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Industria v Cumercio
SUPERINTEMNDENGCIA

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADAEN FAsENacionaL. ()L - MO -O6
@ SOLICITUD DE :
DX] Patente de invencisn. (] Patente de Modelo de Utiidad.

Nombre: AVENTIS PHARMACEUTICALS INC.

X capitulo!. || capiuioll. -
@

IDENTIFICACION
Direccién: 300 Somerset Corporats Boulevard,
Bridgewsster, NJ 08807-2854 Estados Unides | C.C. [] NT [

Nacionalidad o Domicilo: Bridgewsder, NewJersey, | CE [1  Oto []
Estaxios Unidos Cual

Lugar de Constitucion: Estados Unidos Numero

Teléfono: Fax:

Nombre: LUIS PATINO LEYVA IDENTIFICACION

Direccidn Cra, 11* No. 94-76 — Of, 308 cc. X NT []

CE [ O [X
. Cual
Teléfono: 6161948 Fax: 6163976

E-mail: Nimero 2.930.616 TP 2698

@ Nombre: MCGARRY Daniel G.

INVENTOR (ES) i
Direccion: 205 Carol Jean Way,

Nacionalidad o Domicilio: Branchburg, NJ 08876, Estados Unidos

PCT (86)

Solicitud Infemacional No.  PCT/US2005/010854 Fecha Marzo 30 de 2005

WO 2005/097762 A2
Publicacion Intemacional No. WO 20050097762 A3 Fecha Octubre 20 de 2005

® Titulo (54) 1,34-OXADIAZOL-2-ONAS COMO MODULADORES DEL PPAR DELTA Y LOS USOS DE
LAS MISMAS.

.| @ Clasificacién intemacional (51) COTD2ZT10 ¢ 4 4\ Lx. I Yfspets™

.® PRIORIDAD: (33) Pals de Origen (31) Numero de Solicitud
Estados Unidos 60/558.419

si [X] no []

®  Comprobante de pago: 06-74,958 Fecha: Septiembre 27 de 2006

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario , ver reverso de esta pagina.



ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesitn del inventor al solicitants o a su causante.

Declaraciones

Copia de la soficitud intemacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

Traduceidn de la solicitud internacional al castellano. {Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar infemacional efectuado por la Autoridad internacional de Examen Preliminar (IPEA).
Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas

De ser el caso, certificado de deposito del material biokigico

Aris final 12x12.

De ser 8l caso, informacion sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo fitular
0 su causanie, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efeciuadas a la soficitud intemacional.

Otros Reporte de Bisqueda Intemacional.
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X
X
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]
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O
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(12) Soliclto la concesion de la patente,
NOMBRE: LUIS PATIRO LEYVA

.\ —

FIRMA:

C.C. 2930.616 Bogot




Continuaclén nombre, direccién y domicilio de inventores:

Nombre

CHANDROSS Karen

MERRILL Jean

GOERLITZER Jochen

KEIL Stefanie
: WENDLER Wolfgang

BERNARDELLI Patrick

Direccién Domicilio
13 Staudt Court, Sommerset, NJOB873
Estados Unidos
101 Alpine Lane, Whippany, Nwe Jersey 07981
Estados Unidos
Steggtrasse 60, D-60954 Frankfurt am Main,
Alemania

Am Kreishaus 12, 65719 Hofheim, Alemania
Haintchener Str. 12%, 65618 Selters, Alemania

14 rue Auguste Rodin, F-78450 Villepreux, Francia



Otros anexos que se acompafian a la sollcitud.

Formulario No. PCT/RQ/101 correspondiente a la solicitud de patente internacional, con

su traduccidn al castellano.

Formulario PCT/IB/304 concemiente a la transmisién del documento de prioridad.

Formulario PCT/IB/306 referente a la notificacion de un cambio.

Formulario PCT/ISA/210 referente a Reporte de Blisqueda Internacional.

Formulario PCT/ISA/237 correspondiente a la opinién escrita de la Biisqueda

Internacional autorizada.

Formulario PCT/IB/308 informando al solicitante de una comunicacidén de la solicitud

internacional a la oficinas designadas.

Formulario PCT/IB/308 correspondiente a la segunda y suplementaria noticia informando

al solicitante de la comunicacién de la solicitud internacional a las oficinas designadas
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APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU S5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
R. PETER WIDIN

ACTING IN THE CAPACITY OF:
COUNTY CLERK

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
COUNTY OF SOMERSET

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 9TH DAY OF APRIL 2002
BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. Al149012

SEAL/STAMP:

10. SIGNATURE

{

I

St IR RS

i

LRI Ej

f
d
t
.
s
LY

'S

L

T

‘.
é

0
A8y

T

0

TR

%

j

A

il

?,

4l

r

*.
d&

1
u

i

4

;_
i

5 o by

il

i

T

il

i

-

-
P —-

B

$ e

-, :l.;



FROM : G HOLLMANN RESTREPO ABOGADDS  PHONE ND.

G.HOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA

The underyi , on

behal( and of AVENTIS

Corparste  Boulevard, Bridgewaier, New
Jesey, USA, hercby appoines) - GUSTAVO
HOLLMANN RESTREPO and/or LUIS PATING
LEYVA, damiciled in B i D.C, Republic of
Colombia , as our true legal atromey with the

1) To appt the edmini . . and pol
auhon ?‘f:ﬁnﬁﬂlﬂtﬂf ombia, in exqy instance
or or M‘ Ansn P‘ml “'al:”
DDE::THIUM dellc:gulnd , cammercial
copyrghts  and t.lomu: mn:s s well as :h:;'

contracts, y and registrmtions of
any kind: 3) 'Io intervene as plamsff or in any
ingance or appeal, any judge, cour, il

ons, and sppointing judicial or excra-judicial
Signed in onthis /5 dayof fhnd of 20re.
Lest-Mere, Al

it

ROSS 1. OEHLER
ASSISTANT SECRETARY

57 1 6163976 FEB. 25 2002 11:S5AM PL S5A P4

¢
G. HOLLMANN RESTFEPO
ABOGADOS LTDA
Yo (oosocros) , vbrando en
nombre : representacidn de  AVENTIS

propio  y

gmtmcu.s INC, con domiciio en 300
ommenet Corporate Boulevard, Bridgewarer, New Jersey,
Emdathidudzmn&iﬂ,mho(m)acus'irhvé
LEYVA: con domictis o Bogt’ Do Reritp O

con en .C, blica de

Colombin, Ca 112 No 94-76, COficina 308, apoderado,
verdadero y legal, con podar especial, smplic y suliciente:
I)Pmmhrdehnﬁ::;nyamondnd: culomzma-

! ) I l y ] en . - . :-
recurso, la obrenciba d:panm%in - modelo-d:
utilidad, dibujos y modalos industriales, registro de roarcas,
regutro de lemas comerciales, deplsito de nombres y
ensciay comexciales, registros sanitarios, derechos de autor y
nombres de dominio asf camo sus trespascs, prérmmogas,
renovaciones y cunbios de nombre; 2) Elabomr, cammsr,
solicitar, obtener, realizar, ejecutar y registrar contmrce,

i i ..num'uacim:-yngiuudeanlﬂ ujera clascs; 3) © -

como o como en’

A este efecto, lo facukamos para elevar solicitudes, formular
descripcionss, enmiendas, provestas, declaraciones, - °
oposiciones, cancelaciones, apelaciones y reclmmos; pager -

impuestos, cuctas ¥ pmpori:l.:y:_}
Mohﬁamommok

concesibn; recibir voda clase de documentos y valores dando 1+

al respectivo, y en general, para dor aore dichas
Bt voibs o e omsuin al sieco adicads 7
tomas todss e medidas que creyeren conducemes al
resguardo de mis (nuestros) intereses, com todas las |
faculiades necesaris, y por este documento desde shom
deduo(am)viﬁdoybuuoyodocmmhapod:ndm .
hicieren an mi (ouestro) beneficio. . . ‘
Esmpodarmmpmdeh&mhddetnﬁur,omﬁmm-_,.
mi (nuestrc) nombre lo actuado, asf como ke faculad de ™

sustituciones, recibir notifisaciones y ncrobrar lpockﬂddrq:k -
judiciales 0 extmjudiciales.

Pirmado en el de de

W,

recibir, desistir, tnmigk..r_.u:?mmr, sustinuir y revooar - T

4

-t



NOTARIAL CERTIFICATE (Corporation)

UNITED STATES OF AMERICA )

STATE OF NEW JERSEY
COUNTY OF SOMERSET

) ss.

)

_ On this 1st day of March, 2002, personally appeared before me, Ross J. Oshler, Asslstant
Secretary, known or identified to me to be the individual described in and who execuied the foregoing
document, Power of Attorney, and acknowledged the same as a free act and deed for uses and
purposes thersin expressed by authority of the sald Corporation incorporated under the laws of the State
of Delaware, United States of America.

| further certify that said authority, dated November 29, 2000, is based on a Resolution of the
Board of Directors of sald Corporation, which | have seen, appointing the said individual Attomey-in-
fact with full power to sign the foregoing document on behalf of the sald Corporatlon and that the
purposes for which said document Is granted are within the scope of the objects ar activities of said

Corporation,

SEAL

Notary Signature
Print t:rSlg Name
f Alabane e

STATE OF NEW JERSEY
COUNTY OF SOMERSET.

—— e — ————— -

R

Notary Public/

Nancy J. Ingram
Notary Public, Stats of New Jacsey
My Commission Expires August 2, 2004

I, PETER R, WIDIN, Clerk of the County of Somerset and also Deputy
Clerk of the Superior Court in and for said Couaty, the same being a Count

of Record, Do Hereby Certify, that ANCH, D TInGefr

whose name is subscribed to the certificate of acknowledgement, proof or
affidavit of the annexed instrument, was at the lime of taking such

aknowledgement, proof or affidavit, 8 gryyagy pULLIC OF NFW JERTLY

In and lor said State, duly appointed, qualified, commissioned and swomn
and authorized by law to take affidavits, acknowledgements or proofs of
deeds or conveyances for lands, tenements or hereditaments and aother
instruments in writing in said State of New Jersey. And 1 funther Centify,
that | am well acquainted with the handwriting of said official and verily
believe the signature to the said certificate of acknowledgement, proof or
affidavit is genuine.

In Testimony Whereol, | have hereunto set my hand and affixed theseal of
said County on

ﬁ\h" 52002 R PETER WDN .,
by NANGAA-ON . * m:quecilIDepukark.




TRADUCCION OFICIAL DEL INGLES de 1las certificaciones y la
Apostilla adjuntas al poder que la compafila AVENTIS PHARMACEU-
TICALS INC domiciliada en Bridgewater, New dJersey, E.U.A.,

otorga a Gustavo Hollmann Restrepo y/o Luis Patifio Leyva.

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
ESTADO DE NEW JERSEY
CONDADO DE SOMERSET

El dia 1° de Marzo del afio 2002 ante la susé&ita Notaria com-
pareci$é personalmente Ross J. Oehler, Secretaric Suplente,
guien yo sé¢ o quien comprobé ante mi que es la persona mencio-
nada en el adjunto poder y quien lo ejecutd, y &1 reconocid
haber ejecutado dicho instrumento como un acto libre y wvolun-
tario destinado para los usos y propésitos alli expresados en
virtud a la autoridad que le concede la menclonada sociedad,
la cual esta incorporada de conformidad con las leyes del Es-

tado de Delawgre, Estados Unidos de América.

Certifico ademds que dicha autoridad, fechada el 29 de Noviem-
bre del 2000, se basa en una resolucién de la Junta de Direc~
tores de la mencionada sociedad, documento que yo he tenido a
la vista, nombrando a la mencionada persona apoderado con todo

poder para firmar el instrumento adjunto en nombre de dicha

sociedad, y que los propdsitos para los cuales se o

Notaria Piblica del Estado de New Jerse
- Mi comisién expira Agosto 2 del 2004
(Firma y Sello Oficial)

|'|'|'.'

ST
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ST i
ESTADO DE NEW JERSEY_“;_ngQ91§§ SOHERS&%EIQQ&Elgw‘ qu}
- " - -

3

i

Yo, Peter S. Widin, Secretarjio del Condagos de) (Somerset y Se- ;?“
#1 38 @m@ f-”\'-.e{? :
cretario Suplenté ‘de "13° Corte Superior d‘_je qi'c:::{lg_h Condado, la
s oo LAl
cual es una Corte"ﬁﬁsggéé%gégg certlflcgiggﬁggﬁﬂﬁy J.-Inqram,

cuyo nombre aparece suscrito al certificidode Teconocimiento,
prueba o declaracién del instrumento adjunto, era en el momen-
to de tomar tal reconocimiento, prueba o declaracién Notaria -
Pablica en y para el Estado de New Jersey, debidamente nombra- ;.
da, calificada, comisionéda Y juramentada y autorizada por la
ley para tomar.declaraciones, reconocimientos o pruebas de es-
crituras o traspasos de tierras, tenencias o herencias y otros
instrumentos escritos en el mencionado Estado. Y certifico
ademds gue conozco bien la firma de dicha funcionaria y estoy
convencido de gue la firma que aparece en el menc{onadonce{;i- -F

ficado de reconocimiento, prueba o declaracién es hqu}ngaz i

En testimonio de lo cual coloco mi firma vy el sello del Conda-
do el dia de hoy 5 de Abril del 2002.

R. Peter Widin, Secretario
Deborah L. Anderson, Secretaria Especlal Suplente
(Firma y Sello Oficial) -

APOSTILLA

1. Palis: Estados Unidos de América

Este documento pdblico

2. Ha sido firmado por: R. Peter Widin
3. En su calidad de: Secretario del Condado

4, '! lleva el sello: del Condado de Somerset
Confirmado

5. En: Trenton, New Jersey 6. El dia: Abril 9/2002
7. Por: John E. McCormac, CPA, Tesorerc de New Jersey
8. Bajo el No.: A149012

bea g

9. Sello: Secretaria de Estado de New Jersey

”~”
10. Firma: (ilegible) M. Mo dpz- S,

- .-

o fra ttoe
1.

v p H

- — - .- o - .
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i

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

0

AR

3

COUNTRY :

UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
NANCY J INGRAM

?

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
NANCY J INGRAM, NOTARY

ﬁ

i

CERTIFIED

AN

0
!

5

0
Y

AT TRENTON, NEW JERSEY

N
i

THE 7TH DAY OF SEPTEMBER 2006

0
!

{3

j i

i

/

BY: Bradley Abelow, NEW JERSEY TREASURER

i

;

NO. A270168

0
é
i

g.)

etalal

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

il

?
)

i
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0
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NOTARIA PY

UNITED STATES OF AMERICA )
STATE OF NEW JERSEY ) 88.
COUNTY OF SOMERSET )

TO ALL TO WHOM THESE PRESENTS SHALL COME,

| Do Hereby Certify under the Oath of my Office and Seal that the annexed
document(s) are TRUE COPIES of the original document(s) which | have

o compared.

IN TESTIMONY WHEREOF, | have hereunto set my hand and affixed
the Seal under the Oath of my Office

At Bridgewater, New Jersey, United States of America

this _ 28th dayof _ August , 2008.

_’23%1%.@_
N bll
otary fulblic

Notary Publn.n%uh of New Jers
My Commission Expires August 2,

Signature

of X tion
Dihmﬂv.m or
Jurisdiction Area

Docket No. USAV2003/0122 CO PCT




OPR/ASSIGNMENTS 8/24/04 5:47 PAGE 2/4 RightFAX {9
-.- f

rn
. f‘ \ UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
p . | Patent and Trademark Dffica
\ P/ | assstan sscrerany ano commssonen
w” | OF PATENTS AND TRACEMARICS
Weshingsan, D.C. BG231

PTAS * 7000036214

JUNE 23, 2004

AVENTIS PHARMACEUTICALS INC.
JOSEPH STRUPCZEWSKI

ROUTE 202-206

P.O. BOX 6B00

BRIDGEWATER, NJ 08807-0800

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT DIVISION OF
THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE MICROFIIM COPY 1S
VAILABLE AT THE ASSIGNMENT SEARCH ROCM ON THE REEL AND FRAME NUMBER

REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED CON THIS NOTICE. THE

INFORMATION CONTAINED ON THIS RECCRDATION NOTICE REFLECTS THE DATA
PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD
FIND ANY ERRORS OR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY
CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 703-308-9723.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT AND TRADEMARK QFFICE,
ASSIGNMENT DIVISION, BOX ASSIGNMENTS, CG-4, 1213 JEFFERSON DAVIS HWY,
SUITE 320, WASHINGTON, D.C. 20231.

RECORDATION DATE: 06/23/2004 REEL/FRAME: 014767/0714
NUMBER OF PAGES: 3

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNCR'S INTEREST (SEE DOCUMENT FOR LETAILS).

ASSIGNOR:

MCGARRY, DANIEL G. DOC DATE: D5/17/2004
ASSIGNCR:

CHANDROSS, KAREN DOC DATE: D5/13/2004
ASSIGNCOR:

MERRILL, JEAN DOC DATE: 05/16/2004
ASSIGNEE:

AVENTIS PHARMACEUTICALS INC.
300 SGMERSEET CORPORATE BOULEVARD
BRIDGEWATER, NEW JERSEY 0DBBO7



* OPR/ASS5IGNMENTS B8/24/04 5:47 PAUGE 3/4 RightFAX

014767/0714 PAGE 2

SERIAL NUMBER: 60558419 FILING DATE: 04/01/2004

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITIE: 1, 3, 4~-OXADIAZOL-2-ONES AS PPAR DELTA MODULATORS AND THEIR USE
THEREOF

SAUNDRA BALIENGER, EXAMINER
ASSIGNMENT DIVISION
OFFICE OF PUBLIC RECCORDS

3



, OPR/ASSIGNMENTS
JUK. 23. 2004 11:07AM

B8/24/04 5:47 PAGE 4/4

WENT'S B8bbY/5004.

RightFAX
NO. 4496 P 1

7000 3521
FORM FTO-1585 RECORDATION FORM COVER SHEET B A O CoRETCS
(mecifed) PATENTS ONLY

To the Commissloner of Patenis. Flease rcord the atashad original documants or copy themo!,

1. Name of cormmying parly(ias):
L. Danlel G. MCGARRY

2. Xaren CHANDROSS

3. Jun MERRILL

Adciiorm! numele) of sorveying pariyfen) attechect? [] vEs BINO

3. Naiure of Corveyanoe:

ﬁ Asignment E Margar
Seayurky Agresmant Change of N=To
Other

Baovion Dem: 1. 0571704 2. 051384 1. 0871604

Tradamak

H:mdumn comrmepondence I3 baing
via o tha Correnigsionsy for Palanis
Alatandia, VA 220581450 Paterl amd

VK e

T de D lem 2

2. Narng und adkiress of renaiving party(ias)

Namee Aventls Phearsoaconticals Inc.
infamal Arkiragy:

Suwet Adores: 300 Bomeryet Corporte Bonizvard
Ccay: Brifgewator B NJ ar: 03807

Adklitonal remeda) and ackress(ss) atoiect [ vEs K NO

4

A Puwrt Applostion Nofs):  6y338,419

wumuﬂmm-mmhmuuhﬁh

B Palent Najs):

Adgiional numbere aische? [ 1 vE8 B mo

8. Name and address of parly io whom comaspontonen conoaming
dooument should bo malfad:

Name: Joseph Scrupezewsk, Reg. No. 50,903

iomal Addrese  Avently Fiarmecentieals Inc.

& Toial nusnher of applications and patents nvolved: 1

7. Toknl (57 CFA 841): §40.00

Owest Address:  Rowbe 202-206 /P.0, Box 6800 Enclosad
Bridgrwuter Siix NJ r:  HIsvres0 Authortzsd o be ) 00Ut
* FAX NUMBER: {908) 231-2820 & Deposh account number; 18-1982
Owr Faferenca No.: USA V20034123 US PSP
‘ DO NOT USE THIS SPACE
"~ Swtwment and signatura.

To the best of my knowiedgs and bellst, e foregoing infonTadion Is true and aormaz and any atisched copy In = true aopy of the original

J No.

OME No. 0851-0011 {wep. 4/04)

S el

Dater & & 2 AP
mmug#mm

Da not detwoh this portion
um—nhhwmmmmmu
Biep Assigrmanis .
Commbaloner for Prrisnix
P.0: Box 1480
Alexaruiria, VA 223131480
Publi burcian reporiing fior thiy sampie o¢ver shest b sstimalud fo sverpe about 50 minuiss par
dooumant to be recordad, inclefing time K¢ Feviewing the docunent and gathering the dala neaded, and
completing and reviswing ths semple covat sheet. S4nd cominants reganiing this burden cstimade to the
U.A. Petant and Tdemask Offics, Offios indormalion Systemy, PKE-10000, Almerivia, VA 22313, and 10
e Offios of Narmgamant sod Budget, Paperwark Raduntion Projeot (8881001 1), Alesarndria, VA 22313

I



. Co - USAV2003/0122 US PSP

ASSIGNMENT AND AGREEMENT

For value received and intending to be legally bound, l/we, the undersigned joint inventor(s)
(Assignor(s)), sell, assign and transfer to Aventls Pharmaceuticaly Inc. (Assignee), 300 Somerset
Corporate Boulevard, Bridgewater, New Jersecy 08807-2854, United States of America, and its
successors, assigns ar legal representatives, the entire right, title and interest in and to my/our invention
and any improvements thereon for all countries of the world, relating in and to the application for United
States Letters Patent therefor, assigned Attarney Docket No. USAV2003/0122 US PSP and (if filed prior
to the execution hereof) filed on April 1, 2004, as Serial No. §0/558.419, entitled

1,3,4-OXADIAZOL-2-ONES AS PPAR DELTA MODULATORS AND THEIR USE THEREOF

and all the rights acnd privileges, including any and all benefits under the International Convention for the
Protection of Industrial Property, including the right to claim priority based on said United States
application, and under any and all Letters Patent which may be granted therefor, and all right, title and
interest in and to every patent application filed or to be filed on said invention in any other country or
patent organization, including continuations, divisions, renewals, revivals, and any substitute applications
of said United States application, and any and all patents which may issue thereon, and any reissues,
pipelines and extensions, and governmental exclusivity rights of the same.

I/'we suthorize and request competent authorities to grant and issue any and all patents on said
invention to said assignee or its successor, assigns and legal representatives, or to such nominees as said
assignee may designate.

/we agree that, when requested, I/'we will, without charge to said assignee but at its expense, sign
all papers, take all rightful oaths, and do all acts which may be necessary, desirable or convenient for
securing and maintaining patents for said invention in any and all countries and for vesting title thereto in
said assignee, its successors, assigns, legal repregentatives or nominees.

I/we covenant with said assignee, its successors, assigns and legal representatives, that the rights

and property herein conveyed are free and clear of any encumbrance. and that l/we have full right to
convey the same as herein expressed.

Signed at%é;mﬂﬁsm_day of 2004
(CityState and Nation)
Signature: A
Inventor's Name: Daniel G. MCGARRY
Residential Address: 205 Carol Jean Way

Branchburg, NJ 08876
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Signed at brd AT USA onthis /3 dayof May , 2004.
(Cit}, State and Nation) J

Signature: ﬂ‘/lm gﬂﬂd&ﬂkf__—
Inventor's Name: Karen CHANDROSS
Residential Address: 13 Standt Court

Somerset, NJ 08873

] " e
Signed at 'Bumfe‘: ANJ o this /b day of /((.411 , 2004,
(City, State and Nation)

)

Signature: /
Inventor's Ndme: Jean MERRILL
Residential!Address: 101 Alpine Lane

“~~  Whippany, NJ 07981
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ASSIGNMENT AND AGREEMENT

For value received and intending to be legally bound, l/we, the undersigned joint inventor(s)
(Assignor(s)), sell, assipn and transfer to Aventis Pharma Deutschland GmbH (Assignee),
Industriepark Hoechst, Frankfurt am Main, 65926 Germany and its successors, assigns and legal
representatives, the entire right, title and interest in and to my/our invention and any improvements
thereon for all countries of the world, relating in and to the application for United States Letters Patent
therefor, assigned Attorney Docket No. USAV2003/0122 US PSP and (if filed prior to the execution

hereof) filed on April 1, 2004, as Serial No. 60/558,419, entitled
1,34-0XADIAZOL-2-ONES AS PPAR DELTA MODULATORS AND THEIR USE THEREOF

and all the rights and privileges, including any and all benefits under the International Convention for the
Protection of Industrial Property, including the right to claim priority based on said United States
application, and under any and all Letters Patent which may be granted therefor, and all right, title and
interest in and to every patent application filed or to be filed on said invention in any other country or
patent organization, including continuations, divisions, renewals, revivals, and any substitute applications
of said United States application, and any and all patents which may issue thereon, and any reissues,
pipelines and extensions, and governmental exclusivity rights of the same.

I/we authorize and request competent authorities to grant and issue any and all patents on said
invention to said assignee or its successor, assigns and legal representatives, or to such nominees as said
assignee may designate.

I/we agree that, when requested, I/we will, without charge to said assignee but at its expense, sign
all papers, take ell rightful oaths, and do all acts which may be necessary, desirable or convenient for
securing and maintaining patents for said invention in any and all countries and for vesting title thereto in
said agsignee, its successors, assigns, legal representatives or nominees.

I/we covenant with said assignee, its successors, assigns and legal representatives, that the rights
and property herein conveyed are free and clear of any encumbrance, and that I/we have full right to
convey the same as herein expressed.

Signed at T“"Jy(“"l' ) '<L"“"“'l onthis /& day of M , 2004,

(City, State and Nation)

Signature: Kj_ﬂﬁ"‘-—— -’4 :'JZ-/"UJ

Inventor's Name: ©  Jochen GOERMTZER
Residential Address: Stegstrasse 60
D-60594 Frankfurt sz Main (Germany)
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Signed at_Tradh fud | femeny onthis [[2* day of 1’70? , 2004,

(City, State and Nation)

Signature:
Inventor's Name:  Stefanie KEIL
Residential Address: Am Kreishaus 12
65719 Hofheim (Germany)

Signed at ?(o.uk.@;\rl-'&‘ on Ll'u's ?J:I‘ay of rh-‘t’ , 2004,

Inventor's Name: 'WENDLER
Residential Address: Hgintchener Str. 12a
65618 Selters (Germany)

(City, State and Natipn) )
Signature: .‘K)“QP{M
it
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1 ENT AND AGRE NT

For value received and intending to be legally bound, we, AVENTIS PHARMA
DEUTSCHLAND GMBH., (Assignor(s), of Industriepark Hoechst, Frankfurt am Main, 65926
Germany, sell assign and transfer to. AVENTIS PHARMACEUTICALS INC. of, 300 Somerset
Corporate Boulevard, Bridgwater, New Jersey 08807-2854, United States of America, (Assignee)
and its successors, assigns and legal representatives, the entire right, title and interest in and to the
invention and any improvements thereon, assigned Attoney Docket Number USAV2003/0122 US PSP
and (if filed prior to the execution hereof) filed on April 1, 2004, as Serial Number §0/558.419, entitled

1,3,4-0XADIAZOL-2-ONES AS PPAR DELTA MODULATORS
AND THEIR USE THEREOQF

and all the rights and privileges, including any and all benefits under the International Convention
for the Protection of Industrial Property, including the right to claim priority based on said priority
applications, and under any and all Letters Patent which may be granted therefore, and all right,
title and interest in and to every patent application filed or to be filed on said invention in any
other country or patent organization, including continuations, divisions, renewals, revivals, and
any substitute applications of the above applications, and any and all patents which may issue
thereon, and any reissues, pipelines and extensions, and governmental exclusivity rights of the

same.

We authorize and request competent authorities to grant and issue any and all patents on
said invention to said assignee or its successor, assigns and legal representatives, or to such

nominees as said assignee may designate.

We agree that, when requested, we will, without charge to said assignee but at its expense,
sign all papers, take all rightful oaths, and do all acts which may be necessary, desirable or
convenient for securing and maintaining patents for said invention in any and all countries and for
vesting title thereto in said assignee, its successors, assigns, legal representatives or nominees.

g3
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We covenant with said as.-ngnne. its successors, assigns and legal representatives, that the
rights and property herein conveyed are free and clear of any encumbrance, and that I/we have full
right to convey the same as herein expressed.

Signed st Frankfurt, Germany onthisl4th dayofJ“ne , R004
(City, State and Nation)

kVentisjPharma Deutschland GmbH

ol Ry

By: . Hanswliirgen
Name(s): Elmar-Mi cher .-
Title : Prokurist_Handlungsbevollmichtigter
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40 IA 2-ONES AS DELTA MOD
THEREOF

FIELD OF THE INVENTION
. This invention relates to novel compounds and pharmaceutical formulsations that act as
selective PPARdelta ligand receptor binders, which are useful in modulating PPARdelta
receptors for the treatment of diseases mediated by nuclear hormone receptors. The
PPARGdelta ligand receptor binders of this invention are useful as agonists or antagonists of the
PPARGdelta receptor.

BACKGROUND OF THE INVENTION

The peroxisoms proliferator-activated receptors (PPARsS) comprise a subfamily of the
nuclear receptor superfamily. Four closely related isoforms bave been identified and cloned
and are commonly known as PPARalpha, PPARgamma-1, PPARgamma-2 and PPARde]ta.
Each receptor subtype has a signaturs DNA binding domain (DBD) and a ligand-binding
domain (LBD), both being necessary for ligand activeted gene expression. PPARs bind as
heterodimers with a retinoid X receptor. See J. Berger and D. B. Miller, Anyue. Rev. Med.,
2002, 53, 409-435.

PPARdelta (also known as FPARbeta) is expressed in a broad range of mammalian
tissue, but little information regarding its biological functions or the full array of genes
regulated by the receptor have been elucidated. Howevex, it has recently been found that
agonists may be useful to treat conditions such as dyslipidemia and certain dermatological
conditions, while antagonists may be useful to treat osteoporosis or colorectal cancer (D.
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Stemnbach, in Annual Reports in Medicinal Chemistry, Volume 38, A. M. Dohesty, ed.,
Elsevier Academic Press, 2003 pp. 71-80).

PPARdelta appears to be significantly expressed in the CNS; however much of its
function there still remains undiscovered. Of singular interest however, is the discovery that
PPARGdelta was expressed in rodent oligodendrocytes, the major lipid producing cells of the
CNS (J. Granneman, et al., J. Newrosci. Res., 1998, 51, 563-573). Moreover, it was also
found that a PPAR:delta selective agonist was found to significantly increase oligodendroglial
myelin gene expression and myelin sheath diameter in mouse cultures (1. Saluja et al., Glia,
2001, 33, 194-204). Thus, PPARdelta activators may be of use for the treatment of
demyelinating and dyamyelinating diseases.

Demyelinating conditions are manifested in loss of myelin- the multiple dense layers
of lipids and protein which cover many nerve fibers. These layers are provided by
oligodendroglia in the central nervous system (CNS), and Schwann cells in the peripheral
nervous system (PNS). In patients with demyelinating conditions, demyelination may be
irreversible; it is usnally accompanied or followed by axonal degeneration, and often by

" cellular degeneration. Demyelinalioncmoc_cm'asamsnltofmmonaldamageordamngeto

the myelin itself-whether due to abezrant immune responses, local injury, ischemia, metabolic
disorders, toxic agents, or viral infections (Princas and McDonald, Demyelinating Diseases. In
Greenffisld's Neuropathology, 6.sup.th ed. (Edward Amold: New York, 1997) 813-811, Beers
and Bexkow, eds., The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 17.sup.th ed. (Whitehouse
Station, N.J.: Merck Research Laboratories, 1999) 1299, 1437, 1473-76, 1483).

Central demyelinstion (demyelination of the CNS) occurs in several conditions, often
of uncertain etiology, that have come to be known as the primary demyelinating diseases. Of
these, multiple sclerosis (MS) ia the most prevalent. Other primary demyelinating diseases
include adrenoleukodystrophy (ALD), adrenomyeloneuropathy, AIDS-vacuolar myelopathy,
HTLV-associsted myelopathy, Leber's hereditary optic atrophy, progressive multifocal
leuknencephelopathy (PML), subacute sclerosing panencephalitis, Guillian-Barre syndrome
and tropical spastic paraparesis. In addition, there are acute conditions in which demyelination
can occur in the CNS, e.g., acute disseminated encephalomyelitis (ADEM) and acute viral
encephalitis. Purthenmore, acute transverse myelitis, a syndrome in which an acute spinal cord
transection of unknown cause affects both gray and white matter in one ar more adjacent
thoracic segments, can also result in demyelination. Also, disorders in which myelin forming
glial cells are damaged including spinal cord injuries, neuropathies and nerve injury.
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Selective PPARdelta modulators may also be useful for treating or preveating other
disease states see, for example, Joel Berger et al., Annu. Rev. Med. 2002, 53, 409 — 435;
Timothy Wilson et al. J. Med. Chem., 2000, Vol. 43, No. 4, 527-550; Steven Kliewer et al.,
Recent Prog Horm Res. 2001; 56: 239-63; Jean-Charles Fruchart, Bart Staels and Patrick
Duriez: FPARS, Metabolic Disease and Arteriosclerosis, Pharmacological Research, Vol. 44,
No. 5, 345-52; 2001; Sander Kersten, Beatrice Desvergne & Walter Wahli: Roles of PPARs in
health and disease, Nature, vol 405, 25 may 2000; 421-4; Ines Pineda Torra, Ginlia Chinetti,
Caroline Duval, Jean-Charles Fruchart and Bart Staels: Peroxisome proliferator-activated
receptors: from transcriptional control to clinical practice, Curr Opin Lipidol 12: 2001, 245-
254). '

Compounds acting as PPARdelta modulators may be particularly suitable for the treatment
and/or prevention of disorders of fatty acid metabolism and glucose ntilization disorders in
which insulin resistance is involved.

Diabetes mellitus, especially type 2 diabetes, including the preveation of
the sequelac associated therewith. Particular agpects in this connection are
hyperglycemia, improvement in insulin resistance, improvement in glucose tolerance,
protection of the pancreatic B cells, prevention of macro- and microvascular disorders.

Dyslipidemias and their sequelae such as, for example, atherosclerosis,
coronary heart disease, cerebrovascular disorders etc, especially those (but not
restricted thereto) which are characterized by one or more of the following factors:
high plasma triglyceride concentrations, high postprandial plaema triglyceride
concentrations, low HDL cholesterol concentrations, low ApoA lipoprotein
concentrations, high LDL cholesterol concentrations, small dense LDL cholesterol
particles, high ApoB lipoprotein concentrations.

Various other conditions which may be associated with the metabolic syndrome, such
as; obesity (excess weight), including centrel obesity, thromboses, hypercoagulable and
prothrombotic states (arterial and venous), bigh blood pressure, heart failure such as, for
example (but not restricted thereto), following myocardial infarction, hypertensive heart
disease or cardiomyopathy.

Other disorders or conditions in which inflammmatory reactions or cell differentiation,
may for example be involved are: atherosclerosis such as, for example (but not restricted
thereto), coronary sclerosis including angine pectoris or myocardial infarction, stroke,
vascular restenosis or reocclusion, chronic inflammatory bowel diseases, such as, for example,
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Crohn's discase and nlcerative colitis, pancreatitis, other inflammatory states, retinopathy,
adipose ce]l tumors, lipomatous carcinomas such as, for example, liposarcomas, solid tumors
and neoplasms such as, for example (but not restricted thereto), carcinomas of the
gastrointestinal tract, of the liver, of the biliary tract and of the pencreas, endocrine tumors,
carcinomas of the lungs, of the kidneys end the urinary tract, of the genital tract, prostate
carcinomas etc., acute and chronic myeloproliferative disorders and lymphomas angiogenesis,

- neurodegenerative disorders, Alzheimer's disease, Parkinson’s dizease, erythemato-
squamous dermatoses such as, for example, psoriasis, acne vulgaris.

Other ekin disorders and dermatological conditions modulated by PPARdelta:

- eczemas and nevrodermitis, dermatitis such as, for example, seborrheic dermatitis or
photodenmatitis, keratitis and keratoses such as, for example, scbormheic karatoses, senile
keratoses, actinic keratosis, photo-indnced keratoses or keratosis follicularis keloids end
keloid prophylaxis, warts, including condylomata or condylomata acuminata, human
papilloma viral (HPV) infections such as, for example, venereal papillomata, viral warts such
as, for example, molluscum contagiosum, leukoplakiapapular dermatoses such as, for
example, Lichen planus, skin cancet such as, for example, bagal-cell carcinomsas, melanomas
or cutaneous T-cell lymphomas, localized benign epidermal tumors such as, for example,

Varions other conditions potentially modulated by PPARdelta including syndrome X,
polycystic ovary syndrome (PCOS), asthma osteoarthritis, lupus erythematosus (LE) or
inflanmatary theamatic digorders such s, for exampls, theumatoid arthritis, vascalitis,
wasting (cachexia), goot ischemia/reperfusion syndrome and acute respiratory distress
syndrome (ARDS).

SUMMARY OF THE INVENTION
The present invention is directed to compound of formmla L

OH R,
HN..,_N/ —ARYE—2 _é':ﬁl\
X" R,

I
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wherein

ARYL iz phenyl or pyridinyl, wherein said phenyl or pyridinyl is optionally substituted with
one or more substituents selected from the group consisting of halogen, C,_galkyl, Ca.
ealkenyl, Cy.salkoxy, Cy.g¢perfluoroalkyl; Cy-salkylthio, hydroxy, hydroxyCy.salkyl, C;-
sacyloxy, nitro, cyano, C;.¢alkylsulfonyl, amino, C, galkylamino and C;.
salkoxycarbonyl;

W is a bond or (CHj)y, wherein m is &n integer from 1 to 4;

Zis  -O(CHo)xr, -SOxCHyu-, ~(CHa)s-Y<(CHa)u-(CH2)s-CO-, -O(CHz)-CO-
or ~(CH2),-Y-(CH3),-CO- wherein Y is NR3, O or S and R; is selected from the group
consisting of H, C, alkyl, Cs-scycloalkyl, C,.salkylCs gcycloalkyl and benzyl and n is
independently an integer from 1 to 5;

Xis NRjs, Oor S wherein Rj iz as defined above;

R,is H, halogen, C;_¢alkyl, Cgalkoxy, Ci.sperfluoroalkyl; hydroxyC, ealkyl, nitro, cyano,
and C;.galkylamino; and

Ryis substituted or unsubstituted phenyl, pyridinyl or thienyl wherein the substituents are
selected from the group consisting of halogen, Cy.¢8lkyl, C;.salkenyl, C;_galkoxy, Ci.
sperfluoroalkyl, C;_salkylthio, hydroxy, hydroxyC;.¢alkyl, C;.4acyloxy, nitro, cyano,
C,.ealkylsulfonyl, amino, C,_salkylamino and C;.salkoxycarbonyl; or a stereoisomer, a
tentomer or a solvate thereof or 2 pharmaceutically acceptable salt thereof.
The present invention is also directed to pharmaceutical compositions of formmia I,

and methods of using said compounds and compositions for modulating PPARdelta in a

subject in need of such modulation by administering a compound which preferentially

modulates the activity of PPARdelta. The present compounds possess useful PPARdelta

modolating activity, and are expected to be useful in the treatinent or prophylaxis of a disease

or condition in which said disease is capable of being treated by modulation of PPARdelta

ligand binding activity, by administering to the patient a thexrapentically effective amount of

the compound of formula L

DETAILED DESCRIF]

The terms as used herein have the following meanings:
As used herein, the expression "Cy.¢ alkyl" includes methyl and ethyl groups, and

straight-chained or branched propyl, butyl, pentyl and bexyl groups. Particular alkyl groups

are methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl and tert-butyl. Derived expressions such as "C;.
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alkoxy”, "Cy.ealkoxyC ealkyl®, "hydroxyC).ealkyl”, "C;.qalkylcarbonyl®, "C;-
ealkoxycarbonylC,_galkyl", "C;.salkoxycarbonyl”, "aminoC;.¢alkyl”, "C,.salkylcarbamoylC,.
ealkyl", "C;.¢dialkylcarbamoylC, ealkyl” "mono- or di-C)galkylaminoC; safkyl",
aminoC,_galkylcarbonyl”, "diphenylC;.calkyl”, "arylC, ¢alkyl", "arylcarbonylC, ¢alkyl" and
*aryloxyC,.selkyl" are to be construed accordingly.

As used herein, the expression "C, galkenyl” includes ethenyl and straight-chained or
branched propenyl, butenyl, pentenyl and hexenyl groups. Similarly, the expression "C,.
¢alkynyl" includes etbynyl and propynyl, and straight-chained or branched butynyl, pentynyl
and hexynyl groups.

As uzed herein "aryl" represents a cerbocyclic eromatic ring system such as
phenyl, biphenyl, naphthyl, anthracenyl, phenanthrenyl, floarenyl, indenyl, pentalenyl,
azulenyl, biphenylenyl and the like. Aryl is also intended to include the partislly hydrogenated
derivatives of the carbocyclic aromatic systems enumerated sbove. Non-limiting examples of
such partially hydrogenated derivatives are 1,2,3,4-tetrahydronaphthyl, 1,4-dihydronaphthyl
and the like.

As used herein "aryloxy” represents a group —O-aryl whezein aryl is as defined above,

As used herein "heterosryl” (on its own or in any combination, such as
"heteroaryloxy”, or "heteroaryl alkyl™)--a 5-10 membered aromatic ring system in which one
or more rings contain one or mare heteroatoms selected from the group conxisting of N, O or
S, such as, but not limited, to pymole, pyrazole, furan, thiophene, quinoline, isoquinoline,
quinazolinyl, pyridine, pyrimidine, oxazole, thiszole, thindiazole, tetrazole, triazole,
imidazole, or benzimidazole.

As used herein “heterocyclic or heterocyclyl” (on its own or in any combination, such
as "heterocyclylalkyl)—a saturated or partially unsaturated 4-10 membered ring system in
which one or more rings contain one or more heteroatoms selected from the group consisting
of N, O, or S; such as, but not limited to, pymolidine, piperidine, piperazine, morpholine,
tetrahydro pyran, ar imidazolidine.

As used herein, the expression "C,.s perfluoroalkyl” means that all of the hydrogen
etoms in said alkyl group are replaced with fluorine atoms. Ilustrative examples include
triflucromethyl and pentafluoroethyl, and straight-chained or branched heptafluaropropyl,
nonsafluorobutyl, undecafluoropentyl and tridecafluorohexyl groups. Derived expression, "C,.
¢ perfluoroalkoxy”, is to bo construed accordingly.
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As used herein, the expression "Cigcycloalkyl” means cyclopropyl, cyclobutyl,
cyclopentyl, cyclohexyl, cycloheptyl and cyclooctyl.

As used herein, the expression "Cy ycycloalkylC,. galkyl” means that the Cagcycloalkyl
as defined herein is further attached to C;.salkyl as defined herein. Representative examples
include cyclopropylmethyl, 1-cyclobutylethyl, 2-cyclopentylpropyl, cyclohexylmethyl, 2-
cycloheptylethyl and 2-cyclooctylbutyl and the like.

As used herein "halogen” or "halo” means chloro, fluoro, bromo, and iodo.

As used herein "Cyealkylsnlfonyl” in the present context designates a group —
S(=0),Ci-salkyl wherein C;salkyl is as defined above. Representative examples include, but
are not limited to, methylsulfonyl, ethylsulfonyl, n-propylsulfonyl, isopropylsulfonyl,
butylsulfonyl, iso-butylsulfonyl, sec-butylsulfonyl, tert-butylsulfonyl, n-pentylsulfonyl,
isopentylsulfonyl, neopentylsulfony), tert-pentylsulfonyl, n-hexylsulfonyl, ieohexylsulfonyl
and the like.

As used herein "arylsulfonyl” represents a group —S(=0),aryl wherejn ary] is as
defined above. ' '

As used herein "heteroarylsulfonyl" represents a gronp —S(=0)zheteroaryl wherein
heteroaryl is as defined above. .

The expression "sterecisomers” is a general term used for all isomers of the individual
molecules that differ only in the orientation of their atoms in space. Typically it includes
mirror image isomers that are usually formed due to at least one asymmetric center,
(enantiomers). Where the compounds according to the invention possess two or more
asymmetric centers, they maey additionally exist as diasterecisomers, also certain individual
molecules may exist as geometric isomers (cis/trans). I is to be understood that all such
isomers and mixtures thereof in any proportion are encompassed within the scope of the
present invention.

"Substituted” means substituted by 1 to 2 substitnents independently selected from the
group consisting of C,.¢ alkyl, C,.s perfluoroalkyl, hydroxy, ~CO,H, an ester, an amide, C, -Cs
alkoxy, C; -Cs perfluoroalkoxy, -NHa, Cl, Br, 1, F, -NH-lower alkyl, and -N(lower alkyl);.

The compounds and salts of the present invention may exist in several tautomeric
forms, including the enol and imine form, and the keto and enamine form and geometric
isomers and mixtures thereof. All such tantomeric forms are included within the scope of the
present invention. Tautomers exist as mixtures of a tantomeric set in solution. In solid form,
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usually one tautomer predominates. Even thongh one tautomer may be described, the preseat
invention includes all tautomess of the present compounds.

As used herein the tern "modulator” refers to a chemical compound with capacity to
either enhance (e.g., "agonist” activity) or inhibit (e.g., "antagonizet” activity) a functional
propexty of biological activity or process (e.g., enzyme activity or receptor binding); such
enhancement or inhibition may be contingent on the occurrence of a specific event, such as
activation or repression of a signal transduction pathway and/or may be manifest only in
particular cell types and may result in a measurable biological change.

As used herein, "patient” means a warm blooded animal, such as for example rat, mice,
dogs, cats, guinea pigs, and primates such ag humans.

As used herein, the expression "pharmaceutically acceptable carrier” means s non-
toxic solvent, dispersant, excipient, adjuvant, or other material which is mixed with the
compound of the present invention in order to permit the formation of a pharmacentical
composition, i.e., a dosage form capable of administration to the patient. One example of
such a camier is a pharmaceutically acceptable oil typically used for parenteral administration.

The texm "pharmacevutically acceptable salts” as used herein means that the salts of the
compounds of the present invention can be used in medicinal preparations. Other salts may,
however, be useful in the preparation of the compounds accarding to the invention or of their
pharmaceutically acceptable salts. Suitable pharmaceutically acceptable salts of the
compounds of this invention include acid addition salts which may, for example, be formed by
mixing a solution of the compound according to the invention with a golution of a
pharmaceutically acceptable acid such as hydrochloric acid, hydrobromic acid, sulfuric acid,
methanesulfonic acid, 2-hydroxyethenegulfanic acid, p-toluenesnifonic acid, fumeric acid,
maleic acid, hydroxymaleic acid, malic acid, ascorbic acid, succinic acid, glutaric acid, acetic
acid, salicylic acid, cinnamic acid, 2-phenoxybenzoic acid, hydroxybenzoic acid, phenylacetic
acid, benzoic acid, oxalic acid, citric acid, tarteric acid, glycolic acid, lactic acid, pyruvic acid,
malonic acid, carbonic acid or phosphoric acid. The acid metal salts such as sodium
monohydrogen orthophosphate and potassium hydrogen sulfate can also be formed. Also, the
salts so formed may present either as mono- or di- acid salts and can exist either as hydrated
or can be substantially anhydrous. Forthermore, where the compounds of the invention carry
an acidic mojety, suitable pharmacentically acceptable salts thereof may include alkali metal
salts, e.g. sodium or potassium salts; alksline carth metal salts, ¢.g. calcium or magpesium
salta; and salts formed with suitable organic ligands, e.g. quaternary ammonium salts.
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The term "therapeutically effective amount” as used herein means an amount of the
compound which is effective in treating the named disarder or condition.

The invention also provides pharmaceutical compositions comprising one or more of
the compownds according to this invention in association with a pharmacentically acceptable
carrier. Preferably these compositions are in unit dosage forms such as tablets, pills, capsules,
powders, granules, sterile parenteral solutions or suspensions, metered acrosol or liquid
sprays, drops, ampoules, auto-injectar devices or suppositories; for oral, parenteral, intranasal,
sublingual or rectal administration, or for administration by inhalation or insufflation.
Alternatively, the compositions may be presented in a form suitable for once-weekly or once-
monthly administration; for example, an insoluble salt of the active compound, such as the
decanoate salt, may be adapted to provide a depot preparation for intramuscular injection. An
erodible polymer containing the active ingredient may be envisaged. For preparing solid
compositions such as tablets, the principal active ingredient is mixed with a pharmaceutical
carrier, e.g. conventional tableting ingredients such as com starch, lactose, sucrose, sarbitol,
talc, stearic acid, magnesium stearate, dicalcium phosphate or gums, and other pharmacentical
diluents, e.g. water, to form a solid preformulation composition containing a homogeneous
mixture of a compound of the present invention, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.
‘When referring to these preformulation compositions as hamogeneous, it is meant that the
active ingredient is dispersed evenly throughout the composition so that the composition may
be readily subdivided into equally effective unit dosage forms such as tablets, pills and
capsules. This solid prefonmulation composition is then subdivided into unit dosage forms of
the type described above containing from 0.1 to about 500 mg of the active ingredient of the
present invention. Flavored unit dosage forms contain from 1 to 100 mg, for example 1, 2, 5,
10, 25, 50 or 100 mg, of the active ingredient. The tablets or pills of the novel composition
can be coated or otherwise compounded to provide a dosage form affording the advantage of
prolonged action. For example, the tablet or pill can comprise an inner dosage and en outer
dosage component, the Iatter being in the form of an envelope over the former. The two
components cen be separated by an enteric layer, which serves to resist disintegration in the
stomach and permits the inner component to pass intact into the duodenum or to be delayed in
release. A variety of materials can be used for such enteric layers or coatings, such materials
incloding a namber of polymeric acids and mixtures of polymeric acids with such materials as
ghellac, cetyl alcohol and cellulose acetate.
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The liquid forms in which the novel compositions of the present invention may be
incorporated for administration orally or by injection include aqueous solutions, suitably
flavored syrups, aqueons or oil suspensions, and flavored emnlsions with edible oils such as
cottonseed oil, sesame oil, coconut oil or peanut oil, as well as elixirs and similar
pharmacenutical vehicles. Suitable dispersing or suspending agents for aqueous suspensions
include synthetic and natural gums such as tragacanth, acacia, alginate, dextran, sodium
carboxymethylcellulose, methylcellulose, polyvinyl-pymolidone or gelatin.

In the treatment of various disease stetes as described herein, a suitsble dosage level is
about 0.01 to 250 mg/kg per day, preferably about 0.05 to 100 mg/kg per day, and especially
about 0.05 to 20 mg/kg per day. The compounds may be administered on a regimen of 1 to 4
times per day.

As used in the examples and preparations that follow, the terms used therein shall have
the meanings indicated: "kg" refers to kilograms, "g" refers to grams, "mg" refers to
milligrams, "ug" refers to micrograms, "pg” refers to picograms, "mol" refers to moles,
*mmol” refers to millimoles, "nmole" refers to nanomoles, "L" refers to liters, "mL" or "ml"
refers to milliliters, "pL" refers to microliters, "°C" refers to degrees Celzius, "R " refers to
retention factor, "mp" or "m.p." refers to melting point, "dec” refers to decomporition, "bp” or
"b.p." refers to boiling point, "mm of Hg" refers to pressore in millimeters of mercury, "cm"
refers to centimeters, *nm” refers to nanometers, "[¢}*°p " refers to specific rotation of the D
line of sodium at 20°C obtained in a 1 decimeter cell, "c" refers to concentration in g/ml,
"THF" refers to tetrahydrofuren, "DMF" refers to dimethylformamide, "NMP" refers to 1-
methyl-2-pyrrolidinone, "brine” refers to a saturated aqueous sodiom cbloride solution, "M"
refers to molar, "mM" refers to millimolar, "yM" refers to micromolar, "nM" refers to
nanomolar, *TLC™ refers to thin layer chromatography, "HPLC" refers to high performance
liquid chromatography, "HRMS" refers to high resolution mags spectrum, “CIMS” refers to
chemnical jonization mass spectrometry, “IESI” refers to electrospray ionization mass
spectrometry, “tz” refers to retention time, "Ib" refers to pounds, "gal" refers to gallons,
"L.0.D." refers to loss on drying, "WCi" refers to microcuxies, "i.p." refers to intraperitoneally,
"i.v." refers to intravencusly.

In one aspect of this invention there is disclosed novel compounds having the geaeral
structure shown in formula I:
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wherein

ARYL is phenyl or pyridinyl, wherein said phenyl ar pyridiny] is optionally subatituted with
one or more substituents selected from the group consisting of halogen, C;¢alkyl, Ca.
alkenyl, C, salkoxy, C;.sperflucroalkyl; C,salkylthio, hydroxy, hydroxyC;.salkyl, C,.
4acyloxy, nitro, cyano, C,.¢alkylsulfonyl, amino, C, salkylamino and C,.
calkoxycarbonyl;

W is a bond or (CHz)m, wherein m is an integer from 1 to 4;

Zie -O(CHz), -SO2(CH2)x-, (CHo)u-Y(CH2)y,~(CH2)s-CO-, -O(CH-CO- .
or (CHa)a- Y-(CHa),-CO- wherein Y is NRg, O or S and Ry is selected from the group
consisting of H, Cy¢alkyl, C3scycloalkyl, C; salkylCs ¢cycloalkyl end benzyl and n is
independently an integer from 1 to 5;

Xis NRas, O or S wherein Rs is as defined above;

R;is H, halogen, Cygalkyl, C,.gtlkoxy, C,.sperfluoroalkyl; hydroxyC;.ealkyl, nitro, cyano,
and C, galkylamino; and

Rzis substituted or unsubstituted phenyl, pyridinyl or thienyl wherein the substituents are
selected from the group consisting of halogen, C;.salkyl, C; galkenyl, C;.salkoxy, C;.
eperfluocroalkyl, C-salkylthio, hydroxy, hydroxyCi.ealkyl, Ciacyloxy, nitro, cyano,
C-¢alkylsulfonyl, amino, C,_galkylamino and C;salkoxycarbonyl; or a sterecisomer, a
tautomer or a solvate thereof or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

In a further aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein ARYL is
phenyl.

Compomdsexﬂnplnyofﬂﬁsmnbodimtmﬂec&dfomﬂngmupconﬁsﬁngof:
5-{4-[4-methyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazol-5-ylmethoxy]-phenyl }-3H-
[1,3,4]oxadiazol-2-one, 5-[4-(4-methyl-2-m-tolyl-oxazol-5-ylmethoxy)-phenyl]-3H-
[1,3,4]oxadiazol-2-ope, 5-{4-[4-methy]-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazol-5-yI)-
methoxymethyl]-phenyl}-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-one, 5-{3-[4-methyl-2-(4-trifluoromethyl-
phenyl)-thiazol-5-yl)-methoxymethyl]-phenyl}-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-one, 5-{4-[4-butyl-2-
(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazol-5-ylmethoxy]-2-chloro-phenyl }-3H- [1,3,4)oxadiazol-2-
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one, 5-{4-[4-butyl-2-(4-triflnoromethyl-phenyl)-thiazol-5-ylmethoxymethyl]-2-fluoro-
phenyl}-3H-{1,3 4]oxadiazol-2-one, 5-{4-[4-butyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazol-5-
ylmethoxyl-benzyl }-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-one, and 5-(2-{3-[4-buty}-2-(4-trifluoromethyl-
pheuyl)-thiazol-5-yimethoxy]-phenyl }-ethyl)-3H-[1,3 4]oxadiazol-2-one.

In another aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein ARYL is
pheny! and Ry is phenyl.

In a further aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein ARYL is
phenyl, Z is -O(CH;),- and R; is phenyl.

In yet another aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein ARYL is
phenyl, Z is —O(CHz),~, X is O or S and R; is phenyl.

In another aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein ARYL is
pheayl, Z is ~O(CHa)y-, X is O or S, R; is Cysalkyl and R; is phenyl and W is a bond.

In a further aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein X is O.

In yet another aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein X is S.

In a further aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein ARYL is
pheayl, Z is ~(CHay- Y{CHa)y- and R; is pbenyl |

Inyetmoﬂuupectofﬂmembod:mmtudmloudaeompmmdwbmARYLm
phenyl, Z is (CHa)y-Y-(CHa)y-, X is O or S and R; is phenyl.

In enother aspect of this embodiment, ig disclosed a compound wherein ARYL is
phenyl, Z is <(CHa),-Y-(CHa),-, X is O or S, R; is Cy galkyl and R; is phenyl and W is a bond.

In yet another aspect of this embodiment, is disclosed a cornpomd wherein X is S.

In another aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein Y is O.

In a further aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein ARYL is
phenyl, Z is -O(CHy)y- xod R; is phenyl.

In yet another aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein ARYL is
phenyl, Z is -O(CH;),-, X is O or S and R; is phenyl, R, is Cy galkyl and R; is phenyl and W
is (CHz),, wherein m is an integer from 1 to 4..

In yet another aspect of this embodiment, is disclosed a compound wherein X is S.

In another embodiment of the present invention, is disclosed a pharmaceutical
composition comprising an effective amount of a compound of formnlal and a
pharmaceutical acceptable carrier. .

In enother embodiment of the present invention, is disclosed method of treating a
disease in a mammal wherein the disease is capable of being, modunlated by PPARdelta ligand
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binding activity, which comprises administering to said mammal baving said disease a
therapeutically effective amount of & compound of formnla L

In a further aspect of this embodiment, is disclosed a method wherein said dizease is a
demyelinating disease selected form the group consisting of multiple sclerosis, Charcot-
Marie-Tooth disease, Pelizacus-Merzbacher discase, encephalomyelitis, neuvromyelitis optica,
adrenoleukodystrophy, Guillian-Barre syndrome and disorders in which myelin forming glial
cells are damaged including spinal cord injuries, neuropathies and nerve injury.

In another aspect of this embodiment, is disclosed a method wherein the demyelinating
disease is multiple sclezosis.

_ In still another aspect of this invention is disclosed a method wherein said disease is
selected from the group consisting of obesity, hypertriglyceridemia, hyperlipidemia,
hypoalphalipéproteinemia, hypercholesterolemia, dyslipidemia, Syndrome X, Type II diabetes
mellitus and complications thereof selected from the group consisting of neuropathy,
nephropathy, retinopathy and cataracts, hyperinsulinemia, impeired glucose tolerance, insulin
resigtance, atherosclerosis, hypertengion, coronary heart disease, peripheral vascular disease or
congestive heart failure.

The compounds disclosed herein can be synthesized according to thc_following
procedures of Schemes, wherein the X, and R substituents are as identified for formula (1),
above unless othérwise noted. It being understood that certain starting materials in the
synthetic schemes would be commercially available or whose synthesis would be obvions to
those skilled in the art.

If necessary, in the following synthetic schemes, reactive functional groups present in
the compounds described in this invention may be protected by suitable protecting groups.
The protecting group may be removed at a later stage of the synthesis, Procedures for
protecting reactive fonctionel groups and their subsequent removal may be found in T. W.
Greene and P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley and Sons, 1991.

Scheme A shows the synthesis of the appropriate imidazole, oxazole or thiazole,
intermediates for compounds of formula I wherein X is O, S, NR;3, The heterocycles can be
prepared using methods known in the chemical literature (for reviews see Katritzky, AR.;
Rees, C.W. Eds. Comprehensive Reterocyclic Chemstry, Vol. 5; Pergamon Press (1984);
Katritzky, AR.; Rees, C.W_; Scriven, B.F.V. Eds. Comprehensive Heterocyclic Chemstry I,
Vols 3 & 4, Pergamon Press (1996)). Specifically, said oxazoles, imjdazoles and thiazoles
can be prepared by fusion of an appropriate & halo-ketone 1, respectively, with an amide,
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amidine or a thioamide (general formnla 2), at temperatures ranging from about 40 °C to 150
°C to give the intermediate heterocycles 3.

Scheme A
Ry
A N T}“
& RLCE=XINH, h,
2 3
Y =Cl, Br X=0, S, NR,

In Scheme B the general synthesis of compounds of formula I wherein Z is ~O(CHa)x~
is shown. Accordingly, in Step Bl the appropriately substituted carboxylic acid ester 4, which
can be synthesized as illustrated in Scheme A is reduced to the alcobol 5 by methods that are
well known in the art. For example, the redoction may be effected by aluminn hydrides
such as lithium alnminum hydrides or diisobutylaluminom hydride in an inest solvent. Yn
StepB2, the alcohol functional group in compound 5, is converted to a leaving group to give
compound 6, wherein 1g is a leaving group such as halogen, or sulfonate esters, for example
mesylates or tosylates. Conversion to the leaving group can be accomplished by reaction of
the alcohol with reagents such N-bromosuccinimide in the presence of triphenylphosphine to
produce a compound wherein the leaving group is bromide, or reactioh with thionyl chloride
to give a compound wherein the leaving group is chloride. If a sulfonate ester is desired,
reaction of compound 5 with an appropriate solfonyl chlorids in the presence of a suitable
base would produce the desired sulfonate ester. For example, reaction of compound 5 with
methanesulfonyl chloride in the presence of an organic base such as trethylamine or pyridine
in an inext solvent would give compound 6 wherein the leaving group is OSO2CH.

In Step B3 an appropriately substituted hydroxy aryl ester, 7 is reacted with the
heterocycle, 6 to displace the leaving groupmaffordo;mpledestu'. 8. The displacement
reaction is run under conditions Wwell known in the art. Typically the reaction is run in the
presence of a base such as sodium hydride or other inorganic bases such as alkali carbonates
or alkali hydroxides in an inert solveot. The temperature of the reaction, although not critical,
is from 0°C to the reflux temperatare of the inert solvent.
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Compound 8, in Step B4 is then treated with hydrazine either neat or in & suitable
organic solvent at elevated temperatures to give the acid hydrazide, 9. Typically the reaction
is mum at a temperature of between 50°C and the reflux temperature of the organic solvent.

Cyclization of the acid hydrazide 9, in Step BS, to the target 1,3,4-oxadiazol-2-ones,
10 is accomplished by treatment of compound 9 with a chloroformate in the presence of an
orgamic base such as pyridine followed by treatment with strong, hindered amine base such as
1,8-diazabicyclof5.4.0Jundec-7-ene (DBU) in a suitable organic solvent such as acetonitrile in
a sealed tube at elevated temperature. Typically, the reaction can be run from 100°C to
200°C. The 1,3,4-0oxediazol-2-ones may also be synthegized by reacting compound 9 with
phosgene. See Stempel, A., et al., J. Org. Chem. 1955, 20, 412.

In Step B6, an alternative synthesis of the coupled ester, 8 is illustrated. Accordingly,
the alcohol, 5 cen be reacted with the hydroxyaryl ester, 8 in the presence of a triaryl or
trialkylphosphine, such as triphenylphosphine or tri- n-butylphosphine and
diethylazodicarboxylate in an inert solvent, for example THF or dichlon;med:me to afford the
coupled ester 8. Typically the reaction is run at a temperature between room temperature and
the reflux temnperature of the inert solvent.
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Scheme B
R, R,
’K\ Step B1 / Step B2
R'OOC—{CHY),; R, HY— (CH,);
Y=0 5
R = Cy okl

R,

-w—m-o—(cl-l,)—e\ f‘ Riibind H,NNHOO—W"AHYL—O—(GI-U—-%T

)
ROOC—W—ARYL-OH | stap BB

7 Step BS

R,
Ty by "
HY— (G " N w—Am—o-—(oQ,—@\

Y=O 3 0 R,

Scheme C illustrates the synthezis of the compound of formmula I wherein Z is (CHz)y-
Y-(CHy),-. The scheme is most useful to synthesize compounds wherein n represents 1 or 2 in
5  the alkylene clisin attached to ARYL. In Step C1 compound 5 (Y= O) is converted to
compound 6 (wherein Lg is chioro or bromo) as described in Scheme B, Step B2. Compound
6 is then reacted with thiourea, compound 11, onder conditions similar to those found in
Trean, M. et al. Heterocycles, 2001, 55 (9), 1727-1735, to produce the thiol, 5a.
'When compound 6 is reacted with a primary amine 12, the aminoalkyl heterocycle 5b
10  isproduced This displacement of a leaving group by an amine is well known to those skilled
in the art. Typically, the displacement reaction is run in a polar arganic solvent in the
presence of an organic base that acts as an acid scavenger. Although not critical, the
displacement reaction is run at a temperature of between ambient to reflux temperature of the
solvent.
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In Step C3 compounds 5, 5a and 5b can be reacted with compound 13 to afford the
coupled arylester, 14, wherein Y is O, S or NRs.. Thus, when compounds 5 (Y= 0) and 5a
(Y=S) are reacted with 13 to displace the leaving group, the reaction will typically be rum in
the presence of a strong base, for example sodium hydride, in a polar aprotic solvent, such as

S  DMF or DMSO at temperatures of about between 0°C to 150°C. 'When compound 5b (Y=
NR;) is reacted with 14, conditions identical to those described above in Step C2 for the
primary amine are used.

Synthesis of the desired 1,3,4-oxadiazol-2-ones 16, from compound 14 is
accomplished in the two steps (C4 and C5) exactly as described in Scheme B, Steps B4 and

10 BS.

. Scheme C
R, R,
/ Stop G2 HY—(G'I.),,’U‘HI
HY—— (CHy); —— Lo—(Oy); P
5 YO 8 1 5a Ya SH

or HNR, SbY=NR,
12

- Q\ Stap C3
HY m"'s f 4 ROOC—W— ARYL—(CH,) —19 ————
13

Sa
5h

R,

V2 g .

rooc-w-Am—{oy—Y—OE— I - m-(eu.),—y-«w.—@\
14 e 15 R,
E
:.‘w Anw-twr—v—(w:—d

Ry

In Scheme D an alternative approach to compounds of formmla I wherein Z is -(CHg),-
Y~(CH,),- is shown. The scheme is most useful to synthesize compounds whereinnis3to 5
15  in the alkylene chain attached to ARYL.
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In Step D1 the tenminal aldehyde compound 17, which can be synthesized by the
method described in Scheme A, is converted in a two-step reaction sequence to the terminal
acetylene, 19. Thus, reaction of 17 with bromomethylenetriphenylphosphorane (first step)
with potassiom t-BuOK. produces an intermediate bromoolefin (ot shown), which is
subsequently treated with 2 equivalents of t-BuOK (second step) to the form the acetylene, 19.
The reaction sequence for the conversion is described in Pianetti, P., Tet. Letters, 1986, 48,
5853-5856. Also, see Corey, E. 1., et al. J. Am. Chem. Soc., 1969, 91, 4318-4320.
Aheratively, as shown in Step D2 intenmediates of the type 19 can be prepared by
displacement of a leaving group from an intermediate such as 6 (see Scheme C) uging a
pucleophile, such as 18, wherein a terminal acetylene is incorporated.

In Step D3, Sonogashira coupling of acetylenic intermediate, 19 with the aryl iodids,
20 is effected in the presence of tetrakistriphenylphosphinepalladium (0), cuprous iodide and a
suitable organic base in an inext solvent to yield the coupled terminal acetylene 21. The
reduction of the acetylene, 21 can then be accomplished in Step D4 by catalytic hydrogenation
of compound 21 to give the saturated ester 14. Typically, the reduction can be effected by use
of catalysts such as palladium on carbon or chlorotris(triphenylphosphine)rhodium(l) in an
inert organic solvent with hydrogen at pregsures between 30 to 300 p.si.. The reduction can
be run at a temperature between room temperature and 175°C.

Synthesis of the desired 1,3,4-oxadiazol-2-ones 16, from compound 14 is
accamplished in two steps (D5 and D6) exactly as described in Scheme B, Steps B4 and B5.
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Scheme D
R, R,
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o
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Scheme E illustrates a particular synthesis of compounds of formula I wherein Z is —
(CH2)JNRs(CHz)y-. In this approach, the linker Z i3 constructed by a reductive amination of an
aldehyde with an amine. For example, in Step El treatment of 5b (wherein Y = NRj) with an
aldshyde, such as 4-formyl-benzoic acid methyl ester (n= 1), compound 22, in & polar solvent,
ugually an alcohol or an alcohol THF mixture, followed by treatment with a reducing agent
such as sodium triacetoxy-borohydride provides the required intermediate 14a (n= 1).
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Similarly in Step E2, treatment of an aldehyds such as 17a as with an amine, such as 4-
aminoalkyl benzoic acid methyl ester (n= 1), compound 23, provides 14a, wherein n is 1 and
Rjs is H for (CHa);NRs. Compound 144 in steps B3 and B4 is converted to 1,3.4,-oxadiazol-
2-ones 16a as described in Scheme B, Steps B4 and B5.

5 More generally, appropriste amines (R'OOC-ARYL~CH;),NHRy) are prepared from the
corresponding nitriles or nitro compounds by catalytic hydrogenation or from acetylenic
amines and an aryl iodide or bromide by Sonogashira coupling followed by catalytic
hydrogenation as described in Scheme D.

10 _ Scheme B
R,
22
5b Y= NR, Step E1
R,
nooc-wmwn.—twf@‘%
14a
Step
R,
/ Y +  RODCW-ARYL-{CH)NHR, Stap
i7a 23 J

0 R, R,
A = s 8
-ARYL—(CH,)--NR;— <——  H,NNHOC-W-ARYL-{CH,) NR;— (CHy);
168 k 15a

Scheme F illustrates the synthesis of compounds of formmia I wherein Z is -SO;
(CHz)x~ In Step Fl treatment of an aryl sulfonyl chloride, 24 with aqueous sodium sulfite
15  provides the sulfinic acid, 25. Reaction of 25, as in Step F2, with an intermediate such as 6 in
a polar solvent such as DMF, acetonitrile or ethanol in the presence of a base such as DBU,
pyrdine, sodium methaxide or sodium hydroxide provides intermediate 26. Intermediate 26
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is converted to the corresponding 1,3,4-oxadiazol-2-one, 28 in Steps F3 and P4 as illustrated
in Scheme B, Steps B4 and B5.

Scheme P

Step F1 R'/ Step P2

ROOC-W-ARYL-8O,(l —— ROOC-W-ARYL-SOM + g (OH,): \ A,

24 25 8

R, R,
/ i jj\
R'OOC-W-ARYL-80,-(CH,); R, HNNHOC-W-ARYL-SO;(CHy); R,

28 27

Step F4

oﬁ._ R |
H&N/lw._ m_so!_(cﬂl,n_e/x\inl

Scheme G illustrates the synthesis of compound of formula 1 whegein Z is—

O(CH2),CO-. The scheme illustrates the case wherein n is 1. The starting 2-acyl heterocycle,

10 29 can be synthesized from the corresponding carboxylic acid (prepared by the method
illustrated in Scheme A) by addition of an appropriate Grignard reagent to an intermediate N-
methoxy N-methyl carboxamide (Khlestkin, V.K. et al.; Corrent Organic Chemistry, 2003,
7(10), 967-993. and Singh, J. et al., Joumnal fiir Praktische Chemie, 2000, 342, 340-347).
Prepamtion of the inteymediate N-methoxy-N-methy] carboxamide is most eonveniently

15 carmied out by reaction of the acid with N-methoxy-N-methyl hydroxylamine hydrochioride in
the presence of a peptide coupling reagent such as EDC, DCC, DMPU and a tertiary amine
base such as diisopropylethylamine or triethylamine.
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‘Thus in hand, 29 is brominated to produce the bromoketone 30, as shown in Step G1.
‘The bromination can be accomplished by well-known methods, for example resction of 29
with pyridinium bromide per bromide in acetic acid or reaction of 29 with Br; in an inert
organic solvent such as dichloromethape. The resulting bromoketone 30, in Step G2, is
reacted with the arylhydroxy ester 7 under conditions described in Scheme B (Step B3) to
afford the conpled ester 31. The ketone fanctionality in 31 is protected as a ketal 32, as shown
in Step G3 by methods well known in the art. Corapound 32 is then converted to the 1,3,4-
oxadizol-2-one ketal 34, in Steps G4 to G5 by the standard sequence as described in Scheme
B (B4 and BS). Finally, in Step G6, the ketal functionality in 34 is cleaved, for example, with
mineral acid in THF-methanol-water or other methods known in the art to afford the target
strocture 35.

It would be evident to one skilled in the art that the above procedure of Scheme G
could be used to synthegize analogs wheze n is 2-5 for compound 35 by starting with a
bromoketone, compound 30, with a larger bromoalkanoyl snbstituent (Br{(CH;),CO-, wherein
nis2w 5).
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Scheme G
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Scheme H illustrates the procedure for the preparation of compounds of formula X
wherein Z is -(CH;),CO-. In Step HI, the appropriate methaxycarbonyl-substituted
heterocycle, 36 is treated with 2 equivalents of the lithium enolate of t-butylacetats in a
solvent such as THE or DMR at a temperature ranging from —78°C to room temperature to
provide the ketoacetate intermediate 37. In Step H?2, treatment of 37 with a base such as
sodiim hydride in an inert solvent at a temperature between —-10°C and room temperature
followed by alkylation of the resulting anion with an electrophile such as 13 yields the
advenced intermediate ketodiester 38. The decarboxylation shown in Step H3 end can be
accomplighed by first treatment of 38 with TFA in an inert solvent such as dichloromethane
followed by thermolysis at a temperature between 70 °C and 150 °C to provide intermediate
ketoester 39. The ketone functionality in 39 is protected as a ketal 40, as shown in Step Hé by
methods well known in the art. Compound 40 is then converted to the 1,3,4-oxadiazol-2-one
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ketal 42 in Steps H5 to H6 by the standard sequence as described in Scheme B (B4 and BS).
Finally, in Step H7, the ketal functionality in 42 is cleaved, as described above in Scheme G,
Step G6 to afford the desired 1,3,4-0xadiazol-2-one, compound 43.

Scheme H
P R,
n-oj\{]l“\ Stwp H1 7'\0% + RODC-W-ARYLACH),—lg —— ',
Ry o R, 13

R, R
Step H3
%«ng LI ¥y
R,
a8 CH)ny Ry -
ARYL
Jw-—ooon'
R,
nooc—w—m—(o%@\ Sisp H5 Wm—w—m—(g%a Step H8
a0 ° e 41 0 R

The following teat protocols are used to ascertain the biological properties of the
10  compounds of this invention. The following examples are being presented to further illustrate
the invention. However, they should not be construed as limiting the invention in any manner.
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The potency of substances, which bind to humsn PPAR delta and activate it in an
agonistic manner, is analyzed using a stably transfected HEK cell line (HEK~= human gmbryo
kidney) which is referred to here as PPAR delta reporter cell line. The PPAR delta reporter
cell line contains two genetic elements, a luciferase reporter element (pdeltaM-GAILA4-Luc-
Zeo) and a PPAR delta fusion protein (GR-GALA-humanPPAR delta-LBD), which mediates
expression of the luciferase reporter element depending on a FPAR delta igand. The stably
and constitutively expressed fusion protein GR-GAIA-humanPPAR delts-LBD binds in the
cell nucleus of the PPAR delta reporter cell line via the GALA protein portion to the GALA
DNA binding motifs 5 -upstream of the luciferase reporter element which is stably integrated
in the genome of the cell line. There is only little expression of the luciferase reporter gene in
the absence of a PPAR delta ligand if fatty acid-depleted fetal calf seram (cs-FCS) is used in
the assay. PPAR delta ligands bind and activate the PPAR delta fusion protein and thereby
stimulate expression of the Iuciferase reporter gene. The Juciferase, which is formed can be
detected by means of chemiluminescence via an appropriate substrate,

The production of the stable PPAR deita reporter cell line is based on a stable HEK-
cell clone which was stably transfected with a luciferase reporter element. This step was
already described above in the section “construction of the PPAR alpha reporter cell line”. In
a second step, the PPAR delta fusion protein (GR-GALA-humanPPAR delta-1BD) was stably
introduced into this cell clone. For this purpose, the cDNA coding for the N-terminal
76 amino acids of the glucocorticoid receptor (Accession # P04150) was linked to the cDNA
section coding for amino acids 1-147 of the yeast transcription factor GALA4 (Accession #
P04386). The cDNA of the ligand-binding domain of the human PPAR delta receptor (amino
acids S139-Y441; Accession # L07592) was cloned in at the 3'-end of this GR-GALA4
construct. The fusion construct prepared in this way (GR-GALA-humanPPAR delta-1.BD) was
recloned into the plasmid pcDNA3 (nvitrogen) in order to ensble constitutive expression, by
the cytomegalovirus promoter. This plasmid was linearized with a restriction endonuclease
and stably transfected into the previonsly described cell clone containing the luciferase
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reporter element. The resulting PPAR delta reporter cell line which contains a luciferase
reporter element and constitutively expresses the PPAR delta fusion protein (QR-GAILA-
human PPAR delta-LBD) was isolated by selection with zeocin (0.5 mg/ml) and G418
(0.5 mg/mi).

The activity of PPAR delta agonists is determined in a 3-day assay, which is described below:

Day1

The PPAR deltg reporter cell line is cultivated to 80% confluence in DMEM (# 41965-
039, Invitrogen) which is mixed with the following additions: 10% cs-FCS (fetal calf serum;
#SH-30068.03, Hyclone), 0.5 mg/ml zeocin (#R250-01, Invitrogea), 0.5 mg/ml G418
(#10131-027, Invitrogen), 1% penicillin-streptomycin solution (#15140-122, Invitrogen) and 2
oM L-glutamine (#25030-024, Invitrogen). The cultivation takes place in standard cell culture
bottles (# 353112, Becton Dickinson) in  cell culture incubator at 37°C in the presence of 5%
CO,. The 80%-confluent cells are washed once with 15 ml of PBS (#14190-094, Invitrogen),
treated with 3 ml of trypsin solution (#25300-054, Invitrogen) at 37°C for 2 min, taken up in 5
m} of the DMEM described and counted in a cell counter. After dilution to 500.000 cells/mi,
35,000 cells are seeded in each well in a volums of 180 L. of a 96 well microtiter plate with a
clear plastic base (#3610, Coming Coster). The plates are incubated in the cell culture
incubator at 37°C and 5% CO; for 24 h.

Day 2

PPAR delta agonists to be tested are dizsolved in DMSO in a concentyatiop of 10 mM.
This stock solution is diluted in DMEM (#41965-039, Invitrogen) which is mixed with 5% cs-
FCS (#5H-30068.03, Hyclone), 2 mM L-glutamine (#25030-024, Invitrogen) and the
previously described amtibiotics (zeocin, G418, penicillin and streptomycin).
Test substances are tested in 11 different concentrations in the range from 10 uM to 100 pM.
Moare potent compounds are tested in concentration ranges from 1 uM to 10 pM or between
100 sM and 1 pM.

The medium of the PPAR delta reporter cell line seeded op day 1 is completely is
either completely removed by aspiration or not, and the test substances diluted in medinm are
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immediately added to the cells. The dilution and addition of the substances is carried out by a
robot (Beckmen FX). The final volume of the test substances diluted in medium is 100 ul per
well of a 96 well microtiter plate. The DMSO concentration in the assay is less than 0.1 % v/v
in order to avoid cytotoxic effects of the solvent.

Each plate was charged with a standard PPAR delta agonist, which was likewise diluted in
11 different concentrations, in order to demonstrate the fumctioning of the assay in each
individual plate. The assay plates are incubated in an incubator st 37°C and 5% CO; for 24 h.

Alternatively, 204L of a 10x final concentration of the test substance is added directly to
the 180 uL containing the plated cells. The fest substances are tested in 8 different
concentrations, in triplicate, in this assay plate set-up.

Day3

The PPAR delta reporter cells treated with the test substences sre removed from the
incubator, and the medium is aspirated off. The cells are lyzed by pipetting 50 ul of Bright
Glo reagent (from Promega) into each well of a 96 well microtiter plate. After incubation at
room tempereature in the dark for 10 minutes, the microtiter plates are measured in the
luminometer (Trilux from Wallac). The measuring time for each well of a microtiter plate is 1
sec.

Eyaloation:

The raw data from the lnminometer are transferred into a Microsoft Excel file. Dose-
effect plots and ECsp values of PPAR agonists are calculated using the XL.Fit program as
specified by the manufacturer (IDBS).

PPARGdelta ECy values in the range of 1aM to >10 uM were meagured for the PPAR
modulators of the examples in this application. Compounds of the invention of formula I can
act as agonists or antagonists. The assay to determine partial agonist or antagonist activity is
described below.

al
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This assay determines if compounds act as partial agonists or antagonists at the
PPARdelta receptor.

The plating and harvesting of the assay plates is as described in Day 1 and 3 above.
Day 2

The partial agonist or antagonist and a known selective agonist are diluted in DMEM
(#41965-039, Invitrogen), which is mixed with 10% cs-FCS (#SH-30068.03, Hyclone), 2 mM
L-glutamine (#25030-024, Invitrogen) and the previously described antibiotics (zeocin, G418,
penicillin and streptomycin) to 20X desired final concentrations. Ten microliters of the pertial
agonist or antagonist is added to the cell-contrining assay plate. 'Ihemaypl'amure
incubated in an incubator at 37°C and 5% CO4 for 30 minutes. Ten microliters of the 20X
known selective agonists are then added, after the partial agonist or antagonist pre-incubation.
The assay plates are incubated in an incubstor at 37°C and 5% CO; for 24 h. ‘The effect on the
known selective agonists ECwy's is determined for each pastial agonist or antagonist
concentration.

SPA PPAR delts-LBD Binding Assay
Stock Solutions;
1 M Tris (pH=8.0 or pH=7.6XGene Medicine Stock Room)
2 M EC1 (Powder in N2140)
Tween 20

100 mM DTT

13.9 yM GW2331 in EIOH HOT
10 mM GW 2331 in DMSO COLD

PPAR-alpha (Conc. varics)
Ex: .884 pg/ul

Wash Buffer:( Store at 4°C. Buffer is good for one week)
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10 mM Tris(pP=7.6 or8) 10ml

50 mM KCl1 25ml

0.05 % Tween 20 05 ml
Millipore Water 964.5

Check PH=7.6

Binding Boffer:( Prepare fresh binding buffer every time)

Each SPA bead botle contains 500 mg beads
Reconstitute 500mg of SPA beads in 5 ml of wash buffer, and will be good for few weeks
Store at 4°C

Adding 1 m of above reconstitted SPA beads to 60 ml of Binding buffer
adding 20 ul of above diluted beads to cach well of a 96-well plate.

Use 2ml of above diluted beads for each plate (no dead volume included).

3H GW-2331 plus GST-PPAR delta-LBD (for one 96-well plate no dead volume) 13.9 pM
40nM / well

3.0 ml/plate (Including dead volume)
If 3H-GW2331 specific activity is Imci/ml(From Amersham), dilute 17 ul of 3H GW-2331
into 3.0 m! of Binding Buffer = .08 pyM ]

de
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If protein concentration is 1mg/ml, add 21 ul of proteins into 3.0 ml of binding buffer.

In Summary: ONE 96-well plate: 3000 uL Binding Buffer + 17 L. of 3H-GW2331+21 L of

‘GST-PPAR-delta(lmg/mi)

In tolumm #1:
Add 5 ul of cold GW2331(10 mM) to the wells E-H.
Add 45 pL of DMSO to the wells A-FL

In column #12 (3-fold dilution):

Add 10 uL of cold GW2331(10 mM) to the well A.

then add 90 ut of DMSO to the well A, mix well the solution.
add 20 w] of DMSO to the wells B-FL

take 10 i solution from the well A to B, mix well,

then take 10 Ul solution from B to C, mix well,

then take 10 |l solution from C to D, mix well.

Finally, take 10 ul from Fto H.

A control plate is 1:10 dilution of the mother plate. The dilution buffer is the wash buffer.

Sample plates

To fresh CPC library plate, add 90 d of DMSO
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Take 10 ul of DMSO dilution and add it to 90 ul of wash buffer in a sample plate

Add 20 ul of SPA beads and 30 pl of 3H-GW2331 with GST-PPAR-delta to each well of
Reaction Plate.

Add 5 gl compounds from each well of the sample plate into columms 2 to 11 of a reaction

plate.
Add 5 pl compounds from column 1 and colunn 12 of the control plate to the column 1 and
column 12 of the reaction plate.

96-well SPA Protocol:

Let reaction plates equilibrate for 20 minutes to 2 hours.

Seal the plates before counting in & Microbeta counter (Wallac).
Calculate ICsp.

In the SPA PPAR delta-LBD Binding Assay ICsp values in the range of 1 nM to >10
KM were measured for the PPAR modnlators of the examples in this application. Compounds
of the invention of formula I can act as agonists or antagonists.

. RAT/MICE Oljgodendrocyte culfures
Prepamtion of cells:

1. Primary rat oligodendrocyte progenitor cells are obtained from the neocortex of
newborm (postnatal days 2-3) rats or mice and are enriched, after removal of microglia,
by mechanical separation from the astrocytic monolayer using a modification of the
technique originally described by McCarthy and de Vellis (1980).

2. Remove the meninges from neonatal rat brein and mechanically dissociate tissue. Plate
cells on T75 flasks and feed cells with DMEM/F12 + 10% FBS.
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Collect oligodendrocytes growing on the astrocyte bed layer by shaking-off method
fourteen days after the original prep date. Centrifuge the suspension and resuspend the
cell pellet in serum free media (SFM; DMEM combined with 25 pg/ml transferring, 30
oM triiodothyronine, 20 nM hydrocortisone, 20 nM progesterone, 10 nM biotin, 1x
trace elements, 30 nM selenium, 1 pg/ml putrescine, 0.1% BSA, 5 U/ml PenStrep, 10
pg/ml insulin) supplemented with the following growth factors: Platelet derived
growth factor-AA (PDGF) and fibroblast growth factor-2 (FGF).

Plate the cells on PDL-coated diches and incubate at 37°C with 6-7% CO2.

Media components are replaced every 48 hr to keep the cells in a progenitor state.

= = -
OF O DASEAFINE 1D INCICAsS O AUMDETE IOr SCIECRINR 833aVE:

. 'When the cultore are confluent, ringe the cultgre with PBS, add trypsin and incubate

for ~2-3 min at 37°C.

2. Neutralize and centrifoge the cell suspension at 900g for 5 min.

w

Resuspead the cell pellet in SPM + PDGE/FGF.

4. Feed the cells with fresh growth factors every 48 hrs to keep enrich for rapidly

dividing progenitor cells.

Cells are passaged no more than 4-5 times prior to experimental agsays.

All experiments involving oligodendrocyte progenitor cells weze done uging cells that
were continuonsly maintained under these conditions. Greater than 95% of all cells
were A2B5 immmopositive end expressed 2° 3’ —cyclic nucleotide 3 -
phosphodiesteragse Il mRNA.

To generate mature oligodendrocytes, 24 h after plating progenitor cells were switched
to SFM supplemented with or without IGR-I and grown under these conditions for 7 d
prior to experimental assays.

Altematively, the enriched rat Central Glia-4 (CG4) progeaitor cell line may be nsed,
which is maintained in base media (DMEM, with 2 mM glutamine, 1mM sodium
pyruvate, biotin (40 nM), insulin (1 pM) and N1) supplemented with 30% conditioned
media from the B-104 neuroblastoma cell line. To induce differentiation, CG4 cells
are switched to base media with 19 fetal calf serum (removed after 2 days) and insulin
(500 nM). A2B5 and MBP immunoreactivity is used to confirm >95% enrichment in
immature and mature cultures, respectively.
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Rat/Mous¢ Culture Compound Treatment:
" 1. Put 10,000 — 15,000 cells /well in 24-well PDL coated plates and culture the cells in
presence of mitogea (10 ng/ml) overnight.
2. In the presence of mitogen:
8. Next day, remove the old medivm and add compounds in fresh medium (with
mitogen)
b. Compound dose response evaluations are performed at 6 different
concentrations (10 1M, 1 pM, 100 nM, 10 nM, 1 oM, and 0.1 nM);
c. Triplicates wells are rum for each compound concentration.
3. Inthe absence of mitogen: ' o
a. Next day, remove the old medium and add compounds in fresh medium
(without mitogen)
b. Compound dose response evaluations are performed at 6 concentrations (10
' WM, 1 pM, 100 oM, 10 nM, 1 nM, and 0.1 nM);
¢. Triplicates wells are run for each compound conceatration.
4. Culture the treated cells for 7 d prior to using in experimenta] assays.

HUMAN Oligodendrocyte cultures

1. Houmen neurospheres collected from E19.5 ~ BE22 human embryo cortex) are cultured
for 2 weeks in progenitor media: DMEM/F12 containing 100 pg/ml transferring, 30
oM triiodothyromine, 20 nM hydrocortisone, 20 nM progesterone, 10 nM biotin, 1x
trace clements, 30 nM selenium, 60 uM putrescine, 0.1% BSA, 5 U/ml! PenStrep, 25
pg/ml ingulin) supplemented with PDGF snd FGF.

2. Neurospheres are dissociated with 20 U/ml papain at 37°C for 30-50 min.

3. Cells are plated onto PDL coated dishes at density of 50,000-100,000 cell/well in
progenitor media containing PDGF/FGF and incubated at 37°C with 5-6% CO2.

4. Media and growth factors are replenished every 48 hr.

(with mitogen)

qu
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Compound dose response evaluations are pexformed at 3-6 different concentrations (10
uM, 1 uM, 100 oM, 10 nM, 1 oM, and 0.1 nM)

3. Triplicates wells are run for each compound concentration.
5. Culture the treated cells for 7 d prior to uzing in experimental assays.

RAT/MOUSE/HUMAN Oligodendrocyte Specific Immunogtaining:

Following compommnd exposure, oligodendrocyte-specific antibodies are used to assess ability
of compound to accelerate/promote oligodendrocyte differentiation (for example, O4, O1, or
myelin basic protein immmmoreactivity is over time between compound treated and untreated
cultures).

1.

9.

Cells ere plated onto poly-D-lysine treated 4-well chamber slides at 5x10° to 20x10*
cella/well and grown as described above. Sequential steining is performed on
oligodendrocyte populations with increasing degrees of cellular differentiation, as
determined by days in vitro without PDGF and FGF.

Live staining for 30 min at 37°C is used to detect oligodendrocyte stage specific cell
surface marker expression (including A2BS, 04, md O1).

Subsequently, cells are fixed with 4% paraformaldehyde, 10 min, room temperature.
Fixed staining procedures are nged to detect oligodendrocyte stage specific marker
expression (including myelin basic protein, MBP).

Ringe with PBS.

. Permeabilize with 0.1% Triton/0.01% NaAz diluted in 1X PBS for 10 min, room

temperature.

. Block with 5-10% goat sezum in antibody dilution buffer (0.1% Triton-X 100 and 1%

IgG-free bovine serum albumin; also used to dilute antibodies), 15 min, room
temperature.

Add primary antibody diluted in antibody dilution buffer.

Incubate overnight, gently rocking, 4° C.

10. Next day, rinse with PBS 1X 5 min, followed by 3X 15 min each, room temperature.
11. Incubate with appropriate secondary antibodies, 45 min, room temperature,
12. Cell nuclei are stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), 15min, room

temperature,

13. Rinse several times with PBS and evaluate using fluorescent microscopy.
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14. The following conditions are compared over time and at different compound doses:

4,

PDGF/FGF alone, SFM alone, SFM-IGF1 alone, PDGF/FGF and compound, SFM and

fixed with either 70% ethanol or 4% paraformaldehyde. '
The cells are incubated successively with biotinylated mouse anti-BrdU and
Streptavidin-Peroxidase, with three intervening washes with PBS.

Colormetric visualization of the BrdU immunoreactivity is developed with DAB
and total cell numbers are agsessed using the counter-stain hematoxylin.
BrdU immmmopositive cells are counted by two independent observers.

RAT/MOUSE/HUMAN Culture Image analvsis: Fluoreacent microscopy is used to quantitate

the extent of oligodendrocyte differentiation after compound exposure. This assay

demonstrates that selective agonists accelerate/promote oligodendrocytes differentiation.

1.

Manual Cell Counting: Four fields are randomly selected for each experimental
condition and 500-600 cells are counted in cach field. The percentage of MBP (or 04)
immmpositive cells (meature process bearing cells with or without myelin gheets)
versus DAPI positive cells (total cell number) cells are compared in the control and
drug-treated groups.

2. Automated Cell Counting: Fluorescent microscopy was used to quantitate the extent of

oligodendrocyte differentiation after compound exposure. Six fields/well were
randomly selected to assess the number of differentiating oligodendrocytes among the
total population (~8 to 15x10° cells are counted/well). lnmunofluorescence images
were obtained uging a Zeiss AxioVigion digital imaging system, with a Zeiss AxioCam
HRc cooled CCD camera connected to the same microscope. All microscopic imaging
parameters were set for acquiring images for the analysis of cellular
imnmumofluorescence intensity. The percentage of MBP pogitive (differentiated) cells
versus total cells (DAPI nuclear stained) was compared in the contro] versus drug-
treated groups. Cellular autofluorescence was undetectable under the imaging
conditions.

gJ
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3. Hinnan oligodendrocyte differentistion assay: manually count total number of O4
immunopositive cells/well (bipolar and multipolar).

The results using rat oligodendrocyte cultures are shown in Table 2. As the results
show compounds of the instant invention enhance or accelerate rat oligodendrocyte
differentiation, as measured by increased myelin bagic protein expression compared to
untreated controls. This finding suggests compound examples shown in Table 2 would
enhance, accelerate, or stimulate oligodendrocyte differentiation and myelin formation i vivo,
in the diseased or injured CNS, including MS and other demyelinating disorders.

Example No. Fold Increase in Myelin Basic Protein Expression in
Oligodendrocyte Differentiation Azsay (concentration gM)
10 1.5 fold (10)
14 1.5fold (1)
23 2 fold (1)
31 2fold (1)
AT/MOUSE/HUMAN Quangtitstive Polymerage Chain Resction (PCR): To evaluate
compound induced PPAR delta pathway activation and the extent of oligodendrocyte
mahrcation (chenges inmRNA Jevels). . . . .

1.  Total RNA is extracted from cultured oligodendrocytes using TriZol reagent.

2.  Subsequently, mRNA is treated with RNage-free DNase, repurified, and then
" converted to cDNA template using a RT reaction (Clontech Advantage RT for PCR
Kit).

3.  PPAR delta pathway member transcript expression is quantitated using Sybr Green
PCR Master Mix.

4.  The 18S ribosomal RNA primer/probe mix (186 bp product), suspended in Taqman
2X PCR Master Mix is used as an internal control.
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5.  Qusntitative PCR is carried out using real-time Tagman™ technology (Gibson, et
al., 1996) with a model 7700 Sequence Detector System (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

6.  The resulis are analyzed using Sequence Detection Systems software version 1.91.

RAT EBLISA Asgay: To evalaate compound induced PPAR delta pathway activation and
the extent of oligodendrocyte matnration (changes in protein levels).

1. Plates are washed with PBS, and then keep on ice. Add 200 pl ice old lysis buffer (Tris
50mM, pH7.4, MgCI2 2mM, EDTA 1mM, $-mercaptoethanol SmM, Nonidet P-40
1%, Protease inhibitar cocktail (Roche): 1 tablet/50 ml) to cach well.

2. Lyse cells by using pipette to up down and spin plates at 2000 rpm at 4°C for 5 min.
The supernatant is ready to use. )

3. Pipet 50 pl of standard, controls and samples to the wells.

4. Add 50 ul of MBP Assay Buffer to each well.

5. Incubate the well, shaking at 500-700 rpm on orbital microplate shaker for 2 hr at
ro0m temperature.

6. Add 100ul of the MBP Antibody-Biotin Conjugate to each well.

7. Incubate the we]l, shaking at 500-700 rpm on orbital microplate shaker forl hr at room
temperature.

8. Wash well 5 times with Wash Solution_ Blot dry by inverting the plate on absorbent
material.

9. Dilute the streptavidin-enzyme conjugate concentrate 1:50 with MBP Elisa Aszay
buffer. (must be diluted immediately prior to use in the assay).

10. Add 100 pl streptavidin-enzyme conjugate solutions to each well.

11. Incubate the well, shaking at 500-700 rpm on orbital microplate shaker for 30 min at
room temperature.

12. Wazsh well 5 times with the Wash Solution. Blot dry by inverting the plate on
absorbent matexial,

13. Add 100 pl of TMB Chromogen Solution to each well.

14. Incubate the well, shaking at 500-700 rpm on orbital microplate shaker for 10-20 min
at room temperature. Avoid exposure to direct sunlight.

15. Add 100 Wl of the Stopping Solution to each well.
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Read the absorbance of the solution in the wells within 30 min, uging a microplate reader set
to 450 nM

7.
8.
9.

minimum of 4 days before use in expeximents.

Prior to surgery each animal is weighed. The rat is then anaesthetized with ketamine
(100 mg/ml) in combination with xylazine (20 mg/ml) in a ratio of 1.8 : 1. The rats are
injected with 0.15ml/180g body weight i.p. of the anaesthetic solution prior to the
surgical procedure. The animal is prepared for surgery using aseptic conditions in
accordance with the IACUC gnidelines. All surgical instruments will be autoclaved.
‘The hair is clipped between the ears and this region will then be scrubbed with
Betadine, flugshed with sterile saline and finally wiped with a pre-packaged sterile

- alcohol swab,
. For the surgical procedure, the rat is placed on its ventral surface in a small animal

stereotaxic instrument degigned to hold the bead steady. The incisor bar is always set
at 3.9 mm, since this has been shown to achieve a flat-sknll position for SD rats.

An incigion is made in the previously shaven skin overlying the skull between the ears.
A small area of bone (0.75mm in diameter) is drilled at the following coordinates AP -
1.8, ML -3.,1 from Jambda.

The bone is removed and rats are injected with 2 ethiditn bromide, lysolecithin, or
SIN-1 into the right candal cerebeller peduncle, DV ~7.1 mm, over a 2 min period by
means of a Hamilton pl syringe and needis. Alternatively injections sre made into the
spinal cord, corpus callosum, or costex.

The needle is left in position for the subsequent 2 min.

After withdrawal of the needle the incision is sutured.

Each rat receives ap i.m. injection of 0.003mg buprenorphipe into a hind leg.

10. The rat is placed in a warming cupboard until it regains consciousness. At which time

it is returned to its home cage. Do not allow more than 2 rats per cage, as they will pull
cach other’s suturs out.

11. Similar procedures are also done using mice.
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Experimental allergic encephalomyelitis (EARE) is a T-cell-mediated autoimmune
disease of the nervous system that develops in susceptible animals following sensitization
with either whole spinal cord homogenate or a component (myelin basic protein). The EAE
rodent model is an appropriate tool for studying the inflammation of the brain and spinal cord
observed in MS patients. In rodents, injection of whole spinal cord or spinal cord components
such as myelin bagic protein induces an autoimmune response based on the ectivation of T-
lymphocytes. Clinical disease typically becomes manifest around day 8-10 after inoculation,
obaerved as a broad spectrum of behaviaral anomalies ranging from mild gait disturbances
and tail atony to complete paralysis and death. Weight loss typically occurs. In animals that
survive, spontaneous recovery occurs, accompanied by variable recovery of.most motor
function. Depending on the species, allergen, and methodology used, animals tested by the
EAE mode]l may experience a single (acute EAR) or several (chronic relapsing EAE) attacks.
Several treatment paradigms may be used: the drog or treatment of choice may be
administered before immunization, during the nonsymptomatic period or during the clinical
disease.

Animpals:
Female Lewis rats, 160-220g (Charles River)
Antigen:
Whole Guines Pig spial cord (Harlan Biosciences).
Complete Freund's adjuvant 37 Ra [1mg/ml Mycobecterium Tuberculosis H37 Ra]
(Difco). : '
Additionsl antigen:
Mycobactegium Tobercnlogis (Difco).
Bordetella Pertussis [Heat Killed] (Difco).
Antigen preparation- (for approximately 720 animals):
1. Weigh 5 grams of frozen gninea pig epinal cord.
2. Add 5g spinal cord to 5Smi 0.9% saline (1g/ml) in a round bottom centrifuge tube
3. Homogenize on ice with the Tissue-tech until the tissue is completely disrupted
(approximately 5 minutes).
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4. Add 10 m] Complete Freund's adjuvant H37 Ra supplemented with 200 mg
Mycobacterinm Tuberculogis (20 mg / ml Complete Freund's adjuvant H37 Ra).

5. Bxtract homogenate / adjuvant from tube by sucking it into a 10 ml syringe fitted with an
18 gange emulsifying ncedle.

6. Emnlsify between two 30 ml glass syringes until it becomes difficult to continue passing
the material through the needle. (Approximately 5 minutes {there must be no separation
between the oil phase and the aqueous phase}).

7. Use immediately or keep on ice until needed (not more than 30 min) (do aot freeze).

Erotoco]

1. Female Lewis rats (Charles River) are given free access to food and water and should be
acclimated a minimum of 3 days before use in expesriments.

2. Rats weighing 160 and 220 grams are initially indoced with 5% isoflurans (Aerrane, Fort
Dodge), 30% O3, 70% N0 for 2-5 minutes,

3. The rat is then placed onto a circu)ating water heating blanket (Gaymar) (dorsal surface
up) and into the nose cone for spontaneous respiration of mesthetic gases. The isoflurane
is reduced to 2%.

4. Two subcutapeous injections (0.1 ml each) of either antigen or nommal saline are made into
ventral surface of the hind paws.

5. The animals are removed from the nose cone, weighed and numbered.

6. The rats are allowed to awake from anesthesia and are placed into individual cages.

7. 'The animals are observed daily for signs of EAE induction (see criteria below)

STAGE:0
STAGE 1
STAGE 2
STAGE: 3
STAGE: 4
STAGE: 5
STAGRE: 6

STAGE:7

NORMAL

Abnormal gate and tail atony

Mild but definite weakness of one or both hind legs

Severe weakness of one or both hind legs or mild ataxia

Severe paraparesis and minimal hind leg movement

No hind leg movement and paraplegia

Moribund stete with no spontaneous movement end impaired respiration.
Increasing degree of front leg involvement and uripary and fecal incontinence
may also ocour '

DEATH
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Treatment is begun on day 10 after immunization. Since the disease symptoms in this
model typically appear 10-11 days after inoculation, this time point may be considered to
represent the initial phase of an acute episode of MS. 1t is judged that this delay of the start of
treatment mimics the clinical sitzation more closely than the traditionally used protocols
where drugs are administered at the time of, or even before, inoculation (Teitelbaum D. et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96: 3842-3847 and Brod S. A, et al., Ann Neurol 2000; 47;
127-131),

“* This invention is further illustrated by the following examples of compounds used
herein which are provided for illustration purposes and in no way limit the scope of the
present invention.

Sypthetic Examples
Genera]

Commercial reagents and solvents were used as received. 'H NMR epectra were
recorded on a Varian MercuryPlus-300 (300 MBz) or Varian Unity Inova (400 MHz)
spectrometer as indicated. Proton chemical shifis are reported in [0 ppm relative to internal
tetramethylsilane (0.0 ppm). MS (LC-MS5) data is obtained using a Micromass 1.CT time of
flight mass spectrometer with electrospray ionization and 5 min data acquisition time for m/z
100 to 1000. LC (LC-MS) is performed using a Hypersil C18 column (4.6x50mm, 3.50] with
mobile phase of 0.1 % TFA in H2O (A) and 0.1% TRA in ACN (B) and a gradient of 5% to
100% B over 3 min followed by 2 min at 100% B. Alternatively, a Platform LC-MS with
electrospray source may be used with a HP1100 LC system running at 2.0 ml/min, 200
DL/min split to the ESI source with inline HP1100 DAD detection and SEDEX ELS
detection. A Luna C18(2) column (30x4.6mm 3[]is used with a gradient of 5% to 95% B over
4.5 min with mobile phase of 0.1% formic acid in H,0 and 0.1% formic acid in ACN (B).
HPLC purification is performed on a Varian ProStar system using a reversed-phase C18
column with a linear gradient of ACN /H;0 containing 0.1% trifluoroacetic acid. Microwave
syntheses were performed nsing a Personal Chemistry Smithcreator microwave reaction
system using 2 or 5 mL reactor vesesels,

Example 1
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Hest to 120°C a neat mixture of methyl 2-chloroacetoacetate (914 L, 7.5 mmol) and
3-methyl-benzamide (676 mg, 5 mmol) and stir at this temperature for 12 hrs. Cool the
reaction mixture to room temperature and dilute it with ethyl acetate, wash with saturated
sodium bicarbonate solution (3 times), water (twice) and brine, Dry the organic extract over
MEgSO4 and concentrate. Purify the resulting residue by flash chromatography (elute with
10% ethyl acetate in heptane) to give the title compound as a yellow oil (492 mg).

Example 2

Cool (0°C) a solution of lithium aluminum hydride (10 mL, 1M in THF) and add a
solution of 4-methyl-2-(4-triflucromethyl-phenyl)-thiazole-5-carboxylic acid (Commercially
available, 2.87g, 10 mmél) in THF (20 mL). On complete addition, remove the cold bath and
stir for 3.5 hra. Cool this solution to 5°C, and then add water (0.25 mL), dropwise, followed by
NaOH solution (0.25 ml., SM in water) and water (0.5 mL). Dilute the resulting mixture with
ethyl acetate and then filter through a pad of celite. Wash the solids with dichloromethane and
then concentrate the combined filtrates under reduced pressure to give the title compound as a
yellow solid (2.59 g).

MS (BST) m/z 274 (M+H); H1 NMR (CDCls) 8 1.87 (bs, 1H), 2.49 (s, 3H), 4.86 (3, 2H), 7.67
(4, J = &Hz, 2H), 8.02 (4, ] = 8z, 2H).
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HO
@
N
5 inte; [4-Methyl- =2

Follow the procedure of Example 2, but use the compound of Example 1 as the
sterting material to obtain the title compoumd.
MS (ESI) m/z 204 (M+H); H1 NMR (CDC1;) & 2.25 (g, 3H), 2.40 (t, J = THz, 1H), 2.42 (s,
10 3H), 4.70 (d, 7 = THz, 2H), 7.25-7.36 (m, 2H), 7.75-7.85 (m, 2H).

Example 4

15

Cool (10°C) a solution of [4-methy}-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazol-5-y1]-

methanol (Example 2, 753 mg, 3 mmol) in THF (12 mL.) add triphenylphosphine (864 mg, 3.3

20  mmol) followed by freshly recrystallized N-bromosuccinimide (587 mg, 3.3 mmol). On
complete addition, remove the cold bath and stir continuously for 45 min. Concentrate the
resulting mixture under vacoum and purify the residne by flash chromatography (elute with
10% ethyl acetate / 10% dichloromethane in heptane) to give the title compound as an orange
solid (846 mg).

25  MS (ESD m/z 336,338 (M+H); H1 NMR (CDCls) § 248 (s, 3H), 4.72 (3, 2H), 7.69 (d, J =
8Hz, 2H), 8.01 (d, J = 8Hz, 2H).

Example 5
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Cool (0°C) a solution of [2-(3-methyl-phenyl)-4-methyl oxazol-5-yl}-methanol
(Bxample 3, 756 mg, 4 mmol) in dichloromethane (16 mL) and add, sequentially, DMAP (51
mg, 0.4 mmol), triethylamine (552 uL, 4 mmol) and methanesulfonyl chloride (323 plL., 4.2
mmol). Stir the regulting solution for 5 min., remove the cooling bath and stir for 25 min.
10  Dilute this solution with ether, wash with hydrochloric acid (5 mL, 2M), brine, dry over
MgSO, and concentrate to give the title compound (743 mg).

Example 6

15

20 ) To a mixture of 4-hydroxy-benzoic acid methyl ester (152 mg, 1 mmol) and potassium
carbonate (152 mg, 1.1 mmol) add acetonitrile (4 mL). To this mixture add 5-bromomethyl-4-
methyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazole (Bxample 4, 314 mg, 1 mmol). Warm the
resulting reaction mixture to 60°C, and stir at this temperature for 5 hrs. Coal the mixture to
room temperature, dilute with ethyl acetate, wash with water, then brine, dry over MgSO,,

25  filter and concentrate to give the title compound as a white solid (364 mg).



a0
WO 2005/097762 PCT/US2005/010854¢
-45-

MS (BSI) m/z 408 (M+H); H1 NMR (CDCls) 6 2.53 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 4.52 (s, 2H), 7.00
(d, J = SHz, 2R), 7.68 (d, / = 8Hz, 2H), 8.02 (m, 4H).

Example 7

Follow the procedre of Example 6, but use the compound of Example 5 as the
10  starting material to obtain the title compound.
MS (EST) m/z 338 (M+H); H1 NMR (CDCL;) § 2.30 (5, 3H), 2.41 (g, 3H), 3.90 (s, 3H), 5.11
(s, 2H), 7.03 (d, J = 9Hz, 2H), 7.25 (m, 1H), 7.33 (t, J = 8Kz, 1H), 7.81 (d, J = 8Hz, 1H) 7.87
(bs, 1K) 8.02 (d, J = 9Hz, 2H). '

15 Example 8

To a suspension of 4-[4-methyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazol-5-ylmethoxyl-
benzoic acid methyl ester (Example 6, 364 mg, 1 mmol) in methenol (10 mL) add anhydrous
hydrazine (128 ml, 4 mmol). Warmm the resulting mixture to 60°C and stir at this temperature

25  for 18 his. Cool the resulting solution to room temperature, and add 3 drops of water.
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Concentrate the solution under vacoum and purify the residue by flazh chromatography (elute
with 5% methanol in dichloromethane) to give the title compound (271 mg).

MS (EST) nvz 408 (M+H); H1 NMR (DMSO) & 2.51 (g, 3H), 4.4 (bs, 2H), 5.42 (s, 2H) 7.10
(d, J = 9Hz, 2H), 7.82 (d, J =9Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8Hz, 2H) 8.12 (d, J = 8Hz, 2H) 9.63 (bs,
1H).

Example 9

Follow the procedure of Exampls 8, but nse the compound of Example 7 as the
starting material to obtain the title compound. '

MS (BSI) m/z 338 (M+H); H1 NMR (DMSO) 8 2.24 (s, 3H), 2.38 (s, 3H), 4.43 (bs, ZH), 5.26
(s, 2H) 7.11 (d, J = 9Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8Hz, 1H), 7.41 (1, 7 = 8Hz, 1H) 7.74-7.83 (m, 4H)
9.63 (bs, 1H). '

Example 10

F«}Q{Lm

L&
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Toa suspmgm of 4-[4-methyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazol-5-ylmethoxy]-
benzoic acid hﬂude (EJ_:ainpie'S. 271 mp, 0.74 mmol) in dichloromethane (7 mL) add
pheaylchloroformate (94 uL, 0.75 mmol) followed by pyridine (132 pL, 1.63 mmol). Stir the
resulting mixture at room temperature until all the starting material is copsumed (by TLC
analysis). Concentrate the mixture, and then take the residue up in acetonitrile (10 mL). To
this mixture, add DBU (220 pL, 1.5 mmol). Seal the resulting solution; warm it to 180°C in a
Personal Chemistry™ microwave oven and stir at this temperature for 15 min, Cool the
reaction to room temperature, dilute with ethyl scetate, wash with 1 M HC] solution (or
saturated NaH,PO, sohition) dry over MgSO, and concentrate. Triturate the resulting residue
with dichloromethane several times to give the title compound as a tan solid (69 mg).

MS (BSI) m/z 365 (M+H); H1 NMR (DMSO) § 2.51 (s, 3H), 4.4 (bs, 2H), 5.42 (s, 2H) 7.10
(d, J=9Hz, 2H), 7.82 (d, J = 9Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8Hz, 2H) 8.12 (d, J = 8Hz, 2H) 9.63 (bs,
1H).

Example 11

Follow the procedure of Example 10, but use the compound of Example 9 as the
starting material to obtain the title compound.
MS (ESI) m/ 364 (M+H); H1 NMR (DMSO) 5 2.25 (s, 3H), 2.38 (s, 3H), 5.30 (s, 2H) 7.23
(d, J =9Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8Hz, 1H), 7.41 (t, J = 8Hz, 1H) 7.75-7.79 (m, 4H) 12.44 (bs,
1H).
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Cool (-5°C) a suspension of NaH (84mg, 60% dispersion in mineral oil, 2.05 mmol) in
THF (4 mL) and add a solution comprised of 2-([4-methyl-2-(4-triflucromethyl-phenyl)-
thiazol-5-yl)-methanol (546 mg, 2 mmol) and 4-bromomethyl-benzoic acid methyl ester (458
mg, 2 mmol) in THF (5 mlL). Stir the resultiog mixture for 5 min then the remove the cold
bath and stir for an additional 3hr, Quench the reaction with 1M HC] solution, dilute with
ethy] acetate, wash with brine and dry over Mg SO,. Concentrate this solution under vacuum
and purify the residue by flash chromatography (eluting with 20% ethyl acetate in heptane) to
give the product (377 mg) as & white solid.
MS (BSI) m/z 422 (M+H); H1 NMR (CDCkL) 6 2.44 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 4.64 (s, 2H), 4.71
(s, 2H), 7.42 (4, J = 8Hz, 2H), 7.66 (d, J = §Hz, 2H) 8.00 (m, 4H).

Example 13

O



Follow the procedure of Example 8, but use the compound of Example 15 as the
5  starting material to obtain the title compound.

Example 17

10

Follow the procedure of Example 10, but use the compound of Example 16 as the
15  starting material to obtain the title compound.
MS (BSI) m/z 448 (M+H); H1 NMR (DMSO) & 2.40 (s, 3H), 4.65 (s, 2H), 4.79 (s, 2H) 7.53
(m, 2H), 7.72 (m, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.82 (d,.J = 8Hz, 2H), 8.10 (d, 7= 8Hz, 2H), 12.5 (bs,
1H).

20 Example 18

—

?
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To a solution of 3-oxo-heptanoic acid methyl ester (5.0 g, 31.6 mmol) in dry
dichlorometbane (80 mlL) add sulfurylchloride (2.82 mL). Stir the reaction mixture at room
temperature for 30 minutes then add water (20 mL) and the reaction mixture extracted five
times with portions of 30 mL of dichloromethene. Wash the combined organic extracts with
water, satorated aqueous sohition of NaHCO; and brine and then dry over MgS0O,. Remove
the solvent under reduced pressure to give 2-chloro-3-oxo-heptanoic acid methy} ester (6.0 g),
which was used in the next step without further purification. To a solution of 2-chloro-3-oxo-
heptanoic acid methy} ester (6.0 g, 31.1 mmol) in ethanol (50 mL) add 4-(triflncromethyl)
thiobenzamide (6.4 g, 31.2 mmol). Heat the reaction mixture to reflux overnight. Remove the
solvent under reduced pressure and purify the residue by chromatography on silica gel (eluting
with a gradient of n-heptane:ethyl acetate (100:1 to 60:1)) to give 4-butyl-2-(4-
trifluoromethyl-phenyl)-thiazol-5- carboxylic acid methyl ester (7.4 g) as a yellow oil.

MS (ESI) m/z 344 (M+H).

Exemple 19

To a solution of lithium aluminium hydride (1.2 g) in dry tetrahydrofuran (100 mL)
add 4-buty]-2-{4-trifloormethyl-phenyl)-thiazol-5- carboxylic acid methyl ester (5.3 g, 154
mmol) disgolved in tetrahydrofuran (100 mL). Stir the reaction mixture at room temperature
over a period of one hour. * Add a saturated aqueous solution of ammonium chleride (50 mL)
and then a 1 molar aqueous solution of hydrochloric acid (50 mL). Extract the reaction
mixtore five times with portions of 60 ml of ethyl acetate. Dry the combined extracts with
MgS0, and remove the solvent under reduced pressure to provide [4-butyl-2-(4-
trifluoromethyl-phenyl)-thiazole-5-yl}-methanol (4.6 g) as a yellow oil, which solidified upon
stapding at room temperatare.
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Follow the procedure of Example 8, but use the compound of Example 12 as the
5  starting material to obtain the title compound.
MS (BST) m/z 422 (M+H); H1 NMR (CDCls) § 2.44 (8, 3H), 4.09 (bs, 2H), 4.63 (5, 2H), 4.71

(s, 2H), 7.30 (bs, 1H), 7.44 (d, 7 = 8Hz, 2H), 7.66 (d, J = 8Hz, 2H), 7.73 (d, J = 8Hz, 2H) 8.00
(d, 7 = 8Hz, 2H).

10

15

Follow the procedure of Example 10, but use the compound of Example 13 as the
starting material to obtain the title compound.
MS (ESI) m/z 448 (M-+H); H1 NMR (DMSO) 5 2.40 (s, 3H), 4.65 (s, 2H), 4.78 (s, 2H) 7.50
20  (d,J=8Hz, 2H), 7.78 (4, J = §Hz, 2H), 7.82 (d, J = 8Hz, 2H) 8.10 (d, 7 = 8Hz, 2H) 12.54 (bs,
1H).
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Cool (0°C) a solution of 2-([4-methyl-2-(4-triffuoromethyl-phenyl)-thiazol-5-yl)-
methanol (450 mg, 1.64 mmol) in THF and add NaH (70mg, 50% dispersion in mineral oil,
10  1.75 mmol). Stir the resulting mixture for S min. Remove the cold bath and continue stirring
for 1 br. To this mixture add 3-(bromomethyl)-benzoic acid methyl ester (450mg, 1.95
mmol). Stir the resulting mixture for 3 hr then quench the reaction with sat. NH(Cl soluticn.
Dilute the mixture with ether, wash with brine, dry over MgSO, and concentrate under
vacuum. Purify the residue by flash chromatography (eluting with 30% ethyl acetate in
15  beptane) to give the title compound (181 mg) as an oil.
MS (BST) m/z 422 (M+H); H1 NMR (CDCls) 5 2.44 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 4.63 (s, 2H), 4.71
(s, 2ZH) 7.44 (t, J = 8Hz, 1K), 7.56 (d, J = 8Hz, 1H), 7.66 (d, = 8Hz, 2H)), 7.00 (m, 4H).

......... — e Example 16
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MS (ESI) m/z 316 (M-+H); H1 NMR (DMSO-d6) 6 0,91 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,35 (m, 2H),
1,64 (m, 2H), 2,70 (m, 2H), 4,68 (bm, 2H), 5,63 (bm, 1H), 7.83 (bd, J = 8,5 Hz, 2H), 8,09 (bd,
J=8,5 Hz, 2H).

Example 20

To & solution of [4-butyl-2-(4-trifluaromethyl-phenyl)-thiazole-5-yl]-methanol (1.0 g,
3.1 mmol) in dichloromethane (50 mL) add triethylamine (0.88 ml) and methanesulfonyl
chloride (0.39 mL). Stir the reaction mixture at room temperature for a peziod of three hours
then add dichloromethane (100 mL). Wash the reaction mixture with a saturated agneous
golution of NaHCO; (50 mL), water and brine. Dry the organic layer over MgSO, and
remove the solvent under reduced pressure to give 4-butyl-5-chloromethyl-2-(4-
triflnoromethyl-phenyl)-thiazole (1.0 g) as a yellow oil.
MS (BSI) m/z 334 (M+H); H1 NMR (DMSO0-d6) 5 0.92 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.37 (m, 2H),
1.68 (m, 2H), 2.80 (m, 2H), 5.14 (s, 2H), 7.86 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = 8.5 Hz, 2H).

Example 21
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To an ice-cold solution of [4-butyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazole-5-yl]-

methanol (1.0 g, 3.17 mmol), 2-chloro-4-hydroxy-benzoic acid methyl ester (592 mg, 3.17

mmo]) and triphenylphosphine (832 mg, 3.17 mmol) in dichloromethane edd diethyl

azodicarboxylate (0.567 mL, 3.17 mmol). Stir the reaction mixture for 2 hours while allowing
5 it to wanm to room temperature. Remove the solvent under redoced pressure and purify the

residue by flash chromatography on silica gel to give 4-[{4-butyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-

thiazol-5-ylmethoxy]-2-chloro-benzoic acid methyl ester (600 mg).

MS (ESD) m/z 484 (M+H).

10 Example 22

15

Follow the procedure of Example 8, but use the compound of Bxample 21 as the
starting material to obtein the title compound.
MS (BSI) m/z 484 (M+H).

Example 23
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Follow the procedure of Example 10, but use the compound of Example 22 as the
starting material to obtain the title compound.
MS (ESD) m/z 510 (M+H); H1 NMR. (DMSO0-d6) 6 0.91 (t, 3H), 1.37 (m, 2H), 1.68 (m, 2H),
2.83 (t, 2H), 5.50 (s, 2H), 7.19 (dd, /=9, 2.5 Hz, 1H), 740 (d, /= 2.4 Hz, 1H), 7.77 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 8.13 (d, 7= 8.3 Hz, 2H), 12.64 (bs, 1H).

Example 24

To a solution of 2-fluoro4-roethyl-benzoic acid (1.1 g, 7.13 mmol) in methanol (20
mL) add thionyl chloride (1.02 g, 8.56 mmol). Stir the resulting mixture overnight then
concentrate undex vacuum to give the title compound (1.2 g) as a white solid.
MS (ESI) m/z 169 (M+H); H1 NMR (DMSO-d6) § 2.37 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 7.12-7.21 (m,
2H), 7.79 (t, J= 8.0 Hz, 1H).

Example 25

Bromometn ]
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To a solution of 2-fluoro-4-methyl-benzoic acid methyl ester (1.12 g, 6.66 mmol) in
carbon tetrachloride (12 mL) add N-bromosuccinimide (1.18 g, 6.66 mmeol) and benzoyl
peroxide (10 mg). Heat the resulting mixture to 60°C for 13 hours then concentrate under
vacuum to half and filter. Concentrate the filtrate under vacuum and purify the resulting crude
product by flash chromatography on silica gel (eluting with 5/1 heptane/ethyl acetate) to give
the title compound (1.35 g) as a white solid.

MS (ESI) m/z 247 (M+H); H1 NMR (DMSO0-d6) & 3.85 (s, 3H), 4.73 (s, 2H), 7.37-7.48 (m,
2H), 7.88 (t, 7= 8.0 Hz, 1H).

Example 26

To a solution of [4-butyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyi)-thiazole-5-yl}-methanol (1.02 g,
» 3.24 mmol) in anhydrous DMFE (150 mL) add cesium carbonate (2.7 g, 8.10 mmol) and 4-
bromomethyl-2-fluoro-benzeic acid methyl ester (0.8 g, 3.24 mmo]).- Stir the resulting
mixture overnight then pour into a 1M aqueocns solution of potassinm hydrogenophosphate
and extracted three times with diisopropyl ether. '‘Wash the combined extracts with water, dry
over MgSO,, filter and concentrate under vaciram. Purify the residue by flash
chromatography on silica gel (eluting with a gradient of heptane/ethyl acetate) to give the title
compound (0.3 g) as a yellow solid.
MS (ESI) m/z 482 (M+H); H1 NMR (DMSO-d6) 6 0.89 (t, 7 = 7.5 Hz, 3H), 1.33 (m, 2H),
1.65 (m, 2H), 2.72 (m, 2H), 3.86 (s, 3H), 4.67 (s, 2H), 4.80 (8, 2H), 7.28-7.34 (m, 7H), 7.86
(bd, 7=18.5 Hz, 2H), 7.90 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 8.11 (bd, = 8.5 Hz, 2H).
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Follow the procedure of Example 8, but use the compound of Example 26 as the
starting material to obtain the title compound.
MS (ESI) m/z 482 (M+H); H1 NMR (DMS0-d6) § 0.90 (t, 7 = 7.5 Hz, 3H), 1.33 (m, 2H),
1.65 (m, 2H), 2.72 (m, 2H), 4.53 (bs, 2H), 4.62 (s, 2H), 4.79 (s, 2H), 7.20-7.29 (m, 2H), 7.57
(bt, 7 = 8.0 Hz, 1H), 7.84 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 9.51 (m, 1H)..

Example 28
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Follow the procedare of Example 10, but use the compound of Example 27 as the
starting material to obtain the title compound.
MS (BSI) m/z 508 (M+H); HI NMR (DMSO0-d6) 6 0.89 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.33 (m, 2H),

1.65 (x, 2H), 2.73 (m, 2H), 4.68 (s, 2H), 4.81 (s, 2E), 7.33-7.40 (m, 2H), 7.80 (1, /= 8.0 Hz,
5  1H),7.85 (bd,J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 12.70 (bm, 1H).

Example 29

10

To a solution of 4-butyl-5-chloromethyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiszole (278
15 mg, 0.83 mmol) in anhydrous DMF (5 ml) add cesium carbonate (297 mg, 1.66 mmol) and
methyl 4-hydroxyphenylacetate (200 mg, 1.20 mmol). Stir the resuiting mixtare overnight
then pour into water and extract twice with ethyl acetate. 'Wash the combined extracts with
water, dry over MgSQO,, filter and concentrate under vacvum to give the title compound (290
mg) as a yellowish solid.
20 MS(ESI)MSOSM+H).H1NM‘R(I)MSO—dG)5090(t.J 7.5 Hz, 3H), 1.36 (m, 2H),
1.67 (m, 2H), 2.80 (m, 2H), 360(5.311).361 (s, 2ZH), 5.33 (8, 2H), 7.00 (bd, J = 8.5 Hz, 2H),
- 721 (bd, J= 8.5 Hz, 2H), 7.84 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = 8.5 Hz, 2H).
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Example 30
FF' O/Y °
O~ i
W

Follow the procedure of Example 8, but use the compound of Example 29 as the
starting material to obtain the title compound.
10 MS (BSD m/z 464 (M+H); H1 NMR (DMSO0-d6) 5 0.91 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.36 (m, 2H),
1.67 (m, 2H), 2.80 (m, 2H), 3.28 (s, 2H), 4.17 (bd, J = 4.0 Hz, 2H), 5.32 (s, 2H), 6.97 (bd, J =
8.5 Hz, 2H), 7.19 (bd, 7 = 8.5 Hz, 2H), 7.84 (bd, 7 = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = 8.5 Hz, 2H),
9.13 (bt, J=4.0 Hz, 1H).

15 . Example 31

Follow the procedure of Example 10, but use the compound of Example 30 as the
starting material to obtain the title compound.

T
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MS (BSI) m/z 490 (M+H); Hi NMR (DMSO0-d6) § 0.90 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.36 (m, 2H),
1.68 (m, 2H), 2.80 (m, 2H), 3.87 (s, 2H), 5.33 (s, 2H), 7.03 (bd, J = B.5 Hz, 2H), 724 (bd, J =
8.5 Hz, 2H), 7.85 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 11,7-12,4 (bm, 1H).

5 Example 32

10

To a solution of 4-butyl-5-chloromethyl-2-(4-trifluoromethyl-phenyl)-thiazole (300
mg, 0.90 mmol) in anhydrous DMF (5 mL) add cesinm carbonate (586 mg, 1.80 mmol) and
methyl 3-(3-hydroxypheuyl)propionate (178 mg, 0.99 mmol). Stir the resulting mixture

15  ovemight then pour into water and extract twice with ethyl acetats. Wash the combined
extracts with water, dry over MgSQO,, filter and concentrate under vacunm. Purify the residue
by fiash chromastography on silica gel (eloting with 5% ethyl acetate in heptane) to give the
title compound (290 mg) as a yellow oil.

MS (ESD) m/z 478 M+H); Hl NMR (DMSO-dé) 6091 (t, J= 7.5 Hz, 3H), 1.37 (m, 2H),

20 1.68 (m, 2H), 2.64 (m, 2H), 2.76-2.88 (m, 4H), 3.58 (s, 3H), 5.33 (s, 2H), 6.82-6.91 (m, 2H),

6.93 (bs, 1H), 7.22 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.85 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = 8.5 Hz, 2H).



10

15

WO 2005/097762 PCT/US2005/010854

-61-

Example 33

Follow the procedure of Example 8, but use the compound of Example 32 as the
starting material to obtain the title compound.
MS (ESI) m/z 478 (M+H); H1 NMR (DMS0-d6) § 0.91 (t, 7 = 7.5 Hz, 3H), 1.36 (m, 2H),
1.68 (m, ZH), 2.33 (m, 2H), 2.80 (m, 4H), 4.14 (bd, J =4.0 Hz, 2H), 5.32 (s, 2H), 6.79-6.92
(m, 3H), 7.21 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.85 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 8.94
(bm, 1H).

Example 34

(1
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Follow the procedure of Example 10, but use the compound of Example 33 as the
starting material to obtain the title compound.
MS (ESI m/z 504 (M+H); HI NMR (DMSO-d6) § 0.91 (t, J= 7.5 Hz, 3H), 1.36 (m, 2H),
1.67 (m, 2H), 2.80 (m, 2H), 2.88 (m, 4H), 5.33 (s, 2H), 6.83-6.93 (m, 2H), 6.97 (bs, 1H), 7.23
(t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.85 (bd, J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (bd, J = B.5 Hz, 2H), 11.5-12.5 (bm, 1H).
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_ CLAIMS

What is claimed is:

1. A compound of formula E

s -
°\\f—iw g
HN. =
N "ARYI:._'Z—%I
X" R,
I
. wherein

ARYL ig phenyl or pyridinyl, wherein said phenyl or pyridinyl is optionally substituted with
one or more substitnents selected from the group consisting of halogen, C,_¢alkyl, Cy.
ealkenyl, Cy.alkoxy, Cysperfluoroalkyl; Cy.salkylthio, hydroxy, hydroxyCi.salkyl, C;.
4acyloxy, nitro, cyano, C.¢alkylsulfonyl, amino, C, galkylamino and C;.
15 salkoxycarbonyl;
W is a bond or (CHz)y, wherein m is an integer from 1 to 4;
Ziz -O(CHa)y, ~SO2(CHa)x-, {CHa)s-Y«(CHan+(CHz)-CO-, -O(CHz)-CO-
or <(CHa)y-Y-(CH3)s-CO- wherein Y is NRj, O or S and R; is selected from the group
consisting of H, C;.¢alkyl Cs scycloalkyl, C;5alkylCs gcycloalkyl and benzyl and n is
‘0 independently an integer from 1 to 5;
Xis NRj, O or S wherein R; is as defined above;
R,is H, balogen, C1.¢alkyl, C; galknxy, Cy.sperfluoroalkyl; hydroxyCs.salkyi, nitro, cyano,
and C;_ealkylamino; and
Rais substituted or unsubstituted phenyl, pyridinyl or thieny! wherein the substitnents are
25 selected from the group consisting of halogen, Ci.¢alkyl, C;.salkenyl, C;.4alkoxy, C;.
spexfluoroalkyl, C;.ealkylthio, hydroxy, hydroxyC galkyl, C, 4acyloxy, nitro, cyano,
Ci.salkylsulfonyl, amino, C;salkylamino and C;.salkoxycarbonyl; or a stereoisomner, &
tautomer or a solvate thereof or a pharmaceutically acceptable salt thereof.
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2. The compound according to claim 1 wherein ARYL is phenyl

3. The compound according to claim 1 wherein ARYL is phenyl; and
R; is phenyl.

4.Th=compomdaoomdingmcln§m 1 wherein ARYL is phenyl;
Z is -O(CHg)y~; and
R; is pbenyl.

5. The compound according to claim 1 wherein ARYL is phenyl;
Z is -O(CH2)u-:
XisOorS; and
R; is phenyl.

6. The compound according to claim 1 wherein ARYL is phenyl;
Z is -O(CHa)n~
XisOasS;
R; is C;galkyl;
Rz is phenyl and;
W is a bond.

7. The compound according to claim 6 wherein X is O.
8. The compound according to claim 6 wherein X is S.

9. The compound according to claim 1 wherein ARYL is phenyl;
Z is (CHa)e-Y-(CHg),-; and
R is phenyl.

10. The compound according to claim 1 wherein ARYL is phenyl;
Z is (CHa)x- Y-(CHa)a;
Xis OorS; and

R is phenyl.
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11. The compound according to claim 1 wherein ARYL is pheayl;
Z is (CHa)y- Y~(CHa)y;
XisOarS;end
R, is Cy.ealkyl;
R, is phenyl and;
W is abond.

12. The compound according to claim 11 wherein X is S.
13. The compound of claim 11 wherein Y is O.

14, The compound according to claim 1 wherein ARYL. is phenyl,
Z is -O(CHa),~;
XisOorS;
R, is C;.salkyl;
R; is phenyl and;
W is (CH2),,, wherein m is an integer from 1 to 4.

15. The compound according to claim 14 wherein X is S.

16. The compound according to claim 1, which ig selected from the group consisting of:
5-{4-J4-methy)-2-(4-triflocromethyl-phenyl)-thiazol-5-yimethoxy]-phenyl }-3H-
[1,3,4]oxadiazol-2-one 5-[4-(4-methyl-2-m-tolyl-oxazol-5-ylmethoxy)-phenyl]-3H-
[1,3,4Joxadiazol-2-one, 5-{4-[4-methy)-2-(4-trifluoromethyl-pheny])-thiazol-5-yl)-
methoxymethyl]-phenyl }-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-one, 5-{3-[4-methyl-2~(4-trifluoromethyl-
phenyl)-thiazol-5-yl)-methoxymethyl]-phenyl}-3H-[1,3,4]Joxadiazol-2-one, 5-{4-[4-butyl-2-
(4-triftluoromethyl-phenyl)-thiazol-5-ylmethoxy]-2-chlaro-phenyl}-3H- [1,3,4]oxadiazo)-2-
one, 5-{4-[4-butyl-2-(4-triflucromethyl-pheny!)-thiazol-5-ylmethoxymethyl]-2-fluoro-
phenyl}-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-one, 5-{4-[4-butyl-2-(4-triflncromethyl-phenyl)-thiazol-5-
ylmethoxy)-benzy!}-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-one, and 5-(2-{3-[4-butyl-2~(4-trifluaoromethyl-
phenyl)-thiazol-5-yimethoxy]-phenyl}-ethyl)-3H-{1,3,4Joxadiazol-2-one.
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17. A pharmaceutical composition comprising an effective amount of a compound according
to claim] and a pharmaceutical acceptable carrier. o

18. A method of treating a disease in 2 mammal wherein the disease is capable of being,
modulated by PPARdelta ligand binding activity, which comprises administering to said
mammal having said disease a therapeutically effective amount of a compound according to
claim 1. .

19: The method according to claim 11 whercin said disease is a demyelinating disease
selected from the group consisting of multiple sclerosis, Charcot-Marie-Tooth disease,
Pelizacus-Mexrzbacher disease, encephalomyelitis, neuromyelitis optica,
adrenoleukodystrophy, Guillian-Barre syndrome and disorders in which myelin forming glial
cells are damaged including spinal cord injuries, neuropathies and nerve injury.

20. The method eccording to claim 12 wherein the demyelinating disease is muitiple sclerosis.

21. The method according to claim 11 wherein said disease is selected from the group
conzisting of obesity, hypertriglyceridemia, hyperlipidemin, hypoalphslipoproteinemis,
hypercholesterolemia, dyslipidemia, Syndrome X, Type 1I diabetes mellitns end complications
thereof selected from the group consisting of neuropathy, nephropathy, retinopathy and
cateracts, hyperinsulinemia, impaired glucose tolerance, insulin registance, atherosclerosis,
hypertension, coronary heart discase, peripheral vascular discase or congestive heart failure.
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Los compuestos de esta invencién son moduladores del PPAR delta y por lo tanto dtiles
como agentes farmacéuticos, especialmente para el tratamiento de enfermedades
desielinizantes y trastornos del metabolismo de 4cidos grasos y de utilizacién de la glucosa.
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1,3.4-OXADIAZOL-2-ONAS COMO MODULADORES DEL PPAR DELTA Y
LOS USOS DE LAS MISMAS

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a compuestos novedosos y formulaciones farmacéuti-
cas que achian como ligantes selectivos del receptor de ligandos del PPARdelta, que son
utiles modulando receptores PPARdelta para el tratamiento de enfermedades mediadas
por receptores nucleares de hormonas. Los ligantes selectivos del receptor de ligandos
del PPARdelta de esta invencién son iitiles como agonistas o antagonistas del receptor
PPARdelta.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Log receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs por sus si-
glas en inglés) comprenden una subfamilia de la superfamilia de receptores nucleares.
Se han identificado y clonado cuatro isoformas estrechamente relacionadas y se cono-
cen cominmente como PPARalfa, PPARgamma-1, PPARgamma-2 y PPARdelta. Cada
subtipo de receptor tiene un dominio de unién a ADN (DBD por sus siglas en inglés)
caracteristico y un dominio de unién a ligando (LBD por sus siglas en inglés), siendo
ambos necesarios para la expresion génica activada por el ligando. Los PPARSs se unen
como heterodimeros con un receptor del retinoide X. Véase J. Berger y D. E. Miller,
Annu. Rev. Med., 2002, 53, 409-435.

El PPARGdelta (también conocido como PPARDbeta) se expresa en un amplio in-
tervalo de tejidos de mamiferos, pero se ha elucidado poca informacién con respecto a
sus funciones biolGgicas o al conjunto de genes completo regulado por el receptor. Sin
embargo, recientemente se ha encontrado que los agonistas pueden ser litiles para tratar
enfermedades tales como la dislipidemia y ciertas enfermedades dermatoldgicas, mien-
tras que los antagonistas pueden ser iitiles para tratar la osteoporosis o el cdncer colorec-
tal (D. Sternbach, en Arrual Reports in Medicinal Chemistry, Volume 38, A. M. Doher-
ty, ed., Elsevier Academic Press, 2003 pp. 71-80).

El PPARdelta perece expresarse gignificativamente en el SNC; sin embargo si-
gue sin descubrirse la mayor parte de su funcién en éste. Sin embargo de singular inte-
rés, es el descubrimiento de que el PPARdelta se expresaba en oligodendrocitos de roe-

-
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dor, 1as células productoras de lfpidos mas importantes del SNC (J. Granneman, et al., J.
Neurosci. Res., 1998, 51, 563-573). Ademés, también se encontrd que un agonista selec-
tivo del PPAR-delta aumentaba significativamente la expresién génica de mielina oli-
godendroglial y el diémetro de la vaina de mielina en cultivos de ratén (1. Saluja et al.,
Glia, 2001, 33, 194-204). Por lo tanto, los activadores del PPAR-delta se pueden usar
para el tratamiento de enfermedades de desmielinizacién y dismielinizaciém.

Los estados de desmielinizacién se ponen de manifiesto por la pérdids de mieli-
na, las miiltiples capas densas de lipidos y protefna que cubren muchas fibras nerviosas.
Estas capas son proporcionadas por la oligodendroglia en el sistema nervioso central
{SNC), y las células Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP). En pacientes con
estados de desmielinizacién, la desmielinizacién puede ser irreversible; normaimente va
acompafiada o seguida de degeneracién axonal, y a menudo de degeneracitn celular. La
desmielinizacién puede ocurrir como un resultado de dafio neuronal o daflo a la propia
mielina — si se debe a respuestas inmunitarias aberrantes, lesién local, isquemia, tras-
tornos métabdlicos, agentes toxicos, o infecciones virales (Prineas y McDonald, Demye-
linating Diseases. En Greenfield's Neuropatology, 6" ed. (Edward Arnold: New York,
1997) 813-811, Beers y Berkow, eds., The Merck Manual of Diagnosis y Therapi, | T
ed. (Whitechouse Station, N.J.: Merck Research Laboratories, 1999) 1299, 1437, 1473-
76, 1483),

La desmielinizacién central (desmielinizacién del SNC) se produce en diferentes
enfermedades, & menudo de etiologia indeterminada, que se han conocido como las en-
fermedades de desmielinizacién primarias. De éstas, Ia esclerosis miltiple (EM) es la
mas extendida. Otras enfermedades desmielinizantes primarias inciuyen adrenoleuco-
distrofia (ALD), adrenomieloneuropatia, mielopatia vacuolar asociada al SIDA, mielo-
patia asociada a HTLV, atrofia &ptica hereditaria de Lebe, leucoencefalopatia multifocal
progresiva (LMP), panencefalitis esclerosante subaguda, sindrome de Guillian-Barre y
paraparesia egpdstica tropical. Ademés, hay enfermedades agudas en lag que se puede
producir la desmielinizacién en el SNC, por ejemplo, en la encefalomielitis diseminada
aguda (EMDA) y encefalitis virica aguda. Ademis, la mielitis transversa aguda, que es
un sfndrome en el que una transeccién aguda de 1a médula espinal de causa desconocida
afecta tanto a la materia gris como a la blanca en uno o mis segmentos toricicos adya-
centes, puede dar como resultado la desmielinizacién. También, los trastornos en los
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que las células gliales formadoras de mielina son dafiadas, incluyendo lesiones de la
médula espinal, neuropatias y lesién nerviosa.

Los moduladores selectivos del PPARdelta también pueden ser utiles para tratar
o prevenir otros estados patolégicos véase, por ejemplo, Joel Berger et al., Annu. Rev.
Med. 2002, 53, 409 — 435; Timoty Wilson et al. J. Med. Chem., 2000, Vol. 43, n" 4,
527-550; Steven Kliewer et al., Recent Prog. Horm. Res. 2001; 56: 239-63; Jean-
Charles Fruchart, Bart Staels y Patrick Duriez: PPARS, Metabolic Disease y Arterios-
clerosis, Pharmacological Research, Vol. 44, n° 5, 345-52; 2001; Sander Kersten, Bea-
trice Desvergne y Walter Wahli: Roles of PPARs in healt y disease, Nature, vol 405, 25
de mayo de 2000; 421-4; Inés Pineda Tomra, Giulia Chinetti, Caroline Duval, Jean-
Charles Fruchart y Bart Staels: Peroxisome proliferator-activated receptors: from trans-
criptional control to clinical practice, Curr. Opin. Lipidol. 12: 2001, 245-254).

Los compuestos que actiian como moduladores PPARdelta pueden ser particu-
larmente adecuados para el tratamiento y/o prevencién de trastornos del metabolismo de
dcidos grasos y trastornos dt; la utilizacion de glucosa en los que estd implicada la insu-
linorresistencia.

La Diabetes mellitus, especialmente la diabetes de tipo 2, incluyendo la preven-
cion de las secuelas asociadas con la misma. Son aspectos particulares relacionados con
ésta: hiperglucemia, mejora en insulinorresistencia, mejora en tolerancia a la glucosa,
proteccién de las células pancredticas B, prevencién de trastornos macro- y microvascu-
lares.

Las dislipidemias y sus secuelas tales como, por ejemplo, aterosclerosis, enfer-
medad coronaria cardiaca, trastornos cerebrovasculares etc, especialmente los (pero no
restringidos a ellos) que se caracterizan por uno o més de los factores siguientes: con-
centraciones plasméticas de triglicéridos altas, concentraciones plasméticas de triglicé-
ridos posprandiales altas, concentraciones de colesterol transportado por las HDL bajas,
concentraciones de lipoproteina ApoA bajas, concentraciones de colesterol transportado
por las LDL altas, particulas densas de colesterol transportado por las LDL pequeilas,
concentraciones de lipoproteina ApoB altas.

Otras diversas enfermedades que se pueden asociar con el sindrome metabélico,
tales como: obesidad (exceso de peso), incluyendo obesidad central, trombosis, estados
hipercoagulables y protrombéticos (arteriales y venosos), presién sanguinea alta, insufi-

6X



10

15

20

25

30

ciencia cardiaca tal como, por ejemplo (pero no restringido a esto), después de infarto
de miocardio, enfermedad cardiaca hipertensiva o cardiomiopatia.

Otros trastornos o enfermedades en las que por ejemplo pueden estar implicadas
reacciones inflamatorias o diferenciacién celular, son: aterosclerosis tal como, por
ejemplo (pero no restringido a esto), esclerosis coronaria que incluye angina de pecho o
infarto de miocardio, apoplejia, reestenosis o reoclusién vasculares, enfermedades in-
flamatorias crénicas del intestino, tales como, por ejemplo, enfermedad de Crohn y coli-
tis ulcerosa, pancreatitis, otros estados inflamatorios, retinopatiz, tumores de adipocitos,
carcinomas lipomatosos tales como, por ejemplo, liposarcomas, tumores sdlidos y neo-
plasmas tales como, por ejemplo (pero no restringidos a estos), carcinomas del tubo gas-
trointestinal, del higado, del tubo biliar y del pincreas, turnores endocrinos, carcinomas
de los pulmones, de los rifiones y del tubo urinario, del tubo genital, carcinomas de
préstata etc., trastornos mieloproliferativos agudos y crénicos y angiogénesis de linfo-
mas, trastornos neurodegenerativos, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkin-
son, dermatosis eritematoescamosas tales como, por ejemplo, psoriasis, acné vulgar.

Otros trastornos de la piel y enfermedades dermatolégicas moduladas por el

PPARdelta;
- eczemas y neurodermitis, dermatitis tales como, por ejemplo, dermatitis sebo-
rreica o fotodermatitis, queratitis y queratosis tales como, por ejemplo, queratosis sebo-
reica, queratosis senil, queratosis actinica, queratosis fotoinducida o queloides de que-
ratosis folicular y profilaxis de queloides, verrugas, que incluyen condilomas o condi-
lomas acuminados, infecciones por virus de papiloma humano (VPH) tales como, por
ejemplo, papilomas venéreos, verrugas virales tales como, por ejemplo, molusco conta-
gioso (molluscum contagiosum), dermatosis leucoplasiapapular tal como, por ejemplo,
Liquen plano, cincer de piel tal como, por ejemplo, carcinomas de células basales, me-
lanomas o linfomas cuténeos de células T, tumores epidérmicos benignos localizados
tales como, por ejemplo, queratoderma, nevo epidérmico y sabafiones.

Otras enfermedades diversas moduladas potencialmente por el PPARdelta que
incluyen sindrome X, sindrome de ovario poliquistico (PCOS), 2sma osteoartritis, lupus
eritematoso (LE) o trastornos reumiticos inflamatorios tales como, por ejemplo, artritis
reumatoide, vasculitis, deterioro (caquexia), sindrome de isquemia/reperfugién de gota y
sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA).
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5.

MPENDIO DE LA INVENCION
La presente invencion esth dirigida a compuestos de férmula L.

o
ﬁ— R1
HN‘Nj\v—AnlL —z—é\ I
XN,

en la que
ARILO es feniio o piridinilo, en el que dicho fenilo o piridinilo estd opcionaimente sus-

tituido con uno o mds sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en
halégeno, alquiloC,.s, alqueniloC; 4, alcoxiC).s, perfluoroalquiloC.s; alquiltioC;.
s, hidroxi, hidroxialquiloC,.s, aciloxiC,.4, nitro, ciano, alquilsulfoniloC;.¢, amino,

alquilaminoC, ¢ y alcoxiC.gcarbonilo;

W es un enlace o (CH;)m, €n el que m es un niimero entero de 1 a 4;

Zes

Xes
Ries

R es

-O(CH2)y-, -SO2(CHz)y-, {CH2)n-Y(CHa)s-,-(CH2),-CO-, -O(CH2),-CO-

0 -(CHa)n-Y-(CH3),-CO- en el que Y es NR;3, O 0 S y R, se seleccionan del grup
que consiste en H, alquiloC,, cicloalquiloCy., alquilC, ¢cicloalquiloCs.4 y ben-
cilo y n es independientemente un nimero enterode 1 a §;

NR3, O 0 S en el que R; es como se define més arriba;

H, halégeno, alquiloC,s, alcoxiCis, perfluoroalquiloC,s; hidroxialquiloCg,
nitro, ciano, y alquilC,_samino; y

fenilo, piridinilo o tienilo sustituidos o no sustituidos en los que los sustituyentes
se seleccionan del grupo que consiste en halégeno, alquiloC,., alqueniloC,.6, al-
coxiCs, perfluoroalquiloC,s, alquiltioC,.¢, hidroxi, hidroxialquiloC,.s, aci-
loxiC;4, nitro, ciano, alquilC.ssulfonilo, amino, alquilC, ¢amino y alcoxiC,.
scarbonilo; o un esterecisémero, un tautdémero o un solvato del mismo o una gal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién también estd dirigida a las composiciones farmacéuticas

de formula I, y a los métodos de usar dichos compuestos y composiciones para modular
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el PPARdelta en sujetos que necesitan de tal modulacién administrando un compuesto
que preferentemente modulan la actividad del PPARdelta. Los presentes compuestos
poseen actividad moduladora del PPARdelta itil, y se espera que sean itiles en el tra-
tamiento o profilaxis de una enfermedad o dolencia en la que dicha enfermedad es capaz
de tratarse por modulacién de la actividad de unién de ligando del PPARdelta, adminis-
trando al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de formula 1.

DE ION DETALLADA DE LA INVENCION
Los términos y expresiones, tal como se usan en esta memoria, tienen los siguientes sig-
nificados:

Como se utiliza en la presente memoria, la expresién "alquilo C,¢" incluye gru-
pos metilo y etilo, y grupos propilo, butilo, pentilo y hexilo de cadena lineal o ramifica-
da. Los grupos alquilo concretos son metilo, etilo, n-propilo, isopropilo y terc-butilo.
Las expresiones derivadas tales como "alcoxiC,.¢", "alcoxiC,.salquiloC,.¢", "hidroxial-
quiloC,.¢", "alquilC,.¢carbonilo”, "alcoxiC,.ccarbonilalquiloC,", "alcoxiC,_scarbonilo”,
"aminoalquiloC,s", "alquilC;.ccarbamoilalquiloC; 5", "dialquilC, ¢carbamoilalquiloC,.¢"
"mono- o di-alquilC;.aminoalquiloC,4", aminoalquilC,.ccarbonilo”, "difenilalquiloC,.
s, "arilalquiloC,¢", "arilcarboniloalquiloC,.¢" y "ariloxialquiloC,.s" se deben interpretar
€N consecuencia.

Tal como se utiliza en la presente, la expresién "alquentlo Cz¢" incluye grupos
etenilo y propenilo, butenilo, pentenilo y hexenilo de cadena lineal o ramificada. De
forma similar, la expresién "alquinilo C;4" incluye grupos etinilo y propinilo, y butini-
lo, pentinilo y hexinilo de cadena lineal o ramificada.

Como se utiliza en la presente memoria "arilo" representa un sistema de anillo
aromitico carbociclico tal como fenilo, bifenilo, naftilo, antracenilo, fenantrenilo, fluo-
renilo, indenilo, pentalenilo, azulenilo, bifenilenilo y similares. El arilo también tiene la
finalidad de incluir los derivados parcialmente hidrogenados de los sistemas arométicos
carbociclicos enumerados mis arriba. Ejemplos no limitantes de tales derivados par-
cialmente hidrogenados son 1,2,3,4-tetrahidronaftilo, 1,4-dihidronaftilo y similares.

Como se utiliza en la presente memoria "ariloxi” representa un grupo —O-aril en
¢l que arilo es como se define mis arriba.

Como se utiliza en la presente memoria "heteroarilo” (por si mismo o en cual-
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quier combinacién, tal como "heteroariloxi”, o "heteroarilo alquilo")— un sistema de
anillo aromitico de 5-10 miembros en el que uno o més anillos contienen uno o mis
heteroitomos seleccionados del grupo que consiste en N, O o S, tal como, pero no limi-
tado g, pirrol, pirazol, furano, tiofeno, quinolina, isoquinolina, quinazolinilo, piridine,
pirimidina, oxazol, tiazol, tiadiazol, tetrazol, triazol, imidazol, o bencimidazol.

Como se utiliza en la presente memoria "heterociclico o heterociclilo” (por si
mismos o en cualquier combinacidn, tal como "heterociclilalquilo”)— un sistema de ani-
llo de 4-10 miembros saturado o parcialmente insaturado en el que uno o mas anillos
contienen uno o mas heterodtomos seleccionados del grupo que consiste en N, O, o §;
tales como, pero no limitados a, pirrolidina, piperidina, piperazina, morfolina, tetrahidro
pirano, o imidazolidina.

Tal como se utiliza en 1a presente, 1a expresién "perfluoroalquilo C;.¢" significa
que todos los étomos de hidrégeno en dicho grupo alquilo. se sustituyen por dtomos de
flior. Los ejemplos ilustmtivos incluyen grupos trifluorometilo y pentafluoroetilo, y
heptafluoropropilo, nonafluorobutilo, undecafluoropentilo y tridecafluorohexilo de ca-
dena lineal o ramificada. La expresién derivada "perfluoroalcoxi C;s" debe interpretarse
€N consecuencia.

Tal como se usa en esta memoria, la expresién "cicloalquilo C;4" significa ci-
clopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo.

Tal como se usa en esta memoria, la expresién "cicloalquil(C;.g)-alquilo(C,.¢)"
significa que el cicloalquilo C;3 como se define en esta memoria, ademis estd unido al
alquilo C,.¢ como se define en esta memoria. Los ejemplos representativos incluyen ci-
clopropilmetilo, 1-ciclobutiletilo, 2-ciclopentilpropilo, ciclohexilmetilo, 2-cicloheptil-
etilo y 2-ciclooctilbutilo y similares.

Tal como se usa en esta memoria "halégeno” significa cloro, fhior, bromo y yo-
do.

Como se utiliza en la presente memoria "alquilC;.¢sulfonilo” en el presente con-
texto designa un grupo --S(=0)alquiloC,.¢ en el que alquiloC,¢ es como se define més
amriba. Los ejemplos representativos incluyen, pero no se limitan a, metilsulfonilo, etil-
sulfonilo, n-propilsulfonilo, isopropilsulfonilo, butilsulfonilo, iso-butilsulfonilo, sec-
butilsulfonilo, terc-butilsulfonilo, n-pentilsulfonilo, isopentilsulfonilo, neopentilsulfoni-
lo, terc-pentilsulfonilo, n-hexilsulfonilo, isohexilsulfonilo y similares.
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Como se utiliza en s presente memoria "arilsulfonilo” representa un grupo --
S(=0),aril en el que arilo es como se define més arriba.

Como se utiliza en la presente memoria "heteroarilsulfonilo” representa un gru-

po --S(=O)zheteroaril en el que heteroarilo es como se define més arriba.
La expresion "esterecisémero” es un término general utilizado para todos los isdmeros
de las moléculas individuales que solamente difieren en 1a orientacién de sus &tomos en
el espacio. De forma tipica, incluye los isémeros de imagen especular que normalmente
se forman debido al menos a un centro asimétrico (enantiémeros). Cuando los compues-
tos de acuerdo con Ia invencién tienen dos o més centros asimétricos, pueden existir
adicionalmente como diastereoisémeros, y también algunas moléculae individuales
pueden existir como isémeros geométricos (cis/trans). Hay que entender que todos di-
chos isdémeros y sus mezclas en cualquier proporcion estin englobadas dentro del alcan-
ce de la presente invencién.

"Sustituido” significa sustituido por 1 a 2 sustituyentes independientemente se-
leccionados del grupo que consiste en alquilo C,4, perfluoroalquilo C,q, hidroxi, -
COzH, un éster, una amida, alcoxi Ci-C, perfluoroalcoxi C\-Cg, -NH,, Cl, Br, L F, -
NH-alquil inferior, y -N(alquil inferior),.

Los compuestos y sales de la presente invencién pueden existir en varias formas
tautémeras, que incluyen la forma endlica e imfnica, y la forma ceto y enamina y sus
isébmeros geométricos y sus mezclas. Todas de tales formas tautdmeras estin incluidas
dentro del alcance de la presente invencion. Los tautdmeros existen como mezclas de un
conjunto tautémero en disolucién. En forma sélida, normalmente predomina un tauté-
mero. Aunque se puede describir un tautémero, la presente invencién incluye todos los
tautdmeros de los presentes compuestos.

Como se utiliza en la presente memoria el término "modulador” se refiere a un
compuesto quimico con capacidad para 0 mejorar (por ejemplo, actividad "agonista™) o
inhibir (por ejemplo, actividad "antagonista") una propiedad funcional de actividad bio-
légica o proceso (por ejemplo, actividad enzimitica o unitn al receptor); tal mejora o
inhibicién puede depender de la ocurrencia de un evento especifico, tal como la activa-
cién o represién de una via de la transduccién de sefiales y/o se puede manifestar sola-
mente en tipos celulares particulares y puede dar como resultado un cambio biolégico

medible.




10

15

20

25

30

Tal y como se utiliza en la presente memoria, "paciente” significa un animal de
sangre caliente, tal como por ejemplo, ratas, ratones, perros, gatos, cobayas, y primates
tales como los seres humanos.

Tal como se usa en esta memoria, la expresién "vehiculo farmacéuticamente
aceptable” significa un disolvente, dispersante, excipiente, adyuvante u otro material no
toxico, que se mezcla con el compuesto de la presente invencién, con ¢l fin de permitir
la formacién de una composicién farmacéutica, es decir, una forma de dosificacién que
se pueds administrar al paciente. Un ejemplo de dicho vehiculo es un aceite farmacéuti-
camente aceptable que se utiliza de forma tipica para la administracién parenteral.

El término "sales farmacéuticamente aceptables”, tal como se usa en la presente
memoria, significa que las sales de los compuestos de la presente invencidn pueden
usarse en preparaciones medicinales. Sin embargo, pueden resultar itiles otras sales en
la preparacién de los compuestos acordes con la invencién, o de sus sales farmacéuti-
camente aceptables. Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de esta
invencién incluyen sales de adicién de dcido que se pueden formar, por ejemplo, mez-
clando una solucién del compuesto de acuerdo con la invencidn, con una solucién de un
dcido farmacéuticamente aceptable tal como écido clorhidrico, dcido bromhidrico, 4cido
sulfirico, 4cido metanosulfénico, écido 2-hidroxietanosulfénico, écido p-
toluenosulfénico, dcido fumérico, dcido maleico, ficido hidroximaleico, écido malico,
ficido ascérbico, icido succinico, dcido glutdrico, dcido acético, dcido salicilico, dcido
cindmico, dcido 2-fenoxiacético, dcido hidroxibenzoico, dcido fenilacético, dcido ben-
zoico, dcido oxdlico, dcido citrico, dcido tartirico, dcido glicdlico, dcido lactico, dcido
pinivico, dcido malénico, dcido carbénico o dcido fosférico. También pueden formarse
sales de metales acidas, comno monohidrégeno-ortofosfato de sodio e hidrogeno-sulfato
de potasio. Adema4s, 1as sales asi formadas pueden estar presentes como sales de mono o
di-4cido y pueden existir en forma hidratada o pueden ser sustancialmente anhidras.
Ademis, cuando los compuestos de la invencién tienen un resto 4cido, sus sales farma-
céuticamente aceptables adecuadas pueden incluir sales de metales alcalinos, por ejem-
plo sales de sodio o de potasio; sales de metal alcalinotérreo, por ejemplo, sales de cal-
cio o magnesio; y sales formadas con ligandos orgénicos adecuados, por ejemplo, sales
de amonio cuaternarias.

La terminologia "cantidad terapéuticamente eficaz" como se utiliza en la presen-
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te memoria significa una cantidad del compuesto que es eficaz en ¢l tratamiento del
trastorno o dolencia mencionada.

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que compren-
den uno o més de los compuestos de acuerdo con esta invencién, junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, estas composiciones estin en formas de
dosificaciones unitarias tales como comprimidos, pildoras, cépsulas, polvos, grinulos,
soluciones o suspensionecs parenterales estériles, aerosoles o pulverizadores liquidos do-
sificados, gotas, ampollas, dispositivos de autoinyeccién o supositorios; para la adminis-
tracién oral, parenteral, intranasal, sublingual o rectal, o para la administracién por in-
halacién o insuflacion. Alternativamente, las composiciones pueden presentarse en una
forma adecuada para la administracién una vez semanal o una vez mensual; por ejem-
plo, una sal insoluble del compuesto activo, como la sal decanoato, puede adaptarse pa-
ra proporcionar una preparacion de depésito pars la inyeccién intramuscular. Puede
contemplarse un polimero erosionable que contiene el ingrediente activo. Para preparar
composiciones sélidas como comprimidos, el ingrediente activo principal se mezcla con
un vehiculo farmacéutico, por ejemplo ingredientes convencionales pama formar com-
primidos, tal como almidén de maiz, lactosa, sacarosa, sorbitol, talco, dcido estedrico,
estearato de magnesio, fosfato de dicalcio o gomas, y otros diluyentes farmacéuticos,
por ejemplo agua, para formar una composicién de preformulacién sélida que contiene
una mezcla homogénea de un compuesto de la presente invencion, o su sal farmacéuti-
camente aceptable. Cuando se indica que estas composiciones de preformulacién son
homogéneas, significa que el ingrediente activo esté disperso de modo uniforme a través
de la composicién, de forma que Ia composicién puede subdividirse con facilidad en
formas de dosificacién unitarias igualmente eficaces, como comprimidos, pildoras y
cépsulas. Esta composicion de preformulacion sdlida se subdivide entonces en formas
de dosificacién unitarias del tipo descrito anteriormente, que contienen desde 0,1 a
aproximadamente 500 mg del ingrediente activo de la presente invencién. Las formas
de dosificacién unitaria aromatizadas contienen desde |1 a 100 mg, por ejemplo 1, 2, 5,
10, 25, 50 6 100 mg, del ingrediente activo. Los comprimidos o pfldoras de la nueva
composicion pueden revestirse o componerse de otro modo para proporcionar una for-
ma de dosificacién que permita la ventaja de una accién prolongada. Por ejemplo, el
comprimido o pildora puede comprender un componente de dosificacién interno y uno
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de dosificacion externo, estando éste 1iltimo en forma de una envuelta sobre el primero.
Los dos componentes se pueden separar por una capa entérica, que sirve para resistir la
disgregacion en el estdmago y permite al componente interno pasar intacto en el duode-
no o retrasarse en la liberacién. Puede utilizarse una diversidad de materiales para estas
capas o revestimientos entéricos, incluyendo dichos materiales una serie de dcidos po-
liméricos y mezclas de dcidos poliméricos con materiales tales como goma de laca, al-
cohol cetilico y acetato de celulosa.

Las formas liquidas en las que las nuevas composiciones de esta memoria inven-
cién pueden incorporarse para su administracién por via oral o mediante inyeccién in-
cluyen disoluciones acuosas, jaabes aromatizados de forma apropiada, suspensiones
acuosas u oleosas, y emulsiones aromatizadas con aceites comestibles tales como aceite
de semilla de algodén, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite de cacahuete, asf como
elixires y vehiculos farmacéuticos similares. Los agentes dispersantes o de suspensién
adecuados para las suspensiones acuosas incluyen gomas sintéticas y naturales como
tragacanto, goma ardbiga, alginato, dextrano, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelu-
losa, polivinilpirrolidona o gelatina.

En el tratamiento de los diversos estados patolégicos como se describe en la pre-
sente memoria, un nivel de dosificacién adecuado es desde aproximadamente 0,01 a 250
mg/kg diarios, preferiblemente desde aproximadamente 0,05 a 100 mg/kg diarios, y en
especial desde aproximadamente 0,05 a 20 mg/kg diarios. Los compuestos pueden ad-
ministrarse en un régimen de 1 a 4 veces diarias.

Tal como se vtilizan en los ejemplos y preparaciones que aparecen a continua-
cion, los términos que se emplean en éstos tienen los significados indicados: "kg" se re-
ﬁerg a kilogramos, “g" se refiere a gramos, "mg" se refiere a miligramos, “ug" se refiere
a microgramos, "pg" se refierc a picogramos, "mol" se refiere a moles, "mmol" se refie-
re a milimoles, "nmole" se refiere a nanomoles, "L" se refiere a litros, "mL" o "ml" se
refiere a mililitros, "uL" se refiere a microlitros, "°C" se refiere a grados Celsius, "R "
se refiere a factor de retencién, "pf" o "p.f." se refiere a punto de fusién, "desc” se refie-
re a descomposicién, "pe"” o "p.e." se refiere a punto de ebullicién, "mm de Hg" se refie-
re a presién en milimetros de mercurio, "cm" se refiere a centimetros, "nm" se refiere a
nandmetros, "[a]¥p " se refiere a rotacién especifica de 1a linea D del sodio a 20°C ob-
tenida en una cubeta de 1 decimetro, "c" se refiere a concentracién en g/mL, "THF" ge

H



10

15

20

25

30

-12-

refiere a tetrahidrofurano, "DMF” se refiere a dimetiiformamida, "NMP" se refiere a 1-
metil-2-pirrolidinona, "salmuera” se refiere a una disolucién acuosa saturads de cloruro
sédico, "M" se refiere a molar, "mM" se refiere a milimolar, "uM" se refiere a micro-
molar, "nM" se refiere a nanomolar, "TLC" se refiere a cromatografia en capa fina,
"HPLC" se refiere a cromatografia liquida de alta eficacia, "HRMS" se refiere a espec-
tro de masas de alta resolucién, “CIMS” se refiere a espectrometria de masas de ioniza-
¢ién quimica, “ESI” se refiere a espectrometria de masas de ionizacidn por electropul-
verizacién, “tx” se refiere a tiempo de retencién, “1b" se refiere a libras, "gal" se refiere
a galones, "L.0.D." se refiere a pérdida por desecacién, "uCi" se refiere a microcurios,
"i.p." se refiere a intraperitonealmente, "i.v." se refiere a intravenosamente.

En un aspecto de esta invencién se describen compuestos novedosos que tienen
la estructura general mostrada en la férmula I:

oﬁ_—j\” R,
HNG 2N\ ARIL — _8/\N
N z g /u\Rz

I
en la que

ARILO es fenilo o piridinilo, en el que dicho fenilo o piridinilo estd opcionalmente sus-
tituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en
halégeno, alquiloC,.s, alqueniloC,.5, alcoxiC, s, perfluoroalquiloC,.¢; alquiltioC,).
& hidroxi, hidroxialquiloC, .4, aciloxiC,4, nitro, ciano, alquilsulfoniloC,.s, amino,
alquilaminoC,¢ y alcoxiC, gcarbonilo;

W es un enlace o (CHz)m, en ¢l que m es un nimero entero de 1 a 4;

Zes -O(CHz)y, -SO2(CH3),-, {CHz)r-Y-(CHa)n-,{CH3),-CO-, -O(CH;),-CO-

0 {CH2)n-Y(CH2»-CO-en el que Y es NR;, O 0 S y Ra se seleccionan del grup
que consiste en H, alquiloC,, cicloalquiloCs.g, alquilC, scicloalquiloC; g y ben-
cilo y n es independientemente un mimero entero de | a 5;

Xes NR; OoS enel que R; es como se define més arriba;

Ries H, halégeno, alquiloC,s, alcoxiCis, perfluoroalquiloCs; hidroxialquiloCi.s.
nitro, ciano, y alquilC, samino; y
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R es fenilo, piridinilo o tienilo sustituidos o no sustituidos en los que los sustituyentes
se seleccionan del grupo que consiste en halégeno, alquiloC, ., alqueniloC,., al-
coxiC\¢, perfluoroalquiloC;s, alquiltioC,¢, hidroxi, hidroxialquiloC.s, aci-
loxiC,4, nitro, ciano, alquilC,.¢sulfonilo, amino, alquilC,¢amino y alcoxiC,.
scarbonilo; o un estereoisdmero, un tautémero o un solvato del mismo o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En un aspecto adicional de esta realizacion, se describe un compuesto en el que
ARILO es fenilo.

Los compuestos de ejemplo de esta realizacion se seleccionan del grupo que
consiste en:  5-{4-[4-metil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-ilmetoxi}-fenil}-3H-
[1,3,4]oxadiazol-2-ona, 5-[4-(4-metil-2-m-tolil-oxazol-5-ilmetoxi)-fenil]-3H-[1,3,4}oxa-
diazol-2-ona, 5-{4-[4-metil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-il)-metoximetil]-fenil } -
3H1,3,4Joxadiazol-2-ona, 5-{3-[4-metil-2<(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-il)}-metoxi-
metil]-fenil}-3H-1,3,4]oxadiazol-2-ona, 5-{4-[4-butil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-
5-ilmetoxi]-2-cloro-fenil}-3H4-[1,3,4]oxadiazol-2-ona, 5-{4-[4-butil-2-(4-trifluorometil-
fenil)-tiazol-5-ilmetoximetil]-2-fluoro-fenil}-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-ona, 5-{4-[4-butil-
2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-ilmetoxi]-bencil } -3H-[1,3,4]oxadiazol-2-ona, y 5-(2-
{3-[4-butil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-ilmetoxi]-fenil} -etil)-34-{ 1,3,4]oxadiazol-
2-ona.

En otro aspecto de esta realizacién, se describe un compuesto en el que ARILO
es fenilo y R; es fenilo.

En un aspecto adicional de esta realizacién, se describe un compuesto en el que
ARILO es fenilo, Z es -O(CHa)»- ¥ R3 es fenilo.

Ain en otro aspecto de esta realizacion, se describe un compuesto en ¢l que
ARILO es fenilo, Z es -O(CH3)n-, X €8 O 0 S y R; ¢s fenilo.

En otro aspecto de esta realizacidn, se describe un compuesto en el que ARILO
es fenilo, Z es -O(CH;)n-, X €5 O 0 S, R, es alquiloC,.¢ y R; es fenilo y W es un enlace.

En un aspecto adicional de esta realizacién, se describe un compuesto en el que
XesO.

Alin en otro aspecto de esta realizacién, se describe un compuesto en el que X es

En un aspecto adicional de esta realizaci6n, se describe un compuesto en el que
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ARILO es fenilo, Z es {(CH3),-Y-(CH2)»- y R1 es fenilo.

Aln en otro aspecto de esta realizacidn, se describe un compuesto en el que
ARILO es fenilo, Z es (CHy)p-Y-(CH2)n-, X ¢s O 0 S y R; es fenilo.

En otro aspecto de esta realizacidn, se describe un compuesto en ¢l que ARILO
es fenilo, Z es (CHy)y-Y(CHz),-, X es O 0 S, R, es alquiloCi¢ Yy Rz es feniloy W es
un enlace.

Aln en ofro aspecto de esta realizacidn, se describe un compuesto en €l que X es

En otro aspecto de esta realizacién, se describe un compuesto en el que Y es O.

En un aspecto adicional de esta realizacién, se describe un compuesto en el que
ARILO es fenilo, Z es -O(CHz)»- y R; es fenilo.

Aln en otro aspecto de esta realizacién, se describe un compuesto en el que
ARILO es fenilo, Z es -O(CH;)y-, X €5 O 0 S y R; es fenilo, R, es alquiloCi5y Ra es
fenilo y W es (CH2)m en el que m es un niimero entero de 1 a 4.

A1in en otro aspecto de este realizacion, se describe un compuesto en el que X es

En otra realizacién de la presente invencidn, se describe una composicién far-
macéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de férmula I y un vehi-
culo farmacéutico aceptable.

En otra realizacién de la presente invencion, se describe el método de tratar una
enfermedad en un mamifero en el que la enfermedad es capaz de ser, modulada por la
actividad de unién del ligando del PPARdelta, que comprende administrar a dicho ma-
mifero que tiene dichs enfermedad una cantidad terapéuticamente eficaz de un com-
puesto de férmula I.

En un aspecto adicional de esta realizacion, se describe un método en el que di-
cha enfermedad es una enfermedad desmielinizante seleccionada del grupo que consiste
en esclerosis miiltiple, enfermedad de Charcot-Marie-Toot, enfermedad de Pelizacus-
Merzbacher, encefalomicelitis, neuromielitis éptica, adenoleucodistrofia, sindrome de
Guillian-Barre y trastornos en los que se daflan neurogliocitos formadores de mielina
que incluyen lesiones de médula espinal, neuropatias y lesién nerviosa.

En otro aspecto de esta realizacién, se describe un método en el que la enferme-

dad desmielinizante es la esclerogis miltiple.
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Alin en otro aspecto de esta invencién se describe un método en el que dicha en-
fermedad se selecciona del grupo que consiste en obesidad, hipertrigliceridemia, hiper-
lipidemie, hipoalfalipoproteinemia, hipercolesterolemia, dislipidemia, Sindrome X, di-
abetes mellitus de Tipo II y complicaciones de las miemas seleccionadas del grupo que
consiste en neuropatia, nefropatia, retinopatia y cataratas, hiperinsulinemia, disminucién
de Ia tolerancia a la glucosa, insulinorresistencia, aterosclerosis, hipertensién, enferme-
dad coronaria cardiaca, enfermedad vascular periférica o insuficiencia cardiaca conges-
tiva.

Los compuestos descritos en la presente memoria se pueden sintetizar segin los
procedimientos de los Esquemas siguientes, en los que los sustituyentes X, y R gon co-
mo se definen para la fSrmula (I), més arriba @ menos que se indique otra cosa. Enten-
diéndose que ciertos productos de partida en los esquemas sintéticos estarian comer-
cialmente disponibles o cuyn sintesis seria obvia pama los expertos en Ia técnica.

Si e3 necesario, en los esquemas sintéticos siguientes, los grupos funcionales re-
activos presentes en los compuestos descritos en esta invencién pueden estar protegidos
por grupos protectores adecuados. El grupo protector se puede eliminar en una etapa
posterior de la sintesis. Se pueden encontrar procedimientos para proteger grupos fun-
cionales reactivos y su posterior eliminaciéon en T. W. Greene y P. G. M. Wuts, Protec-
tive Groups in Organic Synthesis, Wiley y Sons, 1991,

El Esquemna A muestra la sintesis del imidazol, oxazol o tiazol apropiados, in-
termedios para los compuestos de formula I en la que X es O, S, NR;. Los heterociclos
s¢ pueden preparar utilizando métodos conocidos en la bibliografia quimica (para una
revision véase Katritzky, A.R.; Rees, C.W. Eds. Comprehensive Heterocyclic Chemstry,
Vol. 5; Pergamon Press (1984); Katritzky, A.R.; Rees, C.W.; Scriven, E.F.V. Eds.
Coniprehensive Heterocyclic Chemstry II, Vols 3 y 4, Pergamon Press (1996)). Especi-
ficamente, dichos oxazoles, imidazoles y tiazoles se pueden preparar por fusién de una
a halo-cetona 1 apropiada, respectivamente, con una amida, amidina o una tioamida
(férmula general 2), a temperaturas que se extienden desde aproximadamente 40°C a
150°C para dar los heterociclos intermedios 3.

3+
15
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Esquema A
R,
Rk/y — \J‘Q’R
R, R,C(=XINH, b
1 3 1
2
Y=Cl, Br X=0,S,NR,

En el Esquema B se muestra 1a sintesie general de compuestos de férmulalenla
que Z es —O(CH;)y—. Por consiguiente, en la Etapa Blse reduce el éster de dcido car-
boxilico 4 apropiadamente sustituido, que se puede sintetizar como se ilustra en el Es-
quema A, 1l alcohol 5 por métodos que son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo,
Ia reduccién se puede efectuar por hidruros de aluminio tales como hidruros de litio y
aluminio o hidruro de diisobutilaluminio en un disolvente inerte. En la Etapa B2, el gru-
po funcional alcohol en €l compuesto 5, se convierte en un grupo saliente para dar el
compuesto 6, en el que Lg es un grupo saliente tal como halégeno, o ésteres de sulfona-
to, por ejemplo mesilatos o tosilatos. La conversién en el grupo saliente se puede conse-
guir por reaccién del alcohol con reactivos como la N-bromosuccinimida en presencia
de trifenilfosfina para producir un compuesto en el que el grupo saliente es bromuro, o
reaccién con cloruro de tionilo para dar un compuesto en el que el grupo saliente es clo-
ruro. Si se desea un éster de sulfonato, la reaccién del compuesto 5 con un cloruro de
sulfonilo apropiado en presencia de una base adecuada produciria el éster de sulfonato
deseado. Por ejemplo, la reaccidn del compuesto 5 con cloruro de metanosulfonilo en
presencia de una base orgénica tal como trietilamina o piridina en un disolvente inerte
daria el compuesto 6 en el que el grupo saliente es OSO;CH;.

En la Etapa B3 se hace reaccionar un hidroxi aril éster, 7, con el heterociclo, 6,
para desplazar al grupo saliente para proporcionar el éster acoplado, 8. La reaccién de
desplazamiento se lleva a cabo bejo condiciones bien conocidas en la técnica. Tipica-
mente la reaccién se lleva a cabo en presencia de una base tal como hidruro sédico u
otras bases inorgénicas tales como carbonatos alcalinos o hidréxidos alcalinos en un di-
solvente inerte. La temperatura de la reaccién, aunque no es critica, es de 0°C a la tem-
peratura de reflujo del disolvente inerte.
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A continuacién el compuesto 8, en la Etapa B4 se trata con hidracina sola 0 en
un disolvente orghnico adecuado a temperaturas e¢levadas para dar la hidracida de dcido,
9. Tipicamente la reaccion se lleva a cabo a una temperatura de entre 50°C y la tempera-
tura de reflujo del disolvente orgénico.

La ciclacién de la hidracida de &cido 9, en 1a Etapa BS5, a las 1,3,4-oxadiazol-2-
onas, 10, objetivo se lleva a cabo por tratamiento del compuesto 9 con un cloroformiato
en presencia de una base orgénica tal como piridina seguido por tratamiento con una
base fuerte de amina impedida tal como 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) en
un disolvente orgénico adecuado tal como acetonitrilo en un tubo sellado a temperatura
elevada. Tipicamente, la reaccién se¢ puede llevar a cabo desde 100°C a 200°C. Las
1,3,4-oxadiazol-2-onas también se pueden sintetizar haciendo reaccionar el compuesto 9
con fosgeno. Véase Stempel, A., et al., J. Org. Chem. 1955, 20, 412.

En la Etapa B6, se ilustra una sintesis alternativa del éster acoplado, 8. Por con-
siguiente, el alcohol, 5, se puede hacer reaccionar con el hidroxiaril éster, 7, en presen-
cia de una triaril o trialquilfosfina, tal como trifenilfosfina o tri-n-butilfosfina y azodi-
carboxilato de dietilo en un disolvente inerte, por ejemplo THF o diclorometano para
proporcionar el éster acoplado 8. Tipicamente la reaccién se lleva a cabo a una tempera-
tura entre temperatura ambiente y la tempematura de reflujo del disolvente inerte.

2
M



Esquema B

R,
Etapes? ,2— EtapaB2
R'ooc—(CHz)..fzg\R, HY— (CH,); g\
4 Y=0

Ri
8

R =alquiloG_,

R, R,
R'ooc-w—ARlL.—-o—(CH,),,—e/Iml': H,NNHoc—W-ARIL-O—(G'l):—d
8 R, R,

R'OOC—W—ARIL-OH | Etapags
; EtapeBs

I 3
HY—(CH,); }ﬂ: ‘N W—ARIL—O0—(C w)_d
Y=0

El Esquema C ilustra 1a sintesis del compuesto de fGrmula I en el que Z es -

5  (CHz)y-YH(CHy),-. El esquemnn es mas 1itil para sintetizar compuestos en los que n repre-
senta 1 0 2 en la cadena de alquileno unida al ARILO. En la Etapa C1 el compuesto 5

(Y = O) se convierte en el compuesto 6 (en ¢l que Lg es cloro o bromo) como se descri-

be en el Esquema B, Etapa B2. A continuacién el compuesto 6 se hace reaccionar con
tiourea, compuesto 11, bajo condiciones similares a las encontradas en Treau, M. et al.

10  Heterocycles, 2001, 55 (9), 1727-1735, para producir el tiol, 5a.

Cuando el compuesto 6 se hace reaccionar con una amina primaria 12, se produ-

ce el aminoalquil heterociclo 5b. Este desplazamiento de un grupo saliente por una ami-
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na es bien conocido por los expertos en la técnica. Tipicamente, la reaccién de despla-
zamiento se lleva a cabo en un disolvente orginico polar en presencia de una base orgi-
nica que actia como un captador de dcido. Aunque no es critico, la reaccién de despla-
zamiento se lleva a cabo a una tempematura de entre temperatura ambiente a temperatura
de reflujo del disolvente.

En la Etapa C3 los compuestos 5, 5a y 5b se pueden hacer reaccionar con el
compuesto 13 para proporcionar el ariléster, 14, en el que Y es O, S o NR;. Asi, cuando
los compuestos 5 (Y = O) y 5a (Y = S) se hacen reaccionar con 13 para desplazar al
grupo saliente, la reaccién se llevard a cabo tipicamente en presencia de una base fuerte,
por ejemplo hidruro sédico, en un disolvente polar aprético, tal como DMF o DMSO a
temperaturas de aproximadamente entre 0°C a 150°C. Cuando el compuesto 5b (Y =
NR;) se hace reaccionar con 14, se utilizan condiciones idénticas a las descritas mis
arriba en la Etapa C2 pama la amina primaria.

La sintesis de 1as 1,3,4-oxadiazol-2-onas 16 deseadas, a partir del compuesto 14
se lleva a cabo en dos etapas (C4 y C5) exactamente como se describe en ¢l Esquema B,
Etapas B4 y BS.

>3

12
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Esquema C
" I
B Ut I e L
"""'“’"z’n’z: R, — = e (CHy L NH,CENH, i
§ v=0 ¥=
0 HNR, 6b Y= NR,

RI
HY— (crl,),’zzi\n, EtapaCd

+ ROOC—w- ARIL —(CH,),—Lg

N EtapaCe
ROOC— w-ARIL —{CH,)—Y—(CH, )\ T H,NNHOC—- w-ARIL -(cH,)n_y-(cH,),,—gl
R

“ ‘ Etepacs

Q

i )
H"‘N'J‘W-ARIL 1GH|D..—V—lGH.L—8/1
X" R,

En el Esquema D se muestra una eproximacién alternativa a los compuestos de
5  férmula 1 en los que Z es (CH)a-Y(CH3z)n-. El esquema es mis itil para sintetizar
compuestos en los que n es3 a 5 en la cadena de alquileno unida al ARILO.

En la Etapa D1 el compuesto aldehido terminal 17, que se puede sintetizar por el
método descrito en el Esquema A, se convierte en una secuencia de reaccién en dos eta-
pes en el acetileno terminal, 19. Asi, la reaccién de 17 con bromometilentrifenilfosfora-

10  no (primem etapa) con terc-butdxido potisico t-BuOK produce una bromoolefina inter-
media (no mostrada), que se trata posteriormente con 2 equivalentes de t-BuOK (segun-
da etapa) para formar el acetileno, 19. La secuencia de reaccién para la conversifn se
describe en Pianetti, P., Tet. Letters, 1986, 48, 5853-5856. También, véase Corey, E. J.,
etal. J. Am. Chem. Soc., 1969, 91, 4318-4320. Alternativamente, como se muestra en la
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Etapa D2 los intermedios del tipo 19 se pueden preparar por desplazamiento de un gru-
po saliente a partir de un intermedio tal como 6 (véase el Esquema C) utilizando un nu-
cleéfilo, tal como 18, en el que esté incorporado un acetileno terminal.

En la Etapa D3, se efechia el acoplamiento de Sonogashira del intermedio aceti-
lénico, 19, con el yoduro de arilo, 20, en presencia de tetraquistrifenilfosfinapaladio (0),
yoduro cuproso y una base orgénica adecuada en un disolvente inerte para rendir el ace-
tileno terminal acoplado 21. A continuacién se puede llevar a cabo la reduccién del ace-
tileno, 21, en la Etapa D4 por hidrogenacion catalitica del compuesto 21 para dar el és-
ter saturado 14, Tipicamente, la reduccién puede efectuarse por ¢l uso de catalizadores
tales como paladio sobre carbén o clorotris(trifenilfosfina)rodio(I) en un disolvente or-
ghnico inerte con hidrégeno a presiones entre 2 a 20 atm (30 a 300 p.s.i.). La reduccién
se puede llevar a cabo a una temperatura entre temperatura ambiente y 175°C.

La sintesis de las 1,3,4-oxadiazol-2-onas 16 deseadas, a partir del compuesto 14
se lleva a cabo en dos etapas (D5 y D6) exactamente como se describe en el Esquema B,
Etapas B4 y BS.



-22-

Esquema D
R, R,
°“°—‘°“=’-—"-‘°*ﬂ-_<1 u—ccH.rKL&
17 Ry 8
m= 1-3
1. PhyP*CH,Br,Br -, Etapan1 EtapaD2 / yc=—(cH,, "4 /base
THF, t-BuOK 18
2, t-BuOK (2 equiv.)
R EtapaD3
Z—M!rv—ta#o"—d -
2
20
R
! Etapen+
ROOC- W-ARIL —== (m,y,.—v—tcri.)r—a -
21 R,
R, R,
Etapaps
R'ooc—w-ARIL—(a-l,:,,-Y-(cH,»—d —_— H,NNI-IOC—W—ARIL-(G'E),,—Y—(CHJF(/\.:IT\
14 15
Etapaps
(o)
i '
*N* W-ARIL—(CH)—Y—(C x’“\
18 R

El esquema E ilustra una sintesis particular de compuestos de férmula I en los
que Z ¢s <{(CH;3)uNR3(CH;),-. En esta aproximacidn, ¢l enlazador Z se construye por
una aminacién reductora de un aldehido con una amina. Por e¢jemplo, en 1a Etapa E1 el
tratamiento de 5b (en el que Y = NR3) con un aldehido, tal como éster metilico del dcido
4-formil-benzoico (n = 1), compuesto 22, en un disolvente polar, normalmente un alco-
hol o una mezcla de alcohol THF, seguido por tatamiento con un agente reductor tal
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como triacetoxi-borohidruro de sodio proporciona el intermedio 14a (n = 1) requerido.
Igualmente en la Etapa E2, el tratamiento de un aldehido tal como 17a con una
amina, tal como el éster metilico del 4cido 4-aminoalquil benzoico (n = 1), compuesto
23, proporciona 14a, en el que n es 1 y R; es H para (CH2)aNRa. El compuesto 142 en
5  las etapas E3 y E4 se convierte en las 1,3,4,-oxadiazol-2-onas 16a como se describe en
¢l Esquema B, Etapas B4 y BS.
Mis generalmente, s¢ preparan aminas apropiadas (ROOC-ARYL-(CH;).NHR,) a
partir de los nitrilos o nitro compuestos correspondientes por hidrogenacién catalitica o
a partir de aminas acetilénicas y un yoduro o bromuro de arilo por acoplamiento de So-
10  nogashira seguido por hidrogenacién catalitica como se describe en el Esquema D.

Esquema E
R,
HY—(CHz)..’z_x LR‘ +  R'OOC-W-ARIL(CH,),,CHO
2
50 Y= NR,4 EtapeEt
R,
D3N
ROOC-W-ARIL{CHLNR;— (CH.™ Ny ™R,
14a
Etapae2
OHC—CHy), ’2:3\ R'OOC-W-ARIL{CH,) NHR, Etapacs
r-]
o Y
. bW
-ARIL—(CH,)--NR— (cH.)..-Z\J'\-— HNNHOC-W-ARIL{CH, ), NR;— (CH,);
16a 15a
15 El Esquema F ilustra la sintesis de compuestos de férmula I en los que Z es —

SO; (CHz)p-. En 1a Etapa F1 el tratamiento de un cloruro de aril sulfonilo, 24, con sulfi-
to sddico acuoso proporciona el Acido sulfinico, 25. La reaccién de 25, como en la Etapa

Iy
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F2, con un intermedio tal como 6 en un disolvente polar tal como DMF, acetonitrilo o

etanol en presencia de una base tal como DBU, piridina, metdxido sddico o hidréxido

sddico proporciona el intermedio 26. El intermedio 26 se convierte en la correspondien-

te 1,3,4-oxadiazol-2-ona, 28, en la Etapas F3 y F4 como se ilustra en el Esquema B,
5 Etapas B4yRS.

Esquema F
EtapaF1 EtapaF2
R'OOC-W-ARIL-80,01 — R'OOC-W-ARIL-SO,H + Lg—(CHy)

24 25

R
Y == bW
ROOC-W-ARIL-80,-(CH,); R, — H,NNHOC-W-ARIL-S0;— (CH,);

28
EtapaFs
[ ¢]
P y
HN\ -~
N w——ARIL—so,-—(CH,)“——(\\ E
Ry
28
10 El Esquema G ilustra la sintesis del compuesto de fdrmula I en el que Z es -

O(CH3),CO-. El esquema ilustra el caso en el que n es 1. El 2-acil heterociclo, 29, de
partida se puede sintetizar a partir del correspondiente &cido carboxilico (preparado por
el método ilustrado en el Esquema A) por adicidn de un reactivo de Grignard apropiado
a una N-metoxi N-metil carboxamida intermedia Khlestkin, V.K. et al.; Current Organic
15  Chemistry, 2003, 7(10), 967-993. y Singh, J. et al., Journal fir Praktische Chemie,
2000, 342, 340-347). La preparacion de la N-metoxi N-metil carboxamida intermedia se
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lleva a cabo mds convenientemente por reaccién del dcido con hidrocloruro de N-
metoxi-N-metil hidroxilamina en presencia de un reactivo de acoplamiento de péptidos
tal como EDC, DCC, DMPU y una base de amina terciaria tal como diisopropiletilami-
na o trietilamina.

Asl bajo control, se broma 29 para producir la bromocetona 30, como se muestra
en la Etapa G1. La bromacién se puede llevar a cabo por métodos bien conocido, por
ejemplo reacciéon de 29 con bromuro de piridinio por bromuro en écido acético o reac-
cion de 29 con Br; en un disolvente orgénico inerte tal como el diclorometano. Se hace
reaccionar la bromocetona 30 resultante, en la Etapa G2, con el arilhidroxi éster 7 bajo
las condiciones descritas en ¢l Esquema B (Etapa B3) para proporcionar el éster acopla-
do 31. La funcionalidad cetona en 31 se protege como un cetal 32, como se muestra en
la Etapa G3 por métodos bien conocidos en la técnica. A continuacién el compuesto 32
se convierte en el cetal de la 1,3,4-oxadiazol-2-ona 34, en las Etapas G4 y G5 por la se-
cuencia estindar como se describe en el Esquema B (B4 y B5). Finalmente, en la Etapa
G6, 1a funcionalidad cetal en 34 se escinde, por ejemplo, con acido mineral en THF-
metanol-agua u otros métodos conocidos en la técnica para proporcionar la estructura
objetivo 35.

Seria evidente para los expertos en la técnica que el anterior procedimiento del
Esquema G se podria utilizar para sintetizar anflogos del compuesto 35 en los que n es
2-5 comenzando con una bromocetona, compuesto 30, con un sustituyente bromoalca-
noilo més largo (Br(CH;),CO-,enel quenes 2 a 5).
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Esquema G
EtapaG1 EtapaG2
)—2\ Br ,i ROOC—W-ARIL ‘OH —— =
2
R R,
ROOC-W-ARIL - \J\)\r EtapaG3  ROOC-W-ARIL —o——cu,s({]\ EtapaG4
31 "’kaz 22 ?\/0 Ry

H,NNHOC-W-ARIL —O—CHQ tapaas HN~ N»—W—AR'L—O—CH’A

Etapace

°°1-—i g
HN\ o MN
N W—ARIL—O—(CH,); k
X
35 =1 R,

El Esquema H ilustra el procedimiento para Is preparacién de compuestos de
férmula I en los que Z es (CH3),CO-. En la Etapa H1, se trata el heterociclo sustituido
con metoxicarbonilo apropiado, 36, con 2 equivalentes del enolato de litio del acetato de
t-butilo en un disolvente tal como THF o DME a una temperatura que se extiende desde
-78°C a temperatura ambiente para proporcionar el cetoacetato intermedio 37. En la
Etapa H2, el tratamiento de 37 con una base tal como hidruro sédico en un disolvente
inerte a temperatura entre -10°C y temperatura ambiente seguido por alquilacién del
anién resultante con un electréfilo tal como 13 rinde el cetodiéster intermedio avanzado
38. La descarboxilaciéon se muestra en la Etapa H3 y puede llevarse a cabo primero por
tratamiento de 38 con TFA en un disolvente inerte tal como diclorometano seguido por
termdlisis a una temperatura entre 70°C y 150°C para proporcionar el cetoéster interme-
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dio 39. La funcionalidad cetona en 39 se protege como un cetal 40, como se muesira en
la Etapa H4 por métodos bien conocidos en la técnica. A continuacién el compuesto 40
s¢ convierte en el cetal de la 1,3,4-oxadiazol-2-ona 42, en las Etapas HS y H6 por 1a se-
cuencia estAndar como se describe en el Esquema B (B4 y BS5). Finalmente, en Ia Etapa
5 H7, la funcionalidad cetal en 42 se escinde, como se describe anteriormente en el Es-
quema G, Etapa G6 para pmﬁomionar la 1,3,4-oxadiazol-2-ona deseada, compuesto 43.

Esquema H
R1
EtapaH1
RO pn %Mﬂ: R‘OOC-W-ARIL-{CH,),,_—LII Chpaz
39
R, R,
N EtapaH3 g EtapaH4
o /IK —™  ROOC—-W—ARIL—(CH,), —_—
CH,), X 2
a8 [ 2l R, -
ARIL
VIV-CWR'
R1
ROOC-W-ARIL~(CH J EtapeHs Hlmmc"w—ARlL-(CHI>X EtapaHs
o X" R,
40

[ />—w—ARIL —{(CH EtapaH7 °§r R,
AN m T " HN />_ W—ARIL _(cw
10
Ejemplog biolégicos:
Los siguientes protocolos de ensayo se usan para evaluar las propiedades biold-
gicas de los compuestos de esta invencién. Los siguientes ejemplos se presentan para

s
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ilustrar adicionalmente la invencién. Sin embargo, no deben considerarse limitantes de

la invencién de ninguna manera.

Determinacién de los valores de ECsp en el ensayo PPARdelta-GAIL4 basado en células:

Principio

Se analiza la potencia de sustancias, que s¢ unen al PPAR delta humano y lo ac-
tivan de una manera agonista, utilizando una linea celular HEK establemente transfecta-
da (HEK siglas en inglés de rifién embrionario humano, HEK = human gmbryo kidney)
que se refiere en la presente memoria como linea celular indicadora de PPAR delta. La
linea celular indicadora de PPAR delta contiene dos elementos genéticos, un elemento
indicador de luciferasas (pdeltaM-GAL4-Luc-Zeo) y una proteina de fusién de PPAR
delta (GR-GALA-PPAR delta humano-LBD), que media la expresién del elemento indi-
cador de luciferasa dependiendo de un ligando del PPAR delta. La proteina de fusién
estable y constitutivamente expresada GR-GALA-PPAR delta humano-LBD se une en el
micleo celular de la linea celular indicadora de PPAR delta via la porcién de proteina
GAL4 a los motivos de unién al ADN del GAL4 en direccién 5' del elemento indicador
de luciferasa que esth establemente integrado en el genoma de la linea celular. En au-
sencia de un ligando del PPAR delta hay solo poca expresién del gen indicador de luci-
ferasa si en el ensayo se utiliza suero fetal bovino empobrecido en dcido graso (cs-FCS).
Los ligandos del PPAR delta se unen y activan la proteina de fusién de PPAR delta y de
ese modo estimulan la expresién del gen indicador de luciferasa. La luciferasa, que se
forma se puede detectar por medio de quimioluminiscencia via un sustrato apropiado.

Construccién de la linea celylar indicadora de PPAR delta:

La produccién de la linea celular indicadora de PPAR delta estable se besa en un
clon estable de células HEK que fue establemente transfectado con un elemento indica-
dor de luciferasa. Esta etapa ya se describié mds arriba en la seccién "construccién de la
linea celular indicadora de PPAR alfa”. En una segunda etapa, la proteina de fusién de
PPAR delta (GR-GALA-PPAR delta humano-LBD) fue establemente introducida en
este clon celular. Para este propdsito, el ADNc que codifica los 76 aminodcidos N-



10

15

20

25

30

-29-

terminales del receptor de glucocorticoides (n° de acceso P04150) se uni6 a la seccidn
de ADNc que codifica los aminodcidos 1-147 del factor de transcripcién de levadura
GAL4 (n° de acceso P04386). El ADNc del dominio de unién con el ligando del recep-
tor PPAR delta humano (amino dcidos S139-Y441; n° de acceso # L07592) se clon6 en
el extremo 3' de esta construccién GR-GAL4. La construccién de fusion preparada de
este modo (GR-GAL4-PPAR delta humano-LBD) se recloné dentro del plésmido
pcDNA3 (Invitrogen) para permitir la expresién constitutiva por el promotor del cito-
megalovirus. Este pldsmido se linealizd con una endonucleasa de restriccién y se trans-
fect6 establemente en el clon celular previamente descrito que contenia ¢l elemento in-
dicador de luciferasa. La lines celular indicadora de PPAR delta resultante que contiene
un elemento indicador de luciferasa y constitutivamente expresa la proteina de fusién de
PPAR delta (GR-GAL4-PPAR delta humano-LBD) se aislé por seleccién con zeocina
(0,5 mg/ml) y G418 (0,5 mg/ml).

Procedimiento de ensayo y evaluacién:

La actividad de los agonistas del PPAR delta se determina en un ensayo de 3 dfas, que
se describe mas abajo:

Dia |

La linea celular indicadora de PPAR delta se cultiva al 80% de confluencia en
DMEM (# 41965-039, Invitrogen) que se mezcla con las adiciones siguientes: cs-FCS al
10% (suero feml bovino; #SH-30068.03, Hyclone), 0,5 mg/ml de zeocina (#R250-01,
Invitrogen), 0,5 mg/ml de G418 (#10131-027, Invitrogen), disolucién de penicilina-
estreptomicina al 1% (#15140-122, Invitrogen) y L-glutamina 2 mM (#25030-024, Invi-
trogen). El cultivo se lleva a cabo en botellas de cultivo celular patrén (# 353112, Bec-
ton Dickinson) en un incubador de cultivo celular a 37°C en presencia de CO; al 5%.
Las células confluentes al 80% se lavan una vez con 15 ml de PBS (#14190-094, Invi-
trogen), se tratan con 3 ml de disolucién de tripsina (#25300-054, Invitrogen) a 37°C
durante 2 min, se recogen en 5 ml de la disolucién de DMEM descrita y se cuentan en
un contador celular. Después de dilucién a 500.000 células/ml, se siembran 35.000 célu-
las en un volumen de 180 uL en cada pocillo de una placa de microvaloracién de 96 po-
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cillos con una base de plastico transparente (#3610, Corning Costar). Las placas se in-
cuban en ¢l incubador de cultivo celular a 37°C y con CO; al 5% durante 24 h,

Dia 2

Los agonistas del PPAR delta que se van a probar se disuelven en DMSO en una
concentracién de 10 mM. Esta disolucién de almacenamiento se diluye en DMEM
{#41965-039, Invitrogen) que se mezcla con ¢cs-FCS al 5% (#SH-30068.03, Hyclone),
L-glutamina 2 mM (#25030-024, Invitrogen) y los antibidticos previamente descritos
(zeocina, G418, penicilina y estreptomicina).

Las sustancias de ensayo s¢ ensayan con 11 concentmciones diferentes en el intervalo
de 10 uM a 100 pM. Los compuestos mis potentes se ensayan con concentraciones en
el intervalode | yMa 10pM o entre 100nM y 1 pM.

El medio de cultivo de la linea celular indicadora de PPAR delta sembrada en el
din 1 se retira completamente o no se retira, y las sustancias de ensayo diluidas en me-
dio se afladen inmediatamente a 1as células. La dilucién y adicion de las sustancias se
lleva a cabo mediante un robot (Beckman FX). El volumen final de las sustancias de
ensayo diluidas en medio es 100 pl por pocillo de una placa de microvaloracién de 96
pocillos. La concentracién de DMSO en el ensayo es menor de 0,1 % en vol/vol con el
fin de evitar efectos citot6xicos del disolvente.

Cada placa se cargd con un agonista patrén del PPAR delta, que se diluyé
igualmente en 11 concentraciones diferentes, para demostrar el funcionamiento del en-
sayo en cada placa individual, Las placas de ensayo se incuban en un incubador a 37°C
y CO; al 5% durante 24 h.

Alternativamente, se afladen directamente 2Qul. de una 10x concentracion final
de la sustancia de ensayo a los 180 pL que contienen las células sembradag. Las sustan-
cias de ensayo se probaron en 8 concentraciones diferentes, por triplicado, en esta dis-
posicion de placa de ensayo.,

Difa 3

Las células indicadoras de PPAR delta tratadas con las sustancias de ensayo se
retiran del incubador, y el medio se aspira. Las células se lisan pipeteando 50 ul de reac-
tivo Bright Glo (de Promega) en cada pocillo de una placa de microvaloracién de 96
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pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente-en la oscuridad durante 10 minu-
tos, las placas de microvaloracién se miden en el lumindmetro (Trilux de Wallac). El
tiempo de medicién para cada pocillo de la placa de microvaloracion es 1 segundo.

Evaluacion;

Los datos sin procesar del luminémetro se transfieren a un fichero de Microsoft
Excel. Los grificos dosis-cfecto y loa valores de ECyp de los agonistas del PPAR se cal-
culan utilizando el programa XL.Fit como se especifica por el fabricante (IDBS).

Se midieron los valores de ECso del PPARdelta en el intervalo de 1nM a >10
MM pama los moduladores del PPAR de los ejemplos en esta solicitud. Los compuestos
de la invenci6n de férmula [ pueden actuar como agonistas o antagonistas. Mis abajo se
describe el ensayo para determinar la actividad agonista parcial o antagonista.

rminacién de 1a Eficacia istas Parciales o Antagonistas en el Rec
PPARdelta

Este ensayo determina si los compuestos actian como agonistas parciales o an-
tagonistas en el receptor PPARdelta.

La siembra y cosecha de las placas de ensayo son como se describen en el Dia 1
y 3 més arriba.
Dia 2

El agonista parcial o el antagonista y un agonista selectivo conocido se diluyen
en DMEM (#41965-039, Invitrogen), que s¢ mezcla con cs-FCS al 10% (#SH-
30068.03, Hyclone), L-glutamina 2 mM (#25030-024, Invitrogen) y los antibi6ticos
previamente descritos (zeocina, G418, penicilina y estreptomicina) a 20X concentracio-
nes finales deseadas. Se afladen diez microlitros del agonista parcial o el antagonista a la
placa de ensayo que contiene las células, Las placas de ensayo se incuban en un incuba-
dor a 37°C y CO; al 5% durante 30 minutos. A continuacién se afiaden diez microlitros
de los 20X agonistas selectivos conocidos, después de la pre-incubacién del agonista
parcial o el antagonista. Las placas de ensayo se incuban en un incubador a 37°C y CO;
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al 5% durante 24 h. Para cada concentracién de agonista parcial o antagonista se deter-
mina el efecto sobre las ECsg de los agonistas selectivos conocidos.

Ensayo de Unién SPA PPAR delta-LBD

Disoluciones de Almacenamiento:

10

15

20

25

30

Tris 1 M (pH = 8,0 o pH = 7,6) (Gene Medicine Stock Room)
KCI1 2 M (Polvo en N2140)

Tween 20

DTT 100 mM

GW2331 13,9 uM en EtOH CALIENTE
GW 2331 10 mM en DMSO FRIO

PPAR-alpha (varias Conc.)
Ej: ,884 pg/ul

Tampén de Lavado:( Almacenar a 4°C. El tampén es vilido durante una semana)

Tris 10mM (pH=7,6u8) 10ml

KC1 50 mM 25 ml
Tween 20 al 0,05 % 0,5ml
Agua de Millipore 964,5

Comprobar que PH=17,6

Tampén de Unién;( Preparar tampén de unidn reciente cada vez)

Tampén de Lavado 50 ml
DTT 10 mM 5,5ml
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Preparacion de los Reactivos de Reaccién para 1 Placa:

Perlas de SPA Recubiertas de Glutatién

Cada botella de perlas de SPA contiene 500 mg de perlas
Reconstituir 500mg de perlas de SPA en 5 ml de tampdn de lavado, y serd vélido duran-
te dos o tres semanas

Almacenar a 4°C

Preparar perlas de SPA diluidas en el tampén de unién.

Afiadir 1 ml de las perlas de SPA reconstituidas de més arriba a 60 ml de tampén de
Unién
afladir 20 ul de las perlas diluidas de mds arriba a cada pocillo de una placa de 96 poci-

1los.

Utilizar 2 ml de las perlas diluidas de més arriba para cada placa (sin incluir volumen
muerto).

3H GW-2331 més GST-PPAR delta-LBD (para una placa de 96 pocillos sin volumen
muerto) 13,9 yM 40nM / pocillo

3,0 ml/placa (Incluyendo el volumen muerto)
Si la actividad especifica de 3H-GW2331 es 1 mci/ml (de Amersham), diluir 17 pl de
3H GW-2331 en 3,0 ml de Tampén de Unién = ,08 uM

Si la concentracion de proteina es 1 mg/mL, afiadir 21 pl de proteinas en 3,0 ml de tam-
pén de unidn.

En Resumen: UNA placa de 96 pocillos: 3000 puL. de Tampén de Unién + 17 pL de 3H-
GW2331 +21 pL de GST-PPAR-delta (1 mg/ml)

B"\/
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Pl ntrol

Una Placa Madre de 96 pocillos (Para 2 Placas de control)

En la columna #1:
Afladir 5 pl de GW2331(10 mM) frio a los pocillos E-H.
Afiadir 45 uL de DMSO a los pocilios A-H.

En la columna #12 (dilucion triple):

Afiadir 10 pl de GW2331 (10 mM) frio al pocillo A,

luego afindir 90 pul de DMSO al pocillo A, mezclar bien Ja disolucién.
afladir 20 ul de DMSO 2 los pocillos B-H.

llevar 10 ul de disolucién desde el pocillo A al B, mezclar bien,
después llevar 10 pt de disolucién desde B a C, mezclar bien,

luego llevar 10 pl de disolucién desde C a D, mezclar bien.

Finalmente, llevar 10 ul desde F a H.

control Reaccién

Una placa de control es Ia dilucién 1:10 de la placa madre. El tampén de dilucién es el
tampém de lavado.

Placas de muestiras

A una placa biblioteca de CPC reciente, aiiadir 90 pl de DMSO

Tomar 10 pl de disolucién de DMSO vy aiiadirlos & 90 ul de tampdn de lavado en una
placa de muestras
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6>

de Reaccibn:

Afladir 20 pl de perlas de SPA y 30 ul de 3H-GW2331 con GST-PPAR-delta a cada
pocillo de una Placa de Reaccién.

Afadir 5 pl de los compuestos desde cada pocillo de la placa de muestras en las colum-
nas 2 a 11 de una placa de reaccion.

Afadir 5 pl de los compuestos desde 1a columna 1 y la columna 12 de 1a placa de con-

trol a Ia columna 1 y la columna 12 de la placa de reaccidn.

Protocol PA de 96 pocillos:

Dejar equilibrar las placas de reaccién durante 20 minutos a 2 horas.
Sellar las placas antes de contar en un contador Microbeta (Wallac).
Celcular las 1Csp.

En el Ensayo de Unién PPAR delta-LBD de SPA se midieron valores de ICsp en
el intervalo de 1 nM a >10 puM para los moduladores del PPAR de los ejemplos en esta
solicitud. Los compuestos de la invencién de férmula I pueden actuar como agonistas o
antagonistas.

Culti i drocitos de RA N
Preparacién de células:

1. Las células primarias progenitoras de oligodendrocitos de rata se obtienen a par-
tir de la neocorteza de ratas o ratones recién nacidos (dias posnatales 2-3) y se
enriquecen, después de la eliminacién de la microglia, mediante separacién me-
cénica a partir de la monocapa astrocitica utilizando una modificacién de la téc-
nica originalmente descrita por McCarty y de Vellis (1980).

2. Quitar las meninges del cerebro de rata neonatsl y disociar mecdnicamente el te-
jido. Sembrar las células en matraces T75 y alimentar las células con
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DMEM/F12 + FBS al 10%.

Recoger los oligodendrocitos que crecen sobre 1a capa lecho de astrocitos por el
método de agitacién catorce dias después de la fecha de preparacién original,
Centrifugar la suspensién y resugpender el sedimento celular en medios libres de
suero (SFM; DMEM combinado con 25 pg/ml transferrina, triyodotironina 30
nM, hidrocortisona 20 nM, progesterona 20 nM, biotina 10 nM, 1x oligoelemen-
tos, selenio 30 nM, 1 pg/ml de putrescina, BSA al 0,1%, 5 U/ml de PenStrep, 10
pg/ml de insulina) suplementados con los factores de crecimiento siguientes:
Factor de crecimiento derivado de la plaqueta-AA (PDGF) y factor de creci-
miento de los fibroblastos 2 (FGF).

Sembrar lag células sobre placas recubiertas con PDL e incubar a 37°C con CO2
al 6-7%.

Los componentes de los medios de cultivo se reponen cada 48 horas para man-
tener a las células en un estado progenitor.

Realizacién de pases por el medio de cultivo de las células progenijtor pam aumentar el
mimero Jula; los ensayos de ign sistemdtica:

1.

Cuando el cultivo es confluente, enjuagar el cultivo con PBS, afladir tripsina e
incubar durante ~2-3 min a 37°C,

2. Neutralizar y centrifugar la suspensién celular a 900 g durante 5 min.
3. Resuspender el sedimento celular en SFM + PDGF/FGF.
4, Alimentar las células con factores de crecimiento recientemente preparados cada

48 horas para mantenerlas enriquecidas para dividir ripidamente ias células pro-
genitor.

5. Las céluias no se pasan mis de 4-5 veces antes de los ensayos experimentales.
6. Todos log experimentos que implicaban células progenitoras de oligodendrocitos

se hicieron utilizando células que se mantuvieron continuamente bajo estas con-
diciones. Més del 95% de todas las células fueron inmunopositivos A2BS5 y ex-
presaron ARNm 2’ 3" ~nucledtido ciclico 3’ —fosfodiesterasa II.

Para general oligodendrocitos maduros, 24 h después de sembrar las células pro-
genitor se cambiaron a SFM suplementado con o sin IGF-I y se cultivaron bajo
estas condiciones durante 7 d antes de los ensayos experimentales.
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8. Alternativamente, se puede utilizar Ia linea celular progenitora de Glia Central 4

(CG4) de rata enriquecida, que se mantiene en medios base (DMEM, con gluta-
mina 2 mM, piruvato sédico 1 mM, biotina (40 nM), insulina (1 4M) y N1) su-
plementados con 30% de medio acondicionado a partir de la linca celular de
neuroblastoma B-104. Para inducir diferenciacién, las células CG4 se cambian a
medios base con suero fetal bovino al 1% (eliminado después de 2 dias) e insuli-
na (500 nM). Se utiliza la inmunorreactividad A2B5 y MBP para confirmar un

enriquecimiento >95% en cultivos inmaduros y maduros, respectivamente.

Tratamiento con Compuesto del Cultivo Rata/Ratédn:

1.

Poner 10.000 — 15.000 células/pocillo en placas recubiertas de PDL de 24 poci-
llos y cultivar las células en presencia de mitdégeno (10 ng/ml) durante toda Ia
noche.
En presencia de mitdgeno:
a. Dia siguiente, eliminar el medio viejo y afindir los compuestos en medio
(con mitégeno) recientemente preparado
b. Las evaluaciones de la dosis respuesta de los compuestos se llevan a ca-
bo a 6 concentraciones diferentes (10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM,
y 0,1 oM);
c. Se desarrollan pocillos triplicados para cada concentracién de compues-
to.

3. En ausencia de mitégeno:

a. Dia siguiente, eliminar el medio viejo y afiadir los compuestos en medio
(sin mitdgeno) recientemente preparado

b. Las evaluaciones de la dosis respuesta de los compuestos se llevan a ca-
bo en 6 concentraciones (10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, y 0,1
nM);

c. Se desarrollan pocillos triplicados para cada concentracién de compues-
to.

4. Cultivar las células tratadas durante 7 d antes de utilizarlas en los ensayos expe-

rimentales.
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Itivos de O)j itos H
Preparacién de células:

1. Se cultivan neuroesferas humanas recogidas a partir de corteza de embrién
humano E19,5 - E22 durante 2 semanas en medio progenitor (DMEM/F12 que
contiene 100 pg/ml de transferrina, triyodotironina 30 nM, hidrocortisona 20
nM, progesterona 20 nM, biotina 10 nM, 1x oligoelementos, selenio 30 oM, pu-
trescina 60 uM, BSA al 0,1%, 5 U/ml de PenStrep, 25 pg/ml de insulina) suple-
mentado con PDGF y FGF.

2. Las neuroesferas se disocian con 20 U/ml de pepaina a 37°C durante 30-50 min.

3. Las células se siembran en placas recubiertas de PDL a densidades de 50.000-
100.000 células/pocillo en medio progenitor que contiene PDGF/FGF y se incu-
ban a 37°C con CO2 al 5-6%.

4. Los medios de cultivo y factores de crecimiento se reponen cada 48 horas.

ratamiento del Cultivo ne:
1. 24 a 48 horas después de sembrar, eliminar el medio viejo y afiadir los com-
puestos en medio (con mitégeno) recientemente preparado
2. Las evaluaciones de la dosis respuesta de los compuestos se llevan a cabo a 3-6
concentraciones diferentes (10 pM, 1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 oM, y 0,1 nM)
3. Se desarrollan pocillos triplicados para cada concentracién de compuesto.
S. Cultivar las células tratadas durante 7 d antes de utilizarlas en los ensayos expe-

rimentales.

Inmunotinci ifica de oli itps de RAT. HUMANOS:
Después de la exposicién al compuesto, se utilizan los anticuerpos especificos de oligo-
dendrocitos para valorar 1a capacidad del compuesto para acelerar/promover la diferen-
ciacién del oligedendrocito (por ejemplo, la inmunormreactividad a O4, Ol, 0 a la pro-
teina bdsica de mielina estd prorrogada entre los cultivos tratados y no tratados con el
compuesto).

1. Las células se siembran en portaobjetos con cdmara de 4 pocillos tratados con

poli-D-lisina en 5x10° a 20x10° célulag/pocillo y se cultivan como se describe
més arriba. Se lleva a cabo la tincién secuencial sobre las poblaciones de oligo-
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dendrocitos con grados crecientes de diferenciacién celular, como se determina
por los dias in vitro sin PDGF y FGF.

2. Se utiliza la tincién en vivo durante 30 min a 37°C para detectar la expresion del
marcador especifico de la superficie celular de la fase del oligodendrocito (in-
cluyendo A2B5, 04, y O1).

3. Posteriormente, las células se fijan con paraformaldehido al 4%, 10 min, tempe-
ratura ambiente.

4. Se utilizan procedimientos de fijado de tincién para detectar la expresién del
marcador especifico de 1a fase del oligodendrocito (incluyendo la proteina bisica
de mielina, MBP).

5. Enjuagar con PBS.

6. Permeabilizar con Triton al 0,1% /NaAz al 0,01% diluido en 1X PBS durante 10
min, temperatura ambiente.

7. Bloquear con suero de cabra al 5-10% en tampdn de dilucién de anticuerpos
(Triton-X 100 al 0,1% y 1% IgG-libre albliimina de suero bovino al 1%; también
utilizado para diluir anticuerpos), 15 min, temperatura ambiente.

8. Afadir anticuerpo primario diluido en tampén de dilucién de anticuerpos.

9. Incubar durante toda la noche, balanceando suavemente, a 4°C.

10. Al dia siguiente, enjuagar con PBS 1X 5 min, seguido por 3X 15 min cada uno,
temperatura ambiente.

11. Incubar con el anticuerpo secundario adecuado, 45 min, temperatura ambiente.

12. Se tifle el micleo celular con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), 15 min, tempe-
ratura ambiente.

13. Enjuagar varias veces con PBS y evaluar utilizando microscopia de fluorescen-
cia.

14. Se comparan las siguientes condiciones durante un periodo de tiempo y a dife-
rentes dosis del compuesto: PDGF/FGF solo, SFM solo, SFM-IGF1 solo,
PDGF/FGF y compuesto, SFM y compuesto.

Inmunotingién con B soxiuridina RATA/RATON/HU :

P firmar que los compuestos no promueven di ciacién celular,

1.  Las células progenitoms de oligodendrocitos se marcan con 10 pM de BrdU

durante 20 horas y después se fijan o con etanol al 70% o con paraformalde-
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2.  Las células se incuban sucesivamente con anti-BrdE de ratdn biotinilada y Es-
treptavidina-Peroxidasa, con tres lavados intermedios con PBS.

3.  La visualizacién colorimétrica de la inmunorreactividad a BrdU se desarrolla
con DAB y el mimero total de células se valora utilizando la contratincién con
hematoxilina.

4.  Las células inmunopositivas a BrdU se cuentan por dos observadores inde-

pendientes.

Andlisis de Imagen del Cultivo de RATA/RATON/HUMANQO: Se utiliza la microsco-
pia de fluorescencia para cuantificar la extensién de la diferenciacién de oligodendroci-

tos después de la exposicién al compuesto. Este ensayo demuestra que los agonistas se-
lectivos aceleran/promueven la diferenciacién de los oligodendrocitos.

1. Recuento Manual de Células: Se seleccionan aleatoriamente cuatro campos para
cada condicién experimental y se cuentan 500-600 células en cada campo. Se
compara el porcentaje de células inmunopositivas a MBP (u O4) (proceso madu-
ro que lleva células con o sin capas de miclina) versus células positivas a DAPI
(aimero total de células) en los grupos de control y tratados con fiirmaco.

2, Recuento Automdtico de Células: Se utilizd la microscopia de fluorescencia para
cuantificar la extensién de la diferenciacién de oligodendrocitos después de la
exposicién al compuesto. Se seleccionaron aleatoriamente seis capos/pocillos
para valorar el mimero de oligodendrocitos diferenciados de entre Ia poblacién
total (se cuentan ~8 a 15x10° células/pocillo). Se obtuvieron imdgenes de inmu-
nofluorescencia utilizando un sistema de imagen digital Zeiss AxioVision, con
una cimara de CCD enfriado Zeiss AxioCam HRc conectada al mismo micros-
copio. Se establecieron todos los pardmetros de imagen del microscopio para
adquirir imAgenes para e] andlisis de intensidad de inmunofluorescencia celular.
Se compard el porcentaje de células pogitivas a MBP (diferenciadas) versus las
células totales (tefiidas en el micleo con DAPI) en los grupos control versus tra-
tados con fiirmaco. La autofluorescencia celular fue indetectable bajo las condi-
ciones de imagen.

3. Ensayo de diferenciacién de oligodendrocitos Humanos: Contar manualmente el
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nimero total de células inmunopositivas a O4/pocillo (bipolar y multipolar).

En la Tabla 2 se muestran los resultados utilizando cultivos de oligodendrocitos
de mta. Como muestran los resultados los compuestos de la presente invencién poten-
cian o aceleran la diferenciacién de los oligodendrocitos de mata, segin se mide por el

5  aumento de la expresién de proteina bésica de mielina comparada con los controles no
tratados. Este hallazgo sugiere que los ejemplos de compuestos mostrados en 1a Tabla 2
potenciarian, acelerarian, o estimularian la diferenciacién de los oligodendrocitos y la
formacion de mielina in vivo, en €l SNC enfermo o lesionado, incluyendo MS y otros

trastornos desmielinizantes,

10
Tabla 2
ultados el de Diferenciaci ligod itos Primarios de
Ejemplo n° Niimero de Veces de Aumento de 1a Expresion de la Protei-
na Bésica de Mielina en ¢l Ensayo de Diferenciacién de
Oligodendrocitos (concentracién pM)
10 1,5 veces (10)
14 1,5 veces (1)
23 2 veces (1)
31 2 veces (1)

15 Reaccién en la Polimerasa (PCR) Cuantitativa de RAT, N, 0:
Para evaluar la activacion de la ruta del PPAR delta inducida por el compuesto y la ex-
tensién de 1a maduracién de los oligodendrocitos (cambios en los niveles del ARNm).

1. Se extrae ¢l ARN total de los oligodendrocitos cultivados utilizando el reacti-
vo TriZol.

20 2.  Posteriormente, se trata el ARNm con DNasa libre de RNasa, se repurifica, y

& continuacién se convierte en la plantilla de ADNc utilizando una reaccién
de RT (Clontech Advantage RT pam el Kit de PCR).
3.  La expresién de la transcripcién del miembro de la ruta del PPAR delta se
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cuantifica utilizando la mezcla maestra Sybr Green PCR Master Mix.

Se utiliza la mezcla de cebador/sonda de ARN ribosomal 18S (producto de
186 bp), suspendida en Tagman 2X PCR Master Mix como un control inter-
no.

La PCR cuantitativa se lleva a cabo utilizando la tecnologia en tiempo real de
Tagman™ (Gibson, et al., 1996) con un sistema detector de secuencias Se-
quence Detector System modelo 7700 (Applied Biosystema, Foster City,
CA).

Los resultados se analizan utilizando la version 1.91 del programa informiti-
co Sequence Detection Systems.

Ensayo ELISA en RATA: Para evaluar la activacién de Ia ruta del PPAR delta inducida
por el compuesto y la extension de la maduracién de los oligodendrocitos (cambios en

los niveles de proteina).

. Las placas se lavan con PBS, y después se mantienen en hielo. Afiadir 200 pl de

tampdn de lisis antiguo helado (Tris 50mM, pH 7,4, MgCI2 2mM, EDTA 1mM,
B-mercaptoetanol SmM, Nonidet P-40 al 1%, coctel inhibidor de Proteasa (Ro-
che): 1 comprimido/50 ml) a cada pocillo.

. Lisar las células utilizando la pipeta arriba y abajo y centrifugar las placas a

2000 rpm a 4°C durante 5 min. El sobrenadante estd listo para usarse.

. Pipetear 50 ul de patrén, controles y muestras a los pocillos.
. Afladir 50 pl de Tampén de Ensayo de MBP a cada pocillo.
5. Incubar el pocitlo, agitando a 500-700 rpm en un agitador orbital de microplacas

durante 2 horas a temperatura ambiente.

6. Aiadir 100 ul del conjugado Anticuerpo de MBP-Biotina a cada pocillo.
7. Incubar el pocillo, agitando a 500-700 rpm en un agitador orbital de microplacas

durante 1 hora a temperatura ambiente.

. Lavar el pocillo 5 veces con Disolucién de Lavado. Secar por transferencia in-

virtiendo 1a placa sobre materia! absorbente.

. Diluir el conjugado estreptavidina-enzima concentrado 1:50 con tampén de En-

sayo de Elisa de MBP. (debe diluirse inmediatamente antes de su uso en el ensa-
yo).
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10. Afadir 100 pl de disoluciones de conjugado de estreptavidina-enzima a cada po-
cillo.

11. Incubar el pocillo, agitando a 500-700 rpm en un agitador orbital de microplacas
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

12. Lavar el pocillo 5 veces con la Disolucién de Lavado. Secar por transferencia
invirtiendo la placa sobre material absorbente.

13. Afadir 100 pl de solucién cromégena de TMB (TMB Chromogen Solution) a
cada pocillo.

14. Incubar el pocillo, agitando a 500-700 rpm en un agitador orbital de microplacas
durante 10-20 minutos a temperatura ambiente. Evitar la exposicién a la luz so-
lar directa.

15. Afladir 100 pl de la Disolucién de Parada a cada pocillo.

Leer la absorbancia de la disolucién en los pocillos dentro de 30 minutos, utilizando un
lector de microplacas ajustado a 450 nm.

Modelgs de Prueba de Conc In Vivo
siones Focales: (utili valorar si los com 8 protegen la integridad de |
mielina o aceleran/potencian la velocidad de remielinizacion).

1. Se da libre acceso a la comida y el agua a mtas de 7 semanas de edad y se acli-
matan durante un minimo de 4 dias antes de su uso en los experimentos.

2. Se pesa a cada animal antes de la cirugia. A continuacién la rata se anestesia con
ketamina (100 mg/ml) en combinacién con xilazina (20 mg/ml) en una relacién
de 1,8 : 1. Se inyecta a las matas con 0,15 ml/180 g de peso corporal i.p. de solu-
ci6n anestésica antes del procedimiento quinirgico. Se prepara al animal para ci-
rugia utilizando condiciones asépticas de acuerdo con las directrices del IACUC.
Se autoclavarin todos los instrumentos quinirgicos. Se corta el pelo entre las
orejas y esta region se limpiard frotando con Betadine, se limpiard chorreando
con solucién salina estéril y finalmente se secard con un ealgodén pre-
empaquetado con alcohol estéril.

3. Para el procedimiento quinirgico, 1a rata se coloca sobre su superficie ventral en
un instrumento estereotixico para pequefios animales disefiado para mantener la
cabeza estable. La guia incisiva se ajusta siempre a -3,9 mm, ya que se ha de-
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mostrado que esto logra una posicién de crineo plano para ratas SD.

4. Se hace una incision en la piel previamente afeitada suprayacente al crineo entre
las orejas.

5. Se perfora una pequeiia zona del hueso (0,75 mm de didmetro) en las coordena-
das siguientes AP —1,8, ML -3,1 desde lambda.

6. Se quita el hueso y se inyecta a las ratas con 2l de bromuro de etidio, lisoleciti-
na, o SIN-1 en el pedinculo cercbeloso caudal derecho, DV -7.1 mm, durante
un periodo de tiempo de 2 min por medio de una jeringa y aguja Hamilton de pl.
Alternativamente se hacen inyecciones en 1a médula espinal, €l cuerpo calloso, o
la corteza.

7. La aguja se deja en posicién durante los 2 min subsiguientes.

8. Después de la retirada de la aguja se sutura la incision.

9. Cada rata recibe una inyeccién i.m. de 0,003 mg de buprenorfina en una pata
trasera.

10. La rata se coloca en un armario calentador hasta que recobra el conocimiento.
Momento en el cual es devuelta a su jaula. No se permiten méis de 2 mtas por
jaula, ya que se amancarién la sutura unas a otras.

11. También se hacen procedimientos similares utilizando ratones.

Model nfermedad de falomielitis Alérgica rimeptal en Rata en
Rata):

La encefalomielitis alérgica experimental (EAE) es una enfermedad autoinmuni-
taria mediada por células T del sistema nervioso que se desarrolla en animales suscepti-
bles después de la sensibilizacién o con tejido homogeneizado de médula espinal entera
o con un componente (proteina bésica de mielina). El modelo de roedor de 1a EAE es
una herramienta apropiada para estudiar la inflamacién del cerebro y la médula espinal
observada en pacientes de MS. En los roedores, la inyeccién de médula espinal entera o
de componentes de la médula espinal tal como la proteina bésica de mielina induce una
respuesia autoinmunitaria basada en la activacién de los linfocitos T. La enfermedad
clinica tipicamente llega a ser manifiesta alrededor del dia 8-10 después de la inocula-
cién, se observa como un amplio espectro de anomalias conductuales que se extienden
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desde leves trastornos de 1a marcha y atonia de la cola a parilisis completa y muerte.

Tipicamente tiene lugar una pérdida de peso. En los animales que sobreviven, tiene lu-

gar la recuperacién espontinea, acompaiiada por la recuperacién variable de la mayor
parte de la funcién motora. Dependiendo de las especies, el alergeno, y Ia metodologia
utilizada, los animales probados en el modelo EAE pueden experimentar un tnico ata-
que (EAE aguds) o varios ataques (EAE recurrente crénica). Se pueden utilizar varios
paradigmas de tratamiento: el firmaco o tratamiento de eleccion se puede administrar
antes de la inmunizacién, durante el periodo no sintomitico o durante la enfermedad

clinica.

Animales:

Ratas hembra Lewis, 160-220 g (Charles River)

Antigeno:

Médula espinal entera de Cobaya (Harlan Biosciences).
Adyuvante de Freund Completo H37 Ra [1 mg/ml Mycobacterium Tuberculosis

H37 Ra] (Difco).

Antigeno adicional:

Mycobacterium Tuberculosis (Difco).
Bordetella Pertussis [muerta por calor] (Difco).

Preparacién del antipeno;(para aproximadasmente 720 animales):

1.
2.

Pesar 5 gramos de médula espinal congelada de cobaya.

Afadir 5 g de médula espinal a S ml de solucién salina al 0,9% (1 g/ml) en un tubo
de centrifuga de fondo redondo.

Homogeneizar sobre hielo con el Tissue-tech hasta que el tejido esté completamente
disgregado (aproximadamente 5§ minutos).

Asadir 10 ml de adyuvante de Freund Completo H37 Ra suplementado con 200 mg
de Mycobacterium Tuberculosis (20 mg/ml de adyuvante de Freund Completo H37
Ra).

Extraer el homogeneizado / adyuvante del tubo succionéndolo con una jeringa de 10
ml provista con una aguja emulsionante de calibre 18.

Emulsionar entre dos jeringas de vidrio de 30 ml hasta que llegue a ser dificil conti-
nuar pasando el material a través de la aguja. (Aproximadamente S minutos {no de-

23
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be haber ninguna separacion entre la fase aceitosa y la fase acuosa}).
7. Utilizar inmediatamente 0 mantener sobre hielo hasta que se necesite (no mis de 30

min) (no congelar).

Protacolo
1. Se da libre acceso a la comida y el agus a ratas hembras de Lewis (Charles River) y

se deben aclimatar un minimo de 3 dias antes de su uso en los experimentos.

2. Ratas que pesan 160 y 220 gramos son inicialmente provocadas con isoflurano al
5% (Aemane, Fort Dodge), O; al 30%, N;O al 70% durante 2-5 minutos.

3. A continuacién se pone la rata sobre una manta caliente de agua circulante (Gay-
mar) (superficie dorsal hacia arriba) y se pone el cono nasal para la respiracién es-
ponténea de gases anestésicos. El isoflurano se reduce al 2%.

4. Se hacen dos inyecciones subcutineas (0,1 ml cada una) o de antigeno o de solucién
salina isotémica en la superficic veniral de las patas traseras.

5. A los animales se les quita el cono nasal, se pesan y s¢ numeran.

6. Se permite que las ratas despierten de la anestesia y se ponen en jaulas individuales.

7. Se observa a los animales diariamente buscando signos de 1a induccién de la EAE

(véanse los criterios més abajo).

FASE: 0 NORMAL
FASE: 1 Marcha anormal y atonia de la cola
FASE: 2 Debilidad leve pero clara de una o ambas patas traseras
FASE: 3 Debilidad grave de una o ambas patas traseras o ataxia leve
FASE: 4 Pardlisis grave y movimiento minimo de las patas trascras
FASE: 5 Ningiin movimiento en Ias patas traseras y paraplejia
FASE: 6 Estado moribundo sin ningtin movimiento espontineo y deficiencia res-
piratoria.
‘También puede ocurrir el grado creciente de implicacién de las patas de-
lanteras e incontinencia urinaria y fecal
FASE: 7 MUERTE
Se comienza el tratamiento en el dia 10 después de la inmunizacién. Puesto que
los sintomas de la enfermedad en este modelo aparecen tipicamente a los 10-11 dias
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después de In inoculacién, el tiempo sefialado puede considerarse que representa la fase
inicial de un episodio agudo de MS. Se juzga que este retraso del comienzo del trata-
miento imita la situacién clinica mds estrechamente que los protocolos tradicionalmente
utilizados en los que los firmacos se administran a la vez, o incluso antes, que la inocu-
lacién (Teitelbaum D. et al., Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96: 3842-3847 y Brod S.
A., etal., Ann Neurol 2000; 47: 127-131).

Esta invencién se ilustra adicionalmente mediante los ejemplos siguientes de
compuestos utilizados en la presente memoria que se proporcionan con propésitos de

ilustracién y en ninguna manera limitan el alcance de la presente invencién.

Ejemplos Sintéticos
General

Se utilizaron reactivos y disolventes comerciales segiin se recibieron. Los espec-
tros de RMN 'H se registraron en un espectrémetro Varian MercuryPlus-300 (300
MHz) o Varian Unity Inova (400 MHz) segin se indica. Los desplazamientos quimicos
de protén se comunican en 4 ppm relativo al tetrametilsilano interno (0,0 ppm). Los da-
tos de MS (LC-MS) se obtienen utilizando un espectrémetro de masas de tiempo de
vuelo Micromass LCT con ionizacién por electropulverizacién y tiempo de adquisicién
de datos de 5 min para m/z 100 a 1000, La LC (LC-MS) se lleva a cabo utilizando una
columna Hypersil C18 (4,6x50mm, 3,5u) con fase mévil de TFA al 0,1% en H:O (A) y
TFA al 0,1% en ACN (B) y un gradiente de 5% a 100% de B durante un periodo de 3
min seguido por 2 min a 100% de B. Alternativamente, se puede utilizar una Plataforma
de LC-MS con una fuente de electropulverizacién con un sistema de LC HP1100 fun-
cionando a 2,0 ml/min, divisién de flujo de 200 pL/min a la fuente de ESI con deteccién
DAD HP1100 en linea y deteccién ELS SEDEX. Se utiliza una columna Luna C18(2)
(30x4,6mm 3p) gradiente de 5% a 95% B durante un periodo de 4,5 min con fase mévil
de écido férmico al 0,1% en H30 y &cido férmico al 0,1% en ACN (B). La purificacién
por HPLC se lleva a cabo en un sistema ProStar de Varian utilizando una columna de
C18 de fase inversa con un gradiente lineal de ACN /H;O que contiene 4cido trifluoroa-
cético al 0,1%. Las sintesis con microondas se llevaron a cabo utilizando un sistema de
reaccion de microondas Personal Chemistry Smithcreator que utiliza recipientes del re-

-z
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actorde 2 o 5 mL.

Ejemplo 1

Calentar a 120°C una mezcla pura de 2-cloroacetoacetato de metilo (914 mL, 7,5
mmol) y 3-metil-benzamida (676 mg, 5 mmol) y agitar a esta temperatura durante 12
hors. Enfriar la mezcla de reaccién a temperatura ambiente y diluir la con acetato de eti-
lo, lavar con disolucidn saturada de bicarbonato sddico (3 veces), agua (dos veces) y
salmuera. Secar el extracto orgénico sobre MgSO4 y concentrar. Purificar el residuo
resultante por cromatografia instantdnea ("flash”) (eluir con acetato de etilo al 10% en
heptano) para dar el compuesto del titulo como un aceite amarillo (492 mg).

Ejemplo 2

Enfriar (0°C) una disolucién de hidruro de litio y aluminio (10 mL, IM en THF)
y afladir una disolucién de icido 4-metil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-carboxflico
(disponible comercialmente, 2,87g, 10 mmol) en THF (20 mL). Al completar la adicién,
quitar el baflo frio y agitar durante 3,5 horas. Enfriar esta disolucién a 5°C, y a continua-
cién afladir agua (0,25 mL), gota a gota, seguido por disolucién de NaOH (0,25 mL, 5M
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en agua) y agua (0,5 mL). Diluir la mezcla resultante con acetato de etilo y después fil-
trar a través de un lecho de celita. Lavar los sélidos con diclorometano y después con-
centrar los filtrados combinados a presién reducida para dar el compuesto del titulo co-
mo un sélido amarilio (2,59 g).

5  MS (ESI) miz 274 (M+H); RMN H1 (CDCl,) 6 1,87 (s ancho, 1H), 2,49 (s, 3H), 4,86 (s,
2H), 7,67 (d, J = 8Hz, 2H), 8,02 (d, /= 8Hz, 2H).

Ejemplo 3

10

Seguir el procedimiento del Ejemplo 2, pero utilizar el compuesto del Ejemplo 1
15  como el producto de partida para obtener ¢l compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 204 (M+H), RMN H1 (CDCl;) & 2,25 (s, 3H), 2,40 (t, /= 7Hz, 1H), 2,42
(s, 3H), 4,70 (d, J = THz, 2H), 7,25-7,36 (m, 2H), 7,75-7,85 (m, 2H).

Ejemplo 4
20
5 I_L/B’
S
F
F
25 Enfriar (10°C) una disolucién de [4-metil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-i1]-

metanol (Ejemplo 2, 753 mg, 3 mmol) en THF (12 mL) afiadir trifenilfosfina (864 mg,
3,3 mmol) seguido por N-bromosuccinimida (587 mg, 3,3 mmol) recientemente recris-
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talizada. Al completar la adicién, quitar el bailo frio y agitar continuamente durante 45
min. Concentrar la mezcla resultante a vacio y purificar el residuo por cromatografia
instantinea (eluir con acetato de etilo al 10% / diclorometano al 10% en heptano) para
dar el compuesto del titulo como un sélido naranja (846 mg).

MS (ESI) m/z 336, 338 (M+H); RMN H1 (CDCly) 8 2,48 (s, 3H), 4,72 (s, 2H), 7,69 (d,
J=8Hz, 2H), 8,01 (d, J = 8Hz, 2H).

Ejemplo 5

Enfriar (0°C) una disolucién de [2-(3-metil-fenii)-4-metilo oxazol-5-il]-metanol
(Ejemplo 3, 756 mg, 4 mmol) en diclorometano (16 mL) y afiadir, secuencialmente,
DMAP (51 mg, 0,4 mmol), trietilamina (552 uL, 4 mmol) y cloruro de metanosulfonilo
(323 plL, 4,2 mmol). Agitar la disolucién resultante durante § minutos, quitar el bafio
refrigerante y agitar durante 25 min. Diluir esta disolucién con éter, lavar con dcido
clorhidrico (5 mL, 2M), salmuera, secar sobre MgSO, y concentrar para dar el com-
puesto del titulo (743 mg).
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Ejemplo 6

tinzol-5-ilmetoxi)-benzoico

A una mezcla de éster metilico del dcido 4-hidroxi-benzoico (152 mg, 1 mmal) y
carbonato potésico (152 mg, 1,1 mmol) afladir acetonitrilo (4 mL). Afiadir a esta mezcla
10  5-bromometil-4-metil-2-(4-triflucrometil-fenil)-tiazol (Ejemplo 4, 314 mg, 1 mmoat).
Calentar la mezcla de reaccién resultante a 60°C, y agitar a esta temperatura durante §
horas. Enfriar ]a mezcle a temperatura ambiente, diluir con acetato de etilo, lavar con
agua, después con salmuera, secar sobre MgSO,, filtrar y concentrar para dar el com-
puesto del titulo como un sdlido blanco (364 mg).
15  MS (ESI) m/z 408 (M+H); RMN H1 (CDCl;) § 2,53 (s, 3H), 3,90 (s, 3H), 4,52 (s, 2H),
7,00 (d, J=9Hz, 2H), 7,68 (d, J = 8Hz, 2H), 8,02 (m, 4H).

Ejemplo 7

20

Seguir el procedimiento del Ejemplo 6, pero utilizar el compuesto del Ejemplo 5
25  como el producto de partida par obtener el compuesto del titulo.
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MS (ESI) m/z 338 (M+H); RMN H1 (CDCl;) 5 2,30 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 3,90 (s, 3H),
5,11 (s, 2H), 7,03 (d, J = 9Hz, 2H), 7,25 (m, 1H), 7,33 (1, J = 8Hz, 1H), 7.8 (d, J =
8Hz, 1H) 7,87 (s ancho, 1H) 8,02 (d, J = 9Hz, 2H).

Ejemplo 8

A una suspensién de éster metilico del écido 4-[4-metil-2-(4-trifluorometil-
fenil)-tiazol-5-ilmetoxi]-benzoico (Ejemplo 6, 364 mg, 1| mmol) en metanol (10 mL)
afladir hidracina anhidra (128 ml, 4 mmol). Celentar la mezcla resultante a 60°C y agitar
a esta temperatura durante 18 horas. Enfriar la disolucién resultante a temperatura am-
biente, y afladir 3 gotas de agua. Concentrar la disolucién a vacio y purificar el residuo
por cromatografla instanténea (eluir con metanol al 5% en diclorometano) para dar el
compuesto del titulo (271 mg).

MS (ESI) m/z 408 (M+H); RMN H1 (DMSO) & 2,51 (s, 3H), 4,4 (s ancho, 2H), 5,42 (s,
2H) 7,10 (d, J = 9Hz, 2H), 7,82 (d, J = 9Hz, 2H), 7,85 (d, /= 8Hz, 2H) 8,12 (d. J =
8Hz, 2H) 9,63 (s ancho, 1H).
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Ejemplo 9

Seguir el procedimiento del Ejemplo 8, pero utilizar el compuesto del Ejemplo 7
como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 338 (M+H); RMN H1 (DMSO) § 2,24 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 4,43 (s an-
cho, 2H), 5,26 (s, 2H) 7,11 (d, J = 9Hz, 2H), 7,34 (d, J = 8Hz, 1H), 7,41 (t, /= 8Hz,
1H) 7,74-7,83 (m, 4H) 9,63 (s ancho, 1H).

Ejemplo 10

A una suspensién de hidracida del dcido 4-[4-metil-2-(4-trifluorometil-fenil)-
tiazol-5-ilmetoxi]-benzoico (Ejemplo 8, 271 mg, 0,74 mmol) en diclorometano (7 mL)
afiadir cloroformiato de fenilo (94 pL, 0,75 mmol) seguido por piridina (132 pL, 1,63
mmol). Agitar la mezcla resultante a temperatura ambiente hasta que se consuma todo el

¢P
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producto de partida (por andlisis de TLC). Concentrar la mezcla, y a continuacién reco-
ger ¢l residuo en acetonitrilo (10 mL). A esta mezcla, afiadir DBU (220 pL, 1,5 mmol).
Sellar la disolucién resultante; calentarla a 180°C en un horno microondas Personal
Chemistry™ y agitar a esta temperatura durante 15 minutos. Enfriar la reaccién a tempe-
ratura ambiente, diluir con acetato de etilo, lavar con disolucién de HC1 1 M (o disolu-
cién saturada de NaH;PO,) secar sobre MgSO4 y concentrar. Triturar el residuo resul-
tante con diclorometano varias veces para dar el compuesto del titulo como un sélido
color canela (69 mg).

MS (ESI) m/z 365 (M+H); RMN H1 (DMSO) & 2,51 (s, 3H), 4,4 (s ancho, 2H), 5,42 (s,
2H) 7,10 (d, J = 9Hz, 2H), 7,82 (d, J = 9Hz, 2H), 7,85 (d, J = 8Hz, 2H) 8,12 (d, J =
8Hz, 2H) 9,63 (s ancho, 1H).

Ejemplo 11

Seguir el procedimiento del Ejemplo 10, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
9 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 364 (M+H); RMN H1 (DMSO) & 2,25 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 5,30 (5, 2H)
7,23 (d, J = 9Hz, 2H), 7,34 (d, J = 8Hz, 1H), 7,41 (t, J = 8Hz, 1H) 7,75-7,79 (m, 4H)
12,44 (s ancho, 1H).
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Ejemplo 12

.

tiazol-5-il ximetil]-benzoico

Enfriar (-5°C) una suspensién de NaH (84mg, 60% dispersién en aceite mineral,
2,05 mmol) en THF (4 mL) y afadir una disolucién que consiste en 2-([4-metil-2-(4-
trifluorometil-fenil)-tiazol-5-il)-metanol (546 mg, 2 mmol) y éster metilico del dcido 4-
bromometil-benzoico (458 mg, 2 mmol) en THF (5 mL). Agitar la mezcla resultante
durante 5 minutos después quitar el bafio frio y agitar durante 3 horas adicionales. Parar
Ia reaccién con disolucién de HCI 1M, diluir con scetato de etilo, lavar con salmuera y
secar sobre MgSO,. Concentrar esta disolucion a vacio y purificar el residuo por croma-
tografia instantinea (eluyendo con acetato de etilo al 20% en heptano) para dar el pro-
ducto (377 mg) como un sdlido blanco.
MS (ESI) m/z 422 (M+H); RMN H1 (CDCl;) 5 2,44 (s, 3H), 3,92 (s, 3H), 4,64 (s, 2H),
4,71 (s, 2H), 7,42 (d, J= 8Hz, 2H), 7,66 (d, /= 8Hz, 2H) 8,00 (m, 4H).

Ejemplo 13

£

=N
ek
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il)-metoximetil]- i

Seguir el procedimiento del Ejemplo 8, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
12 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) mk 422 (M+H), RMN H1 (CDCls) & 2,44 (s, 3H), 4,09 (s ancho, 2H), 4,63 (s,
2H), 4,71 (s, 2H), 7,30 (s ancho, 1H), 7,44 (d, /= 8Hz, 2H), 7,66 (d, J = 8Hz, 2H)}, 7,73
(d, J=8Hz, 2H) 8,00 (d, J = 8Hz, 2H).

Ejemplo 14

Seguir el procedimiento del Ejemplo 10, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
13 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 448 (M+H); RMN H1 (DMSO) & 2,40 (s, 3H), 4,65 (s, 2H), 4,78 (s, 2H)
7,50 (d, J = 8Hz, 2H), 7,78 (d, J = 8Hz, 2H), 7,82 (d, / = 8Hz, 2H) 8,10 (d, J = 8Hz,
2H) 12,54 (s ancho, 1H).
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Ejemplo 15

tiazol-5-il}-metoximetil}-benzoico

Enfriar (0°C) una disolucién de 2([4-metil-2<(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-il)-
metanol (450 mg, 1,64 mmol) en THF y afadir NaH (70mg, dispersién en aceite mine-
ral al 50%, 1,75 mmol). Agitar la mezcla resultante durante 5 min. Quitar el bafio frio y
continuar agitando durante 1 hora. A esta mezcla afiadir éster metilico del dcido 3-
(bromometil)-benzoico (450mg, 1,95 mmol). Agitar la mezcla resultante durante 3
horas y a continuacién parar la reaccién con disolucién saturada de NH,Cl. Diluir la
mezcla con éter, lavar con salmuera, secar sobre MgSO, y concentrar a vacio. Purificar
el residuo por cromatografia instantinea (eluyendo con acetato de etilo al 30% en hep-
tano) para dar el compuesto del titulo (181 mg) como un aceite.

MS (ESI) m/ 422 (M+H); RMN H1 (CDCl;) & 2,44 (s, 3H), 3,92 (s, 3H), 4,63 (5, 2H),
4,71 (s, 2H) 7,44 (1, J = 8Hz, 1H), 7,56 (d, J = 8Hz, 1H), 7,66 (d, J = 8Hz, 2H)), 7,00
(m, 4H).
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Ejemplo 16

5
Seguir el procedimiento del Ejemplo 8, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
15 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
10
Ejemplo 17
15

Seguir el procedimiento del Ejemplo 10, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
16 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
20 MS (ESI) m/z 448 (M+H); RMN H1 (DMSO) 5 2,40 (s, 3H), 4,65 (s, 2H), 4,79 (s, 2H)
7,53 (m, 2H), 7,72 (m, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,82 (d, J = 8Hz, 2H), 8,10 (d. J = 8Hz, 2H),
12,5 (s ancho, 1H).
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carboxiflico

A una disolucion de éster metilico del &cido 3-oxo-heptanoico (5,0 g, 31,6
mmol) en diclorometano seco (80 mL) afiadir cloruro de sulfurilo (2,82 mL). Agitar la
mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos a continuacién afladir
agua (20 mL) y la mezcla de reaccidn se extrae cinco veces con porciones de 30 mL de
diclorometano. Lavar los extractos orginicos combinados con agua, disolucién acuosa
saturada de NaHCOQ; y salmuera y después secar sobre MgSQ,. Eliminar el disolvente a
presién reducida pama dar el éster metilico del dcido 2-cloro-3-oxo-heptanoico (6,0 g),
que se utilizé en la etapa siguiente sin purificacién adicional. A una disolucién de éster
metilico del dcido 2-cloro-3-oxo-heptanoico (6,0 g, 31,1 mmol) en etanol (50 mL) afia-
dir 4-(trifluorometil) tiobenzamida (6,4 g, 31,2 mmol). Calentar la mezcla de reaccién a
reflujo durante toda la noche. Eliminar el disolvente a presién reducida y purificar el
residuo por cromatografia en gel de silice (cluyendo con un gradiente de n-
heptano:acetato de etilo (100:1 a 60:1)) para dar el éster metilico del dcido 4-butil-2-(4-
trifluorometil-fenil)-tiazol-5- carboxilico (7,4 g) como un aceite amarillo.

MS (ESI) m/z 344 (M+H).
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Ejemplo 19

A una disolucién de hidruro de litio y aluminio (1,2 g) en tetrahidrofurano seco
(100 mL) afladir éster metflico del dcido 4-butil-2-(4-triflucrometil-fenil)-tiazol-5- car-
boxilico (5,3 g, 15,4 mmol) disuelto en tetrahidrofurano (100 mL). Agitar la mezcla de
reaccién a temperatura ambiente durante un periodo de una hora. Afladir una disolucién
acuosa saturada de cloruro aménico (50 mL) y a continuacién una disolucién acuosa de
dcido clorhidrico 1 molar (50 mL). Extraer ls mezcla de reaccién cinco veces con por-
ciones de 60 ml de acetato de etilo. Secar los extractos combinados con MgSOy4 y elimi-
nar el disolvente a presion reducida para proporcionar [4-butil-2-(4-triflucrometil-fenil)-
tiazol-5-il}-metanol (4,6 g) como un aceite amarillo, que solidifica tras dejarlo estar a
temperatura ambiente.
MS (ESI) m/z 316 (M+H); RMN H1 (DMSO-dé6) & 0,91 (t, J= 7,0 Hz, 3H), 1,35 (m,
2H), 1,64 (m, 2H), 2,70 (m, 2H), 4,68 (m ancho, 2H), 5,63 (m ancho, 1H), 7,83 (d an-
cho, /= 8,5 Hz, 2H), 8,09 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H).

Ejemplo 20
o
N\
=N
F
F
F

A una disolucion de [4-butil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-il}-metanol (1,0
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£ 3,1 mmol) en diclorometano (50 mL) afiadir trietilamina (0,88 mL) y cloruro de me-
tanosulfonilo (0,39 mL). Agitar la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante
un periodo de tres horas y después afiadir diclorometano (100 mL). Lavar la mezcla de
reacci6n con una disohucién acuosa saturada de NaHCOj; (50 mL), agua y salmuera. Se-
car la capa orginica sobre MgSO, y eliminar el disolvente a presién reducida para dar
4-butil-5-clorometil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol (1,0 g) como un aceite amarillo.

MS (ESI) m/z 334 (M+H); RMN H1 (DMSO0-d6) & 0,92 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,37 (m,
2H), 1,68 (m, 2H), 2,80 (m, 2H), 5,14 (s, 2H), 7,86 (d ancho, /= 8,5 Hz, 2H), 8,12 (d
ancho, /= 8,5 Hz, 2H).

Ejemplo 21
/
\ o]
8§ b -
F
F
F
Producto intermedio: Ester metilico del acido 4-[4-butil-2-(4-triflucrometjl-fenil)-tiazol-

5-ilmetoxi]-2-cloro-benzoico

A una disolucién enfriada en hielo de [4-butil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-
il]-metanol (1,0 g, 3,17 mmol), éster metilico del dcido 2-cloro-4-hidroxi-benzoico (592
mg, 3,17 mmol) y trifenilfosfina (832 mg, 3,17 mmol) en diclorometano afiadir azodi-
carboxilato de dietilo (0,567 mL, 3,17 mmol). Agitar la mezcla de reaccién durante 2
horas mientras que se la deja calentar a temperatura ambiente. Eliminar el disolvente a
presién reducida y purificar el residuo por cromatografia instantinea sobre gel de silice
para dar éster metilico del dcido 4-[4-butil-2-(4-triflucrometil-fenil)-tiazol-5-ilmetoxi}-
2-cloro-benzoico (600 mg).

MS (ESI) m/z 484 (M+H).

q b
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Ejemplo 22

Seguir el procedimiento del Ejemplo 8, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
21 como €l producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
10  MS (ESI) m/z 484 (M+H).

Ejemplo 23
NH
[ ) W
S o) o

15

Seguir el procedimiento del Ejemplo 10, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
20 22 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 510 (M+H); RMN H1 (DMSO-d6) & 0,91 (t, 3H), 1,37 (m, 2H), 1,68 (m,
2H), 2,83 (t, 2H), 5,50 (s, 2H), 7,19 (dd, J = 9, 2,5 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
7,77 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,86 (d, J= 8,0 Hz, 2H), 8,13 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 12,64 (s an-
cho, 1H).
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Ejemplo 24

Producto intermedio: Ester metflico del écido 2-fluoro-4-metil- ico

A una disolucién de dcido 2-fluoro-4-metil-benzoico (1,1 g, 7,13 mmol) en me-
tanol (20 mL) afiadir cloruro de tionilo (1,02 g, 8,56 mmol). Agitar la mezcla resultante
durante toda la noche y a continuacién concentrar a vacio para dar el compuesto del t-
tulo (1,2 g) como un sdlido blanco.

MS (ESI) m/z 169 (M+H); RMN H1 (DMSO-d6) 5 2,37 (s, 3H), 3,83 (s, 3H), 7,12-7,21
(m, 2H), 7,79 (t, /= 8,0 Hz, 1H).

Ejemplo 25
6,0
F
B

Producto intermedio: Ester metilico del dcido 4-bromometil-2-fluoro-benzoico

A una disolucién de éster metilico del dcido 2-fluoro-4-metil-benzoico (1,12 g,
6,66 mmol) en tetracloruro de carbono (12 mL) afiadir N-bromosuccinimida (1,18 g,
6,66 mmol) y peréxido de benzoilo (10 mg). Calentar la mezcla resultante a 60°C duran-
te 15 horas y a continuacién concentrar a vacio a la mitad y filtrar. Concentrar ¢l filtrado
a vacio y purificar el producto bruto resultante por cromatografia instantinea sobre gel
de silice (eluyendo con heptano/acetato de etilo 5/1) para dar el compuesto del titulo
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(1,35 g) como un sdlido blanco.
MS (ESI) m/z 247 (M+H); RMN Hi (DMSO-d6) & 3,85 (s, 3H), 4,73 (s, 2H), 7,37-7,48
(m, 2H), 7,88 (t, /= 8,0 Hz, 1H).

Ejemplo 26

A una disolucién de [4-butil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-il}-metanol (1,02

£, » 3,24 mmol) en DMF anhidra (150 mL) afiadir carbonato de cesio (2,7 g, 8,10 mmol)
y éster metilico del 4cido 4-bromometil-2-fluoro-benzoico (0,8 g, 3,24 mmol). Agitar la
mezcla resultante durante toda la noche a continuacién verter en una disolucién acuosa
de hidrogenofosfato potisico 1M y se extrae tres veces con éter diisopropilico. Lavar los
extractos combinados con agua, secar sobre MgSO,, filtrar y concentrar a vacio. Purifi-
car el regiduo por cromatografia instantinea sobre gel de silice (eluyendo con un gra-
diente de heptano/acetato de etilo) para dar el compuesto del titulo (0,3 g) como un séli-
do amarillo.
MS (ESI) m/ 482 (M+H); RMN H1 (DMSO-d6) & 0,89 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,33 (m,
2H), 1,65 (m, 2H), 2,72 (m, 2H), 3,86 (s, 3H), 4,67 (s, 2H), 4,80 (s, 2H), 7,28-7,34 (m,
2H), 7,86 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H), 7,90 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 8,11 (d ancho, /= 8,5 Hz,
2H).
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Ejemplo 27

ilmetoximetil]-2-fluoro-benzoico

Seguir el procedimiento del Ejemplo 8, pero utilizar €] compuesto del Ejemplo
26 como el producto de partida para obtener el compuesto de! titulo.
10  MS (ESI) m/z 482 (M+H); RMN H1 (DMSO-d6) & 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,33 (m,
2H), 1,65 (m, 2H), 2,72 (m, 2H), 4,53 (s ancho, 2H), 4,62 (s, 2H), 4,79 (s, 2H), 7,20-
7,29 (m, 2H), 7,57 (t ancho, J = 8,0 Hz, 1H), 7,84 (d ancho, /= 8,5 Hz, 2H), 8,12 (d an-
cho, J= 8,5 Hz, 2H), 9,51 (m, 1H) .

15 Ejemplo 28

™, -NH

20 [1.3,4]oxadiazol-2-ona
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Seguir el procedimiento del Ejemplo 10, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
27 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 508 (M+H);RMN H1 (DMSO-d6) & 0,89 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,33 (m,
2H), 1,65 (m, 2H), 2,73 (m, 2H), 4,68 (s, 2H), 4,81 (s, 2H), 7,33-7,40 (m, 2H), 7,80 (t, J
= 8,0 Hz, 1H), 7,85 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H), 8,12 (d ancho, /= 8,5 Hz, 2H), 12,70 (m
ancho, 1H).

Ejemplo 29

tiazol-5-ilmetoxi]-fenil } -acético

A una disolucién de 4-butil-5-clorometil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol (278
mg, 0,83 mmol) en DMF anhidra (5 mL) afiadir carbonato de cesio (297 mg, 1,66
mmol) y 4-hidroxifenilacetato de metilo (200 mg, 1,20 mmol). Agitar la mezcla resul-
tante durante toda la noche a continuacién verter en agua y extraer dos veces con aceta-
to de etilo. Lavar los extractos combinados con agua, secar sobre MgSQ,, filtrar y con-
centrar a vacio para dar el compuesto del titulo (290 mg) como un sdlido amarillento.
MS (ESI) m/z 508 (M+H);RMN H1 (DMSO-d6) & 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,36 (m,
2H), 1,67 (m, 2H), 2,80 (m, 2H), 3,60 (s, 3H), 3,61 (s, 2H), 5,33 (s, 2H), 7,00 (d ancho,
J= 8,5 Hz, 2H), 7,21 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H), 7,84 (d ancho, J= 8,5 Hz, 2H), 8,12 (d
ancho, J= 8,5 Hz, 2H).




Ejemplo 30

0
FF)ZO*{’I Om—"“z

ilmetoxi]-fenil}-acético

Seguir ¢l procedimiento del Ejemplo 8, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
29 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.

10  MS (ESI) m/z 464 (M+H);RMN H1 (DMSO-d6) & 0,91 (t, /= 7,5 Hz, 3H), 1,36 (m,
2H), 1,67 (m, 2H), 2,80 (m, 2H), 3,28 (s, 2H), 4,17 (d ancho, J = 4,0 Hz, 2H), 5,32 (s,
2H), 6,97 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H), 7,19 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H), 7,84 (d ancho, J=
8,5 Hz, 2H), 8,12 (d ancho, J= 8,5 Hz, 2H), 9,13 (t ancho, /= 4,0 Hz, 1H).

15 Ejemplo 31

5-{4-[4-Butil-2-(4-trifluorometil-fenil

20

Seguir el procedimiento del Ejemplo 10, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
30 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 490 (M+H);RMN H1 (DMSO-d6) & 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,36 (m,



10

15

20

-68-

2H), 1,68 (m, 2H), 2,80 (m, 2H), 3,87 (s, 2H), 5,33 (s, 2H), 7,03 (d ancho, J = 8,5 Hz,
2H), 7,24 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H), 7,85 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H), 8,12 (d ancho, J =
8,5 Hz, 2H), 11,7-12,4 (m ancho, 1H).

Ejemplo 32

A una disolucién de 4-butil-S-clorometil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol (300
mg, 0,90 mmol) en DMF anhidre (5 mL) afiadir carbonsto de cesio (586 mg, 1,80
mmol) y 3-(3-hidroxifenil)propionato de metilo (178 mg, 0,99 mmol). Agitar la mezcla
resultante durante toda la noche a continuacién verter en agua y extraer dos veces con
acetato de etilo. Lavar los extractos combinados con agua, secar sobre MgSQj, filtrar y
concentrar a vacio. Purificar el residuo por cromatografia instantinea sobre gel de sflice
{eluyendo con acetato de etilo al 5% en heptano) para dar el compuesto del titulo (290
mg) como un aceite amarillo.
MS (ESI) m/z 478 (M+H); RMN H1 (DMSO-d6) § 0,91 (t, /= 7,5 Hz, 3H), 1,37 (m,
2H), 1,68 (m, 2H), 2,64 (m, 2H), 2,76-2,88 (m, 4H), 3,58 (s, 3H), 5,33 (s, 2H), 6,82-
6,91 (m, 2H), 6,93 (s ancho, 1H), 7,22 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,85 (d ancho, /= 8,5 Hz,
2H), 8,12 (d ancho, J=8,5 Hz, 2H).
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Ejemplo 33
A
F
o NH

-8 NH
N. Z

0

S-ilmetoxi]-fenil}-propiénico

Seguir el procedimiento del Ejemplo 8, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
32 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 478 (M+H);RMN H1 (DMSO-d6) & 0,91 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,36 (m,
2H), 1,68 (m, 2H), 2,33 (m, 2H), 2,80 (m, 4H), 4,14 (d ancho, J = 4,0 Hz, 2H), 5,32 (s,
2H), 6,79-6,92 (m, 3H), 7,21 (t, /= 7,5 Hz, 1H), 7,85 (d ancho, /= 8,5 Hz, 2H), 8,12 (d
ancho, /= 8,5 Hz, 2H), 8,94 (m ancho, 1H).

Ejemplo 34
F (¥ ?
OJLFH
! S N
N. 7
o

[1,3,4]oxadiazol-2-ona
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Seguir el procedimiento del Ejemplo 10, pero utilizar el compuesto del Ejemplo
33 como el producto de partida para obtener el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/z 504 (M+H); RMN H1 (DMSO-d6) & 0,91 (t, J= 7.5 Hz, 3H), 1,36 (m,
2H), 1,67 (m, 2H), 2,80 (m, 2H), 2,88 (m, 4H), 5,33 (s, 2H), 6,83-6,93 (m, 2H), 6,97 (s
ancho, 1H), 7,23 (1, /= 8,0 Hz, 1H), 7,85 (d ancho, J = 8,5 Hz, 2H), 8,12 (d ancho, J =
8,5 Hz, 2H), 11,5-12,5 (m ancho, 1H).
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lO‘

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula I:

o
A )
N-? W—ARIL—Z—G
R,

I
en la que

ARILO es fenilo o piridinilo, en el que dicho fenilo o piridinilo est4 opcionalmente sus-
tituido con uno o més sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en
halégeno, alquiloC,., alqueniloCy.g, alcoxiC,., perfluoroalquiloC,.; alquiltioC,;.
& hidroxi, hidroxialquiloC, ., aciloxiC,.4, nitro, ciano, alquilsulfoniloC,_g, amino,
alquilaminoC,¢ y alcoxiC,.gcarbonilo;

W es un enlace 0 (CHa)m, €n el que m es un mimero entero de 1 a 4;

Zes -O(CHy)p-, -SO2(CHz)y-, {CH2),-Y-(CH2)s-,-(CH3)o-CO-, -O(CH3),-CO-

0 -(CH3)n-Y-(CH3),-CO- en el que Y es NR;, O 0 S y R; se seleccionan del gru-
po que consiste en H, alquiloC,, cicloalquiloC;.g, alquilC,scicloalquiloCsg y
bencilo y n es independientemente un nimero enterode 1 a 5;

Xes NR;, 0o S enel que R; es como se define més arriba;

R;es H, halégeno, alquiloC,s, alcoxiC,s, perfluoroalquiloC,.s; hidroxialquiloCi.,
nitro, ciano, y alquilC, ¢amino; y

Rz es fenilo, piridinilo o tienilo sustituidos o no sustituidos en los que los sustituyentes
se seleccionan del grupo que consiste en halégeno, alquiloC,.s, alqueniloC,.s, al-
coxiCy4, perfluoroalquiloC;4, alquiltioCy¢, hidroxi, hidroxialquiloC,¢, aci-
loxiC)4, nitro, ciano, alquilC,ssulfonilo, amino, alquilC,samino y alcoxiC;.
scarbonilo; o un estereoisémero, un tautémero o un solvato del mismo o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.
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2. El compuesto seglin la reivindicacion 1, en el que ARILO es fenilo

3. El compuesto segiin la reivindicacidn 1, en el que ARILO es fenilo; y
R; es fenilo.

4. El compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que ARILO es fenilo;
Z es -O(CHn- y
R: es fenilo.

5. El compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que ARILO es fenilo;
Z es -O(CHy)n-;
XesOoS;y

Raes fenilo.

6. El compuesto segin la reivindicacién 1, en el que ARILO es fenilo;
Z es -O(CHa)n-;
XesOo0S;
R, es alquiloC,.;
R; es fenilo y; ‘

W es un enlace.

7. El compuesto segiin la reivindicacién 6, en el que X es O.

8. Bl compuesto segiin 1a reivindicacion 6, en el que X es S.

9. El compuesto segiin la reivindicacion 1, en el que ARILO es fenilo;

Z es (CHaa-Y-(CHo)n-; ¥
R; es fenilo.

10. El compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que ARILO es fenilo;
Z es -(CHy)y-Y-(CH2)n;
XesOoS;y
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R; es fenilo.
11. El compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que ARILO es fenilo;
Z es (CHz)»-Y(CH2)n-;
XesOoS;y
R, es alquiloC,¢;
Rz es fenilo y;
W es un enlace.

12. El compuesto segun la reivindicacién 11, en el que X es S.
13. El compuesto segtin la reivindicacion 11, en el que Y es O.

14. B! compuesto segiin 1a reivindicacion 1, en el que ARILO es fenilo;
Z es -O(CHz)p-;
XesQoS;
R, es alquiloC;.;
R; es fenilo y;

W es (CH3)n, n el que m es un nimero entero de | a 4.
15. El compuesto segin la reivindicacién 14, en el que X es 8.

16. El compuesto segiin la reivindicacion 1, que se selecciona del grupo que consiste en:
5-{4-[4-metil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-ilmetoxi]-fenil}-3H-[1,3,4Joxadiazol-2-
ona, 5-[4~(4-metil-2-m-tolil-oxazol-5-ilmetoxi)-fenil]-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-ona, 5-{4-
[4-metil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-il)-metoximetil}-fenil} -3H-[1,3,4]oxadiazol-
2-ona, 5-{3-[4-metil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-il)-metoximetil]-fenil} -3H-
[1,3,4]oxadiazol-2-ona, 5-{4-[4-butil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-ilmetoxi]-2-
cloro-fenil}-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-ona, 5-{4-[4-butil-2-(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-
ilmetoximetil]-2-fluoro-fenil } -3H-[1,3,4]oxadiazol-2-ona, 5-{4-[4-butil-2-(4-trifluoro-
metil-fenil)-tiazol-5-ilmetoxi]-bencil}-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-ona, y 5-(2-{3-[4-butil-2-
(4-trifluorometil-fenil)-tiazol-5-ilmetoxil-fenil }-etil)-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-ona.
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17. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto
segin la reivindicacién 1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18. Un método para tratar una enfermedad en un mamifero en el que la enfermedad es
capaz de ser modulada por ls actividad de unién del ligando del PPARdelta, que com-
prende administrar a dicho mamifero que tiene dicha enfermedad una cantidad terapéu-

ticamente eficaz de un compuesto segiin la reivindicacidn 1.

19. El método seglin la reivindicacién 11, en el que dicha enfermedad es una enferme-
dad desmielinizante seleccionada del grupo que consiste en esclerosis miltiple, enfer-
medad de Charcot-Marie-Tooth, enfermedad de Pelizacus-Merzbacher, encefalomielitis,
neuromielitis éptica, adrenoleucodistrofia, sindrome de Guillian-Barre y trastornos en
los que las células gliales formadoras de mielina estén dafladas que incluyen lesiones de
la médula espinal, neuropatias y lesién nerviosa.

20. El método segiin la reivindicacién 12, en el que la enfermedad desmielinizante es la

esclerosis miultiple.

21. El método segiin la reivindicacién 11 en el que dicha enfermedad se selecciona del
grupo que consiste en obesidad, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia, hipoalfalipoprotei-
nemia, hipercolesterolemia, dislipidemia, Sindrome X, diabetes mellitus de Tipo II y
complicaciones de las mismas seleccionadas del grupo que consiste en neuropatia, ne-
fropatia, retinopatia y cataratas, hiperinsulinemia, disminucién de la tolerancia a la glu-
cosa, insulinorresistencia, aterosclerosis, hipertensién, enfermedad coronaria cardiaca,
enfermedad vascular periférica o insuficiencia cardiaca congestiva.
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RESUMEN

La presente invencién esta dirigida a 1,3,4-oxadiazolonas, compuestos de férmu-
la 1 y las sales, estereoisémeros, tautémeros, o solvatos farmacéuticamente aceptables
5  de los mismos. Los Compuestos novedosos incluyes los de férmula I, en la que los radi-

cales son como se definen en la presente memoria.

o
D .
HN. = N
N” “W-ARIL—z —@
X
R,
|
10 Los compuestos de esta invencién son moduladores del PPARdelta y por lo tan-

to dtiles como agentes farmacéuticos, especialmente para el tratamiento de enfermeda-
des desmiclinizantes y trastornos del metabolismo de &cidos grasos y de utilizacién de

la glucosa.
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Intemational application No, International filing date (doymonthbear)

PCT/US2005/010854 30 March 2005 (30.03.2005)
International publication date (davinoriNyear] Priocity date {dawiwonthiwar)

01 April 2004 (01.04.2004)

Applicant

AVENTIS PHARMACEUTICALS INC. et al

By meuns of this Form, which replaces any previously issued notification conceming submission or transmittal of priority
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Buresn of the priority document(s) relating to
all earlier application(s) whose priority is claimed. Unless otherwisc indicated by the letters "NR", in the right-hand column or by an
asterisk appearing next to a date of receipt, ﬂiepnonlydomunmmedwnbnumdormammdtothe International Burcau
in complisnce with Rule 17.1(g) or (b).

(If applicabls) The letters "NR™ appearing in the right-hand column denote a priority document which,

an the date nf msiling of
- this Form, had not yet been recelved by the International Boresu under Rule 17.1(g) or (b). Where, under Rule 17.1{a), the

priority documnent must be submitted by the applicant to the receiving Office or the Intemnational Bureau, but the applicant fails to
submit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the sttentlon of the applicant is directed to Rule
17.1{c) which provides that nc designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an

' opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the

circumstances.

. (If applicable)An usterlsk (*) appearing next to 8 date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document submitted

or transmitted to the International Buresn but not in complianee with Rule 17.1(a) or (b) (the priority document was received
after the time limit prescribed in Rule 17.1(g) or the request to prepare and transmit the priority document was submitted to the
receiving Office after the applicable time limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority document was not furnished in
compliance with Rule 17.1(g) or (b), the International Bureau will nevertheless transmit a copy of the document to the designated
Offices, for their consideration. In case such a copy is not accepted by the deisnlted Office as the priority document, Rule 17.1(c)
provides that no designated Office may disregard the priority claim concemed before giving the applicant an opportunity, upon entry
into the netiona] phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the circumsiances.

Priority g Priog lication N c ionel OFF Date of e

miy o mgional O oo P
01 fﬂ‘-m.m) ﬂﬁﬂ.419 us 12 August 2005 (12.08.2005) ‘/
po |ACTION DUE At
PR DATE | -
T e n'h:e'a:ni_onu Burca of : Authorized bficer
ATT ;"z",',""g‘!.',“,‘:."i‘o,c;i‘,’;“;ﬁ;:z, S . Frarjgoise HENNEQUIN (Fax 338 7010)
————————— Parermie-No. (41-22) 338.70.10
Facsimile No. +41 22 338 82 70 Telephone No. +41 22 338 9935
Form PCT/IB/304 (January 2004) CKROLKG6]
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~ NOﬂﬁ(:AﬂON OF THE RECORDING oy
e EWSKI, Joseph
- OF A CHANGE sanofi-aventis
‘7':-':"- (PCT Rule 92bis.1 and 203%122&%%%
" . Administrative Instructions, Sectlon 422) B'rid'gawnter, NJ 08807-0800
United States of America
Dats of mailing {day/month/year)
01 September 2005 {01.09.2005)
Applicant’s or agent's file reference
US20030122WO0 IMPORTANT NOTIFICATION
intarmnational application No. intemational filing date (day/month/vear)
PCTAJS2005/010854 30 March 2005 (30.03.2005)

1. The following indications appeared on record concsming:

[] the appiicant [] the nventor [X] the agent

D the common repressntative

Neme and Address State of Nl'lionlﬁlv State of Residence
ROSS!I, Joseph
E‘o'm';gf_g%% Telephone Na.
E‘ 'od' Boxtﬁea o?u 08207-0800
ridgewater, —
Unltgd States of America Facsimile No.
{Additional agent)
[ Teleprinter No.

2. The international Bureau hereby notifies the applicant that ths following change has besn recorded concerning:

E tha person D tha name D the address D the nationality I:] the residence

Name and Address State of Natlonality State of Residence

_'I"elephone No.

Faosimile No.

Teleprinter No.

R T——

3. Further observations, if necessary:
Revocation and renunciation of appointment.

m
4. A copy of this notification has bean semt to:

BI the reoelving Offics

D the designated Offices conocernad
E the International Ssarching Authority

D the elected Offices concerned

D the International Preliminary Examining Authorlty D ather:
The international Bureau of WIPO Authorized officer
34, chamin des Colombeties Miki KOBAYASHI (Fax 338 7010)
1211 Goneva 20, Switzerland
Faczimlile No. (41-22) 338.70.10 Telephone No. {41.22) 338 $401

Form PCTAB/308 (March 1054} 008788883
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\ From the ' \ 7/5

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
ses form PCTASA220 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)

Duie of malling

(dawinonthiragr) see form PCTASAZ10 (second sheet)
Applicanta or agent's flle reference FOR FURTHER ACTION
see form PCTASA220 See paragraph 2 below
international application No. imemational flling dets (dayinanthyear) Priotity date (caysnonthvyasr)
PCTAIS2005010854 - | 30.03.2005 01.04.2004

Intamational Patent Classification (IPC) or both naional classlfication and IPC
CO7D417/12, CO7D413/12, AG1K3 14245, A61P3/10, A61P306

Applicant
AVENTIS PHARMACEUTICALS INC.

1. This opinion contains indications relating to the following items:

& BoxNo.|  Basis of the opinion

O BoxNo.!l  Priority

& BoxNo. il Non-estabiishment of opinlon with regard io novelty, inventive step and industriai applicabiiity
0 BoxNo. IV  Lack of unity of imvention

B BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 434is.1{a)(l) with regard to novelty, inventive step or indusirial
applicability; citations and explanations supporting such statement

O BoxNo. VI Certaln documents clied

[0 BoxNo. VIl Certain defects In the International application

B Box No. VIl Certaln cbservations on the international application
2. FURTHER ACTION

¥ a demand for International preliminary examination ls made, this oplnion will usuelly be considered to be a
written opinion of the Intemational Prelimiiary Examining Authority (*IPEA"). However, this does not apply whera
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
Intemational Bureau under Rula 66.1b/s(b) that written opinlons of this Intemational Searching Authority

will not be o conslidered,

if this opinion Is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant s Invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of three
months from the date of malfing of Form PCTASAZ220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires [ater.

For further optlons, see Form PCTASA/Z220. MML %73 M;fbnjp,h:}n _ f/l

, ¢
3, Foriurther detalls, see notes to Form PC I'Aﬁlhﬂzp vy
LN D E — 2 l,bé

F
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<% RS

Il o rTeE

Name and maling mddrass of the ISA: T e Authorized Officer

1 " e po ety

QE !I. [T

D-80208 Munich . : Herz, C " @)\f
= Tal. +48 B9 2388 - 0 Tx: 323856 spmu .
Fax: +40 80 23808 - 4465 Telsphone No. +49 39 2399-8275 -

Form (PCTASARAY) (Cover Shaet) {Jamuary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No. ‘L('
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2005/010854

Box No.| Baasls of the opinlon

1. With regard to the language, this opinlon has baen established on the basis of the international application in
the language In which it was filed, unless otherwise indicated under this item.

B This opinion has been established on the basis of a translation from the original language into the foliowing
language , which is the language of a translation furnished for the purposes of international search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide andbr amino acld sequence disciosed In the intemational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been astablished on the basis of:

a. type of material:
O asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
O in written format
O in computer readable form
¢. time of filingfurnishing:
O contained in the intemational application as flled.
O filed together with the international application in computer readable form.
O fumished subsaquently to this Authority for the purposes of search.

3. 00 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andor table retating thereto
Copios i Liortcal 1o that i e apicauo a8 i or dogs nat GO beyond the applcation 25 #ed, &8
appropriate, were fumished,

4. Additional comments:

Form PCTISA/ 237 (Januery 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2005010854

125
e

Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicabliity

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be indusirially applicable have not been examined in respect of:

g
B

the entire international application,
claims Nos. 18-21

bacause:

the said international application, or the said claims Nos. 18-21 relate to thé foliowing subject matter
which does not require an international preliminary examination (specify):

see separate sheot

the description, claims or drawings (Indicate particular slements below) or said claims Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (gpecify):

the claims, or said claima Nos. are 80 inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no intemational search report has been eatablished for the whole application or for said claims Nos.

the nuclectide andbor amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been furnished
O does not comply with the standard
the computer readable foom O has not been fumished
O does not comply with the standard
the tablas related to the nuclectide and/r amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Adminisirative Instructions.

See soparate sheet for further detalls

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application Non'
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2005010854

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-17
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 117
Industrial applicability {IA) Yes: Claims 1-17

No: Claims

2. Citations and explanations
sae separate sheet

Box No. VIl Ceriain observations on the intemations! application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the dascription, are made:

soe soparate sheet

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/010854

1. Claims 18 to 21 are directed to a therapeutical method performed on humans. Under the
terms of Rule 67.1 (iv) PCT, the Intermnational Preliminary Examination Authority is not required to
carry out an examination on such claims.

2. Dusto the invariable presences of an 1,3,4-oxadiozol-2-one moiety the compounds claimed
are considered to be novel vis-a-vis the state of the art as represented by the documents cited in
the Intemational Search Report (ISER).

With regard to the presence of inventive step reference is made to the documents classified "Y" in
the ISER wherein similar compounds possessing PPARS modulating activity have been disclosed.
Substituents therein are the same as or similar to those given in the present application.

Taking into account these facts the man skilled in the art would have to expect the PPARS

modulating activity without affecting their fundamental capabilities when modifying the basic moiety

. and/or the substituents of the groups of compounds disclosed in the state of the art. Thus
representing only predictable effects the compounds claimed are considered to be obvious.

Consequently, at present, Claims 1 to 17 are lacking inventive stap under Article 33 (3) PCT.

Accordingly it is to be demonstrated whereln the inventive step lies in the compounds claimed, e.g.
by showing a significant improvement in the property relevant to the solution of the stated problem.
Iif it is chosen to give evidence using comparative tests, these must be carrled out in respect of the
closest state of the art.

3. Back references of claims 19 to 21 are incorrect since the claims referenced to are not
method claims.

Form PCTASA/237 (Separato Shest) (Shoet 1) (EPO-January 2004)
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PCT ' e

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agant's flle reference FOR FURTHER 200 Form PCTA

US20030122W0 ACTION as wel as, where applicabla, Hem 5 bolow.
Intemational application No. inemational filing date (cy/monthiear) (Earlest) Priotity Date (day/month/year)
PCT/UB2005/010854 30/03/2005 01/04/2004
Appicant

AVENTIS PHARMACEUTICALS INC.

Thia intemationad Search Raport has been prapared by this intemational Searching Authority and 18 tranamitiad to the appiicant
according o Articie 18. A copy Is being tranamiited to the intemational Bureau,

This nlemational Ssarch Faport congists of a otal of [ sheets.
[X] 1tis iso accompaniad by & copy of each prior art document cited In this report

1. Basis of the report

a With ragerd to the ianguage, the intemational search was carriaed out on the baals of the intsrnational application In the
language in which it was flied, unjess ctherwisa indicated under this item.

|:| The nternational search was carried out on the basis of a transialion of the inemational eppiication fumishad ©
this Authority (Rule 23.1(b}).

b. [] Wit regard 1o any nucleotide andéor emino acid saquence disciosed in the Intemational eppiicaiion, ses Box No. I.
2. [[] Cortain clsims were found unsearchabie (See Box Il).
3. [ unity of invention Is lacking (see Box ).

4. With regard to the title,
[[] the textis approved as submitiad by the applicant.
[X] the text has bean established by this Authority to read as follows:
1,3,4-OXADIAZOL-2-ONES AS PPAR DELTA MODULATORS

S. Mhmdhlmlhuu.ul.
[X] the text s approved as submitied by the appilcant.

[(] the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authorly s it appears kn Box No. IV, The applicant
may, within one month from tha date of malling of this Intemational saarch report, msbmit comments to this Authority.

6. Wi regard to the drewings,
a. the figure of the drawings to ba published wih the ebstract is Figure No.
[C] assugoestsd by the appilcant.
[C]  aseewoted by this Authorty, becausa the applicant falied 1 suggest & figure.
[T]  asssiactad by this Authorlly, becausa this figure batter characterizes the Invention.
b. [C] none of the figures Is to ba publshed with the abstract.

Form PCTAASA/210 (firet shoet) (January 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT intar= “onal Appliastion No

PC., JS2005/010854
TPt CC0Da17/12 | C07DA13/12  A61K31/4245 AG1P3/10  A61P3/06

According to Inlamadional Palart Classification {(IPC) or 1o both national classification and PG

Minkmum cocumenation Sesrched (cassification sysism folowsd by claseification symboks)
IPC 7 CO7D A61K

Documaniation saarchad other than minimum documaniation i the extent that such docurnants am included In the fisids searchad

Elacironic dais base consuited during the intemational ssearch {name of data base and, whers praciical, search terms used)
EPO~Internal, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Ciation of docunant, with indication, where appropeiate, of the relevard passages Relsvant o claim No.
Y S. 5. KULKARNI ET AL.: "Three-Dimensional 1-21

Quantitative Structure Activity

Relationship (3-D-~QSAR) of

Antihyperglycemic Agents”

BIOORG. MED. CHEM.,

vol. 7, 1999, pages 1475-1485, XP002345584

figure 1
Y WO 00/78313 A (MERCK &CO., INC.) 1-21

28 December 2000 (2000-12-28)

claims 1-30
A WO 01/00603 A (GLAXO GROUP LTD.) 1-21

4 January 2001 (2001-01-04)

claims 1-50

_/._
m Furthar documents are listed in the continuation of bex C. E Patent family Members are lsted In annex.
* Special catogories of clied documonts : T ter coctmant e
"A" documet defing e geners st o the a1 whch 8t el Lot it mwﬂﬁu
E nmmm.ﬂinﬂ" Imemational " document of particular relsvancs; the claimed Invention
Tling dete . cannal be considend novel or cannot be conaldend 1o
"L document which may hrow doubks on _a;w}ar . Mmmmmmmh tahen siona
m«mwmpm Rt e onekard 10 oD, o hverve ...p"'-i"&.m.
o mmmumuimn use, exhibltion or mthmnﬂmdm“wmm auch docu—
. m-tnmmmh' person sklled
> -..-...'#E‘F'.ﬁ,":."'é'.'m Wegduietut *A* docunant member of the same patent family
Daxta of the achusl gomplaiion of tha inkemational ssarch Dxla of maling of the itemnational ssarch repott
19 September 2005 29/09/2005
Name and maling ackiress of the ISA Authorizad officer
Patant Ofice, P.B, 5818 Pajentisan 2
NL - 2280 HV
i e terz, ¢

Form PCTABA21D (vacend shael) Lismmry 2004}

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Int* -~stional Application No
}../US2005/010854

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

"N-(2-Benzoylphenyl)-L-tyrosine
PPAR.gamma. Agonists. 1. Discovery of a
Novel Series of Potent Antihyperglycemic
and Antihyperlipidemic Agents"

J. MED. CHEM.,

vol. 41, no. 25,

11 November 1998 (1998-11-11), pages
5020-5036, XP000B64731

table 3

———

Calsgory * | Ciation of documen, with Indication, whers approprisis, of the /misvant passapes Pelavant 1o claim No.
A WO 01/17994 A (GLAXO GROUP LTD.) 1-21

15 March 2001 (2001-03-15)

claims 1-20
A B. R. HENKE ET AL.: 1-21

Fam PCTASA210 (sandiramtion o sseons ghaal) (Jemary J004)

page 2 of 2

DV



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

inter- “"wnal Application No

iefors  Acn petent family members PC.. JS2005,/010854
Patant documant Publication Patant familly Publication

ciwad in search report dats membar(s) daie

WO 0078313 A 28-12-2000 AU 770870 B2 04-03-2004
AU 5746800 A 09-01-2001
CA 2377246 Al 28-12-2000
EP 1194147 Al 10~04-2002
JP 2003502370 T 21-01-2003

MO 0100603 A 04-01-2001 AT 297384 T 15-06-2005
AU 765347 B2 18-09-2003
AU 5817100 A 31-01-2001
BR 0011891 A 05-03-2002
cA 2377126 Al 04-01-2001
CN 1358179 A 10-07-2002
CZ 20014664 A3 13-03-2002
DE 60020701 D1 14-07-2005
EP 1189895 Al 27-03-2002
HU 0201858 A2 28-09-2002
JP 3490704 B2 26-01-2004
JP 2003503399 T 28-01-2003
JP 2003313141 A 06-11-2003
MX PA01013244 A 02-07-2002
NO 20016078 A 13-12-2001
NZ 515676 A 28-05-2004
PL 353135 Al 20-10-2003
TR 200103612 T2 21-05-2002
Us 6710063 Bl 23-03-2004
ZA 200109804 A 28-02-2003

WO 0117994 A 15-03-2001 AT 260912 T 15-03-2004
AU 7115300 A 10-04-2001
DE 60008763 D1 . 0B-04-2004
DE 60008763 T2 10-02-2005
EP 1210345 Al 05-06-2002
ES 2215719 T3 16-10-2004
JP 2003508529 T 04-03-2003

Form PCTABA/R 10 {putart {amily srrwx} (Jerumry D04}
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1%,

From the INTERNATIONAL BUREAU b
PCT
FIRST NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF STRUPCZEWSKI, Joseph "~
THE COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL sanofi-aventls _
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES WHICH Routa 202-206 R Pl ¢
DO NOT APPLY THE 30 MONTH TIME LIMIT P. O. Box 8800 Voo
UNDER ARTICLE 22(1)) Bridgewatar, N.J 08807-0800
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
(PCT Rule 47.1(c))
Daile of mailing (day/monthvyear)
03 November 2005 (03.11.2005)
Applicant's or agent's file reference
US20030122W0O IMPORTANT NOTICE
International application Na. Iniemational filing date (day/monthvyear) Priority date (daysnonshvvear)
PCT/US2005/010854 30 March 2005 (30.03.2005) 01 April 2004 (01.04.2004)
Applicam

AVENTIS PHARMACEUTICALS INC. ot al

! 1. ATTENTION: For any designaied Office(s), for which the time limit under Article X2(1), as in foree from 1| April 2007 (30 months from
the pricrity date), does apply, plsase see Form PCT/IB/308(Second snd Supplemenmsty Nolice) (to be issned prompily sfter the expimtion
of 28 moaths from the pricrity dais).

Notice is hereby given thet the following designaied Office(s), for which the 1ime limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2000,
does not apply, has/have requested that the communication of the international application, as provided for in Article 20, be effecied under
Rubs 93bir.1. The Intamational Burcau bas effecied that communication on the date indicated below:

20 Ocwober 2005 (20.102003)

CH

In accordance with Rule 47, 1(c-bis)(i), those Offices will accept the present nolite as conclnsive evidence that the communication of the
imzmational application has duly iaken place on the daie of mailing indicated above Shd no copy of the international application is required
1o be fumnished by the applican! 10 the designaisd Office(s).

3. The following designated Offices, for which the time limit under Anicle 22(1), as in force from | April 2002, does pot apply, have not
reqoesied, as ot the time of mailing of the present notice, that the communication of the international spplication be effected under Rule
93bis.1 :

LU, SE, TZ, UG, ZM

In accordance with Rule 47, 1(c-bis)(3i), those Offices accep! the present notics as conclusive evidence thal the Contracting Swte for which
ibat Office acts as a designated Office does nol require the fornishing, under Article 22, by the applicant of a copy of the inlemational

19

application.
'.. TIME LIMITS for entry into the national phase

For the desigmaied Office(s) listad above, and unless s demand for inemationsl preliminary examimation has been filed before the
expiration of 19 months from the priority date (see Article 39(1)), the applicable iime limit for entering the national phate will, snbject to
what bs suld in the following paragraph, be 20 MONTHS from the priority dale.

In practice, time limiis other then the 20-month {lme Bmit will contipue to apply, for various periods of time, in respect of certain of the
desigmated Offices listed above. For regular updates on the applicable thme lmlis (0 or 21 monibs, or other ime LEmit), Office by
Office, refer 10 the PCT Gazstte, the PCT Newsletter and the PCT Applicant’s Guide, Volume 11, National Chapiers, all available from
WIPO's Initernet site, at hup:/forww. wipo.in/pcrenfindex. himl

lmlhelpphﬂmhnleruponiblllummmnnm:nunfl?mn_:’__” - ,é: e =)
NY - e L :
‘ H
: t
N — |
I
T .l-'_l"l Al 4
T '\léo H(Q/ﬁS"
' r= i W _I e, ¥
The Intemational Burean of WIPO v | _Autharizad officer oo N . —
34. chemin des Colombeties .
1211 Geneva 20, Swilzerland Masashi Honda
Faczimile No.+41 72 740 14 35 Facsimile No.+41 22 338 70 10

Form PCT/IB/308(First Notice) (Janmary 2004)



PATENT COOPERATION TREATY 0 2005097762

RECE“’ED PCT/US2005/010854
\U% 0 8 200 From the INTERNATIONAL BUREAU 12> ‘-.)lp
PCT To:
PATENL OGP Lo surerevenrary notice -
INFORMING THE APPLICANT OF THE STRUROZEWSH:-doseph—— -
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL sanofi-aventis )
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES %haﬁzg M
WHICH APPLY THE 30 MONTH TIMB Biickjewstor, 10J 08807-0800 O)w}
LIMIT UNDER ARTICLE 2(1)) ETATS-UNIS D’AMERIQUE
— (PCT Rule 47.1¢cD COMPUTER ENTERED
Date of mailing (daymonth/vear)
03 August 2006 {03.08.2006) QC!
Applicact’s or agenr’s file reference 7
US20030122WO IMPORTANT NOTICE
Intemational application No. Imemational filing dete (daywmonth/vear) Priority date (daymonth/year)
PCT/US2005/010854 30 March 2005 (30.03.2005) 01 April 2004 (01.04.2004)

Applicant

AVENTIS PHARMACEUTICALS INC. et al

e,

13

. ATTENTION: For any designaied Office(s), for which the time limil under Article 22(1), as in farce from 1 April 2002 (30 months from

the priority date), does not apply, please see Form PCT/IB/308(First Notice) issued previously.

Notice is hereby given that the following designaied Office(s), for which the time limil nnder Article 72(1), as in force from 1 April 2002,
does spply, has/have requesied that the communication of the international application, as provided for in Article 20, be effecied under
Rule 93bis.1. The International Burean has effecied that communication oo the date indicaied below:

20 October 2003 (20.10.2005)

AU, AZ, BY, CN, CO, DZ, EP, HU, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, NA, PG, RU, SY, TM, US

In accordance with Rale 47.1(c-bis)(i), thase Offices will accept the present nofice as conclusive evidence that the communication of the
internationa) application has duly ken place on the dale of mailing indicated above and no copy of the intamationa) application is required
10 be fumished by the applicant o the designatad Office(s).

The following designated Offices, for which the Ume limit under Asticle 22(1), es in force from 1 April 2002, does apply, have not
roquested, as at the time of mailing of the present notice, thal the commmunication of the international application be effected under Rule
93bis.1 :

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BW, BZ, CA, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EA, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD,
GE, GH, GM, HR, ID, I, IN, IS, JP, KE, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LV, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ OA, OM, PH,
PL, PT, RO, SC, SD, SG, SK, SL, SM, TJ, TN, TR, TT, UA, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZW

In accordance with Rule 47. L(c-bir)(if), those Offices accept the present notice as conclusive evidence that the Contracling State for which
that Office acts a3 a designated Office does not mquire the fumishing, under Article 22, by the applicant of a copy of the iniemational
epplication.

TIME LIMITS for entry into the national phase

For the designaiad or elected Office(s) lisied above, the applicable time limit for entering the national phase will, subject to what is said In
the following paragraph, be 30 MONTHS from the pricrity date.

In practice, thne limits other than the 30-month time Bmit will continue 1o apply, for varions periods of time, in respect of cenain of the
desigmiad or eleciad Office(s) listed above. For regular updates on the appleable tirse Bmits (30 or 31 months, or other time limit),
Office by Office, refer 10 the PCT Gazeite, the PCT Newslester and the PCT Applicant’s Guide, Yolume 11, Nstional Chapters, al) available
from WIPO'"s Inteznet site, st hitp://orerw. wipo.int/peven/index himl.

1t in the applicant’s sole responalbifity 1o monitar al] these tme limits.

The International Borean of WIPO Anthorized officer

34, chemin des Colombefies .
1211 Geneva 20, Switzerland Masashi Honda

Facsimile No. +41 22 338 82 70 e-mail: piO8@ wipo.int

Form PCT/IB/308(Secomd and Supplementary Notice) (January 2004)
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SUPERINTENDENCIA \

Delegatura de Propiedad Industrial .
Divisién de Nuevas Creaciones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGIL|ZACION DEL

TRAMITE =
! . USUARIO RADICADOR
PATENTE DE [NVENCION { ) MODELODEUTILIDAD { ) ( ) ()
-Indicacién de que se solicita la concasldn de una patente. .( ) - ( )
-Datos do dentificacién del solicitante o da la pearsona que se
prosenta Ja solicltud. { ) ()
-Dascripcidn de la Invenclon. { ) { )
-Dibujos de ser estos pertinentes. () ()
-Comprohante de Pago de las tasas establecidas. { ) (__‘ ) Lt
’ - R . ==

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) . { ) ( )

DISENO INDUSTRIAL ()
-Indicacién de que se solicita el registro de Disefio industrial. t ) ()
«-Datos da identificaclén del solicitante o de Ia persona que 58

presenta la solicitud. _ { ) ()
-Representacién grafica y fotog!iﬂcu_dal Disefio Industrial o muestra L Ly e ST -
del Material que incorpora el disefio. ( ) { )
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas. {) { )
COMPLETA {.) INCOMPLETA ( ) A () —
ESQUEMA DE TRAZADO ( )

<indicacidn de que sa soiicita el rogistro de Disefic lndl;strial. _ ( ) { )

-Datos de Identificacidn del solicltante o de la persona que se

presenta la solicltud. (") { )
-Representacidn grifica del Esquema Trazade. { ) { )
-Comprobante da Pago de las tasas ostablecidas. () {)

] .
COMPLETA { ) INCOMPLETA ( ) { ) { )

Firma Responsabloe:

Fecha:

—— -
3

.".'- ~

- - -
L L
- L .



REPUBLICA DE COLOMBIA ,b"J(

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO \
Folio 1#
2020
Bogot4 D.C.,
Doctor {a)

PATIRO LEYVA LUIS
Apoderado{a) y/o Representante de
AVENRTIS PHARMACEUTICALS INC.

REFERENCIA Radicacién No. 06 98507
Solicitud internacional PCT/US2005/010854
Fecha inicio fase nacional 01/11/2006

Tr&mite 11
Evento 378
Actuacién 416
Oficio No. 1925
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Decisifn 486 de la Comisién de la Cominidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Onica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciocnes para efecto de su publicacifn en la Gaceta de Propledad Industrial.

Jefea de la divisién de Nuevas Creaciones

aalvarado



