5
Isoxazoll]carbonillamino)4 oxo 5 (2 3 § 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (lll)

[1564] (13) acido 3 ({{3 (1 3 dmetil 1H indol 2 1) 5 etil-4 5 dihidro 5

isoxazohl]carbonil}amino) 5 fluoro4 oxopentanoico (imm)



[155] (14) acido (3S)-3 {({I5 et 3 (1 naftimeti)<4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}amino)<4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Inn)

[156] (15] acdo (3S)}5[(26 diclorobenzoil)oxi] 3 ({[5 etl 3 (2 naftil)etil]-4 5
dihidro 5 isoxazoll] carbonil}Jamino)-4-oxopentanoico (100)

[157] (16) acdo (3S) 3 {{I5 etl 3 (1 naftloxi)metil]-4 5 dihidro 5 isoxazolil]
carboniljamino)-4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Ipp)

[158] (17) acido (3S) 3 {[(3 {[(4 cloro 1 naftil)oxiimetil}-5 etil4 5 dihidro 5
1Isoxazolll] carbonifjamino)}4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (1qq)

(159] (18) acido (3S 4E)-6 etoxi({{5R) 5 isopropil 3 (1 isoquinoiinii)-4 5 dihidro
5 1soxazolil} carbonil}amino) 6 oxo-4 hexenoico (lm)

[160] (19) acido (3S 4E) 3 ({[{(5R) 5 sopropil 3 (1 isoquinohnil)}4 5 dihidro 5
Isoxazoll] carbonil}Jamino)-5 (metilsulfoni!)-4 pentenoico (Iss)

[161] (20) &cido 5-fluoro-3 ({[(5R) 3 (1 1soquinolinil) propil-4 5-dihidro 5
isoxazohl] carboni}amino)-4 oxopentanoico (Itt)

[162] (21) acido 3 ({[(5S)-5 ehl 3 (1 naftil}4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carboniljamino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (luu)

[163] (22) acido 3 ({[(5S)-5 etll 3 (2 quinolinil)4 5 dihidro 5 iIsoxazolil]
carbonilfamino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (lvv)

[164] (23) acdo 3 ({[(5R)-5 etil 3 (3 1soquinohnil)-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}lamino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (lww)

[165] (24) 4cido 3 ({[5 etil 3 (8 quinolinil)4 5 dihidro 5 1soxazoll]
carbonilfamino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (Ixx)

[166] (25) acido 3 ({[b Etil 3 (3 quinohnil}4 5 dihidro § 1soxazoliljcarbonil} amino)
5 fluoro-4-oxopentanoico (lyy)

[167] (26) acido 5 fluoro 3 ({[(5R)-5 1sopropil 3 (2 quinolinil)}4 5 dihidro 5
isoxazolll] carbonil} amino)-4 oxopentanoico (1zz)

[168] (27) acido 3 ({[5 Etl 3 (2 1sopropiifenil)-4 5 dihidro 5 1soxazolil]carbonil}

amino)-5 fluoro4 oxopentanoico (laal)



[169] (28) &cido 3[({3 [3 (tert butil) fenil] 5 etil 4 § dihidro 5 1soxazolil} carbonil)
amino] 5 fluoro4 oxopentanoico (laa2)

[170] (29) acido 3 [({3 [4 (tert butil)feril] 5 eti-4 5 dilndro 5 1soxazolil} carbonil)
amino] 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa3)

[171] (30) acido 5 fluoro 3 ({[(BR ) 5 1sopropill 3 (2 isopropilfenil}4 5 dihidro 5
Isoxazolil] carbonil} amino)4-oxo pentanoico (laa4)

[172] (31) &cido 3 [{({{SR) 3 [3 (tert butit)fenil] 5 1sopropil-4 5 dihidro 5 1soxazolil}
carbonil)amino] 5 fluoro-4-oxopentanoico (laa5)

(173] (32) acido 3{[(3 {11 bifenil] 3 il 5 sopropii-4 § dihidro 5 1soxazolil)
carbonillamino} 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa6)

[174] (33) 4&cido 3 ({[5 etl 3 (2 pindinil}-4 5 dihidro 5 isoxazolil]carbonil} amino)
5 fluoro-4 oxopentanoico (laa7)

[175] (34) acido 3 [({3 [4 (tert butil) 2 pindinil] 5 etil-4 5 dihidro 5 1soxazoll}
carbonil) amino] 5 fluoro4 oxopentanoico (laa8)

[176] (35) &cido 3 [({(5R)-3 [4 (tert butil) 2 pindinil] 5 1sopropil-4 5 dihidro 5
isoxazolil}carbonil)amino] 5 fluoro4 oxopentanoico (laa%)

[177] (36) 4&cdo 3 ({[5 Etl 3 (4 1sobutil 2 pindinil}4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}amino}-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa10)

[178) (37) acido 3 ({[3 (4 acetl 2 pindinil) 5 etil-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonil} amino) 5 fluoro4 oxopentanoico (laa11)

[179] (38) acido 3 ({[3 (4 ciclopropil 2 pindinil) 5 etil-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonilfamino) 5 fluoro4 oxopentanoico (laal2)

[180] (39) acido 3 ({[3 (4 ciclopentl 2 pindimil) 5 etil-4 5 dilidro 5
Isoxazoliljcarbormil}amino)}-5 fluoro-4 oxopentanoico (laa13)

[181] (40) acdo 3 ({[(5R)-3 (4 ciclopentil 2 pindinil) 5 1sopropil-4 5 dihidro-5
1soxazoliljcarbonil} amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (laal4)

[182} (41) acido 3 ({[3 (4 ciclohexil 2 pindinil) 5 Etil4 5§ dihidro 5 1soxazolil]

carbonil} amino) 5 fluoro4 oxopentanoico (laa15)
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[183] (42) 4cido 3 ({[5 Etil 3 (56 7 8 tetrahudro-1 1soquinolinil)-4 5 dihidro 5
iIsoxazolillcarbonil}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (laa16)

[184] (43) acido 5 fluoro 3 ({[5 1sopropit 3 (4 fenil 2 pindinil}4 5-dihidro 5
isoxazoliljcarbonil}amino}4 oxopentanoico (laa17)

[185] (44) &cido (3S) 5 [(difenifosforiloxi] 3 ({[(SR) 5 1sopropil 3

(1 1soquinohnil}-4 5-dihidro 5 1soxazoliljcarbonil}jamino)-4 oxopentanoico (laa18)
[186] (45) acdo (3S)-3 ({[(SR)-5 1sopropil 3 (1 1soquinolinil}4 5 dihidro 5
isoxazolil]carbonil}amino)-4 oxo 5{[1 fenil 3 (trfluorometil}-1H pirazol 5 iljoxi}
pentanoico (laal9)

[187] (46) acido (3S) 5 [(4 bencil 5 oxo 2 5 dihidro-3 furanil)oxi 3 ({[(SR) 5
isopropil 3 (1 1soquinolinil}-4 5 dihidro 5 1soxazoliljcarbonil}jamino)-4
oxopentanoico (laa20)

[188] (47) acido (3S) 5 (isobutinloxi) 3 ({[(SR) 5 1sopropil 3 (I 1Isoquinolinil)-4 5
dihidro 5 1soxazoliljcarbonil}lamino)-4 oxopentanoico (jaa21)

[189] (48) acido (3S) 3 ({[(SR) 5 1sopropil 3 (1 1soquinolinil)-4 5 dihidro 5
Isoxazolifjcarbonil} amino}4 oxo 5 hexenoico (|aa22)

[190] (49) é4cido (3S) 3 ({[(5R) 5 1sopropil 3 (1 isoquinolinil)-4 5-dihidro 5
iIsoxazolillcarbonillamino)-4 oxo 5 (2 pindiniloxi) pentanoico (laa23)

[191] (B0) acdo (3S)3( { [b etl 3 (2 1sopropiifenil}4 5 dihidro § Isoxazolil]
carbonil}Jamino)4-oxo 5 (2 pindiniloxi) pentanoico (laa24)

[192] (51) 2 {[(3S)4 carboxi 3 ({[(SR ) 5 1sopropil 3 (1 isoquinohnil}-4 5 dihidro
5 isoxazolllcarbonil}lamino) 2 oxobutilJoxi}-1metipindiniumtrifluocrometanosulfonato
(laa25)

[193] (62) 2 f[(3S)4 carboxi 3 ({[5 etil 3 (2 1sopropilfenil)}4 5 dihidro 5
isoxazoliljcarbonil}amino) 2-oxobutiljoxi}-1 metilpindinium tnfluorometanosulfonat0
(laa26)

[194] (B3) acido 3 13 (5 cloro 1 metil 1H indol 2 il) 5 1sopropil-4 5 dihidro 5

Isoxazoliljcarbonil}amino)-5 fluoro-4 oxopentanoico (laa27)



[195] (B4) acido 3 ({[3 (1 5 dimetl 1H indol 2 i) 5 isopropil-4 5 dihidro 5
Isoxazolil] carbonil}Jamino) 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa28) y
[196]) (55) acido (3S) 5 fluoro 3 ({[(BR) 5 1sopropil 3 (1 1soquinolinil}-4 5 dihidro

5 1soxazolil] carbonil}amino)-4 oxopentanoico (In 1)

[198] El compuesto de la formula (1) de acuerdo a la presente invencion tiene
atomos de carbono asimétricos y asl puede existir en su forma estereoisomérica
Incluyendo la diastereoma Los compuestos particularmente preferidos entre los

estereoisdmeros estan aquellos que tienen la formula (1 a)

[199]
s AT 1«
A R? >lf:
O RR
[200] (1 a)

[202] y asi es otro objetivo de la presente invencion el proveer el compuesto de la

formula (1 a) en la forma estereocisoménca

[204] Entre los compuestos de la formula {1 a) por ejemplo los compuestos de
acido (3S)-5 fluoro 3 ({[(SR) 5 1sopropil 3 (1 1soquinolinil}4 5 dihidro 5 isoxazolil]
carbonil}amino)-4 oxopentanoico (Iln 1) pueden ser obtenidos por un proceso que
comprende los pasos de disolver una mezcla de (3S) y (3R) en metil t butll eter
adicionando una pequefia cantidad de acido (3S) 5 fluoro 3 {{[(5R) 5 1sopropil 3
(1 1soquinotini)-4 5 dihidro 5 Isoxazoliljcarbonil}amino)4 oxopentanoico cnstalino
como material semilla para obtener un cristal y recnstalizando este cristal a partir

de un sistema solvente de etil acetato/n hexano



[206] Los compuestos mas prefendos entre los compuestos de la formula (1) y
(1a) estdn &cido S-fluoro 3 ({[(5R)-5 1sopropil 3 (1 1Isoquinohinil)}4 5 dihidro 5-
iIsoxazoll] carboniljamino)4 oxopentatoico (In) y acido (3S)-5 fluoro3 ({[(5R)-5
isopropil 3 {1 isoquinolinil}4 5-dihidro 5 1Isoxazoliljcarbonif}amino)-4 oxopentatoico

(In 1)

[208] El proceso para la preparacion del novel denvado de 1soxazolina de la
formula (1) que muestra una capacidad inhibitona contra las caspasas son
llustrados en los Esquemas de Reaccion 1 a 5§ Sin embargo esos Ilustrados en
los siguientes Esquemas de Reaccién representan solo procesos tipicos usados
en la presente invencibn El orden de manipulacibn puede ser cambiado sin

imites y asfi los procesos no estan restnngidos a aquellos explicados abajo

[210] Esquema de Reaccion 1

OH H
0 NH,OH HCI NI" NCS N"O
8. — s M —— s
A" TH Na,CO, A" "H ~AT Tcl
il 1 v
Hl
v )\n,OP N—
N._
s | R NaOH | R
TEA o
Vi 0
vil

[212] en el cual
[213] A By R? son definidos como se descnbieron arnba y

[214] P’ representa la cadena alkil simple

[216] En el Esquema de Reaccion | antenior un derivado de aldehido (i) es

reaccionado con Clorhidrato de oxilamina y carbonato de sodio en una mezcla



solvente de alcohol agua para dar un denvado de cloruro de hidroxamoil (IV) Asl
obtenido el cloruro de hidroxamoil (IV) es reaccionado con un derivado de acnlato
(V) para dar un denvado de isoxazolina (VI) el cual es luego hidrolizado siI se
necesita para obtener un denvado de i1soxazolina (VII} desprotegido Si es
apropiado el denvado de oxima (lil) el derivado de acnlato (V) y NaOCI pueden
reaccionar juntos en un tanque de reaccion (in situ) para obtener directamente el

denvado de isoxazolina (V1) (ver preparaciones 16 y 17)

{218] Esquema de Reaccion 2

[219]

'*i Vil N_
Ron —
R n‘

1) Dess Martin

2) Deprotection if needed

N—.—
| LR |
o R R

I(X=COCH Z(Z=0OR OC(=0)R or W)

[220] en el cual A B R R' R? R" R' Y W son definidos como se descnibieron

arnba

[222] En el Esquema de Reaccién 2 anterior un derivado de acido carboxllico
(V1) es acoplado con un denvado de acido aspartico (VIIl) ( ver el Esquema de
Reaccion 3 siguiente) para dar el compuesto (IX) el cual es luego sometido a una
reaccion de oxidacién penodinanae Dess Martin s se necesita para obtener el

compuesto deseado de la formula (1)
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[224] EIl grupo funcional Z en el compuesto (l) del Esquema de Reaccidn 2 puede
ser formado a través de vanos pasos como se ejemplffica en las preparaciones
siguientes 5 y 7 después que el compuesto de acido carboxilico (V) en el lado
izquierdo es combinado con acido aspartico (f t Bu) metilester De otra manera
como se llustra en el Esquema de Reaccidn 3 el compuesto (VIll) que ya contiene
el deseado Z es sintetizado primero y acoplado con el compuesto (VIl) (Ref WO
00/23421) Ademas cuando W es F el compuesto racémico puede ser preparado
de acuerdo a un método conocido en Tetrahedron Letters 1994 35(52) 9693

9696

[226] Esquema de Reaccién 3

[227]
O (o] o
CbZNH\)J\OH CbZNH\)j\/Br CszH\)J\/ z
\[rOtBU \rromu OtBu
I I g
0
X X

[228] en el cual Z es defimdo como se descnbio amba

[230] El dervado de acnlato (V) usado como un reactivo en el Esquema de
Reaccion 1 de amba puede ser preparado por dos (2) rutas Es decir un
compuesto (XV) puede ser facimente preparado a partir de un compuesto
conocido (XIV) (Synthesis 1982 p 924) como se ilustra en el Esquema de

Reaccion 4 siguiente o metil{etil) 2 | propilacrilato el compuesto (V) puede ser



2 D

preparado a partir de dimetil{dietl)malonato (/ Chemucal Society Perkin Tmas 1

1997 1559 1570)

[232] Esquema de Reaccién 4

[233]
Q
CuCN
QMgBr_» OP,
Br - o) R’
- )wropI
OP,
?
OR 0
o
xtv R'OH OP, xv
i (R’= -CH,Q -CH,OR)

[234] en el cual Py y R? son como se definieron arriba

[235] EI siguiente Esquema de Reaccion 5 muestra un proceso sintético para
preparar un compuesto donde ester no saturado ap o sulfon a8 —saturado es
introducido dentro del sitio P; De acuerdo con esto el derivado de acido
carboxilico (VIl} preparado como en el Esquema de Reaccion 1 es reaccionado
con un derivado de alcohol amino (XVII) para dar el compuesto (XVI) el cual es
luego sometido a una oxidacion Dess Martin y reacciones Withg para dar el

compuesto ()

[238] Esquema de Reaccién 5

[239]



H2N>/\

N'—O

1) Dess Martin
2) phPx. CO,Et Nl__ R
N B‘A N>/\/Q
or R R
(Et0),POCH,SO CH,/NaH ©

3) Desproteccidn si se necesita

[240] en la cual

[241]R A B R' y R? son definidas como se descnbe arnba y

[242] Q representa —-CO2R13 0 SO-R™ donde R™ y R™ son definidos como se

descrnbio arnba

[244] El compuesto de formula (1) de acuerdo a la presente invencion tiene un
espectro amplio de actividad inhibitoria contra caspasas como se demuestra por
los resultados de los ejemplos siguientes y asi tiene un capacidad para prevenir
inflamacién y apoptosis Asi la presente invencidn provee una composicion para
inhibir caspasas especlificamente una composicion farmacéutica para prevenir
inflamacion y apoptosis que incluye el compuesto de la formula (1) como un
ingrediente activo conjuntamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable
Especificamente la composicion de la presente invencion tiene un efecto
terapéutico para demencia derrame cerebral dano cerebral debido a AIDS
diabetes ulcera gastrica lesidn cerebral por hepatitis enfermedades hepéticas
inducidas por la hepatitis falla fulminante hepatica cirrosis del higado sepsis

rechazo de transplante de érgano artritis reumatica o apoptosis de celulas
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cardiacas debido a i1squemia cardiaca particular y especialmente para hepatitis

aguda cirrosis del higado o artntis reumatica

[246] El inhibidor de caspasa particularmente el compuesto de la formula (1)
puede ser formulado en varias formas farmacéuticas para su administracion Para
preparar la composicion farmacéutica de acuerdo a la presente invencibn una
cantidad efectiva de inhibidor de caspasa particularmente del compuesto de la
formula (1) o su sal es mezclado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable
que puede tener una vanedad de formas dependiendo de la preparacion a ser

elaborada

[248] EI inhibdor de caspasa puede ser formulado como una myeccion
parenteral o percutanea o preparacién oral dependiendo del proposito de su
aplicacion Es especialmente ventajoso formular la composicién en una forma de

dosis unitana para facilidad de administracidn y uniformidad de la dosificacion

[250] Para la preparacion oral cualquier vehiculo farmaceutico puede ser usado
Por ejemplo agua glicol acertes alcoholes y similares pueden ser usados para
preparaciones liquidas orales como suspensiones Jarabes elixires y soluciones o
almidones azucares caolin Ilubncantes fijadores agentes desintegrantes y
similares pueden ser usados para las preparaciones solidas como polvos
pildoras capsulas y tabletas Debido a su faciidad de administracion las tabletas
y capsulas son las mas ventajosas formas de dosfficacion unitana También es
deseable para las tabletas y pildoras que sean formuladas en preparaciones con

cubierta entérica

[252] Para la preparacion parenteral agua destilada es usualmente usada como
vehiculo aunque otros Ingredientes tales como ayudantes de solubiidad pueden

ser usados Las inyecciones por ejemplo soluciones acuosas estenlizadas o
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suspensiones de aceite para inyeccibn pueden ser preparadas de acuerdo al
procedimiento conocido usando un agente dispersante adecuado un agente
humectante o un agente suspensor Los solventes que pueden ser usados para
preparar las Iinyecciones Incluyen agua fludo de Ringer y solucién de NaCl
isotonica y también aceite fijador esterlizado puede ser convenientemente usado
como el solvente o el medio de suspension Cualquier aceite fijador no estimulante
incluyendo mono  di glicenda puede ser usado para este proposito  Acido graso

tal como el acido oleico puede también ser usado para inyecciones

[254] Para la administracién percutanea el vehiculo puede incluir un agente
incrementador de la penetracidn y/o un agente de humedecimiento adecuado
opcionalmente combinado con aditivos adecuados que no causan una imtacién de
la piel significativa Tales aditivos pueden facilitar la administracion a través de la
piel y/o pueden asistir la preparacién de la composicion deseada Estas
preparaciones percutaneas son administradas de varias maneras por ejemplo

como un parche transdermal un aplicacién local o una crema

[256] Cuando el inhibidor de caspasa especificamente el compuesto de la
formula (1) es usado para propositos clinicos es preferiblemente administrada al
paciente en una cantidad que varia de 0 1 a 100 mg por kg de peso por dia La
dosis diarna total puede ser administrada una vez o en vanas oportunidades Sin
embargo las dosis de administracion especificas para un paciente pueden ser
variadas con el compuesto especifico que se usa el peso del cuerpo el sexo la
condicidn higiénica o la dieta del paciente el tiempo o método de administracién

razon de excrition razon de mezclado del agente sevendad de la enfermedad

tratada etc

[258] La presente invencion serd mas especificamente explicada por los

siguientes ejemplos Sin embargo debe entenderse que estos ejemplos solo
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buscan ilustrar la presente invencién y en manera alguna limitan el alcance de la

presente invencién

[260] Preparaciéon 1

[261] Benzaldehido Oxima

[262] Benzaldehido (5 31 g 50 mmol) fue disuelto en etanol (60 ml) agua (30 ml)
y clorhidrato de hidroxilamina ( 521 g 15 Eq) y un carbonato de sodio anhidro (
NazCO3; 3 97 g 075 Eq) fue adicionado a ellos a ( °C Cuando una gran cantidad
de sélido se formo después de cerca de un minuto agua etanol (11 60 ml) fue
adicionada y la mezcla fue agitada durante una hora Solucion acuosa de cloruro
de sodio (100 ml) fue adicionada y la mezcla fue extraida dos veces con etil
acetato (300 ml) El extracto fue lavado con solucidon acuosa de bicarbonato de
sodio 1 0 N (NazCO3 100 ml x 2) secado {NaSO4 anhidrido) y concentrado bajo
presion reducida para obtener el compuesto del titulo (6 06 g rendimiento 99%)

como un polvo blanco como una mezcla de cis y trans

[264] ' HNMR (500 MHz CDCI3) 5 8 9(br 1H) 81 (s 1H) 75(m 2H) 73 (m

3H)

[266] Preparacién 2

[267] Cloruro de benzaldehido hidroxamoil

[268] La oxima preparada en la preparacion 1 ( 3 00 g 24 8 mmol) fue disuelta en
dimetil formamida (100 ml) y N clorosuccinimida ( 3 47 g 1 05 Eq) fue adicionada
La solucion resultante fue agitada por una hora en un bano de agua a cerca de 40
°C vy el solvente volatl fue removido por destilacion bajo presion reducida El
residuo fue disuelto en etil acetato hexano (1 1 150 ml) lavado con agua (100 mi
x 3) secado (Na;SO,4 anhidndo) y concentrado bajo presion reducida para dar el
compuesto del titulo (3 86 g rendimento 99%) Este compuesto fue usado en la

siguiente reaccion sin punficacion adicional
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[270] Preparacién 3

[271] Metil 5-metil-3 fonil-4 5-dihidro 5 1soxazolecarboxilato ( Via)

[272] el cloruro de hidroxamoil preparado en la Preparacién 2 ( 386 g 248
mmol) y metil metacnlato (4 0 ml 37 3 mmol 1 5 Eq) fueron disueltos en dietileter
seco ( 120 ml) bajo atmdsfera de nitrégeno la mezcla fue mantenida a - 78 °C y
tnetlamina (69 ml 20 Eq) fue adicionada La mezcla se revolvidé durante la
noche a la vez que 1ba siendo calentada lentamente hasta temperatura ambiente
Agua (100 ml) fue adicionada y luego la mezcla fue extraida con etil acetato (100
ml x2) lavada con agua (100 ml) secada (Na,SO4 anhidndo) y concentrada bajo
presion reducida El residuo fue punficado por cromatografia de columna ( 15 %
etil acetato hexano) para dar el compuesto del titulo ( 5 34 g rendimiento 98%) el

cual fue luego identificado por ' H NMR como una mezcal 1 1 de diasteredmeros

[274] ' H NMR (400 MHz CDCl3)3 6 7(m 2H) 65 (m 3H) 30(d j=16 7 Hz 1H)

29(s 3H) 23(d J=167Hz 1H) 08 (s 3H)

[276] Preparacion 4

[277] Acido 5-metil 3 fenil-4 5-dihidro-5 1Isoxazolecarboxilico (Vila)

[278] E! compuesto preparado en la Preparacion 3 (VI a 5 34 g) fue disuelto en
tetrahidrofuran destilado (120 ml) y solucion acuosa de hidréxido de sodio 1N
(365 m 15 Eq) fue adicionada Después de cuatro horas la mezcla fue
neutralizada con solucibn acuosa de acido clorhidnco y destilada bajo presion
reducida para remover la mayoria del tetrahidrofuran EIl residuo fue disuelto en
exceso de etll acetato (>700 ml) lavado con agua secado (Na,SO, anhidndo) y
concentrado bajo presion reducida para obtener el compuesto del titulo (4 77 g
rendimiento 95%) como un polvo blanco Este compuesto fue usado en la

sigutente reaccion sin mas punficacion

[280] Preparacién 5



[281] 2 6-diclorobenz ato de (3S)-3{[(benciloxi)carboml)amino}-5-{t butoxi)
2 hidroxi 5-oxopentil (Xl a)

[282] Al acido N benciloxicarbonil B t butilaspartico (503 g 156 mmol) y NMN
(1 90 ml 17 1 mmol) fue adicionado tetrahidrofuran seco {60 ml) bajo atmésfera de
nitrégeno la mezcla fue mantemida a —15 °C y cloroformato de isobutil (2 12 m!
16 3 mmol) fue adicionado alll La mezcla fue agitada por cerca de 20 minutos A
la mezcla de reaccion mantenida a 0 °C fue adicionada solucién de diazometano
eter (sintetizada de 20 Eq de 1 metl 3 nitro 1 nitroso-guadinina 60 ml) para
preparar el derivado de diazoketona (~ 30 minutos) 30% Hbr/AcOH (642 mi 20
Eq) fue adicionado alli a 0 °C La mezcla resultante fue agitada (30 — 60 minutos)

extraia con etll acetato lavada dos veces con solucidn acuosa de bicarbonato de
sodio saturada y una vez con solucibn acuosa de cloruro de sodio secado
(NazS0O, anhidndo) y concentrado bajo presiéon reducida para obtener denivado de

bromometil ketona (X 6 4 g)

(284] El asi obtenido denvado de bromometil ketona (X 436 g) y acido 26
diclorobenzoico (228 g 1 1 Eq) fueron disueltos en dimetilformamida (18 ml) KF
(158 g 25 Eq) fue adicionado y la mezcla fue agitada por dos horas para dar
denvado de 2 6-diclorobenzoiloximetil ketona (XI a) Este compuesto fue disuelto
en metanol (20 ml) y reaccionado por la adiciébn de NaBH, (412 mg)- solucion de
metanol (40 ml) ( 10 °C~temperatura ambiente dos horas) La reaccidon fue parada
con acido acetico y la solucibn de reaccion fue destilada bajo presién reducida
para remover el metanol El residuo fue extraido con etil acetato (50 mi x 2)
lavado con agua y solucibn acuosa de cloruro de sodio secado (Na:SO,
anhidndo) y concentrado bajo presion reducida y separado por cromatografia de
columna (etl acetato-hexano 15) para dar el compuesto del titulo (4 80 g

rendimiento 86 %) en una forma diastereoménca
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[286] ' H NMR (400 MHz CDCl3) 573 72(m 8H) 59 (m 1H) 52(m 4H) 47

(m 1H) 29(m 1H) 27 (m 1H) 14 (s 9H)

[288] Preparaciéon 5

[289] 2 6-diclorobenzoato de (3S)-3-amino}-5 (t butoxi) 2 hidroxi 5-oxopentil

(VIll a)

[290] EI grupo benciloxicarbonil del compuesto preparado en la Preparacion 5 fue
removido (Pd/C) bajo balén de hidrégeno por 40 minutos para dar el compuesto

del titulo {rendimiento 100%)

[202] ' H NMR (400 MHz DMSO-dg) 5 82(br 2H) 7675 (m 3H) 6 1(m 1H)

4439(m 3H) 30-26(m 2H) 14 (s 9H)

[294] Ejemplo 1
[289] (3S)-5<t butoxi) 3-{[(5 metil 3 fenil-4 5-diludro 5 1soxazolil)

carbonillamino} 2 5 dioxopentil 2 6-diclorobenzoato (I a)

[296] Una mezcla de denvado de acido carboxiico preparado en la preparacion 4
(Vila 300 mg 146 mmol) el derivado de alcohol amino preparado en la
Preparacton 6 (Vlll a 667 mg 11 Eq) y HATU ( 722 mg 1 3 Eq) fue enfnada a 0
°C tnetilamina (0 82 mi 4 0 Eq) fue adicionada en un solvente de DMF (5 ml) yla
mezcla resultante fue reaccionado durante 5 horas El solvente fue destilado bajo
presion reducida y el residuo fue extraido con etil acetato (200 ml x 2) lavado con
agua solucion acuosa de bicarhonato de sodio y solucién acuosa de cloruro de
sodio secado (Na;SO, anhidndo) y concentrado bajo presidn reducida y
purificado por cromatografia de columna para dar el compuesto (IX a) (810 mg
rendimiento 98%) A este compuesto y reagente Dess Martin (1 70 g 3 0 Eq) fue

adicionado diclorometano seco (25 ml) y la mezcla fue agitada por una hora a
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temperatura ambiente La reaccidn fue parada por alcohol 1sopropil { 30 ml) El
solido fue removido por filtracion bajo presién reducida a través de Celita y el
filtrado fue extraido con etil acetato (20 ml x 2) lavado con agua solucidn acuosa
de bicarbonato de sodio saturada y solucién acuosa de cloruro de sodio secado
(Na;SO, anhidrnido) y concentrado bajo presiéon reducida y preliminarmente
punficado por cromatografia de columna (36 % etl acetato hexano) para dar el

compuesto del titulo diastereoménco (780 mg)

[298] ' H NMR (400 MHz CDCLs) 8 7 8(m NH 1H) 7 6(m 2H) 7 3(m 3H) 72
(m 3H) 5150 (m 2H) 48(m 1H) 38 (m 1H) ) 32 (m 1H) ) 29-28 (m
2H) 17 (s 3H) 14 (s 9H)

[300] Ejemplo 2

[301] Acido (3S)-5 [2 6-diclorobenzoil)oxi]-34{[(5 metil-3 feml<4 5-dihidro-5
isoxazolil)carbonilJamino]-4-oxopentanoico (laa)

[302] El compuesto preparado en el Ejemplo 1 (44 mg) fue disuelto en
diclorometano (2 ml) y acido trfluoroacético (1 ml) fue adicionado a 0 °C La
mezcla fue agitada por dos horas mientras lentamente se calentaba a la
temperatura ambiente y luego concentrada bajo presion reducida para dar el

compuesto del titulo (laa) en una cantidad estequimétrica

[304] ' H NMR (500 MHz CDCL3) 8 8 1(m 1H) 7 5(m 2H) 7 3(m 3H) 72 (m

3H) 51-49(m 2H) 4948 (m 1H) 38(m 1H) ) 32(m 1H) )17 (m 3H)

[306] Preparacidon 7
[307] t Butil (3S)-3-amino-4 hidroxi-5 fenoxipentanoato (VIll b)
[308] Al acido N benciloxicarbonil B t butilaspartico (10 0 g 31 mmol) y NMN (3 75

ml 1 1 mmol) fue adicionado tetrahidrofuran seco (120 ml) bajo atmoésfera de



nitrogenc la mezcla fue mantenida a —15 °C Cloroformato de 1sobutl (4 22 ml
1 05 mmol) fue adicionado alli La mezcla fue agitada por cerca de 20 minutos
Los reactantes fueron mantenidos a 0 °C los cuales fueron luego mezclados con
solucion de diazometano eter (sintetizada de 2 0 Eq de 1 metl 3 nitro 1 nitreso
guanidina 60 ml) para preparar el derivado de diazoketona (~ 30 minutos) 30%
Hbr/AcOH (12 83 ml 2 Q Eq) fue adicionado para obtener derivado de bromometil
ketona (30 — 60 minutos) El producto fue extraido con etil acetato lavado dos
veces con solucién acuosa de bicarbonato de sodio y solucion acuosa de cloruro
de sodio secado (Na;SO, anhidrnido) y concentrado bajo presidn reducida para

obtener denivado de bromometil ketona (12 9 g) en una cantidad estequimetrica

[310] EI asi obtenido denvado de bromometil ketona (X 129 g 31 0 mmol) y
fenol (3 23 g 1 2 Eq) fueron disueltos en dimetilformamida (30 ml) KF (453 g 25
Eq) fue adicionado y la mezcla fue agitada por dos horas para dar dernvado de
fenoximetl ketona (Xl b) Este compuesto fue disuelto en metanol (20 ml) y
reaccionado por la adicidn de NaBH, (412 mg)- solucion de metanol (40 ml) —THF
(100 ml) y fue reaccionado por la adicién de NaBH, (2 35 g} solucién de metanol
(40 ml) ( 10 °C — temperatura ambiente dos horas) La reaccién fue parada con
acido acetico y la mezcla de reaccién fue destilada bajo presidon reducida para
remover el metanol El residuo fue extraido con etll acetato (50 ml x 2) lavado con
agua y solucidon acuosa de cloruro de sodio secado (Na:SO,; anhidndo) y
concentrado bajo presidn reducida y separado punficado por cromatografia de
columna ( etl acetato hexano 1 7) para dar el compuesto del titulo (Xllb 6 50 g
rendmiento 50 %) en una forma diastereomérica del cual el grupo amino es

protegido por benciloxicarbonil

[312] ' H NMR (400 MHz CDCL3)57372(m1H) 59 (m 2H) 52 (m 4H) 47
(m 1H) ) 29(m 1H) )27 (m 1H) 14 (s 9H)
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[314] EIl grupo benciloxicarbonil del compuesto obtenido arnba fue removido (Pd©
bajo balén de hidrégeno para dar el compuesto del titulo{ 4 16 g rendimiento
95%)

[316] ' H NMR (400 MHz DMSO dg) 58 1(br2H) 73 (m 5H) 56 (m 1H) 4140

(m 3H) ) 26 (m 2H) ) 14 (s 9H)

[318] Ejemplo 3
[319] t Butil (3S)-3{[(5 metil-3 fenil-4 5-dihidro-5 1soxazolil)carboniljJamino]

4-0x0-5 fenoxipentanoato (I b)

[320] Una mezcla de dervado de acido carboxilico preparado en la Preparacién 4
(Vi a 273 mg 13 mmol) el derivado de alcohol amino preparado en la
Preparacion 7 (Villb 412 md 11 Eq) y HATU ( 657 mg 1 3 Eq) fue enfnada a 0
°C tnetlamina {0 74 ml 4 0 Eq) fue adicionada en un solvente de DMF (5 ml) y la
mezcla resultante fue reaccionado durante 5 horas El solvente fue destilado bajo
presion reducida y el residuo fue extraido con etil acetato (200 ml x 2) lavado con
agua solucibn acuosa de bicarbonato de sodio y solucion acuosa de cloruro de
sodio secado (Na:SO, anhidndo) y concentrado bajo presién reducida y
punficado por cromatografia de columna (30 40 % EA/Hex) para dar el compuesto
(IX b) (545 mg rendimiento 88%) A este compuesto y reagente Dess Martin (1 43
g 3 0 Eq) fue adicionado diclorometano seco (25 ml) y la mezcla fue agitada por
una hora a temperatura ambiente La reaccidn fue parada por alcohol isopropil ( 2
mil) El s6lido fue removido por filtracion bajo presién reducida a traves de Celita y
el filtrado fue extraido con etl acetato (20 ml x 2) lavado con agua solucion
acuosa de bicarbonato de sodio saturada y solucién acuosa de cloruro de sodio
secado (Na;SOs anhidndo) y concentrado bajo presién reducida vy
preiminarmente purficado por cromatografia de columna (extractor 25 % etil
acetato hexano) para dar el compuesto del titulo diastereoménco ( 540 mg

rendimiento 99%)
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[322] ' H NMR (400 MHz CDCL3) &7 8(NH 1H) 7 5(m 2H) 7 3(m 3H) 73 (m
3H) 71(m 1H) 68(m 2H) 67 (m 1H) 49(s 1H) 4746 (m 2H) 37(d J=17
Hz 1H) 32(d J=17 Hz 1H) 29 (m 1H) 28 (m 1H)17 (s 3H) 14 (s 9H)

[324] Ejemplo 4

[325] Acido (3S)-3 ({[5 metil-3 fenil-4 5-dihidro-5 1soxazoliljcarbonil}amino)
4-oxo 5 fenoxipentatoico (lbb)

[326] El compuesto preparado en el Ejemplo 3 (530 mg 1 136 mmol) fue disuelto
en diclorometano (6 ml)y acido tnfluoroacético (3 ml) fue adicionado a 0 °C La
mezcla fue agtada por dos horas mientras fue lentamente calentada a la
temperatura ambiente y concentrada bajo presion reducida para dar el compuesto

del titulo (Ibb) (465 mg) con un rendimiento estequimétrico

[327] ' H NMR (400 MHz CDCL3) 87 5(m 2H) 7 3(m 3H) 7 1(NH 1H) 6 7 (m
5H) 50-46 (m 2H) 42 (m 1H) 38 (m 1H) 32(m 1H) 3027 (m 2H)16 (s

3H)

[330] Ejemplo 8

[321] Etil 2 etilacnlato (XVb)

[332] A CuCN ( 269 g secado previamente bajo vacio) fue adicionado bajo
atmosfera de nitrogeno cerca de 500 ml de tetrahidrofuran La mezcla fue
mantenida a — 78 °C y 100 ml de bromuro de magnesio metil (3 0 M solucion de
dietileter) le fue lentamente adicionada bajo agitacidn mecanica La mezcla espesa
fue agitada por cerca de 30 minutos a - 78 °C Etil 2 bromometilacrlato (289 g 15
mmol Método sintético Villeras J and Rambaund M Synthesis 1982 914)
disuelto en cerca de 30 ml de tetrahidrofuran seco le fue lentamente adicionado
La temperatura de reaccibn de la mezcla fue lentamente elevada hasta
temperatura ambiente en dos horas La reaccion fue completada por la adicién

lenta de solucion de cloruro de amonio saturada (~50 ml) La mezcla de reaccion
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fue filtrada a través de Celita para remover los precipitados y luego lavada con
dietileter La capa organica fue lavad con agua y solucidon de bicarbonato de sodio
saturada ( 300 ml x 2) secado (NaxSO, anhidndo) y concentrado bajo presién
reducida para dar 267 g (rendmiento estequiometrico) de un liquido
transparente Este liquido fue identificado por " H NMR (500 MHz CDCL3) y fue
confirmado como el compuesto del titulo con un 75 % w/w de pureza

[334] ' H NMR (500 MHz CDCL3)} 5612 (1H s) 550 (1Hs) 42 (2H q J=73

Hz) 231(2H qt) 128 (3H t J=7 3Hz) 107(3H t J=7 8 Hz)

[336] Preparacion 9

[337] Etil 5-etil 3 fenil-4 5-dihidro-5 1soxazolecarboxilato (Vib)
[338] El compuesto de la preparaciéon 8 (XV a) fue reaccionado de acuerdo al

mismo procedimiento de la Preparacidn 3 para dar el compuesto del titulo

[339] ' HNMR (400 MHz CDCLs3) 3 7 6(m 2H) 7-4 7 3(m 3H) 4342 (m 2H)
340(d j=172 Hz 1H) 34 (d J=172 Hz1H) 2120 (m 2H)13 (t 3H) 10 (t

3H)
[342] Preparacion 10
[343] t Butil (3S)-3-amino-4 hidroxi-5{2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)-4-oxo 5

fenoxipentanoato (VIli ¢)
[344] 2 3 56 Tetrafluorofenol fue reaccionado de acuerdo al mismo
procedimiento de las Preparaciones 5 y 6 para dar el compuesto del titulo con un

rendimiento total del 72 %

[346] ' H NMR (400 MHz DMSO dg) 5 82(br2H) 7675 (m 1H) 59 (m 1H)
4341(m 3H) 36(m 1H) ) 27 (m 1H) 14(s 9H)

[348] Ejemplo 5
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[349] t Butil{3S) 3 ({[5-etil-3 fenil-4 5-dihidro 5 isoxazolil]Jcarbonil}jamino)-4
oxo-542 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoato (ic)

[350] Los compuestos de la Preparaciéon 9 y 10 fueron reaccionados de acuerdo
al mismo procedimiento de la Preparacién 4 y el Ejemplo 1 para dar el compuesto
del titulo

[352] ' H NMR (400 MHz CDCL3) 5 76(dd J=36 16 Hz 1H) 76(m 2H) 74
73m 3H) 67 (m 1H) 51 -49(m 2H) 4948 (m 1H) 37 (dd |=176 172
Hz1H) 33 (1Hd J=172Hz) 3028(m 1H) 282 7(m 1H) 2 4(m 1H) 28 (m

1H)19(m 1H) 14-13(doss 9H) 10 (m 3H)

[354] Ejemplo 6

[355] Acido (3S) 3 ({[5-etil-3 fenil-4 5-dihidro-5 1soxazoll]carbonil}amino)-4
oxo-5-{2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentatoico (lcc)

[356] El compuesto del Ejemplo 5 fue reaccionado de acuerdo al mismo

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[358] ' H NMR (400 MHz DMSO dg) 5 7 6(br 1H) 7675 (m 12H) 7473 (m
3H) 6867 (m 1H) 4948 (m 1H) ) 45 (br 2H) 378d J=16 Hz 1H)
33(dJ=16 Hz 1H) 3330(m 1H) 2827 (m1H) 21 (m 1H) 2019 (m 3H)

[359] MS [M+H] 497

[361] Preparacion 11
[362] Etil 5-etil-3 (1 naftil)-4 5-dihidro-5 i1soxazolecarboxilato (Vic)
[363]) 1 Naftaldehido y etil 2 etilacnlato fueron reaccionados de acuerdo al mismo

procedimiento de las preparaciones 1 2 y 3 para dar el compuesto del tltulo

[365] 'H NMR (400 MHz CDCL3)589(d J=88 Hz 1H) 79 78(m 2H) 7674
(m 4H) 4342 (m 2H) 40 (d J=172 Hz 1H) 34 (d J=172 Hz 1H) 21—
20(m 1H) 13 (t 3H) 10t 3H)
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[367] Ejemplo 7

[368] t Butil{3S)-3 ({[5-etil 3 (1 naftil)-4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}amino)-4-0x0-5<2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoato (Id)

[369] Los compuestos de la preparacion 11 y 10 fueron reaccionados de acuerdo
al mismo procedimiento de la Preparacién 4 y el Ejemplo 1 para dar el compuesto

del titulo

[371] ' H NMR (400 MHz CDCL3) 5 8 9(m 1H) 797 8(m 3H) 767 4(m 4H)
6569 (m 1H) 51-49(m 2H) 49(m 1H) 39(dd 1H) 35(d J=17 2 Hz 1H)
3029 (m 1H) 28(m 1H) 22(m 1H) 20 (m 1H)14-13 (doss 9H) 11 (m

3H)

[373] Ejemplo 8

[374] Acido (3S) 3-{{[5-etil-3{1 naftil}-4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}jamino)-4-oxo-5<{2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (ldd)

[375] El compuesto del ejemplo 7 fue reaccionado de acuerdo al mismo

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[377] ' H NMR (400 MHz CDCLy) 5 8 8(m 1H) 797 7(m 3H) 76 7 4(m 4H)
67 (m 1H) 49 (m 1H) 45 (br 2H) 39 (d J=172 Hz1H) 35 (d J=172 Hz
1H) 3129(m 1H) 2827(m 1H) 22(m 1H) 20 (m 1H)1 0 (m 3H)

[378] MS [M+MeOH+Na] 601

[380] Preparacién 12
[381] Etil 5-etil-3+(2 naftil)-4 5 dihidro-5 1Isoxazolecarboxilato (Vid)
[382] 2 Naftaldehido y etil 2 etilacrilato fueron reaccionados de acuerdo al mismo

procedimiento de las preparaciones 1 2 y 3 para dar el compuesto del titulo



.av—/,;x_r_"

[384] ' HNMR (500 MHz CDCL3) 5 87(d J=88 Hz 1H) 7877(m 2H) 75
73(m 4H) 4342 (m 2H) 40(d J=172Hz 1H) 34(d J=172Hz 1H) 21~
20(m 1H) 13 (t 3H) 10(t 3H)

[386] Ejemplo 9

[387] t Butil (38)-3-({[5-etil 3 (2 naful)-4 5 dihidro 5 isoxazolil]
carbonil}Jamino)-4-oxo0-5<(2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoato (le)

[388] Los compuestos de las Preparaciones 12 y 10 fueron reaccionados de
acuerdo a ios mismos procedimientos de las Preparaciones 4 y Ejemplo 1 para dar

el titulo del compuesto

[390] ' H NMR (400 MHz CDCL3) 5 78 7 7(m 16H) 75(m 2H) 67 & 6 5(m
1H) 5149 (m 2H) 49-48 (m 2H) 38 (dd J=16 Hz 1H) 34 (d J=16 Hz 1H)
30(m 1H) 28(m 1H) 2827(m 1H) 222 1(m 1H) 20(m 1H) 14 13 (dos s

9H) 1110 (m 3H)

[392] Ejemplo 10

[393] Acido (38)-3-{{[5-etil-3 (2 naftil)-4 5-dihidro-5 Isoxazolil]
carbonil}amino)-4-0x0-5«2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanocico (lee)

[394] El compuesto del ejemplo 9 fue desprotegido de acuerdo al mismo
procedimiento del Ejemplo 2 y los iIsomeros fueron resueltos por prep TLC para

dar los siguientes dos compuestos

[396] débiimente polar diastereémero

[397] ' H NMR (400 MHz DMSO dg) 5 12 4(br 1H) 8 7 (br 1H) 7980 (m
3H) 7879 (m 1H) 7576 (m 3H) 52 (br 2H) 47 (br 1H) 38(dJ=17 2 Hz
1H) 35(dJ=176 Hz 1H) 27 (m 1H) 25 (mM1H) 20 (m 1H) 9(m 1H) 09
0 8(m 3H)

[398] MS [M+H] 547
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[400] altamente polar diasteredmero

[401] ' H NMR (400 MHz DMSO dg) 586 (br 1H) 82 (s 1H) 8079 (m 1H)
76 (m 2H) 74(m1H) 50 (br 2H) 48 (m 1H) 39(dJ=176 Hz 1H)
36(dJ=176Hz 1H) 2927 (m 2H) 2120(m1H) 2019 (m 1H) 9(m 3H)

[403] Preparacion 13

[404] Etil 5-etil-3 (1 1isoquinolinil)-4 5-dihidro-5 1soxazolecarboxilato (Vie)
[405] 1 isoquinolinealdehido y etil 2 etilacnlato fueron reaccionados de acuerdo a
los Procedimientos de preparacion 1 2 y 3 El titulo del compuesto en la forma
iIsomerica quiral activa fue separado por medio de Chiral OD HPLC (Daicel
Chemical Industnes 2 00 cm x 25 cm ODOOCJ 1CO05 3% 1 Pr OH en Hexano

220 nm) el cual fue luego usado en la siguiente reaccidn

[407] H NMR (400MHz CDCl3) & 925(m 1H) 855(d 1H) 785(d 1H) 7 74
765(m 3H) 4 29(m 2H) 4 13(d 1H) 371(d 1H) 2 11(m 2H) 1 33(t 3H) 106 (t
3H)

[409] Ejemplo 11

[410] t Butil (3S)-3 ({[5-etil-3«{1 1soquinolinil)-4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}jamino)-4-oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoato (if)

[411] Los compuestos de las Preparaciones 13 y 10 fueron reaccionados de
acuerdo al mismo procedimiento de la Preparacion 4 y el Ejemplo 1 para dar el

compuesto del titulo

[413] 'H NMR (400MHz CDCls) 8 9 14(m 1H) 853 (m 1H) 7 91 7 85(m 2H)
774764(m 3H) 673 662(m 1H) 5304 91(m 3H) 409 (dosd 1H) 3 72 (dos
d 1H) 304276 (m 2H) 224 (m 1H) 204(m 1H) 145 & 135 (doss 9H) 108

(dost 3H)



o~ /3 )

[415] Ejemplo 12

[416] Acido (3S)-3-{{[5-etil-34(1 1Isoquinohinil)-4 5-dilidro-5 1soxazohl]
carbonil} amino)-4-ox0-5{2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Iff)

[417] El compuesto del Ejemplo 11 fue reaccionado de acuerdo al mismo

procedimiento del ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[419] 1H NMR (400MHz DMSO dg) 902(m 1H) 876(m 1H) 859(m 1H)
808773(m 4H) 761732(m 1H) 519510(m 2H) 493465 (m 1H) 391
(dosd 1H) 368(dosd 1H) 291 252(m 2H) 210194 (m 2H) 094 (dost 3H)

[420] Masa M+H 548

[422] Ejemplo 13

[423] t Butil{(3S)-3 ({[S5-etil-3{1 1soquinolinil)-4 5-dihidro 5 isoxazolil]
carbonil}amino)-5 fluoro-4-oxopentanoato (ig)

[424]) El compuesto de la preparacibn 13 y tbutl 3 amno 5 fluoro-4
hidroxipentanoato fueron reaccionados de acuerdo al mismo procedimiento de la

Preparacion 4 y el Ejemplo 1 para dar el compuesto del titulo

[426] 'H NMR (400MHz CDCl3) 5 915(m 1H) 855(d 1H) 7 87 7 66(m 5H)
5224 89(m 3H) 4 12(dos d 1H) 3 72(dosd 1H) 305 2 75(m 2H) 2 22(m 1H)
204(m 1H) 1458& 134 (doss 9H) 107 (dost 3H)

[428] Ejemplo 14

[429] Acido (3S)-3 ({[5-etil-3 (1 1soquinolinil)-4 5-dihidro-5
1soxazohi]carbonil} amino)-5 fluoro 4-oxopentanoico (lgg)

[430] El compuesto del Ejemplo 13 fue reaccionado de acuerdo con el

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo
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[432] 1H NMR(400MHz DMSO-dg) 5 9 03(m 1H) 8 67 8 59(m 2H) 8 08(d 1H)
797 778(m 3H) 526 507(m 2H) 4 75(m 1H) 3 94(dos d 1H) 3 7(dosd 1H)
288258 (m 2H) 207 194 (m 2H) 0 96(dos t 3H)

[433] Masa M+H 402

[435] Ejemplo 14

[436] Etl 3-{{[5-etil-3 (1 isoquinolinil)-4 5-dihidro-5 iIsoxazolil]carbonil}
amino)-5 fluoro-4-oxopentanoato (lhh)

[437] El compuesto del Ejempio 14 fue reaccionado de acuerdo al método
conocido en Tetrahedron Letters 1994 35(52) 9693 9696 para dar el compuesto

del titulo

[439] H NMR (400MHz CDCl3) & 9 15(m 1H) 855(d 1H) 7 89 7 67 (m 5H)
523494 (m 3H) 418 (m 2H) 4 11(dos d 1H) 3 72(dos d 1H) 3 08 2 82(m 2H)

222 (m 1H) 205(m 1H) 129 104 (m 6H)

[441] Preparacién 14

[442] Metil 51sopropil 3 (1 1Isoquinolini)-4 5-dihidro-5 iIsoxazolecarboxilato)
y resolucion (Vif)

[443] 1 Isoquinohnealdehido y metil 2 isopropilacnlato fueron reaccionados de
acuerdo al procedimiento de las Preparaciones 1 2 y 3 para dar el compuesto del
titulo De este producto asl obtenido el iIsomero Chiral activo(S5R) (97 min 117
min) fue separado mediante prep HPLC usando la columna OD chiral (Daicel
Chemical industnes 2 00 cm x 25 cm OD00J 1CO05 6 % 1 PrOH en Hexano 14
mi/min 220 mm) (el otros 1Isémero (5S) fue extraido durante el tempo de retencién
de 153201 min) el cual fue luego usado en [a siguiente reaccidn (ver

Preparacién 23 para la resolucién después de la hidrolisis)
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[445] H NMR (500MHz CDCl3) & 924(m 1H) 855(d 1H) 785 (d 1H) 772 (t
3H) 767(m 2H) 4 11(d 1H) 383(s 3H) 374(d 1H) 2 50 (septet 1H) 1 07(d
3H) 102 (d 3H)

[447] Ejemplo 16

[448] t Butil 5 fluoro 3-{{[5R)-3 {1 isoquinolinil)-4 5-dihidro-5 i1soxazolil]
carbonil} amino)-5 fluoro-4-oxopentanoato (lh)

[449] El compuesto de la Preparacibn 14 y tbutl 3 amino 5 fluoro4
hidroxipentanoato fueron reaccionados de acuerdo al procedmiento de la

Preparacion 4 y el Ejemplo 1 para dar el compuesto del titulo

[451] H NMR (500MHz CDCl3) 5 914(m 1H) 855(d 1H) 7 87 7 65 (m SH)
523493 (m 2H) 490(m 1H) 405400(dos d 1H) 384 379(dos 1H)

306 274(m 2H) 240(m 1H) 145& 1 34 (doss 9H) 1 12 1 07 (m 6H)

[453] Ejemplo 17

[454] Acido 5 fluoro 3 ({[(5R) 5 1sopropil-3{1 isoquinolinil)-4 5-dihidro 5
i1soxazolil] carbonil}amino)-4-oxopentanoico {In)

[455] EI compuesto del Ejemplo 16 fue reaccionado de acuerdo con el
procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo (el compuesto de

isémero (5S) It u fue obtenido de acuerdo al mismo procedimiento)

[457] 'H NMR(400MHz DMSO-dg) 5 9 00(m 1H) 863 8 48 (m 2H) 8 08(d 1H)
797(m 1H) 787 776 (m 2H) 531-4 82(br 2H) 4 74(m 1H) 391 (dosd 1H)
373 (dosd 1H) 288 261(m 2H) 233 (m 1H) 098 (m 6H)

[458] Masa M+H 416

[460] Preparacién 15

[461] Etil 5-etil-3{4 i1soquinolinil)}-4 5-dihidro-5 1Isoxazolecarb xilato) (Vig)
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[462] 5 Quinolinealdehido y etil 2 etilacnilato fueron reaccionados de acuerdo al
mismo procedimiento de las Preparaciones 12 y 3 para dar el compuesto del

titulo

[464] H NMR (500MHz CDCly) & 895(d 1H) 8 89(m 1H) 8 11(d 1H) 7 83(m
1H) 7 71(m 1H) 765(d 1H) 427(m 2H) 401(d 1H) 37(d 1H) 210 (m 2H)

131(t 3H) 102 (t 3H)

[466] Ejemplo 18

[467] t buti 3 ({[5-etil-3{4-quinolinil)-4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (h)

[468] El compuesto de la Preparacibn 15 y tbutl 3 ammino 5 fluoro4
hidroxipentanoato fueron reaccionados de acuerdo al mismo procedimiento de las

Preparacion 4 y el Ejemplo 1 para dar el compuesto del titulo

[470] H NMR (400MHz CDCI3) 6 8 97 (d 1H) 8 89(m 1H) 8 17(d 1H) 7877
64 (m 3H) 736(d 1H) 5214 93(m 3H) 393 (dosd 1H) 348 (dosd 1H) 305

2 78 (m 2H) 224 (m1H) 203 (m 1H) 146& 133 (doss OH) 106 (dost 3H)

[472] Ejemplo 19

[473] Acido  3<{{[5-etil-3-{4-quinolinil)-4 5-dihidro 5 1soxazolil] carbonil}
amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (lj)

[474] El compuesto del Ejemplo 18 fue reaccionado de acuerdo con el

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[476] 'H NMR(400MHz DMSO dg)® 916 9 10(m 2H) 825786 (m 5H) 520
(br 2H) 475 (m 1H) 400 3 89(dosd 1H) 373 (dosd 1H) 2 87 271 (m 2H)
2262 05 (m 2H) 107 (dost 3H)

[477] Masa M+H 402
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[480] Etil 3 (benzotiofen 2 il)-5-etil-4 5-dihidro-5 i1soxazolecarboxilato) (Vih)
[481] Denvado de benzotiofen 2 aldehido oxima (400 mg 2 26 mmol) preparado
de acuerdo al mismo procedimiento de la Preparacidn1 fue disuelto en THF (25
ml) y la mezcla fue mantenida a 0 °C Etl 2 etilacrilato (434 mg 15 Eq) y
tnetilamina (7 gotas) fueron disueltos en THF (5 ml) la solucion asi obtenida fue
lentamente adicionada a la de arnba y solucidn de hipoclonto de sodio fue
adicionada (60 ml) La solucion de reaccion fue calentada a la temperatura
ambiente y agitada por 4 horas Agua (20 ml} fue adicionada y la mezcla fue
extraida con etl acetato ( 40 ml x 2) lavada con soluciébn acuosa de cloruro de
sodio (20 ml) secada sobre sulfato de magnesio filtrada y concentrada bajo
presion reducida El residuo fue punficado por cromatografia de columna ( 20% etil

acetato hexano) para dar el compuesto del titulo (121 mg rendimiento 18 %)

[483] H NMR (400MHz CDCl3) & 782775 (m 2H) 7407 32(m 3H) 4 28(m
2H) 390 (d 1H) 331 (d 1H) 207(m 2H) 133 (t 3H) 101 (t 3H)

[485] Ejemplo 20

[486] t butil 3-{{[3 (benzotiofen 2 il) 5-etil-4 5-dihidro-5 1soxazolil]Jcarbonil}
amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (lj)

[487] El compuesto de la Preparacién 16 y tbutl 3 amino 5-fluoro-4
hidroxipentanoato fueron reaccionados de acuerdo al mismo procedimiento de las

Preparacion 4 y el Ejemplo 1 para dar el compuesto del titulo

[489] H NMR (400MHz CDCls) 5 783 768(m3H) 742735 (m 3H) 5214
88(m 3H) 380 (dosd 1H) 338 (dosd 1H) 303278 (m 2H) 217 (m 1H) 201
(m 1H) 146 & 138 (doss 9H) 1 03 (dos t 3H)
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[491] Ejemplo 21

[492] Acido 3<{{[3{benzotiofen 2 il)-5-etil-4 5-dihidro-5 1soxazoll] carbonil}
amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (Ikk)

[493] El compuesto del Ejemplo 20 fue reaccionado de acuerdo con el

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[495] "H NMR(400MHz DMSO dg) 5 863 (m 1H) 811779 (m 3H) 747 736
(m 2H) 524 506 (m2H) 473 (m 1H)3 79 (dos d 1H) 353 (dos d 1H) 2 83 2
58 (m 2H) 203 186 (m 2H) 091 (dost 3H)

[496] Masa M+H 407

[498] Preparacion17

[499] Etl 3-(1 3-dimetil 1H indol 2 il)-5-etil-4 5-dihidro-5
isoxazolecarboxilato) (Vi)

[500] Denvado de 1 3 dimetil 1H indol 2 aldehido oxima (356 mg 2 07 mmol) fue
disuelto en diclorobrometano (20 ml) y la mezcla fue mantenida a 0 °C  Etl 2
etilacnlato (345 mg 13 Eq) y tnetlamina ( 6 gotas) fueron disueltas en
diclorometano (5 ml) la solucion asl obtenida fue lentamente adicionada a la
pnmera y solucidn de hipoclonto de sodio (5 5 ml) fue ademas adicionada La
solucion de la reaccion fue calentada a temperatura ambiente y agitada por 4
horas Agua (20 ml) fue adicionada y la mezcla fue extraida con diclorometano (
40 ml x 2) lavada con solucién acuosa de cloruro de sodio (20 ml) secada sobre
sulfato de magnesio filtrada y concentrada bajo presién reducida El residuo fue
punficado por cromatograffa de columna (15% etil acetato hexano) para dar el

compuesto del titulo (230 mg rendimiento 35 %)

[502] H NMR (400MHz CDCl3) 8 760 (d 1H) 7 31(m 2H) 7 12(m 1H) 4 29(m
2H) 398(d 1H) 3 94(s 3H) 3 40(d 1H) 247(s 3H) 208 (m 2H) 134 (t 3H) 104

(t 3H)
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[505] Ejemplo 22

[506] t butil (3S)-3<{{[3+1 3-dimetil 1H indol 2 il)-5-etil -4 5-dihidro 5
1soxazolil] carbonil}amino)-4-oxo-5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi) pentanoato (lk)

[507] Los compuestos de las Preparaciones 17 y 10 fueron reaccionados de
acuerdo al mismo procedimiento de las Preparacién 4 y el Ejemplo 1 para dar el

compuesto del titulo

[509] H NMR (400MHz CDCls) 5 7857 79(m 1H) 757(m 1H) 7 37 7 26(m
2H) 713 (m 1H) 6 756 49 (m 1H) 5124 90 (m 3H) 395 (dos d IH) 3 89
(dos s 3H) 345 (dosd 1H) 303279 (m 2H) 244 (dos s 3H) 222 (m 1H) 201

(m1H) 158 & 137 (dos s 9H) 1 05 (dos t 3H)

[511] Ejemplo 23

[512] Acido (3S)-3 ({[3{1 3-dimetil 1H ndol 2 il)-5-etil-4 5-dihidro-5
isoxazohl]carbonil}jamino)-4-oxo 5<(2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (lll)
[613] El compuesto del Ejemplo 23 fue reaccionado de acuerdo con el

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del tltulo

[515] 'H NMR(400MHz DMSO-dg) & 8 67(br 1H) 761 7 43 (m 3H) 7 27(m 1H)
708(m 1H) 520(br 2H) 4 83(m 1H) 3 84(dos s 3H) 376 (dosd H) 3 59 (dos
d 1H) 2912 60 (m 2H) 2 50(dos s 3H) 207 191(m 2H) 095 (dost 3H)

[517] Ejemplo 24
[518] t butil 3 ({[341 3-dimetil 1H indo! 2 il)-5-etil-4 5-dihidro 5

isoxazolilJcarbonil}jamino)-5 fluoro-4-oxopentanoato ()
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[619] El compuesto de la Preparacién 17 y tbutl 3 amno 5 fluoro-4
hidroxipentanoato fueron reaccionados de acuerdo al mismo procedimiento de las

Preparacion 4 y el Ejemplo 1 para dar el compuesto del titulo

[521] H NMR (400MHz CDCls) & 7 79(m 1H) 7 60(m 1H) 7 32(m 2H) 7 13(m
1H) 5204 90(m 3H) 3 97 3 89(m 4H) 3 46(dos d 1H) 3 03 2 77(m 2H) 2 21(m

1H) 2 01(m 1H) 146 & 138(dos s 9H) 1 05(dos t 3H)

[523] Ejemplo 25

[524] Acido 3-{({[3 (1 3-dimetil 1H indol 2 il)-5-etil-4 5-dihidro-5 1soxazolil]
carbonil}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (Imm)

[525] El compuesto del Ejemplo 24 fue reaccionado de acuerdo con el
procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[527] 'H NMR(400MHz DMSO dg) 5 8 68 (br 1H) 760 (m 1H) 7 45(m 1H) 7 26
{(m 1H) 707 (m 1H) 520 (br 2H) 4 81 (m 1H) 3 84 (dos 3H) 376 (dosd 1H)
359 (dosd 1H) 294 2 59(m 2H) 2 38(dos s 3H) 207 191 (m 2H) 095 (dos t
3H)

[528] Masa M+H 418

[530] Preparacién 18

[531] Etil 5-etil-3«(1 3 naftilmetil)-4 5-dihidro-5 1soxazolecarboxilato) (V1))
[632] 1 Naftilacetaldehido y etil e etilacnlato fueron reaccionados de acuerdo al
mismo procedimiento de las Preparaciones 12 y 3 para dar el compuesto del

titulo

[534] H NMR (500MHz CDCl3) 5 8180(d J =8Hz 1H) 78(d J=7 6Hz 1H)
7877(d J=8Hz1H) 7574(m2H) 7473(m 2H) 4140 (m4H) 31 (dJ =
17 6Hz 1H) 26 (d J=176Hz1H) 18 17 (m 2H) 12 (t 3H) 0 7(t 3H)

[536] Ejempl 26



-

[537] t butil (3S)-3{{[5-etil-3-{1 naftiimetil)-4 5-dihidro-5 1Isoxazolil]
carbonil}Jamino)-4 oxo-5<{2 3 4 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoato (Im)

[538] Los compuestos de las Preparaciones 18 y 10 fueron reaccionados de
acuerdo al mismo procedimiento de las Preparacién 4 y el Ejemplo 1 para dar el

compuesto del titulo

[540] 'H NMR (400MHz CDCl3) 580 (m 1H) 7 8(m 1H) 78 (m 1H) 7 7(m 1H)
75(m 2H) 7473(m 2H) 67 (m 1H) 504 9(m 2H) 49-48(m1H) 424 0
(m2H) 31(dd J=248Hz1H) 2926(m 3H)1 9(m1H) 17 (m1H) 14

(dos s 9H) 08 (m 3H)

[542] Ejemplo 27

[543] Acido (3S)-3 ({[5-etil 31 naftimetil)-4 5-dihidro-5 isoxazolil] carbonil}
amino)-4-oxo0-5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanolco (Inn)

[544] El compuesto del Ejemplo 26 fue reaccionado de acuerdo con el

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[546] 'H NMR(400MHz DMSO ds) & 12 3(br 1H) 8 4(br 1H) 8 0(m 1H) 79 (m
1H) 7 8(m 1H) 75 7 4(m 5H) 5 0(br 2H) 4 7(m 1H) 4 O(s 2H) 33 (m 1H) 3 1 (m
1H) 28 (m 2H) 25 (m 1H) 18 (m 1H) 17 (m 1H) 08 (m 3H)

[547] MS [M+H]® 561

[649] Ejemplo 28

[550] (3S)-5<t butoxi) 3-({[5-etil-3 [2-{1 naftil}etil]-4 5-dihidro-5 isoxazolil]
carbonil} amino)-2 5-dioxopentil 2 6 diclorobenzoato (In)

[661] 1 Naftilpropionaldehido y el compuesto de la Preparacion 6 fueron
reaccionados de acuerdo al mismo procedimiento de las Preparacion 4 y el

Ejemplo 1 para dar el compuesto del titulo
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[553] 'H NMR (400MHz CDCls) 5 8 00 (d 1H) 785 (m 1H) 7 76 (m 2H) 7 57
728 (m H) 734727 (m 3H) 520 505(m2H) 494 & 4 88 (dos m 1H) 339 3
27 (m3H) 297 2 72(m 5H) 207 (m 1H) 186 (m 1H) 146 & 145 (dos s 9H)
100 & 0 96 (dos t 3H)

[655] Ejemplo 29

[656] Acido (3S)5[(26 diclorobenzoil)oxi] 3 ({[5-etil-3 (2 naftil)etil]]4 5
dihidro-5 1soxazolil] carbonil}amino)-4-oxopentanoico (loo)

[657] EI compuesto del Ejemplo 28 fue reaccionado de acuerdo con el

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[559] 'H NMR(400MHz DMSO-ds) & 845(bd 1H) 806(d 1H) 790(d 1H)
777(d 1H) 7607 37(m 7H) 521 503(m 2H) 4 73(m 1H) 3 06(m 2H) 2 65(bd

4H) 191 & 174 (dos m 2H) 084 (m 3H)

[561] Preparacion 19

[662] Etil 5-etil-3 [(1 naftiloxi)metil]-4 5-dihidro 5 1soxazolecarboxilato) (Vi)
[663] Denvado de 2 Nitroetanol piranil (ver Synthesis 1993 12 1206 1208) y etil
2 etilacnlato fueron reaccionados y el producto resultante fue desprotegido para
obtener etll 5 —etil (3 hidroximetit}4 5-dihidro 5 Isoxazolecarboxilato (23%) Este
compuesto fue sometido a brominacion (CBry PPhs 94%) y luego reaccionado

con 1 naftol (NaH DMF 82 %) para dar el compuesto del titulo
[565] 'H NMR (500MHz CDCl3) & 8 20 (m 1H) 7 81(d 1H) 7557 42 (m 3H)
736 (m1H) 688(d 1H) 501(dd 2H) 422(m2H) 361(d 1H) 307(d 1H) 197

(m 2H) 127 (t 3H) 093 (t 3H)

[567] Ejemplo 30
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[568) Acido (3S)-3-{{[5-etl-3-(1 naftil xi)metil]-4 5-dihidro-5 1soxazoll]
carbonil}amino)-4-oxo-5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Ipp)

[669] Los compuestos de las Preparaciones 19 y 10 fueron reaccionados de
acuerdo al mismo procedimiento de las Preparacion 4 y los Ejemplo 1 y 2 para dar

el compuesto del titulo

[571) 'H NMR(400MHz DMSOds) & 851(br1H) 813(m1H) 7 87(m 1H)
7 54 7 38(m 5H) 7 02(m 1H) 5 18-4 97 (m 4H) 4 71(m 1H) 3 58 (dos d 1H) 3 21
(dosd 1H) 2 68(m 2H) 1 97(m 1H) 1 81(m 1H) O 86(dos t 3H)

[672] Masa M+H 577

[674] Ejemplo 31

[575] Acido (35)-3-{[(3{[(4-cloro 1 naful)oxiimetil} 5-etil-4 5-dihidro-5
1soxazolil] carbonil}amino)-4-ox0-5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanocico (Iqq)
[576] El derivado de bromo obtermido como un intermedio durante el proceso de
Preparacién 19 y 4 cloro 1 naftol fueron reaccionados de acuerdo al mismo
procedimiento de la Preparacion 19 para dar etil 5 etil 3 [{(4 cloro 1 naftiloxi)metil]
4 5 dihidro 5 1soxazolecarboxilato el cual fue luego reaccionado de acuerdo con el
mismo procedimento de la Preparacion 4 y los Ejemplos 1 y 2 para dar el

compuesto del titulo

[578] 'H NMR(400MHz DMSO dg) 6 865 (m1H) 824809 (m2H) 778735
(m4H) 7 06(m 1H) 517 5 07(m 4H) 4 82-4 69 (m 1H) 3 45 (dos d 1H) 3 23 (dos
d 1H) 283 252(m 2H) 196 1 79 (m 2H) 086 (dost 3H)

[579] Masa M+H 611

[581] Preparacién 20

[582] tert Butil (3S)-3-amino-4 hidroxibutanoato
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[583] A acido N benciloxicarbonil B t aspartico (30 g 9 28 mmol) y NMN (1 12 mi
11 Eq) fue adicionado tetrahidrofuran {20 ml) bajo atmosfera de nitrogeno La
solucion de reaccion fue mantenida a 0 °C Isobutil cloroformato (1 26 ml 1 05 Eq)
fue adicionado ia mezcla fue agitada por cerca de 40 minutos La lechada asi
obtenida fue filtrada bajo nitrdgeno y la solucién resultante fue adicionada a
solucion de NaBH4 (702 mg 2 0 Eq) [metanol (10 ml)}-tetrahidrofuran seco (20 ml)]
a -78 °C La mezcla resultante fue lentamente calentada hasta temperatura
ambiente (dos horas) La reaccion fue parada con acido acetico (23 ml) y la
solucion de reaccion fue destilada bajo presion reducida para remover el metanol
El residuo fue extraido con etil acetato (50 ml x 2) lavada con agua y solucion
acuosa de cloruro de sodio secada (Na,SO, anhfdrido) concentrada bajo preston
reducida y separada punficada con columna cromatogréafica (etil acetato hexano
1 5) para dar un compuesto de alcohol (2 52 g rendimiento 88 %)
[585] El grupo benciloxicarbonil del compuesto obtenido arrba fue removido
(Pd/C) bajo balon de hidrébgeno por una hora para dar el compuesto del titulo

(rendimiento 100%)

[587] 'H NMR(400MHz DMSO-dg) & 460(bs 1H) 321(m2H) 296(m 1H)
2 41(dd 1H) 2 03(dd 1H) 1 40(s 9H)

[589] Preparacién 21

[690] tert — butl (3S)-4 hidroxi-3{{[(5R) 5 1sopropil-3<{1 i1soquinolintl)-4 5

dihidro 5 1soxazoli]carbonil}amino)butanoato (XVI)

[691] El compuesto de la Preparacién 14 fue reaccionado de acuerdo al mismo

procedimiento de la Preparacion 4 para dar un denvado de 4cido carboxilico activo

(VIIfy Una mezcla de tal derivado de dcido carboxilico activo (VIIf 224 mg 1 2 Eq)
el denvado de amino alcohol preparado en la Preparacion 20 (166 mg 12 Eq) y

HATU (390 mg 13 Eq) fue enfnada a 0 °C tnetilamina (0 33 ml 30 Eq) fue

adicionada en un solvente de DMF (5 ml) y la mezcla resultante fue reaccionada

(3
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durante 2 horas El solvente fue destilado bajo presién reducida y el residuo fue
extraido con etil acetato (50 ml x 2) lavado con agua solucion acuosa de
bicarbonato de sodio y solucion acuosa de cloruro de sodio secado (Na:SO,
anhidndo) y concentrado bajo presion reducida y purificado por cromatografia de
columna { 60 70% EA/Hex) para dar el compuesto del titulo (330 mg rendimiento

95%)

[593] 'H NMR (400MHz CDCls) 5 9 16(d 1H) 8 55(d 1H) 7 85(d 1H) 7 73 7 70
(m 3H) 756(NHd 1H) 426(m 1H) 412 (d 1H) 4 04(d 1H) 3 79(d 1H) 3 75(t
2H) 2 94(bs 1H) 2 57(m 2H) 241 (m 1H) 110 & 107 (dosd 6H)

[595] Ejemplo 32

[596] 6 (tert-butil)  1-etil(2E 4S)-4-<{{[(5R) 5 1sopropil-3 (1 1soquinolnil)-4 5
dihidro-5 isoxazoliljcarbonil}amino) 2 hexenedioato (lq)

[597] Al compuesto de la preparacion 21 (107 mg 024 mmol) y agente Dess
Martin (153 mg 1 5 Eq) le fue adicionado diclorometano seco (4 ml) y la mezcla
fue agitada por una hora a temperatura ambiente y concentrada bajo presion
reducida Al residuo le fue adcionado THF seco ( 3ml) vy
(carboetoximetileno)tnfenilfosforano)(108 mg 1 3 Eq) y la mezcla fue reflujada por
dos horas La mezcla de reaccion fue extralda con etil acetato { 20 ml x 2) lavada
con agua solucién acuosa de bicarbonato de sodio saturada y solucién acuosas
de cloruro de sodio secada (Na;SO, anhidrido) y concentrada bajo presién
reducida y prehminarmente punficada por prep cromatografia ( 40% et acetato
hexano) para dar el compuesto del titulo (98 mg 80%) con una razén

diastereémera de 3 1

[599] 'H NMR (500MHz CDCls) del 1sémero principal 8 9 15(d 1H) 8 54(d 1H)
7 86(d 1H) 7 74 7 62 (m 3H) 6 93(dd 1H) 6 00(dd 1H) 4 98(m 1H) 4 19 (qt 2H)

€7



402(d 1H) 258(m2H) 243(m 1H) 136(s 9H) 127(t 3H) 107 & 1 06(dos d
6H)

[601] Ejemplo 33

[602) Acido (3S 4E)-6-etoxi({[5R) 5 1sopropil-3<{1 1soquinolnil)-4 5-dihidro 5
isoxazoll] carbonil}amino)-6-oxo-4 hexenoico (Irr)

[603] EI compuesto del Ejemplo 32 fue reaccionado de acuerdo con el

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

{605] 'H NMR (500MHz CDCls) del isémero principal 5 9 04(d 1H) 8 61(d 1H)
852(d 1H) 795(d 1H) 781 768(m 3H) 694(dd 1H) 6 00(dd 1H) 501(m
1H) 417(qt 2H) 390(d1H)382(m2H) 271(d 2H) 2 39(septet 1H)
1 26(t 3H) 1 07 & 1 06(dos d 6H)

[606] MS M+M 454

[608] Ejemplo 34
(609] tert — butil (3S 4E) ({[(5R)-5 isopropil-34{1 1soquinolinil)-4 5-dihidro-5

isoxazolillcarbonil}amino)-4 pentanoato (Ir)

[610] Diclorometano anhidnido (4 ml) fue adicionado al compuesto del Ejemplo 21
(109 mg 025 mmol) y agente Dess Martin (157 mg 15 Eq) y la mezcla fue
agitada por una hora a temperatura ambiente y concentrada bajo presién reducida
La reaccion fue parada con alcohol isopropil (0 5 ml) El séhido fue removido por
filtracibn bajo presion reducida usando Celita El filtrado fue extraido con etil
acetato ( 20 ml x 2) lavado con agua solucidn acuosa de bicarbonato de sodio
saturada y solucion acuosa de cloruro de sodio secado (Na;SO, anhidndo) y
concentrado bajo presidon reducida y punficado por prep cromatografia ( 60% etil
acetato/hexano) para dar el compuesto del titulo (52 mg 41%) con una razén

diasteredmera de 4 1
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[614] "H NMR (500MHz CDCl3) del diastereémero principal & 9 14 (d 1H) 8 55 (d
1H) 7 86(d 1H) 776 7 65(m 4H) 692 (dd 1H) 6 57 (dd 1H) 503 (mIH) 4 02
(d 1H) 381(d 1H) 294 (s 3H) 261(m 2H) 2 41 (septet 1H) 136 (s 9H) 110
& 1 08 (dos set de d 6H)

[616] Ejemplo 35

{617] Acido (38 4E)-3{{[{(5R)-5 1sopropil 31 1soquinolinil)-4 5-dihidro 5
isoxazolil] carbonil}amino)-5 (metilsulfonil)-4 pentenoico {Iss)

[618] El compuesto del Ejemplo 34 fue reaccionado de acuerdo con el

procedimiento del Ejemplo 2 para dar el compuesto del titulo

[620] 1H NMR (500MHz MeOD d5) del 1sémero pnncipal 5 9 04 (d 1H) 8 52 (d
1H) 795 (d 1H) 782769(m 3H) 690(dd 1H) 6 71(dd 1H) 5 06(m 1H) 3 86
(m 2H) 298 (s 3H) 276 (d 2H) 2 39 (m 1H) 1 CB & 1 06 (dos grupos de d 6H)

[621] MS M+ H 460

[623] Método de Preparacién de los Ejemplos 36 —42

[624] Los compuestos que fueron obtenidos por reaccion de
(iso)quinolinealdehido ( 0 1 o 2 naftaldehido) y etil 2 —etil acrilato (0 2 etil 2 propil
acnlato) de acuerdo a los mismos procedimientos de las Preparaciones 1 2y 3 (o
las Preparaciones 1 y 16) fueron purficados sI se necesitaba por prep HPLC
usando columna OD quiral para aislar los i1sémeros quirales activos Los isOmeros
quirales activos aislados o los 1Isomeros quirales inactivos fueron hidrolizados de
acuerdo al mismos procedmiento de la Preparacién 4 y los compuestos
resultantes fueron reaccionados con t butl 3 ammo 5 fluoro-4 hidroxipentanoato
de acuerdo al mismo procedimiento de los Ejemplos 1 y 2 para dar los

compuestos de los titulos de los siguientes ejemplos 36 —42

[626] Ejemplo 36
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[627] Acido 5 fluoro-3{{[(5R)-3 {1 1soquinolinil} propit-4 5-dihidro-5

1soxazoliljcarbonil} amino)-4-oxopentanoico (Itt)

[629] H NMR (500MHz DMSO dg) 5902 (t 1H) 861 (m2H) 808(d 1H) 7 96
(m 1H) 785(t1H) 778(m1H) 505 (bs2H) 473 (m1H) 397 3 92(dd 1H)
370 365(dosd 1H) 290 2 70(dos m 2H) 2 03(m 1H) 191(m 1H) 148 (m 1H)
132 (m 1H) 093(m 3H)

[630] Masa M+H 416

[632] Ejemplo 37
[633] Acido 3 ({[{5S)-5-etil 3-(1 naftil)-4 5-diludro 5 isoxazolhl]  carbonil}

amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (luu)

[635] 1H NMR (500MHz DMSO dg) 5 884 (s 1H) 8 59(bs 1H) 8 02(m2H) 775
(s 1H) 760 (m3H) 501 (bs2H) 473 (m 1H) 3 87 3 82(dd 1H) 3 70 3 65 (dos
d 1H) 282273 (dosm 2H) 205(m 1H) 1 95 (m 1H) 096 (m 3H)

[636] Masa M+H 401

[638] Ejemplo 38
[639] Acido 3 {{[(5S)-5-etil-3«{2-quinolinil)-4 5-dihidro-5 1soxazolil]

carbonil}amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (lvv)

[641] H NMR (500MHz DMSO dg) 6 8 61 (dd 1H) 8 41(m 1H) 8 02(m 3H) 7 79
(t1H) 765 (t 1H) 522 506(m 1H) 4 72(m 1H) 4 49-4 28(m 1H) 3 84 (m 1H)
354 (m 1H) 299 2 54(dos m 2H) 2 01(m 1H) 1 91(m 1H) 0 91(m 3H)

[642] Masa M+H 402

[644] Ejemplo 39
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[645] Acid 3 {{[(5R)-5-et1l-3+3 isoquinolinil}-4 5-dihidro-5 1soxazolil]

carbonil} amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (lww)

[647] HNMR (400MHz CDCly) 5 (925 & 9 16(dos s 1H) 808 764 (m 5H)
4904 84 (m1H) 479-4 54 (m2H) 4013 93 (dos d 1H) 354 (d 1H) 303 2
87 (m 2H) 227 219&210 201 (dosm 2H) 110 106 (m 3H)

[648] Masa M+H 402

(650] Ejemplo 40

[651] Acido 3-{{[5-etil-3{8-quinolinil)-4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (Ixx)

[653] 'H NMR(500MHz CDCls) 5 898 & 893 (dos m1H) 856 8 21(m 1H)
8037 94(m2H) 773 (bs 1H) 760 {m 1H) 7 53 7 48(dos m 1H) 4 94-4 64 (m
3H) 4 27-4 22(dosd 1H) 377 (d 1H) 307 & 292 (dos m 2H) 231 222 (m 1H)
2122 05(m1H)1 10 (t 3H)

[654] Masa M+H 402

[656] Ejemplo 41
[657] Acido 34{{[5 Etil-3 (3-quinolinil}-4 5-dihidro-5 1soxazoliljcarbonil}

amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (lyy)

[659] 'H NMR(400MHz CDCl;) & 932 & 925 (dos d 1H) 816 803(m 2H)
7 83 7 73(m 3H) 7 62 7 55(m 1H) 4 95-4 76(m 3H) 3 86(dos  d 1H) 3 45 3 39(dos
d 1H) 3 17 301(dos m 1H) 290 2 82(m 1H) 227 2 20(m 1H) 209 200(m 1H)
110 1 05(m 3H)

[660] Masa M+H 402

[662] Ejemplo 42



[663) Acido 5 fluoro-3-{{[(5R)-5 1sopropil 3 (2-quinolinil)-4 5-dihidro-5

isoxazolil] carbonil} amino)-4-oxopentancico (I1zz)

[665] 'H NMR(400MHz CDCly) 5 8 24 (m 1H) 8 14 (m 1H) 8 04 (d 1H) 7 88 (d
1H)} 7 79 (m 1H) 765 (m1H) 7 51 (bs 1H) 5134 35 (m 3H) 4 054 00(dos
d 1H) 3 73(d 1H) 3 05 2 82(m 2H) 2 42(m 1H) 1 10(m 6H)

[666] Masa M+H 416

[668] Metodo de Preparacidn de los Ejemplos 43 — 48

[669] Los compuestos obtenidos por la reaccion de un aldehido aromatico
(Bioorg Me Chem Lett 1996 6 p2173 J Org Chem 1978 43 1372) y etil 2 et
acrilato ( o etil 2 i1sopropil acrilato) de acuerdo al mismo procedimiento de las
Preparaciones 1 2 y 3 (o las Preparaciones 1 y 16) fueron purficados sI era
necesano por prep HPLC usando columna OD quiral para aislar los 1sémeros
quirales activos Los 1s6meros quirales activos aislados o los 1sbmeros quirales
Inactivos fueron hidrolizados de acuerdo al mismos procedimiento de la
Preparacion 4 y los compuestos resultantes fueron reaccionados con t butil 3
amino 5 fluoro-4 hidroxipentanoato de acuerdo al muismo procedimiento de los
Ejemplos 1 y 2 para dar los compuestos de los titulos de los siguientes ejemplos

4348

[671] Ejemplo 43
[672] Acido  3-{{[5 Etil-3 (2 1sopropilfenil)-4 5-dihidro-5 isoxazoliljcarboml}

amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laal)

[674] 'H NMR(500MHz DMSO dg) & 853(bs 1H) 740(m 2H) 732(m 1H)
725(m 1H) 502(bs 2H) 4 72(m 1H) 3 60 3 54(dos d 1H) 3 46 3 43(dos d 1H)
340(m 1H) 2782 60 (dos m 2H) 195 (m 1H) 185 (m 1H) 114 (s 6H) 088
(m 3H)



[675] Masa M+H 393

[677] Ejemplo 44
[678] Acido 3[({3 [3-(tert butil) fenil] 5-etil-4 5-dihidro-5 1soxazolil} carbonil)

amino]-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa2)

[680] 'H NMR(400MHz DMSO-dg) & 856(dd 1H) 767(s 1H) 7 48(m 1H)
738(d 2H) 524512(q1H) 476-469(m1H) 4 594 26(m 1H) 3 68(m 1H)
3493 43(dosd 1H) 296 2 56(dos m 2H) 198 (m 1H) 185 (m 1H) 129 (s
9H) 0 89 (d 3H)

[681] Masa M+H 407

[683] Ejemplo 45
[684] Acido 3 [({3 [4 (tert butil)fenil)-5-etil-4 5-dihidro-5 1Isoxazohl} carbonil)

amino] 5 fluoro-4-oxopentanoico (laa3)

[686] 'H NMR (500 MHz DMSO dg) 5 8 52 (bs 1H) 7 58(mi 2H) 7 43(dd 2H)
510 (bs 2H) 4 71-4 65(m 1H) 3653 59(dosd 1H) 340 3 35(dosd 1H) 286
260 (dosm 2H) 194(m 1H) 182(m 1H) 1 24(s 9H) 086 (m 3H)

[687] Masa M+H 407

[689] Ejemplo 46
[690] Acido 5 fluoro-3{{[(SR )-5 1sopropil-3 (2 isopropiifenil)-4 5-dihidro-5

isoxazolil] carbonil} amino)-4-oxo pentanoico (laad)

[692] 'H NMR(500MHz CDCl3) 57 60 7 53(m 1H) 7 41(m 2H) 7 27 7 23(m 2H)
520-491(m 1H) 471(m 1H) 4 54-4 42(m 1H) 369 364 (dos d 1H) 3453 38
(m 2H) 3122 77 (m 2H)2 32 (m 1H) 122 (d 6H)105(d 6H)

[693] Masa M+H 407



[695] Ejemplo 47
[696] Acido 3 [({{5R) 3 [3 (tert butil)fenil]-5 i1sopropil-4 5-dihidro-5 1soxazohl}

carbonil)amino}-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa5)

[698] 'H NMR(500MHz CDCl; ) 5769 (s 1H) 748(d 1H) 741(d 1H) 735 (t
1H) 474-450(m 3H) 369(d 1H) 340 (d1H) 306277 (m 2H) 232 (m 1H)
133 (s 9H) 104 (m 6H)

[699] Masa M+H 421

[701] Ejemplo 48

[702] Acido 3{[(3 [1 1 bifenil]-3 il-5 isopropil-4 5-dihidro 5 1soxazoll)
carbonillJamino} -5 fluoro-4-oxopentanoico {laa6)

[703] 3 Bifenilcarboxaldehido ( ver Synthesis 2003 337) fue usado como material

de inicio para obtener el compuesto del titulo

[705] H NMR (500MHz DMSO ds) 5 8 42(bs 1H) 7 87 (d 1H) 7 73 7 69(m 4H)
752 (m1H) 745 (m2H) 738(m 1H) 503(bs 2H) 463 (m 1H) 373 357(m
2H) 267 2 63 (dosm 2H) 222 (m 1H) 0 89 (m 6H)

[706] Masa M+H 441

[708] Metodo de Preparacién de los Ejemplo 49 - 59

[709] 4 pindina sustituida 2 carboxaldehidos fueron obtenidos por método
conocidos en US 6043248 JOC 1982 47 p 4315 y ellos fueron reaccionados de
acuerdo al mismo procedimiento de las Preparaciones 1 2 y 3 ( o Preparaciones 1
y 16) Los compuestos resultantes fueron punficados s era necesaro por prep
HPLC usando columna OD quiral para aslar los isbmeros quirales activos Los
isbmeros quirales activos aislados o los isémeros quirales Inactivos fueron
hidrolizados de acuerdo al mismos procedimiento de la Preparacion 4 y los

compuestos resultantes fueron reaccionados con tbutl 3 amino 5 fluoro-4
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hidroxipentanoato de acuerdo al mismo procedimiento de los Ejemplos 1 y 2 para

dar los compuestos de los titulos de los siguientes ejemplos 49 — 89

[711] Ejemplo 49
[712] Acido 3 {{[5-etil 3 (2 pindinil)-4 5-dihidro-5 isoxazohl]carbonil} amino)

5 fluoro-4-oxopentanoico (laa7)

[714] 'H NMR (500MHz DMSO-dg) 5 1241 (bs 1H) 861(s 1H) 859-8 53 (dd
1H) 787 (m 1H) 744 (m 1H) 519 504 (dos d 1H) 4 70 (m 1H) 4 454 27 (m
1H) 367 (m1H) 342 (m 1H) 295253 (dos m 2H) 196 (m 1H) 186 (m 1H)
085 (m 3H)

[715] Masa M+H 352

[717] Ejemplo 50
[718] Acido 3 [({3 [4 (tert butil) 2 pindinil] 5-etil-4 5-dihidro-5 1soxazolil}

carbonil)} amino]-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa8)

[720] 'H NMR (400MHz CDCl;) 5858 (d 1H) 790 (s 1H) 765 (bs 1H) 7457
39 (m1H) 498468(m 3H) 392 & 388 (dosd 1H) 352 & 347(dos d 1H)
305286(m 2H) 223218(m 1H) 2 08 2 00(m 1H) 138 (s 9H) 105 (t 3H)
[721] Masa M+H 408

[723] Ejemplo 51
[724] acido 3 [({{5R) 3 [4<{tert butil) 2 piridinil]-5 1sopropil-4 5-dihidro-5

isoxazolil}carbonil)amino] 5 fluoro-4-oxopentanolco (laa9)

[726] 'H NMR(400MHz CDCls) 5 858(d 1H) 788(d 1H) 7 61(bs 1H) 7 43(m
1H) 4 84(m 1H) 4 60(bs 2H) 389 382(dos d 1H) 360 3 55(dos d 1H) 3 04

2 86(m 2H) 2 38(m 1H) 1 38(s 9H) 1 07(m 6H)



P

[727] Masa M+H 422

[729] Ejemplo 52
[730] Acido 3<{[5 Etl-3<{4 1sobutil 2 piridinil}-4 5-dihidro-5 1soxazohl]

carbonil}amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa10)

[732] 'H NMR(500MHz DMSO-dg) 5 8 58 8 52(dd 1H) 849(s 1H) 7 68(s 1H)
727(s 1H) 519 504(m 1H) 4 69(m 1H) 4 46-429(m 1H) 368(m 1H) 341
337(dd 1H) 293 2 46(m 4H) 195 185(dos m 3H) 086 082(m 9H)

[733] Masa M+H 408

[735] Ejemplo 53
[736] Acido 3-({[3<{4 Acetil 2 pindinil)-5-etil-4 5-dihidro 5 1soxazolil]

carbonil}amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa11)

[738] 'H NMR(500MHz CDCly) 5 8 79(d 1H) 8 35(s 1H) 7 76(d 1H) 7 46(bs
1H) 4 84-4 40(m 3H) 390 385(dos d 1H) 351 346(dos d 1H) 3 04 2 84(m
2H) 2 65(s 3H) HHHkdkdk2 16(m 1H) 2 02(m 1H) 1 03(m 3H)

[739] Masa M+H 394

[741] Ejemplo 54
[742] Acido 3<{{[3{4-Ciclopropil 2 pindinil) 5-etil-4 5-dihidro-5 1soxazoll]}

carbonil}amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa12)

[744] 'H NMR(500MHz DMSO dg) & 1239(bs 1H) 841(t 1H) 756(d 1H)
712(m 1H) 519504(m 1H) 472-466(m 1H) 4 464 27(m 1H) 3 69 3 63(m
1H) 338335(dosd 1H) 280274(m 1H) 263 252(m 1H) 200 1 80(m 3H)
106(m 2H) 086 0 80(m 5H)

[745] Masa M+H 392
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[747] Ejemplo 55
[748] Acido 3 ({[3 (4-Ciclopentil 2 pindinil) 5-etil-4 5-dihidro-5 i1soxazolil]

carbonil}amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa13)

[750] "H NMR(500MHz CDCl3)  850(d 1H) 767(m 2H) 726(m 1H) 488
482(m 1H) 465(bs 2H) 388 381(dos d 1H) 345341(dos d 1H) 3 05(m
1H) 296 2 80(m 2H) 220 2 12(m 3H) 202 196(m 1H) 183(m 2H) 172(m
2H) 160(m 2H) 101({t 3H)

[761] Masa M+H 420

[763] Ejemplo 56
[754] Acido 3-{{I[(5R)3-{4-ciclopentil 2 pindinil)-5 1sopropil-4 5-dihidro-5

i1soxazoll] carbonil}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (laa14)

[756] 'H NMR(400MHz CDCl3) 5 8 58(m 1H) 774(d 1H) 7 63(bs 1H) 738
7 32(dd 1H) 4 884 81(m 1H) 4 53(bs 2H) 387 379(dos d 1H) 3 56 3 53(dos
d 1H) 312 304(m 1H) 302 285(m 2H) 2 38(m 1H) 2 16(m 2H) 1 88(m 2H)
178(m 2H) 1 65(m 2H) 1 07(m 6H)

[757] Masa M+H 434

[759] Ejemplo 57
[760] Acido 3{{[3 (4-Ciclohexil 2 pindinil)-5-etil-4 5-dihidro 5 1soxazolil]

carbonil}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (laa15)

[762] 'H NMR(400MHz CDCls) 5 861(m 1H) 775(d 1H) 7 64(bs 1H) 739
733(dd 1H) 4 864 53(dos m 3H) 3 87(t 1H) 3 50 345(dd 1H) 3 05 2 85(dos
d 2H) 263(m 1H) 222(m 1H) 2 03(m 1H) 193 1 80(dos m 5H) 144(m 5H)
105(t 3H)

[763] Masa M+H 434
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[765] Ejemplo 58
[766] Acido 3<{[5 Etil-3<{5 6 7 8 tetrahidro 1 isoquinolinil)-4 5-dihidro-5

isoxazohl] carbonil}Jamino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa16)

[768] 'H NMR(500MHz DMSO-de) 5 8 60 8 53(dd 1H) 830(d 1H) 7 15(d 1H)
520505(m 1H) 474-466(m 1H) 445425m 1H) 375368(m 1H) 347
341(m 1H) 294 288(m 2H) 280272(m 3H) 262253(m 1H) 199 193(m
1H) 188 1 80(m 1H) 171 169(m 4H) 0 88 0 84(m 3H)

[769] Masa M+H 406

[771] Ejemplo 59
[772] Acido 5 Fluoro-3<{{[5 i1sopropil-3 {4 fenil 2 piridil)-4 5-dihidro-5

isoxazolil] carbonil}amino)-4-oxopentanoico (laa17)

[774] 'H NMR(400MHz CDCl;) 5 868(d 1H) 8 14(s 1H) 7 68(m 1H) 7 58(m
1H) 754 7 43(m 5H) 4 864 60(m 3H) 392 387(dosd 1H) 362(d 1H) 309
2 86(m 2H) 239(m 1H) 111 106(m 6H)

[775] Masa M+H 442

[777] Metodo de Preparaci6n de los Ejemplos 60-63

[778] Acido (2S)4 (tert butoxi)-2 ({[(5R)-5 1sopropil 3 (1 1soquinolinil)-4 5 dihidro-
5 isoxazollljcarboniljamino}4 oxobutanoico  [obtenido por reacci6n de
acoplamiento de Comound (VIIf) con Asp(OtBu)OMe e hidrolisis] fue
reaccionado de acuerdo con el mismo procedimiento de la Preparacion 5 para
obtener el denvado de bromometill ketona (tert butil (3S) 5 bromo 3 ({[(5R)
isopropil 3 (1 1Isoquinolinil)-4 5 dihidro 5 1Isoxazolifjcarbonil}lamino)-4
oxopentanoato) Este derivado bromometl ketona fue reaccionado con &acido
difenilfosfinico en KF/DMF (ver Preparacibn 5) para obtener el denvado

difenilfosfonloximetil ketona el cual es reaccionado de acuerdo al mismo



A
procedmiento como el Ejemplo 2 para obtener el compuesto del titulo

(Compuesto del Ejemplo 60)

[780] Los compuestos de los siguientes Ejemplos 61 63 fueron obtenidos
de1 fenil 3 (trifluorometil) 1 H pirazol 5 ol 3 bencil-4 hidroxi 2(5 H) furanona o
acido isobutinco de acuerdo al mismo procedimiento de mas arriba

[782] Ejemplo 60

[783] Acido (3S)-5 [(difenilfosfonl)oxi] 3 ({[(5R)-5 1sopropil-3 (1
isoquinolinil)-4 5-dihidro-5 1soxazoliljcarbonil}Jamino)-4-oxopentanoico

(laa18)

[785] 'H NMR(500MHz DMSOds) & 892(m1H) 858(m1H) 805(m 1H)
794(m 1H) 781(m 1H) 7757 72(m 3H) 7 57(m 3H) 7 49(m 4H) 7 35(m 2H)
4 904 65(dos m 3H) 379375(dos d 1H) 369 367(dos d 1H) 2 65(dos m
2H) 2 22(m 1H) 0 84(m 6H)

[786] Masa M+H 614

[788] Ejemplo 61
[789] Acido (3S)-3 ({[(5R)-5 1sopropil-3 (1 1soquinolinil)-4 5-dihidro 5
isoxazoliljcarbonil}amino)4-oxo-5-{[1 feml-3-(trifluorometil} 1H pirazol-5

ilJoxi}pentanoico (laa19)

[791] 'H NMR(500MHz DMSO dg) 5 8 95(m 1H) 8 83(d 1H) 8 57(m 1H) 8 03(d
1H) 7 92(d 1H) 780(m 1H) 7 74(m 1H) 765(d 1H) 7 57(m 1H) 7 51 7 34(m
3H) 627(s1H) 529515 (m 2H) 476(m 1H) 392388 (m 1H) 375369 (m
1H) 284 2 60(m 2H) 2 33(m 1H) 096 (m 6H)

[792]) Masa M+H 624

[794] Ejemplo 62



[795] Acido (38) 5 [(4 bencil 5-0x0 2 5-dihidro-3 furanil)oxi]-3 ({[(5R)-5
isoproplil-3 (1 1soquinohnil)-4 5-dihidro-5 1soxazoliljcarbonil}amino)-4

oxopentanoico (laa20)

[797] 'H NMR(500MHz DMSO dg) 5 8 97(t t1H) 8 58(d 1H) 8 04(d 1H) 7 92(d
1H) 781(m 1H) 773(m1H) 723 707(m6H) 7 51(m 1H) 4 794 65(m 3H)
392 387(dos d 1H) 374 368(dos d 1H) 282 258(m 2H) 2 31(m 1H) 0 95(m
6H)

[798] Masa M+H 586

[800] Ejemplo 63

[801] Acido (38)-5 (isobutinloxi) 3<{{[(5R)-5 i1sopropil-3-{1 isoguinchnil)-4 5

dihidro 5 1soxazoll]carboniljamino)-4-oxopentanoico (laa21)

[803] 'H NMR(500MHz DMSOds) & 1239(bs 1H) 896(t1H) 873(m 1H)
858(dd 1H) 804(d 1H) 792(d 1H) 7 81(t1H) 7 73(m 1H) 4 78(m 2H) 4 68
(m 1H) 387 (t 1H) 373 368(dos d 1H) 279 260(dos m 2H) 2 56(m 1H)
2 31(m 1H) 105(d 3H) 0 95(m 9H)

[804] Masa M+H 484

[806] Ejemplo 64

[807] Acido (3S) 3 ({I[(5R)-5 1sopropil-3-(1 1Isoquinohnil)-4 5-dihidro-5
isoxazolilJcarbonil}jamino)-4-oxo0-5 hexenoico (laa22)

[808] Amida Weinreb denvada de acido (2S)4 (tert butoxi) 2 ({[(5R) 5 1sopropil 3
(1 1soquinolinil)-4 5 dihidro 5 1soxazoliljcarboniljamino)-4-oxobutanoico  (denvado
condensado con N O-dimetilhidroxilamina) y bromuro de vinil magnesio fueron
reaccionados y el compuesto resultante fue reaccionado de acuerdo al mismo

procedimiento del Ejemplo 2 para obtener el compuesto del titulo



(810] 'H NMR(400MHz DMSO dg) 12 27(bs 1H) 895(t 1H) 874 8 67(dos d
1H) 858(m 1H) 804(d 1H) 792(d 1H) 783 772(m 2H) 647(m 1H) 622
611(dos dd 1H) 571 562(dos dd 1H) 477(m 1H) 390379(m 1H) 372
364(m 1H) 282(m 1H) 262 249(m 1H) 2 30(m 1H) 0 94(m 6H)

[811] Masa M+H 410

[813] Preparacion 22

[814] t Butil (38)-3-amino-4 hidroxi-54(2 pindiniloxa)pentanoato (VIIIf)

[815] El derivado bromometil ketona X (32 g 7 93 mmol) un intermedio en la
Preparacidn 5 fue disuelto en benceno (30 ml} Ag.CO; (262 g 12 Eq) y fue
adicionado 2 hidroxipindina (093 g 1 2 Eq) y la mezcla fue agitada bajo reflujo a
80 C por 3 dias La mezcla de reaccidn fue filtrada a través de Celita concentrada
bajo presion reducida y punficada por columna cromatografica para obtener el

denvado 2 pindiniloximetil ketona (XIf) (466 mg Rendimiento 14 %)

[817] El denvado 2 pindinloximetil ketona (XIf) (227 mg 0548 mmol) asi
obtenido fue disuelto en una mezcla solvente de tetrahidrofuran/metanol (3 2 v/v)
(10 ml) fue adicionado NaBH, (43 mg 20 Eq) a 0 C y la mezcla fue agitada por
30 minutos a temperatura ambiente La reaccion fue detemida por una solucion
saturada de cloruro de amonio y la solucidn de reaccidn fue concentrada bajo
reduccion de presion El residuo fue extraldo con acetato de etilo lavado con agua
y una solucion acuosa de cloruro de sodio secada (Na;SO, anhidro) y
concentrada bajo reduccion de presion para obtener el Compuesto (XIIf) (230 mg)

donde el grupo ketona fue reducido al grupo hidroxilo

[819] El grupo benciloxicarbonil del compuesto preparado atras fue remowvido
(Pd/C) bajo globo de hidrogeno por 40 minutos para obtener el compuesto del

titulo (155 mg 99 %) <
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[821] Método de Preparacién de los Ejemplos 65-66

[822] Los compuestos VIIf (o Vllu) y VIIif fueron reaccionados de acuerdo al
mismo procedimiento de los Ejemplos 1 y 2 para obtener los compuestos de los
Ejemplos 65 66 Aqul Vllu representa acido 5 etil 3 (2 1sopropiifenil)-4 5 dihidro 5

iIsoxazolecarboxilico

[824] Ejemplo 65
[825] Acido (3S)-3 ({[(5R) 5 1sopropil-3-{1 isoquinolinil)-4 5 dihidro-5

isoxazolil] carbonil}amino)-4-0xo0-5-(2 piridiniloxi)pentanoico {laa23)

[827] 'H NMR(500MHz MeOH-d,) 59 04(d 1H) 850(d 1H) 7 95(d 1H) 7 81(d
1H) 7 77(t 1H) 769(t 1H) 7 59(m 1H) 685 6 80(m 2H) 6 67(bs 1H) 5 07(bs
1H) 495(t 1H) 4 84(m 1H) 394 3 79(Abg 2H) 292 280(m 2H) 2 39%(m 1H)
109 (m 6H)

[828] Masa M+H 491

[830] Ejemplo 66
[831] Acido (3S8)-3-{{[5-etil 342 isopropilfenil)-4 5-dihidro-5

1soxazoliljcarbonil} amino)-4-oxo 5«2 pindiniloxi) pentanoico (laa24)

[833] 'HNMR(500MHZ DMSOds) & 871(bs1H) 8027 94(dos bs 1H)
771764(m 1H) 7427 18(m 4H) 696 6 90(dos t 1H) 685 680(dos d 1H)
499(bs 2H) 4 86-4 78(m 1H) 3 58(dos d 1H) 348(dos d 1H) 336(m 1H)
281261(m 2H) 205 1 80(dos m 2H) 1 14 1 03(m 6H) 093 0 88(m 3H)

[634] Masa M+H 468 21

[836] Ejemplo 67
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[837) 2-{[(3S)-4-carboxi 3 ({[(5R)-5 1sopropil 3 (1 isoquinolinil)-4 5-dihidro 5
i1soxazohi]Jcarbonl} amino) 2-0xo butiljJoxi} 1-metilpindinium
trnfluorometanosuifonato (laa25)

[838] E! intermedio t butl ((3S 3 ({[(5R) & isopropil 3 (1 1soquinolinil}-4 5 dihidro
5 isoxazoll]carbonil}Jamino)4 oxo 5 (2 pindiniloxi)pentanoato (49 mg 90 umol)
obtenido después de la reaccion de oxidacion Dess Martin en el Ejemplo 65 fue
disuelta en diclorometano (2 ml) fue adictonado metil trifluorometanosulfonato (1 1
Eq 101 pl) y la mezcla fue agitada por un dia a temperatura ambiente Después
de concentracidn bajo presién reducida el residuo fue sujeto al mismo

procedimiento del Ejemplo 2 para obtener el compuesto del titulo (60 mg)

[840] 'H NMR(500MHz DMSO dg) 59 00 8 91(m 2H) 8 76 8 57(m 2H) 8 42(m
1H) 8 04(m 1H) 793(m 1H) 7 80(m 1H) 7 75(m 1H) 7 54(m 1H) 5 77 548(m
2H) 4 85-4 81(m 1H) 400(s 3H) 394 369(m 2H) 287 260(m 2H) 233(m
1H) 098 & 0 94 (dos d 6H)

[841) Masa M + 505 20

[843] Ejemplo 68

[844] 2~{[(3S)-4-carboxi-3{{[5-etil-3-{2 isopropilfenil)-4 5-dihidro-5
i1soxazoliljcarbonil}amino) 2-oxobutil]Joxi} 1 metilpindimium  tnifluorometano
sulfonato (laa26)

[845] EI intermedio t butil(3S) 3 ({[5 etil 3 (2 1sopropilfenil}-4 5-dihidro 5
isoxazolil]carboniljamino)4 oxo 5 (2 pindiniloxy)pentancato (65 mg 0 105 mmol)
obtenido después de la reaccion de oxidacion Dess Martin en el Ejemplo 16 fue
disuelta en diclorometano (2 ml) fue adicionado metil trifluorometanosulfonato (1 1
Eq 13 ul) yla mezcla fue agitada por un dia a temperatura ambiente Después de
la concentracién a presion reducida el residuo fue sujeto al mismo procedimiento

del Ejemplo 2 para obtener el compuesto del titulo (59 mg 94 %)
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[847] 'H NMR(500MHz DMSO-dg) 5 880 8 73(dos d 1H) 865(m 1H) 845
838(m 1H) 756751(m 2H) 743731(m 3H) 724 712(m H) 572 548(m
2H) 4 91(m 1H) 401 & 399(dos s 3H) 3 64(dos d 1H) 3 48(dos d 1H) 3 42(m
1H) 290 2 62(m 2H) 2 05-1 80(dos m 2H) 115 103(m 6H) 0 93 0 88(m 3H)

[848] Masa M + 482 17

[850] Método de Preparacién de los Ejemplos 69 70

(851] El derivado oxima de 5 cloro 1 metl 1 H indol 2 aldehido o 1 5 dimetil 1 H
indol 2 aldehido fue reaccionada con t butil 3 amino 5 fluoro4 hidroxipentanoato
de acuerdo al mismo procedimiento de las Preparaciones 1 17 4 y Ejemplos 1 2

para obtener los compuestos de los Ejemplos 69 70

[853] Ejemplo 69
[854] Acido 3-({[3«5-cloro 1 metil 1H indol 2 1l)-5 1sopropil-4 5-dihidro 5

isoxazoliljcarbonil} amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico {laa27)

[856] 'H NMR(500MHz CDCl3) 67 59(s 1H) 7 46 7 39 (dos d 1H) 7 30 7 23(m
3H) 501(m 1H) 4 75-4 46(m 2H) 4 02(d 1H) 3 95(s 3H) 371(d 1H) 2 95(m
1H) 277(m 1H) 235(m 1H) 1 04(m 6H)

[857] Masa M+H 452

[859] Ejemplo 70
[860] Acido 3-{{[31 5-dimetil 1H indol 2 1l)-5 1sopropil-4 5-dihidro 5

isoxazoliljcarbonil} amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa28)

[862] 'H NMR(500MHz CDCly) & 748(bs 1H) 739(d 1H) 7237 14(m 3H)
4 76(m 1H) 4 70-4 50(m 2H) 4 07-4 02(dosd 1H) 399 3 94 & 3 93(tres s 3H)

375348(m 1H) 2 94-2 82(dos m 1H) 246 2 43(dos s 3H) 2 34(m 1H) 1 05(m
BH)
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[863] Masa M+H 432

[865] Preparacion 23

[866] Resolucidon de Acido (5R) 5 i1sopropil-3{1 isoquinolinil)-4 5 dihidro 5
iIsoxazolcarboxilico

[867] Acido 5 isopropil 3 (1 isoquinolini)}4 5 dihidro 5 isoxazolcarboxilico  fue
disuelto en acetona (190 ml) por calentamiento a 60 C y fue adicionado (S) a
metil benclamina (145 ml 112 mmol) La mezcla de reaccién fue enfriada a
temperatura ambiente y agitada por 4 horas El precipitado resultante fue filtrado y

lavado tres veces por acetona (40 ml)

[869] La sal (S)-a metil bencilamina obtenida de esa manera de acido (5R) 5
isopropil 3 (1 1Isoquinolinil}4 5 dihidro-5 1soxazolcarboxiico fue disuelta en la
mezcla (150 ml) de acetona y agua (4 1) por calentamiento a 90 C enfriada a
temperatura ambiente y agitada por 3 horas El precipitado resultante fue filtrado y
lavado por acetona (40 ml) tres veces para obtener la sal (S)}-a metil bencilamina
de acido (5R) 5 isopropil 3 (1 isoquinolinil)-4 5-ditudro 5 1soxazolcarboxilico pura

(12 8g 24 3% 99 8% ee)

[871] La pureza 6ptica del acido (5R) 5 isopropil 3 (1 i1soquinolinil)-4 5 dihidro 5-
iIsoxazolcarboxilico fue estimada por el uso de columna ChiralCel OD (4 6 x 250
mm 5 mm) La mezcla de n hexano/isopropanol/acido trifluoroacético (92/8/0 1)
fue utiizada como la fase mévil a la tasa de flujo de 1 ml/min la temperatura de la
columna fue de 40 C y la longitud de onda de deteccidn fue 225 nm Los dos
iIsomeros opticos fueron observados a los tiempos de retencién de 78 min

(1somero R) y 21 1 min (isébmero S) respectivamente

[873] Ejemplo 71

[874] Res lucion de Compuest (lli 1)
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[875) 1) Aislamiento del compuesto semilla

[876] Los dos diasterebmeros del Ejemplo 16 fueron separados utillizando
cromatografia de columna de silice con hquido preparativo (diametro 40 mm
DYNAMAX 100A) La mezcla de n hexano/isopropanol/acido tnfluoroacético
(4000/32/2) fue utiizada como la fase movil a una tasa de flujo de 50 mi/min y el
diasteredbmero deseado fue recogido con la relacién de 99 1 durante el iempo de
retencién de 62~66 min a la longitud de onda de deteccion de 227 nm (los dos
diasteredmeros fueron ampliamente extraido con el cambio de relacién
continuadamente hasta 86 min) El diasteredmero asl obtenido de la relacion 83 1

fue desprotegido y utiizado como semilla para la resolucién

[878] La pureza 6ptica fue estimada por la utilizacién de columna Atlantis C4s (4 6
x 250 mm 5 mm) La mezcla de acetonitnlo/agua/acido trifluoroacético fue
utiizada como la fase movil a una tasa de flujo de 1 ml/min de acuerdo con el

siguiente gradiente

(880] t=Omin 0 100 0 1
(881] 3min 20800 1

[882] 50min 10000 1

[884] Bajo la longitud de onda de deteccidn de 227 nm los dos Isomeros opticos
fueron observados a tiempos de retencién de 36 6 min (3R 5R isomero) y 37 1

min(3S 5R 1Isomero) respectivamente

[886] (38 S5R 1somero) tert butil (3S) 5 fluoro-3 ({[(5R)-5 1sopropil-3-(1

isoquinolinil)-4 5-dihidro-5 1soxazolil] carbonil} amino)-4-oxo pentanoato
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[888] 'H NMR(500Hz CDCl;) 8 913(d 1H) 855(d 1H) 785(d 1H) 778
765(m 4H) 522 502 (dos m 2H) 490(m 1H) 402(d 1H) 380(d 1H) 292
288 (dd 1H) 2 79 275(dd 1H) 241(m 1H) 134(s 9H) 109(m 6H)

[889) Masa M+H 472

[891] (3R 5R 1sémero) fertbutil (3R)-5 fluoro-3<{{[(5R)-5 isopropil 3 (1

isoquinolinil)-4 5-dihidro 5 1soxazolil] carbonil} amino) -4-0xo0 pentanoato

[893] 'H NMR(400MHz CDCl3) & 9 14(d 1H) 856(d 1H) 7 87(d 1H) 777 7 64
(m 4H) 525 500(dos q 2H) 4 90(m 1H) 4 03(d 1H) 382(d 1H) 293(dd 1H)
2 77(dd 1H) 2 42(m 1H) 135(s 9H) 1 11(m 6H)

[894] Masa M+H 472

[896] Acido (3S)-5 fluoro-3 ({[{(5R)-5 1sopropil-3 (1 isoquinohnil)<4 5-dihidro

5 1soxazolil] carbonil} amino)-4-oxo pentanoico (Iu 1)

[898] 'H NMR(400MHz CDCls) & 907(d 1H) 857(d 1H) 789(d 1H) 778
769(m 3H) 769(d 1H) 4 884 79(m 2H) 4 67(bs 1H) 4 07(d 1H) 3 84(d 1H)
308 293(m 1H) 291 282(m 1H) 243(m 1H) 1 12(m 6H)

[899] Masa M+H 416

[901] Acido (3R)-5 fluoro-3<{{[(5R)-5 1sopropil-3 (1 isoquinolinil)-4 5-dihidro

5 1soxazolil] carbonil} amino)-4-oxo pentanoico (lil 2)

[903] 'H NMR(500MHz CDCls) & 907(d 1H) 855(d 1H) 787(d 1H) 7 75-
768(m 3H) 7 52(bs 1H) 5204 35 (m 3H) 4 02(d 1H) 3 80(d 1H) 3 13 2 90(m
2H) 239(m 1H) 1 08(m 6H)

[904] Masa M+H 416



[906] 2) Recnstalizacion

[907] Acido (3S)-5 fluoro 3 ({[(5R) 5 1sopropil-3{1 i1soquinolinil)-4 5-dihidro
5 1soxazohl]carbonil}amino)-4-oxopentanoico (ln 1)

[908] ¢ butil 5 fluoro 3 ({[(BR) 5 1sopropil 3 (1 1Isoquinolinil)-4 5 dihidro 5
isoxazoliljcarbonil}amino)4 oxopentanoato crudo (366g) fue disueito en cloruro de
metileno (1 9 kg) y enfriado a 0 C Fueron adicionados trietilsilano (235 g) y acido
tnflouoro acético {1 88 kg) y agitado por una hora a 0 C La mezcla de reaccion
fue destilada bajo presién reducida redisuelta en acetato de etilo (2 4 kg) y el pH
fue ajustado a 5 2 por adicion de solucién acuosa de hidréxido de sodio 2N (3 1 L)
La capa organica fue separada y la capa acuosa fue destilada bajo presion
reducida para remover el solvente el residuo resultante fue disuelto en eter metil t
butilo (530 g) y fue adicionada una pequefia cantidad de acido (3S) 5 fluoro 3
{[(5R)-5 1sopropil 3 (1 isoquinolinil}<4 & dihidro 5 1Isoxazoliljcarbonil}amino)-4
oxopentanoico cnstalino Después de agitar por 16 horas a temperatura ambiente
el precipitado resultante fue filtrado y lavado con la mezcla 9 1 de éter metil t butilo

y n hexano (210 ml)

[910] ElI &cido (3S) 5 fluoro 3 ({I(5R) 5 1sopropil 3 (1 isoquinolinil)4 5 dihidro 5
iIsoxazoliljcarbonil}Jamino)-4-oxopentanoico asi obtenido fue disuelto en acetato de
etilo (240 ml) por calentamiento a 50 C fue adicionado lentamente n hexano (240
mi) y gradualmente enfrnado a temperatura ambiente Después de agitar por 24
horas a temperatura ambiente el precipitado resultante fue filtrado y lavado con la
mezcla 1 1 de acetato de etilo y n hexano (30 ml) para obtener el compuesto del
titulo (In1 460 g 3S/3R=94/6 0) La pureza Optica fue estimada utlizando
columna Luna (46 x 2560 mm 5 mm Cis) La mezcla de acetonitnlo/20mM
NH4OAc (pH 6) (30/70) fue utilizada como la fase mévil a una tasa de flujo de 1
mi/min Bajo la velocidad de onda de detecci6n de 227nm los dos isomeros
opticos fueron observados a tiempos de retencién de 8 0 min (isémero 3R) y 9 0

min (1Isémero 38) respectivamente



[912] Expernimento 1

[913] Determinacién del efecto inhibitorio de la caspasa

[914] Las Caspasa 1 y caspasa 8 conocidas como proteasas de cisteina en la
forma de azp. fueron expresadas punficadas y activadas por modificacion de un
método conocido en Thomberry N A y otros Naluraleza (Nature) 1992 356 768
Thornberry N A Métodos en Enzimologla (Methods in Enzymology) 1994 244
615 Walker NP C y otros Célula (Cell) 1994 78 343 y la caspasa 9 también
fue punficada por un método similar y la actividad inhibitona contra ellas fue
probada Describiendo brevemente subunidades p10 y p20 (Thomberry NA y
otros Naturaleza (Nature) 1992 356 768) fueron expresadas en Ecolt y
punficadas por cromatografia de columna de niquel e intercambio anidnico para
obtener caspasa 1 caspasa 8 y caspasa 9 El sustrato fluorescente AcYVAD AFC
para la caspasa 1 asi obtenida AcDEVD AFC para la caspasa 8 y AcLEHD AFC
para la caspasa 9 fueron utilizados para determinar la actividad especifica de los
inhitbidores sintetizados La reaccién de enzima fue llevada a cabo a 25 C con
vanas concentraciones de los inhibidores en una solucibn amortiguadora que
contiene 50mM HEPES(pH 7 50) 10%(w/v) sucrosa 0 1%(w/v} CHAPS 100mM
NaCl 1mM EDTA y 10mM DTT en la presencia de 50uM AcYVAD AFC por 10nM
caspasa 1 50uM AcDEVD AFC por 2 1nM caspasa 8 y 150uM AcLEHD AFC por
200nM caspasa 9 Las constantes inhibitonas K, y Kees de los inhibidores fueron
determinadas por medicién de la velocidad de reaccion con el lapso de tiempo
utihzando un espectrometro fluorescente y obteniendo la tasa inicial constante K

fue calculada de la figura Lineweaver Burk y Kg,s de la siguiente Ecuacion 1

[916] Ecuacion 1

[917] Keows = In (1 Ay/ Ago) / t

[918] en la cual

[919] A, es latasa de rompimiento (%) al tempo t y

[920] Aqc es la maxima tasa de fragmentacion (%)
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[921] Fue utihzado un Espectrometro Fluorescente Spectra MAX GeminiXS de

Molecular Device Co en la excitacién de longitud de onda de 405nm y en la

emision de longitud de onda de 505nm

[923] La actividad inhibitona i1 vivo de los inhibidores fue determinada por

sujecidn a la célula Jurkat (ATCC TiB 152) a apoptosis utiizando anticuerpo Fas

(Upstate Biotech 05 201) y por deteccion de cambio de color de acuerdo al

método WST 1 conocido en Francoeur AM y Assallan A (1996) Bioquimica 3

19 25 para observar la cantidad de células Jurkat vivas cuando las células fueron

tratadas con el inhibidor Espectrometro Spectra MAX 240 de Molecular Device Co

fue utilizado en la longitud de onda de absorbancia de 440nm

[925] Tabla 1

Com Caspase 1 Caspase 8 Caspase 9 Célula Jurkat
No | Koo/ [T(M'min") | Kepe/ 1 (M'min") | Koo/ [](M'min?) | ICs0 (uM)
lcc 19ES 33 E4 225
idd 31E5 19E5 425
lee 18E5 326

Iff 50ES 12
lgg 27E6 15E6 3 2E5 017

I 11E6 13E7 20E5 01
hu 19E5 071
n1 23 E7
In 2 47E5

1) 19ES5 47
Ikk 12E5 11

i 13ES 392
Imm 16ES5 20




e AP

Inn 26ES5 65
loo 20E4 50
Ipp 23E6 17E5 35
lqq 33E6 14E5 37
Irr No Actividad
Iss No Actividad
It 4 3E5 016
luu 29E5 098
Ivv 1 5E6 015
ww 11E6 19
Ixx 4 OE4 26 5
lyy 3 1E5 312
lzz 4 2E5 125
laal 1 8E5 033
laa2 3 2E5 0 56
laad 1 4E5 265
laa4 5 0ES 067
laa5 3 0E5 03
laab 2 0E5 245
laa7 4 4ES 227
laa8 4 5E5 070
laa9 2 3E5 124
laa10 1 5ES 102
laa11 6 4E4 31
laa12 1 9E5 070
laa13 31E5 035
laa14 4 1E5 079
laa15 4 3E5 072




laa16 6 2E5 073
laa17 1 8E5 114
laa18 5 2E5 15
laai9 1 6E4 No Actividad
laa20 3 7E4 No Actividad
laa21 No Actividad No Actividad
laa22 No Actividad

laa23 2 9E4 No Actividad
laa24 No Actividad

laa25 17E5 No Actividad
laa26 3 1E4 No Actividad
laa27 8 2E5 13
laa28 1 BE6 06

[926] El compuesto ln u es a forma (b S) de Comound li

[928] Experimento 2

[929] Efecto terapéutico para hepatitis aguda LPS inducida en un ratén

[930] Paso 1) Preparacion de la muestra de sangre

[931] Ratones hembras Balb/c (6 semanas Charles River Laboratory Osaka

Japén) fueron mantenidos bajo condiciones de 22 °C 55 % de humedad relativa y

ciclos de luz —oscundad de 12 horas Alimento y agua les fueron suministrados ad

hbitum En solucidn salina libre de pirogen fueron disueltos LPS (lipopolisacanda) y

D galactosamina en concentraciones de 0 4 mg/ml y 280 mg/ml respectivamente

y su mezcla 11 fue inyectada a los ratones en una cantidad de 5 mi/kg

Inmediatamente después de la inyeccion de LPS y D galactosamina el vehiculo

(una mezcla de PEG400 etanol

Tween 80 = 157 5 25 fue diluida cinco veces

con solucion salina) con el compuesto de ensayo disuelto o el vehiculo solo fue




intrapentonealmente inyectado a los ratones Después de 8 horas de la inyeccion

se tomaron muestras de sangre de sus corazones

[933] Paso 2) Determinacién de la actividad de la aminotransferasa en plasma

[934] La actividad ALT del plasma fue determinada para las muestras de sangre

obtenidas en el paso 1 usando el kit de ensayo ALT (Asan Pharm Co Seul
Korea) de acuerdo a las instrucciones de los fabricante Como resultado aparecio
que la inyeccion de LPS y D galactosamina incrementa fuertemente la actividad
ALT en el plasma y que los compuestos de prueba inhiben la actividad
incrementada de la enzima en una forma dependiente de la dosis Basado en
estos resultados los valores de EDsy de los compuestos de prueba fueron

calculados usando el programa Pnsm de GraphPad Co para dar O 01 10 mg/kg

[936] Experimento 3
[837] Efecto inhibitonio contra fibrosis hepéatica en ratas SD

[938] Paso 1) Induccién de fibrosis hepatica y administracion

[039] Ratas macho Spargue Dawley ( 6 semanas Korea Biolink) fueron
mantenidas bajo condiciones de 22 °C 55 % de humedad relativa y ciclos de luz
—oscuridad de 12 horas Alimento y agua les fueron suministrados ad hbitum Para
la igazén del conducto biliar las ratas fueron anestesiadas por inhalacion de 1 %
halotano el abdomen de las ratas fue abierto y los conductos biliares distal y
proximal fueron ligados las parte entre sitios de ligazén fueron cortadas 2 mi de

solucion salina fue inyectada y suturada

[941] El compuesto de prueba (In) fue administrado oralmente en una dosis de 3
mg/kg o 10 mg/kg dos veces al dia Es decir el compuesto fue disuelto en un
cosolvente (PEG400 etanol Tween80 =15 75 25) diludo con solucidn

amortiguadora de fosfato (pH 7 4) cinco veces y administrada Al grupo de control



se le administrd solucién sin el compuesto de prueba La administracion fue hecha

por 1 semana después de 1 semana de la ligazén de los conductos bihares

[943] Paso 2 Preparacion de la seccién de tendo y el manchado de rojo Sinus

Después de la administracion las ratas fueron sacnficadas Los higados fueron
fijiados con 10% de formalina neutral y una seccibn de parafina de 5 uym de
espesor fue preparada y manchada con =1 % rojo Sinus (Rojo directo 80
Sigma) La seccién de tejdo fue investigada con un microscopio Optico para
observar la fibras de colageno manchadas con rojo y los resultados se muestran

en la Figura 1

[946] Experimento 4

[947] Efecto inhibitorio contra apoptosis durante el estancamiento de bilis
en ratas SD

[948] El compuesto de ensayo {In) fue administrado a las ratas SD cuyos
conductos biares fueron ligados de acuerdo al procedimiento del paso 1 del
Expenmento 3 Después de 2 semanas de la operacibn las ratas fueron
sacrificadas Los higados fueron fijados con 10 % formalina neutra y una seccion
de parafina de 5 ym de espesor fue preparada TUNEL manchado (staining) fue
realizado usando el kit de Deteccién de Apoptosis In Situ de Peroxidasa ApopTag
(Chemicon) de acuerdo a las instrucciones del fabricante Mas de 10 sitios del
tejdo de higado TUNEL manchado fueron fotografiadas con una magnificacion de
200 sin translapos cuyos resultados se muestran en la Figura 1 El numero de
celulas que sufrieron apoptosis en cada grupo de prueba fue contabilizado y
presentado en la Tabla 2 siguiente En la Tabla la operacion Sham significa el
caso en que el conducto bihar fue expuesto pero no ligado y la operacion BDL
significa el caso donde solo el vehiculo fue administrado después de la ligazén del

conducto bthiar



[950] Tabla 2
[951] Efecto Inhibitono del Compuesto (ln) contra la Apoptosis de Células
Hepaticas durante el Estancamiento de Bilis

[952] (umidad TUNEL células positivas/campo})

Operacién Sham | Operacion BDL | BDL+Compuesto (lu) | BDL+Compuesto (In)

3 mg/kg 10 mg/kg

0761015 1671275 412113 5661134

[954] Conclusion

[955] La inhibicion efectiva de la apoptosis (75 % inhibicién) con el compuesto (li)
fue mostrada por el TUNEL staining en un modelo generado por la induccién de
fibrosis hepaticas a través del estancamiento de bilis Adicionalmente el
manchado Sinus rojo mostro una severa fibrosis en el grupo de control pero casi
no fibrosis en el grupo tratado con (In) Este grupo demostro el efecto inhibidor del
compuesto (ln) contra la fibrosis hepatica en ratas y asi se espera que el
Compuesto (lu) pueda exhibir la actividad farmacolégica de suspender la cirrosis
hepatica por la inhibicion de la apoptosis de células hepaticas en aplicacién
clinica La aplicacidn puede ser extendida no solo a la cirrosis hepatica por
estancamiento de biis pero también a vanas enfermedades hepaticas donde la

fibrosis hepatica debido a la apoptosis esta involucrada

[957] Experimento 5

[958] Efecto antiflogistico en ratas

[959] Ratones SD machos (6 semanas Onent) fueron mantenidas bajo
condiciones de 22 °C 55 % de humedad relativa y ciclos de luz —oscundad de 12
horas Alimento y agua les fueron suministrados ad ibitum Antes de la induccidn
del edema el volumen de la pata de cada ratén fue medido por pleismémetro
Antes de la induccion del edema el vehiculo ( una mezcla de PEG400 etanol

Tween 80 =15 75 25 fue diluida diez veces en una solucidn amortiguadora de
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fosfato) donde el compuesto del ensayo fue disuelto o el vehiculo solo fueron
administrados oralmente a los ratones Carrageenan (gamma) fue disuelto en una
concentracién de 1% en una solucion salina y subcutaneamente inyectado en la
pata postenor derecha de las ratas en una dosis de 100 yl Despues de 3 horas el
volumen de la pata derecha fue medido otra vez con pletismémetro El efecto del
compuesto de ensayo fue mostrado por una inhibicidn del edema (%) (ver Tabla 3)

La inhibicién del edema (5) fue calculada de acuerdo a la siguiente Ecuacién 2

[961] Ecuacién 2

[962] Inhibicidn de Edema (%) = 100 x (Incremento promedio del volumen de la
pata en el grupo al que solo se le suministro el vehiculo — Incremento de volumen
la pata en el grupo tratado con el compuesto)/Promedio del incremento de

volumen de la pata en el grupo tratado con el compuesto

[964] Tabla 3
[965]) Efecto de Inhibicidn de Edema del Compuesto (In)

Efecto de Inhibicion de Edema (%)
Dosis (mg/kg) Promedio SEM
3 23 77
30 207 97
100 227 26

[967] Experimento 6

[968]) Efecto terapeutico para la artntis reumatica en ratones

[969] Ratones hembras Lewis (7 semanas Charles River Japén) fueron
mantenidas bajo condiciones de 22 °C 55 % de humedad relativa y ciclos de luz
—oscundad de 12 horas Alimento y agua les fueron suministrados ad libitum Ei

colageno Tipo Il (bovino) fue disuelto en acido acético 0 05M en una concentracién
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de 2 mi/ml a 4 °C y la misma cantidad de coadyuvante completo Freund fue
adicionado para emulsificar la solucidn a 4 °C 01 ml de la solucién asl
emulsificada fue inyectada subcutdneamente en la cola de los ratones Lewis
Después de 7 dias la solucibn emulsificada fue inyectada una vez mas de la
misma manera Del dia en que la segunda solucion emulsificada fue inyectada el
vehiculo ( una mezcla de PEG400 etanol Tween80=15 75 25 fue diluida
diez veces en una solucidbn amortiguadora de fosfato) con el compuesto de prueba
disuelto o el vehiculo solo fue administrado a las ratas dianamente El dia 14
después de la pnmera Inyeccion de la solucibn emulsificada que contenia el
colageno el volumen de la pata postenor derecha fue medida otra vez con
pletismémetro { ver Tabla 4) La inhibicion del Edema (5) fue determinada con la

Ecuacién 3 siguiente

[971] Ecuacién 3

[972] Inhibicidn de Edema (%) = 100 x (Incremento promedio del volumen de la
pata en el grupo al que solo se le suminustro el vehiculo en el dia 14 — Incremento
de volumen la pata en el grupo tratado con el compuesto en el dia 14)/Promedio
del incremento de volumen de la pata en el grupo tratado con el compuesto en el

dia 14

[974] Ademas el valor p fue calculado por el ensayo Student del volumen

incrementado de la pata en el dia 14 para confirmar la significacion

[976] Tabla 4
[977] Efecto de Inhibicién de Edema de Pata



se—/F0

Volumen de la Pata (ml) Efecto de inhibicién

Dosis del del Edema (%)
Compuesto (In) Dia 0 Dia 14 Dia 14
(mga/kg) Promedio| SEM Promedio | SEM Promedio | SEM
0 1115 0 036 1975 257
10 1134 0032 1394 089 69 8 108
[978] valor p =0 032

[980] En la prueba edema de pata en las ratas el Compuesto (ln) mostré una
inhibicién del edema dependiente de las dosis de cerca de 2 21 y 23 % a
dosificaciones de 3 30 y 100 mg/kg respectivamente En el modelo de artritis
reumatica el edema de la pata fue disminuido significativamente ( cerca del 70%
de disminucion) en el grupo administrado con el Compuesto (lu) en el dia 14
cuando el grupo de control negativo mostraba el maxmo edema En
consecuencia se considera que el Compuesto (ln) tiene un efecto inhibitorno
contra el progreso de la inflamacién en un modelo de enfermedad inflamatona y

asi puede tratar enfermedades inflamatonas autoinmunes

[982] Experimento 7

[983] Comparacion de efectos con compuestos conocidos

[984] EIl compuesto (In) de acuerdo con al invencién y LB84068MP (Compuesto
68) conocido en PCT/KR00/01047 (WO/21600) fueron ensayados y los resultados

son mostrados en la Tabla 5

[986] Tabla 5

LB84068MP I

Kews/[l] contra caspasa 8 103E6 (M 'min") 130E7(M'min ")
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ICso (Celula Jurkat) 16 puM 01 yM o0 menos
EDsg (LPS + Gal) 99 mg /kg 0 01 mg/kg
Solubilidad (pH=7 4 fosfato) 0 93 mg/ml o menos 7 8 g/mi

[988] Como puede verse en la Tabla 5 anterior el Compuesto (In) de acuerdo a la
presente invencién mostré una actividad inhibitona incrementada 10 veces o mas
contra caspasa 8 y la célula Jurkat en comparacion LB84068MP y por cerca de
100 veces contra hepatitis aguda LPS inducida (ratones) Tambien en relacton
con las propiedades fisico quimicas el compuesto mostré una solubiidad
mejorada y asi el puede ser faciimente usado como una inyeccidon Esto es el
compuesto de la presente invencion muestra unos efectos altamente mejorados
en comparacion con el compuesto de LB84068MP en ambos aspectos actividad y

propiedades fisico quimicas
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REIVINDICACIONES

[11 1 Un compuesto de la siguiente formula (1)

[2]

(N
en el cual
I} R representa H cadena alkil simple { SAC) Cadena cicloalkil simple (
SCAC) grupo anl ( Ar) o cadena alkil simple sustituida por un anl { SAC Ar)
[3] 1) R! representa -SAC SCAC Ar SAC Ar o un residuo de cadena
lateral de todos los amino acidos naturales y el compuesto de la formula (1)
puede existir en una forma diastereomérica especifica o mezclas de ellas
cuando el carbono al cual R' esta enlazado se convierte en un
estereocentro debido al grupo R' o el compuesto de la formula (1) puede
tener un grupo protector en la forma de un ester { CO R® donde R® es —
SAC) o en forma de sulfonamida ( CONHSO R* donde R* es —SAC) o
puede existir en la forma de una sal farmaceuticamente aceptable donde
R! es un residuo de cadena lateral de un amino acido que contiene moiety
de carboxil o el compuesto de la formula (1) puede tambien existir en [a
forma de una sal farmacéuticamente aceptable donde R' es un residuo de

cadena lateral de un amino acido que contiene moiety de base

) R? representa —-SAC SCAC Ar SAC Ar o un residuo de cadena
lateral de todos los amino acidos naturales y el compuesto de la formula
(1) puede existir en una forma diastereoménca especifica o mezclas de

ellas cuando el carbono al cual R? esta enlazado se convierte en un



estereocentro debido al grupo R? el compuesto de la formula (1) puede
tener un grupo protector en la forma de un ester ( CO R® donde R es —
SAC) o en forma de sulfonamida { CONHSO R® donde R® es —SAC) o
puede existir en la forma de una sal farmaceuticamente aceptable donde
R? es un residuo de cadena lateral de un amino acido que contiene moiety
de carboxil o el compuesto de la formula (1) puede también existir en la
forma de una sal farmacéuticamente aceptable donde R? es un residuo de
cadena lateral de un amino acido que contiene moiety base

R? representa adicionalmente H (CH.) OR” donde R’ es -SAC SCAC Ar
0 SAC Ar yn=102 o—(CHz), OC(=O)R® donde R®? es -SAC SCAC Ar
0SACArn=102

IV) A representa —(CHz), — (n=04) O (CHa), — (n=04) 0 -NR® (CHa)n -
(n=0-4) donde R® es -SAC SCAC Ar o SAC Ar

V) B representa H —SAC SCAC Ar 0 SAC Ar o

V) Ry R pueden formar conjuntamente un ciclo con el 4tomo de carbono
al cual ellos est4n enlazados donde -R R' es (CHz), (CHz)n O (CHz)m ©
(CH2)a -NR'™ (CH2)m donde n+m<9 y R es —-SAC SCAC Ar o SAC Ar
C(=0) SAC C(=0) SCAC SCAC C(=0)Ar o-C(=0) SAC Ar

VII) X representa —C(=0)CH, OR'' es -SAC SCAC Ar o SACAr -
C(=0)CH, OC(=O)R'> donde R es —-SAC SCAC Ar o SACAr
CH=CH CO; R" donde R es—-SAC SCAC Ar o SAC Ar CH=CH SO,
R'" donde R™ es —-SAC SCAC Ar o SAC Ar C(=0)CH=CH, o COCH.
-WdondeWes—-Nz F CI Br | NR'™R'®(R'YR' cada uno son ~SAC
SCAC Ar o SAC Ar o juntos pueden formar un grupo ciclico no saturado
o saturado de 3 a 6 miembros) SR (RY es -SAC SCAC Ar o SAC

Ar) o es la siguiente formula

Ry, Y Y A4 0 Y
Y Y.
! ( 0
f:l 0 N 0 0 N
R+ 0 RY R* RY Y Y



[4]
[5]

[6]

(7]

[8]

€]

-ss_/y)/

donde

YesH OH OR™ (R'= —SAC 0 -SCAC) C(=O)R' (R'"®= H -SAC o
SCAC) F Cl Br | CN NC N; COzH CFs COR¥®(R¥®=_SACo
SCAC) C(=0)NHR?' (R¥'= —SAC 0 -SCAC) O —C(=O)NR*R? (RZY R®
cada uno son -SAC SCAC Ar 0-SAC Ar)

R*esH SAC SCACo Ar

2 El compuesto de acuerdo a la reivindicactén 1 donde R representa H

3 El compuesto de acuerdo a la rewvindicacién 1 donde R’ representa —CH;
COOH CH, COOR? (R® = SAC) o—CH, CONHSO, R*donde (R* = SAC)
4 El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1 donde R 2representa H —
SAC Aro (CHz), OR” (R'=-—SAC SCAC Ar o SAC Aryn=102)

5 El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 1 donde X representa —
C(=0)CH2 OAr —C(=0)CH, OC(=O)Ar o COCH; —W donde W es —N; F
Cl Br | NR™R'®(R"YR' cada uno son -SAC SCAC Ar o SAC Aro
juntos pueden formar un grupo ciclico no saturado o saturado de 3 a 6
miembros) SR' (R'es -SAC SCAC Ar o SAC Ar)

6 El compuesto de acuerdo a la remindicaciéon 1 donde

R representa H

I) R! representa -CH; COOH CHz; COOR? (R® = SAC) o —CH; CONHSO,
R* (R*=SAC)

ll) R? representa H —SAC Aro (CH;), OR’ (R’=-SAC SCAC Ar o
SAC Aryn=102)

IV) A representa —(CHz), — (n=04) O (CH2), — (n=0-4)

V) B representa H —-SAC SCAC Ar o SAC Ar

V1) X representa ~-COCHz N2 COCHF COCH,;Cl COCH>Br COCH: |
COCH, OAro COCH; SR' (R”es -SAC SCAC Ar o SAC Ar)

7 El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 1 el cual es seleccionado del

siguiente grupo



(1) acdo (3S) 5 [(2 6-diclorobenzoil)oxi] 3({[5 metil 3 fenil4 & dihidro 5
isoxazolil]carboniljamino)-4-oxopentanoico (laa)

(2) acido (3S) 3 ({[5 metil 3 fenil-4 5 dihidro 5 1soxazoliljcarbonil}amino)-4
oxo 5 fenoxipentanoico (Ibb)

(3) 4&cido (3S) 3 ({[5-ehl 3 fenil-4 5 dihidro 5 1soxazolil]jcarbonil}amino)-4
oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (lcc)

(4) acido (3S)-3 ({[5 etil 3 (1 naftl}4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}lamino}4-oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (ldd)

(5) acido (3S)-3 ({[5 etl 3 (2 naftil)-4 5 dihidro 5 1soxazolif] carbonil}amino)-
4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (lee)

(6) dcido  (3S) 3 ({[5 etil 3 (1 1soquinolinil)-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carboniljamino)4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Iff)

(7) acdo (3S) 3 ({[5 etil 3 (1 1soquinolinl}4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonillJamino) 5 fluoro4 oxopentanoico (lgg)

(8) et 3 ({[5 etil 3 (1 1soquinohinil}-4 5 dihidro 5 isoxazoliljcarbonil}
amino) 5 fluoro4-oxopentanoato (Ihh)

(9) acdo 5 fluoro 3 ({[(BR) 5 1sopropil 3 (1 isoquinolinil)-4 5 dimdro 5
isoxazolil] carbonil}amino)-4 oxopentanoico ()

(10) acdo 3 {{[b etil 3 (4 quinolinil)-4 5 dihidro 5 i1soxazolil]  carbonil}
amino) 5 fluoro-4 oxopentanoico (l))

(11) acido 3 ({3 (benzotiofen 2 1l) 5 etil-4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (Ikk)

(12) acdo (3S) 3 ({I3 (1 3-dimetil 1H indol 2 11}-5 etii-4 5 dihidro 5
Isoxazoliljcarbonil}amino)4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (lil)
(13) é4cido 3 ({I3 (1 3 dimetl 1H indol 2 il}-5 etil-4 5 dihidro 5
Isoxazolifjcarbonil}laming) 5 fluoro-4-oxopentanoico (Imm)

(14) acdo (3S) 3 ({[5 etil 3 (1 naftimetil}-4 5-dihidro 5 1soxazolil]

carbonil}jamino)4 oxo 5-(2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Inn)
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(15) acido (3S)5[(26 diclorobenzoil)oxi] 3 ({[5 etl 3 (2 naftil)eti]-4 5
dihidro 5 1soxazolil] carbonil}Jamino)-4 oxopentanoico (loo)
(16) acido (3S)3 ({[5 etil 3 (1 naftiloxi)metil]-4 5 dihidro 5 1soxazoll]

carbonil}amino)4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico (Ipp)

(17) acido (38) 3 {[(3 {[(4 cloro 1 naftil)oxijmetil}-5 etil-4 5 dihidro 5
isoxazolil] carbonillamino}4 oxo 5 (2 3 5 6 tetrafluorofenoxi)pentanoico
(lqq)

(18) acido (3S 4E) 6 etoxi({[5R) 5 1sopropil 3 (1 i1soquinolinil}4 & dihidro
5 1soxazolil] carbonil}amino)}-6 oxo-4 hexenoico (lrr)

(19) é&cdo (3S 4E)3 ({[(BR}-5 1sopropil 3 (1 1soquinolinil)-4 5 dihidro 5
isoxazolill] carbonil}amino) 5 (metilsulfonil)}4 pentenoico (Iss)

(20) acido 5 fluoro 3 ({[(5R)-3 (1 isoquinolinil}-propil-4 5 dihidro 5
iIsoxazolil] carbonil}ammno)}4-oxopentanoico (ltt)

(21) écdo 3 ({[(5S) 5 etl 3 (1 naftil}-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}armino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (luu})

(22) é&cido 3 ({[(5S) 5 etil 3 (2 quinolinil)}-4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}amino) 5 fluoro4-oxopentanoico (lvv)

(23) acdo 3 ({[(5R) 5 etil 3 (3 1soquinolinil}-4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (lww)

(24) acido 3 ({[5-etl 3 (8 quinoliml)-4 5-dihidro 5 iIsoxazolil]
carbonil}amino) 5 fluoro-4-oxopentanoico (Ixx)

(25) acido 3 ({[5 Etl 3 (3 quinolinil}4 5 dihidro 5 1soxazoliljcarbonil} amino)-
5 fluoro4 oxopentanoico (lyy)

(26) acido 5 fluoro 3 ({[(5R) 5 1sopropil 3 (2 quinolinil)-4 5-dihidro 5
Isoxazolil] carbonil} amino)-4 oxopentanoico (1zz)

(27) acido 3 ({[5 Etl 3 (2 1sopropilfenil)~4 5 dihidro 5 1soxazoliljcarbonil}
amino}-5 fluoro4-oxopentanoico (laal)

(28) acido 3[({3 [3 (tert butil) fenil] 5 etl 4 5 dihidro 5 1soxazolil} carbonil)

amino] 5 fluoro-4-oxopentanoico (laa2)
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(29) acido 3 [({3 [4 (tert buti)fenil] 5 etil-4 5 diludro 5 1soxazohl} carbonil)
amino] 5 fluoro4 oxopentanoico (laa3)

(30) acido 5 fluoro 3 ({{(SR ) 5 1sopropil 3 (2 1sopropilfenil}4 5 dihidro 5
Isoxazolil] carbonil} amino)-4-oxo pentanoico (laa4)

(31) acido 3 [({(5R) 3 [3 (tert butil)fenil] 5-isopropil-4 5-dihidro 5 1soxazolil}
carbonilyamino] 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa5)

(32) acido 3 {[(3[11 bifenil] 3 Il 5 1sopropil-4 5-dihidro 5 isoxazoll)
carbonillamino} 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa6)

(33) 4&cido 3 ({[5 etl 3 (2 pindinil)-4 5 dihidro 5 1soxazoliljcarbonil} amino)-
5 fluoro-4-oxopentanoico (laa7)

(34) 4acido 3 [({3 [4 (tert butl) 2 pindinil] 5 etil-4 5-dihidro 5 1soxazolil}
carbonil} amino] 5 fluoro4 oxopentanoico (laa8)

(35) acido 3 [({(BR)-3 [4 (tert butil) 2 pindinil] 5 1sopropil-4 5 dihidro 5
Isoxazolil}carbonil)amino] 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa9)

(36) acido 3 ({[5 Etl 3 (4 1sobutil 2 pindinil}4 5-dihidro 5 1soxazolil]
carbonil}Jamino) 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa10)

(37) acido 3 ({[3 (4 acetl 2 pindinil}-5 etil-4 5-dihidro 5 Isoxazolil]
carbonil} amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa11)

(38) acido 3 ({[3 (4 cyclopropil 2 pindinil}-5 etil-4 5-dihidro 5 1soxazohl]
carbonil}amino) 5 fluoro-4 oxopentanoico (laal2)

(39) acido 3 ({[3 (4 cyclopentil 2 pindinil) 5 etil-4 5 dihidro §
iIsoxazoliljcarbonil}amino) 5 fluoro4-oxopentanoico (laa13)

(40) éacido 3 ({[(5R) 3 (4 ciclopentil 2 pindinil) 5 1sopropil-4 5 dihidro 5
Isoxazolifjcarbonil} amino)}-5 fluoro-4 oxopentanoico {laal4)

(41) 4cido 3 ({[3 (4 ciclohexil 2 pindinil) 5 Etil-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonil} amino) 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa15)

(42) acido 3 ({I5 Et 3 (5 6 7 8 tetrahidro 1 1soquinolinil}4 5-dihidro 5

isoxazoliljcarbonil}amino)-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa16)
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(43) acdo 5 fluoro 3 ({[5 1sopropil 3 (4 ferl 2 pindinil}-4 5 dihidro 5
iIsoxazoliljcarbonil}Jamino)-4-oxopentanoico (laa17)

(44) a&cido (3S) 5 [(difenilifosfonl)oxi} 3 ({[(BR) 5 1sopropil 3

(1 1soquinolinil}-4 5 dihidro 5 1Isoxazolil]carbonil}amino)4 oxopentanoico
(laa18)

(45) &acido (3S) 3 ({[(5R) 5 1sopropil 3 (1 isoquinclinil)-4 5 dihidro 5
1soxazollljcarbonil}amino)-4-oxo 5 {[1 fenil 3 (tnfluorometil) 1H pirazol 5
ilJoxi}pentanoico (laal9)

(46) acido (3S) 5 [(4 bencil 5 oxo 2 5-dihidro 3 furanil)oxi 3 {{[(SR)-5
isopropil 3 (1 1soquinolinil}-4 5 dihidro 5 isoxazoliljcarbonil}amino)-4
oxopentanoico (laa20)

(47) acido (3S8)-5 (isobutinloxi)-3 ({[(5R) 5 1sopropil 3 (I 1Isoquinolinil)-4 5
diludro 5 1soxazolilJcarboniljamino)-4-oxopentanoico (laa21)

(48) acido (3S)-3 ({I(SR) 5 1sopropil 3 {1 isoquinolinil}-4 5 dihidro 5
isoxazoliljcarbonil} amino)4 oxo 5 hexenoico (laa22)

(49) acdo (3S)-3 ({[(5R) 5 1sopropil 3 (1 isoquinolinil}-4 5 dihidro 5
isoxazohl]carbonil}Jamino)-4-oxo 5 (2 pindiniloxi) pentanoico (laa23)

(50) éacdo (38)3( { [b etil 3 (2 1sopropilfenil)-4 5-dihidro 5 i1soxazolil]
carboniljamino)-4-oxo 5 (2 pindinlloxi) pentanoico (laa24)

(51) 2-{[(3S)4 carboxi 3 ({[(SR )5 1sopropil 3 (1 1soquinolinil)-4 5 dihudro
5 1soxazolil]carbonillamino) 2-oxobutil]oxi}
1metiipindinumtrifluorometanosulfonato (laa25)

(52) 2 fI(3S)4 carboxi 3 ({[5 etl 3 (2 1sopropilfenil)-4 5-dihidro &
iIsoxazoliljcarbonil}amino) 2 oxobutiljoxi} 1 metilpindinium
tnfluorometanosulfonato (laa26)

(53) acdo 3 1[3 (5 cloro 1 metil 1H indol 2 il}-5 1sopropil-4 5 dihidro 5
isoxazolillcarbonil}jamino}-5 fluoro-4-oxopentanoico (laa27)

(54) acido 3 ({[3 (1 5-dimetil 1H indol 2 il) 5 1sopropil-4 5 dihidro 5

isoxazolill] carbonil}amino) 5 fluoro-4 oxopentanoico (laa28) y



[10]

[11]
[12]

[13]

[14]

[19]

(85) acido (3S)-5 fluoro 3 ({[(5R) 5 I1sopropil 3 (1 1soquinolnil)-4 S-dihidro-
5 1soxazoll] carbonif}amino)-4-oxopentanoico (ln 1)

8 El compuesto de acuerdo a la Rewvindicacién 1 que es acido 5 fluoro 3
({[(5R) 5 1sopropil 3 (1 1Isoquinolnil)<4 5-dihidro 5 1soxazoliljcarbonil}amino)
4-oxopentanoico (ln)

9 A compuesto de la formula (1 a)

(1a)

en la cual

A B R R' R?y X estan defimdos como en la revindicacion |

10 El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 9 el cual es (3S)-5 fluoro
3 ({[(5R) 5 1sopropil 3 (1 1soquinolinil}-4 5 dihidro 5 1soxazolil]
carbonillamino)-4 oxopentanoico (lu 1)

11 Un proceso para preparar el compuesto (lu 1) defindo en la
reivindicacion 10 el cual incluye los pasos de disolver una mezcla de acido
(3S) 5 fluoro 3 ({[(5R)-5 1sopropil 3 (1 1Isoquinolinil}4 5 dihidro 5 Isoxazolil]
carbonil}amino)4 oxopentanoico y (3R) 5-fluoro 3 ({[(5R) 5 isopropil 3 (1
isoquinolinil}-4 5-dihidro 5 1soxazoll]carbonil}jamino)-4 oxopentanoico en
metil t butil eter adicionando una pequena cantidad de acido (3S) 5 fluoro
3 ({[(5R})-5 1sopropil 3 (1 1soquinolint)-4 5-dihidro 5
isoxazoliljcarbonil}amino)4 oxopentanoico cnstalino como matenal semilla
para obtener un cristal y recnstalizando este cnstal a partir de un sistema

solvente de etil acetato/n hexano
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[16] 12 Una composicién terapéutica para prevenir la inflamacion y apoptosis
que incluye el compuesto de inhibidores de caspase de la formula (1) sal o
estereoisomero de el como se defimd en la reivindicacidon 1 como una
ingrediente activo junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable

[17] 13 La composicion de acuerdo a la revindicacion 12 para el tratamiento de
demencia derrame cerebral dano cerebral debido a AIDS diabetes ulcera
gastrica lesion cerebral por hepatitis enfermedades hepaticas inducidas
por la hepatits hepatits aguda falla fulminante hepatica cirrosis del
higado sepsis rechazo de transplante de drgano artntis reumatica ©
apoptosis de células cardiacas debido a iIsquemia cardiaca

[18] 14 Lacomposicion de acuerdo a la reivindicacion 12 para el tratamiento de
hepatitis aguda o cirrosis del higado

[19] 15 Lacomposicidn de acuerdo a la reivindicacion 12 para el tratamiento de
artritis reumatica

[20] 16 La composicién de acuerdo a la revindicacién 12 la cual es formulada
como una preparacién oral una inyeccidn o un parche

[21] 17 La composicidn de acuerdo a la reivindicacion 12 que incluye el
compuesto (ln) como se definid en la reivindicacién 8 como componente
activo

[22] 18 La composicion de acuerdo a la rewvindicacion 12 que incluye el
compuesto (ln 1) como se definié en la reivindicacidén 10 como componente
activo

[23] 19 Un proceso para preparar una composicion terapéutica para prevenir
inflamacién y apoptosis como se definié en la revindicacion 12 que incluye
la mezcla de un inhibidor de caspase de formula (1) sal o estereoisémero
de ella como se defind en la rewindicacibn 1 con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable

[24] 20 Un metodo para prevenir inflamacion y apoptosis que incluye la

administracion de una cantidad efectiva de compuesto inhibidor de caspase
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de formula (1) sal o estereoisbmero de é como se defimé en la
reivindicacién 1 a un paciente que sufre de inflamacion y apoptosis

[25] 21 Un uso del compuesto inhibidor de caspase de formula (1) sal o
estereoisdmero de él como se definié en la revindicacion 1 para prevenir

inflamacién y apoptosis

WPC13548/ID-65
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[Fig 1]
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[Fig 2]
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SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propiedad Industnial
Divisi6n de Nuevas Creaciones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
/ USUARIO RADICADOR
PATENTE DE INVENCION ( MODELO DE UTILIDAD ( ) () ()
Indicacién de que se solicita la concesién de una patente () - ( /
Datos de idantificacién del solleitante ¢ de la persona que se
presenta la solicitud /)/

v
ot

COMPLETA  ( INCOMPLETA { ) () ()

Descnpcion de la invencién
Dibujos de ser estos pertinentes

— g

Comprobante de Pago de las tasas establecldas

DISENO INDUSTRIAL  ( )

Indicacion de que se solicita el reglstro de Diseflo Industrial ( ) ()
Datos de identificaclon del sellctante o de Ja persona que se

presenta la solicitud { ) ( )
Representacién grafica y fotografica det Disefio Industnal o muestra

del Material que Incorpora el disefio () {( )
Comprobante de Pago de las tasas establecldas () ()
COMPLETA { ) INCOMPLETA ( ) () ( )

ESQUEMA DE TRAZADO ( )

Indicacién de que se solicita 8l registro de Disefio Industrial { ) { )
Datos de identificacién del sollcitante o de la persona que se
presenta a solicitud { ) { )
Representacién grafica del Esquema Trazado { ) { )
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A
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Bogota
2020

Doctor{a)

FERRERO EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
LG LIFE SCIENCES LTD

REFERENCTIA Radicacién No 6 193137
Solicitud internacional KR2004/002139
Fecha inicio fase nacional 27/03/2006

Tramite 11

Evento 379
Actuacadn 1430y ny 0y
Oficic No - 43 6

Como repultade del examen de forma realizado con fundamento en el articule 38 de
la Decisidn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina articulo 27 del Tratado de
Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT) regla 51 bis del Reglamento y Circular
Gnica de la Superintendencia de Industria y Comercic se le comunica que

1 La solicitud no contiene 1la copia del documentc en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante (Art 26 k)
Decisibn 486

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisitn 486 se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio complete los requisitos anteriormente enunciados

En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento la solicitud se
considerarid abandonada y perderi su prelacién

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dippuesto en el numeral 5 2 literal
e} del capitulo quinto del titulo pramero de la Circular Unica No 10 de 2001

SPEDES/DE VERGEL
Jefe de la/divisi6n de Nuevas Creaciones

El a& rior requerimiento fue notificado por fijaci6n en lista de

Teanos 28R 2005




