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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la soficitud

Documento que acredita existencia y representacin legal cuando el soficliante sea persona juridica.
Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causants.

Dedlaraclones

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccidn de la solictud imtemacional al castsllanc. (Resumen, descripeidn, reivindicaclones, dibujos)

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

De ser el caso, copia del contralo de acceso.

De ser ol caso, documento que acredite la icencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas ’

De ser ol caso, certificado de deposito del material biolégico

Arte final 12x12.

De ser ol caso, informacion sobre otras solickudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular
0 su causants, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

Otros Reporte de Bisqueda Intemacional.
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(12) Solicito la concesién de la patents,
NOMBRE: LUIS PATINO LEYVA

FIRMA:
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Continuacién nombre, direccién y domicilio de inventores:

Nombre Direccién Domicilio

RIEKE-ZAPP Joerg Arndtstrasse 50, 60325 Frankfurt, Alemania

KEIL Johannes Johannesallee 12, 65929 Frankfurt, Alemania

KLEEMANN Heinz-Wemer Mainstrasse 29, 65474 Bischofsheim, Alemania

HANNA Reda 1043 Treeline Drive, Allentown, PA 18103 Estados
Unidos

HUANG Bao-Guo 10 Shields Lane, Bridgewater, NJ 08807, Estados
Unidos

WU Xiao-Dong 58 Bond St., Bridgewater, NJ 08807 Estados
Unidos

GOURAUD Yves 87 Avenue des Pevenches, F-93370 Montfermeil, Francia



Otros anexos que se acompailan a la solicltud.

Copia del formato PCT/RO/101 correspondiente a la solicitud internacional.

Copia del formato PCT/IB/304 correspondiente a la notificacién relativa al envio o
transmisién del documento de prioridad.

Copia formato PCT/IB/306 correspondiente a la notificacion de un cambio.
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GHOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA

The undersigned » acting on
behalf of and representing of ’
domiciled in, hereby appoint(s) LUIS
PATINO LE YVA and/or GUSTAVO HOLLMANN
RESTREPO, domiciled in Bogoté D.C, Republic of
Colombia , as our true and legal anomey with the
DECESSATY pOwers
a

. ) To pplym::headminism&ve.hldicialmdpolice

amhoriﬁsoftheRepubli:benlnmbia,inanyinn:me
or appeal, fm-obt:.iningmgismﬁmofpm,ulilhy
models, industrial » 88 well as their assignments,

. e:temionsmdchangesofmr_m;Z)Toprepn?apply

for, execute register contracts, licenses

obrain,

patents,

To this effect, I (we) hereby authorize him 1o file

applications, make descriptions, protests, amendments,
» oppositions, - appeals and

:.".‘;J‘ chm;mgaym,quommdﬁmaspmﬂad.by

Iaw;towuveorabandongnn:edriglmorrigliu'h

acarneys should do to my (our) benefir.
i comprises the authority to ratify or confirm

This power
- my(ou:)behalfmyacﬁon,uweﬂas:hefamlryof
®: =

receiving, desisting,  transacting,

compromising, substituting and revoking substitutions,
taking notifications, and appointing judicial or extra-
]udlualal::omeys _
Signed in on this

dayof  of

d’
G. HOLLMANN RESTREPO :
ABOGADOS LTDA

Yo (nosotros) » obrando
nombre propio y representacién de, con domicilio
en, » nombro(amos) a LUIS PATINO LEYV,
/o GUSTAVO Hi
No%?G,OﬁdnaSOB,Ipodmdovetdaderoylegd,con
poder especial, amplio y suficiente:

funcionario piblico
ml" :

pmtstas. 3
: cancdadnnu,’apelacims x!u:lml;apg:
IDPUEStos, CUOLas y gravimenes prescritos por ;
renunciar o desistir a derechos idos o en curso de
mnén,mubmtodacbsededocummirvﬂmdmdo
CATgO IESPEctivo, y en general, para dar amte dichas
mtmidadﬂtodosloupasosnecesaﬂosalefectoindimdoy
tomas todas las medides que creyeren conducentes al
resguardo de mis (nuestros) intereses, con todas las
facultades necesarias, y por este documento desde ahora
dechm(am)viﬁdoybucnowdocuantolosapodmdos
hicieren enmi(msm)hbeneff icio.
Este poder comprende acultad de ratificar, ‘0 confirmar en
mi(mestm)nombreloacnudo,asicomolafacultadde
recibir, conciliar, desistir, transigir, comprometer, sustituir Yy
revocar sustituciones, recibir notificaciones Y nombrar
apoderados judiciales o extrajudicigles.

Firmado en el de de

RESTREPO, con » .
domicilio-en Bogoti D.C, Repiiblica de Colombia, Cra 113

3
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Numwer 1529/2005 dexr Urkundenralle

Der Notar varsichert, da8 er dia
Betailigten nach einer Vorbefassung
im Sinne des § 3 Abs. 1 Satz 1 Nr. 7

BeurkG gefragt hat. Dis Frage wurde
varceint.

Die vorstehenden, heouta vor mir
anarkannten Untarschriften von

The Notary Public confirms, that he
has asked the participants, If there
hag besn a prior involvemant in tha i
meaning of § 3 section 1 sentence 1 T T
No. 7 BeurkC {Law on Notarigation).
Thig guestion was answered in the
negativa.

It iz officilally certified
that

1. Prokurigt Dr. Blmar-Michael Wein, Niedernhausen,
4. HapdlungsbavollmBchtigtar Dieter Brausr » Frankfurt,

v rden hiermit beglaubigt,
Sle sind mir perssSnlich bekannt.

Gleichzeitig wird bestitigt, das dis
Pergonen zu 1) und 2) gemeinsam

zaichnungs- und vertretungsberechtigt
sind £Gr die

Sanofi-Aventis Deutschland GmbE

laut Eintragung im Randelsregister -HR B
40661-, das vom Notar am 10. Oktober 2005

eingesehan wurde, bzw. lt. vorllagender
Vollmacht.

Kostenrechnung :

Gabihr §§ 141, 32, 45 Xost.O.

hava signed thixs documant.
They are pasrsonally known to me.

At the same time it 1s confirmed
that the perscns 1) and 2) are en-
titled to jointly sign and represent
in legally binding manner the

In Frankfurt am Main

according to the Commercial .
Register -AR B 40661-, which has -7 T
been inspected by the Notary Public

on Octobar 10, 2005, or according to

the letter of auvthorization, which I

have bafora me,.

Friledrich, Notar

Gabdhr § 150 Kost.O. 13,~~ EUR
Steuar 16 % 4,24 EUR
30,74 EUR
L ]

Notar



APOSTILLE &

(Convention de la Haye du 5 octobre 1981)-

1. Land: Bundesrepublik Deutschiand

Diese dffentliche Urkunde
2. ist unterschrieben von Friedrich
3. in sainer Eigenschaft als amtlich besteliter Notar
4. sie ist versehen mit dem Siegel/Stempel des(der)
Notars .

Bestitigt

5. In Frankfurt/Main 6. am 05.12.05

7. durch den Herm Priisidenten des Langdgerichts
8. unter Nr. 91 Ea A 9637 '
9. Slegel/Stempel

S



[Traduccidén Oficial del Alemdn]

Registro Notarial Nimeroe 1529/2005

El suscrito Notario confirma que é1 preguntd a los participantes
acerca de un eventual impedimento en el sentido del Articulo 3 inci-

80 1 frase 1 numeral 7 de la Ley de Notarizacién. La pregunta fue
contestada negativamente.

Autentico oficialmente las firmas que aparecen anteriormente, las
cuales fueron reconocidas en mi presencia el dia de hoy como las su-
yas propias por

1. Apoderado Dr. Elmar-Michael Wein, domicilio Niedernhausen,
2., Apoderado Dieter Breuer, domicilio Frankfurt,

quienes son conocidos personalmente por el suscrito Notario.

Al mismo tiempo confirmo que las personas sefialadas en 1) y 2) se
.encuentran legalmente autorizados para firmar conjuntamente en nom-
bre y representacién de la compafiia

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
domiciliada en Frankfurt am Main

segin consta en la correspondiente entrada del Registro Comarcial
HRB 40661 del Juzgado Municipal de Frankfurt am Main que fue revisa-
do por el Notario el dia 10 de Octubre de 2005 o seqgin consta en el
poder que &l ha tenido a la vista.

Frankfurt am Main, 01 de Diciembre de 204

KLAUS PETER FRIEDRICH, NOTARIO EN FRANKFQ}
(Firma y Sello Oficial)

Nota de gastos:

Valor del negocio: 10.000,-- EUROS

Impuesto Articulo 141, 32, 45 Disp. Impuestos 13,50 EUROS
Impuesto Articulo 150 Disposicién de Impuestos 13,-- EUROS
I.V.A. 16% 4,24 EUROS

Total: 30,74 EUROS

Klaus Peter Friedrich, Notario (Firma)



APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Repiiblica Federal de Alemania
Este documento péblico
2. Ha sido firmado por: Friedrich
3. En su calidad de: Notario nombrado ofic{glmente

4. Y lleva el sello oficial del: Notario 5
Confirmado

. En: Frankfurt am Main
. El1 dia: 05.12.05 _:éh;

. Bajo el No.: 91 Ea A 9637

5

6

7. Por: El Seflor Presidente del Tribunal Regional
8

9

. Sello: EL PRESIDENTE DEL TRIBYNZAL\§ GIONAL
EN FRANKFURT AM MAIN

10. Firma: Por encargo: Simg

—?,

iy

RN

ADOLF WATZKE
Traductor Oficial

Res. 2438 Minjusticia
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Wellorganisation fiir geistiges Eigentum 52}

Internationales Biiro '

(43) Internationales VerdiTentlichungsdatum
16. Juni 2005 (16.06.2005)

Gt g
I‘""HI-I

-

(10) Inlernationnle VerSffentlichungsnummer

WO 2005/054195 Al

(51) Internatlonale Patenikinsstfikatlon™:
CO7C 233/66

CoO7D 209/46,

(21) Internailonales Akienzelchen: PCT/EP2004/013153

(22) Internationales Anmeldedatom:
19. November 2004 (19.11.2004)

(25) Elnreichungsprache: Deutsch

(26) VerSffentlichungssprache: Deutsch

(30) Angaben zur Priorlit:

103 56 717.8 zember 2003 (02 12.2003)

{71)/Anmclder (fiir alle Bestimmungsstamen mit Ausnahme
von US): AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND
GMBH |DE/DE]; Briningsiracse 50, 95929 Frankfuor

(72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Anmelder {nur fiir US): SCHUBERT, Gerrit
[DE/DE]; Feldbergstrasse 2u, 65779 Kelkheim (DE).
RIEKE-ZAPP, Joerg [DE/DE]; Amdistrasse 50, 60325
Frankfort (DB). KEIL, Johannes [DE/DE]; Johannesallee
12, 65929 Frankfurt (DE). KLEEMANN, Helnz- Werner
[DE/DE); Mainstrasse 29, 65474 Bischofsheim (DE).
HANNA, Reda [US/US]; 1043 Treeline Drive, Allentown,
PA 18103 {US). HUANG, Bao-Guo [CN/US]; 10 Shields
Lane, Bridgewater, N] 08807 (US). W1l Xlao-Dong
[US/US]; 58 Bond Si, Bridgewater, NJ 03807 (US)

FOURAUD, Yves [FR/FR]; 87 Avenoe des Pervenches,
F-93370 Momtfermeil (FR).

(1), Bestimmungsstaulen (sowei! nickt arders angegeben, fir
j gbare nationale Schutzrechisart): AB, AG, AL,
U, AZ, BA. BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH.
, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES,
D, GE. GH, GM, HR. HUJ, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, N1, NO, NZ, OM, PG,
, PL, PT. RO, RU, 8C, SD, SE, SG, SK. 5L, SY, TJ, T™,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
rA''A

) Bestimmungsstaaten {soweil nicht anders angegeben, fir
Jjede verfiigbare regionale Schurzrechisart): ARIPO (BW,
GH, GM, KE, LS, MW, MZ. NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), curasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
TIJ, TM), europliisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, F1, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LU, MC, NL, PL,
PT, RO, SR, 81, SK, TR), OAPI (BF, B}, CF, CG, C1, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

VeriiTentlichi:

mit intermaiionalem Recherchenbericht

vor Ablauf der fir Anderungen der Anspriiche geitenden
Frist; Verdffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen
eintreffen

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab-
kirzungen wird auf dle Erkldrungen ("Guidance Notas on Co-
des and Abbreviations") am Anfang jeder regulliren Ausgabe der
PCT-Gazetie verwiesen.

(54) Tile: METHOD FOR PRODUCING (3-OX0Q-23-DIHYDRO-1H-ISOINDOL-1-YL) ACETYLGUANIDINE DERIVA-

TIVES

(54) Bexelchnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON (3-0X0-2,3-DIHYDRO-1H-1SOINDOL-1-Y1)-ACETYLGUA-

(57) Absiract: The invention relates 10 methods for producing (3-0x0-2,3-dihy-
dro-1H-jsoindol-1-y]) acetylgnanidine derivatives of formula (T) nsing 3-hydroxy-
2.3-dihydro-1 H-isoindol-1-one derivatives or 3-(2-carbamoyl-phenyl) acrylic acid
cster derivatives as intermediate stages, to a method for the resolution of racemates
and o intcrmediate products of the inventive method.

(57) Zusummenfassung: Die vorlicgende Erfindung betrift Verfahren zur
Herstellung von (3-Oxo-2,3-dihydro- | H-isoindol- i-yl)-acetylpuanidin-Derivaren

NIDIN-DERIVATEN
NH,
P
N NH,
(1))
R1 N—R3
R2 Q

der Formel ¢1) Uber 3-Hydroxy-2,3-dihydro-1 H-isoindol-1-on-Derivate oder
342-Carbamoyl-phenyl)-acrylsiureesicr-Derivate  als

Zwischenstufen,  ein

Verfahren zur Racemalspaltung. sowic Zwischenprodukie der erfindungsgemilssen Verfahren.
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Verfahren zur Herstellung von (3-Oxo-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl)-acetylguanidin-
Derivaten

" Die vorliegende Erfindung betrifit Verfahren zur Herstellung von (3-Oxo-2,3-dihydro-

1H-isoindol-1-yl)-acetylguanidin-Derivaten Giber 3-Hydroxy-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-
on-Derivate oder 3-(2-Carbamoyl-phenyl)-acrylsdureester-Derivate als
Zwischenstufen, ein Verfahren zur Racematspaltung, sowie Zwischenprodukte der
erfindungsgeméaien Verfahren.

(3-Ox0-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl)-acetylguanidin-Derivate der Formel |
O NH,

R N—R3

R2 0

sind NHE1-Inhibitoren und sind in PCT/EP03/05279 beschrieben. Die dort
beschriebenen Synthesen fOhren jedoch zu racemischen Regioisomerengemischen,
was aufwendige Trennverfahren erfordert und die Ausbeute an der gewlinschten
Verbindung vermindert. Bisher war der Zugang_ zu den Enantiomeren nur durch eine
aufwendige chromatographische Trennung an chiralen Tragern mdglich. Der
Substanzdurchsatz bei chromatographischen Trennungen ist jedoch beschrénkt.

Es bestand daher ein groBes Interesse, regioselektive Herstellungsverfahren fir (3- -
Oxo-2,3-dihydro-1 H-isoindol-1 -yl)-acetylguanidin-Derivate sowie Verfahren zur
Gewinnung der Enantiomeren zu finden. Die verbesserte, regioselektive Herstellung
der racemischen (3-Oxo-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl)-acetylguanidin-Derivate gelang
auf zwel unabhéingigen Wegen, die in Schema 1 und Schema 3 dargestellt sind. Die
Spaltung der Racemate gelang durch Kristallisation als Salze von 2,3-O-acylierten D-
oder L-Weins&uren, wie in Schema 5 dargestelit. Durch schonende basenkatalysierte
Racemisierung des jeweils unerwiinschien Enantiomeren ist dabei eine weitgehende
Umwandiung des Racemats in das gewlinschte Enantiomer moglich. Die genannten

10
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Verfahren ermdgiichen die einfache Herstellung von enantiomer angereicherten oder
enantiomerenreinen (3-Oxo-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl)-acetylguanidin-Derivaten.
Durch die neuen Verfahren ist nun die einfache Herstellung grofier Substanzmengen
der Verbindungen der Formel | im industrielilen MaRstab mdglich.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Herstellung von
Verbindungen der Formel |,

NH,
N"I\Nl-l2
H
R1 —R3
R2 0
wobeij bedeuten
R1 und R2

unabh#ingig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Triftuormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
Atomen; '
R3 Alk-R4 oder Trifluormethyi;
Alk  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
R4 Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
' Atomen;
sowie deren Saizen;
dadurch gekennzeichnet, dass wie in Schema 1 dargestelit
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3
M
R2 o R2 o]
v Vi
NH,
A
RS N~ “NH,
— Ri1 —R3 — Ri —R3
R2 0 R2 o
Vil |
Schema 1

a) das Amid der Formel IV formyliert und dann zur Verbindung der Formel VI cyclisiert
wird, _ '

b) die Verbindung der Formel VI mit einem Alkoxycarbonyimethylentriphenyl-
phosphoran, mit einem 1-Alkoxy-1 -tﬁme_thylsilo:iyethylen oder mit einem -
Trialkylphosphonoacetat zur Verbindung der Formel VI umgesetzt wird, und

c) die Verbindung der Formel VIl mit Guanidin zur Verbindung der Formél | umgesetzt
wird, .

wobei in den Verbindungen dér Formeln IV, VI und Vil

R1 bis R3 definiert sind wie in Formel | und

R5 Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen ist; .

sowie deren Salze.’ '

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung von Verbindungen
der Formel |,

wobei bedeuten

R1 und R2
unabhangig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
Atomen;

~ R3 Alk-R4 oder Trifluormethyl;

M
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Alk  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
R4  Wasserstoff, Trifluormethyt oder Cycloalky! mit 3, 4, 5, 8 oder 7 C-
Atomen, '
sowie deren Salzen;
dadurch gekennzeichnet, dass wie in Schema 2 dargestellt

R1_@\( + HlN\R3 -

R2 I 0 m -

m;@\%«;ﬂs
— il — e

NH,
sL \E "'N/)\NH, :

Schema 2

a) die Verbindung der Formel 1l mit dem Amin der Formel Ill zum Amid der Formel IV
umgesetzt wird, .

b) das Amid der Formel IV an ortho-Position zur Amidfunktion zu dem Formyl-amid der
Formel V formyliert \mrd '

c) das Formyl-amid der Formel V zur Verbmdung der Formel VI cyclisiert wird,

d) die Verbindung der Formel VI mit einem Alkoxycarbonylmethylentriphenyl-
phosphoran, mit einem 1-Alkoxy-1-trimethylsiloxyethylen oder mit einem
Trialkyiphosphonoacetat zur Verbindung der Formel VII umgesetzt wird und

e) die Verbindung der Formel Vil mit Guanidin zur Verbindung der Formel | umgesetzt
wird, i _

wobei in den Verbindungen der Formeln II, Iil, IV, V, Vi und Vi
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" R1 bis R3 definiert sind wie in Formel I,

R5 Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen ist und
X Cl, Br, OH oder Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen ist;
sowie deren Salze.

Die .Verbindung der Formel I wird Oblicherweise in einem inerten Losungsmittel wie
‘einem Ether, Kohlenwasserstoff oder halogeniertem Kohlenwasserstoff, zum Beispiel
Dichlormethan, bei-einer Temperatur zwischen -30°C und dem Siedepunkt des
Lésungsmittels, bevorzugt bei RT, mit einem Amin der Formel Ill, gegebenenfalls in
Gegenwart eines Aktivierungsmittels, zum Amid der Formel [V umgesetzt.

Die ortho-Formylierung kann zum Beispiel durchgeflhrt werden, indem eine
Alkyimetal-Verbindung, zum Beispiel eine Afkyllithium-Verbindung, bevorzugt t-Bull,
mit einem Komplexliganden, bevorzugt TMEDA, in einem inerten Losungsmittel wie
einemn Ether oder Kohlenwasserstoff, zum Beispiel THF, bei einer Temperatur
zwischen —100°C und 0°C, bevorzugt zwischen —80 °C und -50 °C , vorgelegt wird.

Dann wird das Amid der Formel IV zugegeben und Ober einen Zeitraum zwischen 10

Minuten und 10 Stunden, bevorzugt zwischen 10 Minuten und 80 Minuten, bei einer
Temperatur zwischen —100°C und 0°C, bevorzugt zwischen —80 °C und -50 °C,
deprotoniert. AnschlieBend wird ein Formylierungs-Mittel, bevorzugt DMF, zugegeben

und bei einer Temperatur zwischen —100°C und 40°C, bevorzugt zwischen —80 °C und
_ Raumtemperatur, mit dem Anion zur Reaktion gebracht. Bevorzugt l48t man die

Lésung nach Zugabe des DMF wéhrend eines Zeitraumes von 10 Minuten bis 3
Stunden, zum Beispiel innerhalb 30 Minuten, auf RT kommen. Intermediar

entstandenes'Amid der Formel V cyclisiert dabei im allgemeinen direkt zum isoindolon

der Formel VI.

Das Isoindolon der Formel V1 wird mit einem (C1-C4)-Alkoxycarbonylmethylen-

triphenyiphosphoran in einem inerten L&sungsmittel wie einem Ether,
Kohlenwasserstoff oder halogeniertem Kohlenwasserstoff, beispielsweise Toluol, bei
ein r Temperatur zwischen 0°C und dem Siedepunkt des Ldsungsmittels, bevorzugt
zwischen 20 °C und dem Siedepunkt des L8sungsmittels, oder mit einem Tri-(C1-C4)-

i 9
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alkylphosphonacetat in Geéenwart einer Base, beispielsweisé Natriumhydrid, in einem
inerten L&sungsmittel wie einem Ether, Kohlenwasserstoff oder halogeniertem
Kohlenwasserstoff, beispielsweise 1,2-Dimethoxyethan, bei einer Temperatur
zwischen 0°C und dem Siedepunkt des L6sungsmittels, bevorzugt zwischen 20 “C und
dem Siedepunkt des L&sungsmittels, umgesetzt. Altemnativ wird das Isoindolon der
Formel VI mit einem 1-{C4-C4)-Alkyloxy-1-trimethylsiloxyethylen in Gegenwart einer
Lewis-Saure, beispielsweise Titan(IV)chlorid oder Trimethylsilyitriflat, in einem inerten
Losungsmittel wie einem Ether, Kohlenwasserstoff oder halogeniertem
Kohienwasserstoff, beispielsweise Dichlormethan, bei einer Temperatur zwischen
-80°C und dem Siedepunkt des Ldsungsmittels, bevoriugl bei siner Temperatur
zwischen -80 °C und 20 °C, umgesetzt (Synth. Corn_mun. 1087, 17, 1).

Der Ester der Formel VII kann nach allgemein bekannten Verfahren mit Guanidin zum
Acylguanidin der Formel | umgesetzt werden. Die Umsetzung erfoigt vorzugsweise in
dem Fachmann bekannter Weise in einem protischen oder aprotischen, polaren, aber
inerten organischen L8sungsmittel. Dabei haben sich beispielsweise bei der
Umsetzung des Methylesters (Formel V1I; RS = OCHg) mit Guanidin L3sungsmittel wie

Methanol, isopropanol oder THF bei 'i'emperaturen von 20°C bis zur Siedetemperatur
dieser Losungsmittel bawéhrt. Bei den meisten Umsetzungen von Verbindungen der
Formel V1| mit salzfreiem Guanidin wird beispielsweise in aprotischen inerten
Lésungsmitteln, zum Beispiel Ethem wie THF, Dimethoxyethan oder Dioxan,
gearbeitet. Aber auch Wasser kann unter Gebrauch einer Base wie beispielsweise
NaOH als Lésungsmitte! bei der Umsetzung von Verbindungen der Formel VIi mit

* . Guanidin verwendet werden. Bei der Umsetzung von Verbindungen der Formel VII mit

25

30

Salzen des Guanidins, wie zum Beispiel Guanidin-Hydrochlorid, erfoigt die.Umsetzung
Oblicherweise in Gegenwart einer Base, zum Beispiel Kalium-tert-butoxid,

" Natriummethylat oder Natriumethylat in einem inerten L8sungsmittel, wie

Dimethylformamid, NMP, 2-Propanol bei einer Temperatur zwischen 20°C und dem
Siedepunkt des Losungsmittels.

Neben den Carbonsaureestemn der Formel Vi Iassen_sich auch weitere aktivierte
S4urederivate bei der Umsetzung mit Guanidin einsetzen, beispielsweise
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Carbons&urechloride, -thioester oder -anhydride. Es kann auch eine Akfivierung der
Carbonsé&ure mit zum Beispiel DCC erfolgen. Die aktivierten Saurederivate lassen sich
in dem Fachmann bekannter Weise direkt aus den zugrundeliegenden
Carbonséureestem der Formel Vil oder aus den entsprechenden Carbonséuren
herstellen, die aus den Estern durch dbliche Hydrolysemethoden erhalten werden
konnen. Eine Reihe geeigneter Methoden zur Herstellung von aktivierten

Carbons&urederivaten sind unter Angabe von Quellenliteratur in J. March, Advanced

Organic Chemistry, Third Edition (John Wiley & Sons, 1985, S. 350) angegeben.

Die in Sci'lema 1 und 2 beschriebenen Verfahrensschritte kGnnen unabhéngig
voneinander kontinuierlich oder diskontinuierlich erfolgen. Eine Aufarbeitung des
Reaktionsgemisches kann nach jedem der Verfahrensschritte erfoigen. Die
Aufarbeitung und gewOnschtenfalls die Reinigung der Produkte erfolgt nach den
iblichen Methoden wie Extraktion, pH-Trennung, Chromatographie oder Kristallisation
und den Oblichen Trocknungen.

Die Ausgangsverbindungen der Formeln Il und ill sind k#iuflich erhéltiich oder kdnnen
nach oder analog zu in der Literatur beschriebenen, dem Fachmann bekannten
Verfahren hergestellt werden.

Beaﬁsprucht wird auch ein Verfahren zur Hersteliung von Verbindungen der Forme! |
"0 NH

-

N~ 'NH,

R1 N—R3

wobei bedeuten

R1und R2
unabh#ngig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluommethyl, 2,2,2-Trifiuorethyl oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
Atomen; )
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R3  Alk-R4 oder Trifluormethyl; -
Ak Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
R4  Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
Atomen;
5 sowie deren Salzen; -
dadurch gekennzeichnet, dass wie in Schema 3 dargestellt

- o)
NH
_ NH, o o =
R“@/\fo R1 o - R1—4 \ —R3 W
: Z
R2: OH R2 OH R o]
XI I

X

Schema 3
10
a) das Amin der Formel iX Ober ein Diazoniumsalz mit einem Acrylsdure-Alkylester
zum Zimtsaurederivat der Formel Xl umgesetzt wird,
b) die Verbindung der Formel X| mit dem Amin der Formel lll und mit Guanidin zum
Acyiguanidin der Formel | umgesetzt wird,
15 wobei in den Verbindungen der Formeln Iil, IX und XI
R1 bis R3 definiert sind wie in Formel | und
R6 Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen ist;
sowie deren Salze.

20 Die vorliegende Erfindung betrifit auch ein Verfahren zur Herstellung der
Verbindungen der Formel |, '

R1 -R3
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wobei bedeuten
R1 und R2
unabhéngig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl. oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
5 Atomen;
R3 Alk-R4 oder leﬂuonnethyl:
.- Ak 'Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
R4  Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
Atomen;
10 sowie deren Salze; _
dadurch gek;nnzeichnqt. dass wie in Schema 4 dargestelit

NLo- NH, .
R1 —_— Ri
o) 0
R2 H R2 .;x OH
. VIl
- 0
-p'-N
- . I m
—_— R1 o —_—
R1 o
R x OH
RZ x1 oH
o)
H,NR3 ' '
m A B OH
= Rt o " Rt —R3
R2 xy HN / Ry O
D o 'la
/ ]
o -
,EHz B, C RT
N’ NH: —-— R1 —R3
R1 —R3
R2 o)
R2 o)
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10
Schema 4

a) die Nitroverbindung der Formel ViIl zum Amin der Forme! IX umgesetzt wird,

. b) das Amin der Formel IX zum Diazoniumsalz der Formel X umgesetzt wird,

c) das Diazoniumsalz der Formel X mit einem Acryls&ure-Alkylester zum
Zimts&urederivat der Formel XI umgesetzt wird,

d) die Verbindung der Formel Xl zum Amid der Formel XIl umgesetzt wird und

e) die Verbindung der Formel XIl zum Acylguanidin der Formel | umgesetzt wird,
entweder durch Umseizung der Verbindung der Formel Xll in Gegenwart einer Base
zum Isoindolon-Derivat der Formel Xl und anschlieend durch.-Umsetzung mit
Guanidin unter Aktivierung zum Acylguanidin der Formel | (Altemative A), oder

nach Bildung des Isoindolon-Derivats der Formel Xl in Gegenwart einer Base aus der
Verbindung der Fomel XIl durch Umwandlung der Verbindung der Formel Xiil in den

Ester der Formel XIV und anschlieBend durch Umsetzung mit Guanidin zum

Acylguanidin der Formel | (Alternative B), oder

durch Umsetzung der Verbindung der Formel Xl in Gegenwart einer starken Base
zum Ester der Formel XIV und anschliel!.engi durch Umsetzung mit Guanidin zum
Acyiguanidin der Formel | {Alternative C), oder

durch direkte Umsetzung der Verbindung der Formel Xl mit Guanidin in Gegenwart
einer Base unter gleichzeitig erfolgender Guanylierung und Cyclisierung zum
Isoindolon der Formel | (Altemative D),

wobei in den Verbindungen der Formein VIii, IX, X, Xi, XU}, Xl und XIV

R1 bis R3 definiert sind wie in Formel | und :

R6 und R7 unabhéngig voneinander Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen sind;
sowie deren Salze.

Die Nitroverbindung der Formel VIl kann nach bekannten Methoden (wie zum Beispiel
beschrisben in ,Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie®, Band XI/1,
Stickstoffverbindungen ll, Georg Thieme Verlag Stuttgart, 1857, S. 360ff) zum Anilin
der Formel IX reduziert werden. Bevorzugt ist die katalytische Hydrierung, zum
Beispiel mit Pd/C, beispieisweise mit 5% Pd/C oder 10% PdIC. in einem Lésungsmittel
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wie zum Beispiel einem Alkohol, bevorzugt Ethanol, unter einer Wasserstoff-

Atmosphére von.1 bar bis 200 bar Druck, bevorzugt 1 bar bis 10 bar Druck.

Die anschlieBende Diazotierung des Anilins der Formel IX erfolgt in einem inerten
Ldsungsmittel, bevorzugt Ethanol, in Gegenwart einer Saure, deren Anion nicht selbst
das Diazoniumion substituiert, wie zum Beispiel HBF 4 oder HPFg, bevorzugt HBF4,

oder zu Beispiel HoSO4 und.in Gegenwart eines Nitrits, bevorzugt NaNO>, bei einer

Temperatur zwischen -30°C und dem Siedepunkt des L6sungsmittels, bevorzugt

. 2wischen 0°C bis 30°C.

Das Diazoniumsalz der Formel X wird bevorzugt direkt umgesetzt mit einerh
Acrylsaure-(c1-c4)-AIkylester bevorzugt Acrylsaure-emwester |n Gegenwart emes

Palladlum-KataIysators, bevorzugt Pd(OAc)2, bei einer Temperatur zwischen 0"0 und

dem Sledepunkt des Losungsmittels, bevorzugt zwischen 45"C bis 55°C, zum
Zimts&urederivat der Formel XI.

Die Benzoes#urefunktion der Verbindung der Formel XI kann nach dem Fachmann
bekannten Methoden in das Amid der Formel X1 iberfGhrt werden, bevorzugt Giber das
Séurechlorid oder mit Hitfe von DCC. Diese Reaktion kann auch so gefuhrt werden,
dass das Amid der Formel XII im Reaktionséenﬁsch direkt zum Ester der Formel XIV
cyclisiert wird, also die Reaktion von der Verbindung der Formel X| zum Esterder
Formel XIV in einem Schritt durchgefihrt wird. Dies kann entweder schon tunter den
bas-ischen Reaktionsbadingungen der Amidbildung geschehen, bder die Cyclisierung
kann durch den Zusatz einer Base wie beispielsweise Triethylamin, Hlnig-Base oder
Kalium-tertiirbutylat bewirkt werden. Eine weitere Altemative besteht darin, die
Verbindung der Formel X1 direkt in die Verbindung der Formel | umzusetzen, indel'-n
nacheinander Amidbildung, Cyclisierung und Guanidierung' in:l selben Reaktionsgeftift
durchgefOhrt werden, wobei die Reaktion ohne Isolierung von Zwischenstufen erfoigen
kann.

For die weitere Umsetzung der Verbindung der Forme! Xll zum Acylguanidin der
Formel | ergeben sich 4 Alternativen:

13
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. Altemative A; Die Umsetzung des Amids der Formel XIl erfolgt vorzugsweise mit

wéssriger Alkalildsung, bevorzugt wissriger NaOH-L3sung, in einem Lésungsmittel
wie einem Alkoho}, bevorzugt Methanol oder Ethanol, bei einer Temperatur zwischen
-30°C und dem Siedepunkt des Ldsungsmittels, bevorzugt bei RT. Es findet sowohl die
Verseifung der Esterfunition als auch die Cyclisierung zum Isoindolon-Derivat der
Formel XIIl statt. Die Verbindung der Formel Xl wird nach aligemein bekannten
Verfahren {(und wie zu Schema 1 beschrieben) zur Acylierung aktiviert, zum Beispiel
tiber das Saurechlorid oder mit DCC, und man erhélt das Acylguanidin der Formet .

Altemative B: Wie bei Alternative A erfolgt die Synthese der Carbonséure der Formel
XIIl. AnschlieBend wird mit Standard-Verfahren zur Esterherstellung, bevorzugt mit
SOCh in einem Alkohol wie Methanol oder Ethanol, beispielsweise der Methyl- oder

der Ethylester der Formel XIV hergestelit. Die anschlieRende Umsetzung des Esters
der Formel XIV erfolgt wie zu Schema 1 beschrieben zum Acylguanidin der Formel |.

Alternative C: Die Umsetzung des Amids der Formel XlI erfolgt in einer L8sung einer
starken Base, bevorzugt Methylat oder t-Butylat in einem Alkohol wie Methanol oder
Ethanol, und man erhalt den Methyl- oder den Ethylester der Formel XIV. Die
Umsetzung des Esters der Formel XIV zum Acylguanidin der Formel | erfolgt wie zu
Schema 1 beschrieben. . ‘

Alternative D: Das Amid der Formel XII wird unter Oblichen Bedingungen zur
Acylierung von Guanidin umgesetzt. Als Lésungsmittel wird ein inertes Losungsmittel
wie ein Ether, Kohlenwasserstoff oder halogenierter Kohlenwasserstoff, bevorzugt
DMF, eingesetzt Oblicherweise wird zunachst ein Guanidiniumsalz mit einer starken
Base, bevorzugt KOtBu, umgesetzt, wobei 'da_s frele Guanidin freigesetzt wird. Das
Gemisch wird zur L8sung der Verbindung der Formei XH in einem L&sungsmittel wie
einem Alkohol, Ether, Kohlenwasserstoff oder halogeniertem Kohlenwasserstoff,
beispielsweise DMF, NMP oder 2-Propanol, gegeben. Dabei treten gleichzsitig die
Guanylierung und die Cydlisierung zum lIsoindolon der Formel | ein. Eine Variante
besteht darin, zeitlich airfeinanderfolgend mit einer katalytischen Menge einer starken
Base, beispieisweise Kalium-tertiarbutylat oder Natriummethylat oder Natriumethylat in
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einem L&sungsmittel, beispielsweise DMF, NMP oder 2-Propanol, die Verbindung der
Formel XI zur Verbindung der Formel XIV zu cyclisieren und dann in situ zur
Verbindung der Formel | umzusetzen. )

5 Bevorzugt ist die Atemative D, bei der man die Umsetzung vom Benz.oesﬁurederivat
der Formel X| im Eintopfverfahren bis zum Acylguanidin der Formel | durchfihrt.

Die in Schema 2 beschriebenen Verfahrensschritte kbnnen kontinuierlich oder
diskontinuierlich erfolgen. Eine Aufarbeitung des Iieaktionsgemisches kann nach
10" jedem der Verfahrensschritte erfolgen. Die Aufarbeitung und gewnschtenfalls die
Reinigung der Produkte erfolgt nach den tiblichen Methoden wie Extraktion, pH-
. Trennung, Chromatographie oder Kristallisation und den Gblichen Trocknungen.

- - - ™) ag® *T wp -

Die Ausgangsverbindungen der Formein Il und VIl sind k#uflich erhattlich oder
15 konnen nach oder analog zu in der Literatur beschriebenen, den'_l Fachmann
bekannten Verfahren hergestellt werden.

Gegenstand der Erfindung sind auch Verbindungen der Forme! Xl

20 wobei bedeuten
R1und R2
' unabhangig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
Atomen; '
25 R3 Alk-R4 oder Trifluormethyl;
Alk  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen,
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R4  Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
Atomen; C
R6  Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
sowie deren Salze.

Beansprucht wird auch die Verwendung der Verbindungen der Formel X!l als
Syntheseintermediat. '

Verbindungen der Formel | in enantiomer angereicherter oder enantiomerenreiner
10 Fomm kénnen vorteilhaft durch ein neues Racematspaltungsverfahren hergestelit
werden, das ebenfalls Gegenstand der vorlieéenden Erfindung Ist. Hierzu werden die
Racemate der Verbindungen der Formel | als Salze von 2,3-O-acylierten D- oder L-
Weinséuren zur Kristallisation gebrach":, wobei sich die Enantiomere im Kristallisat
bzw. in der Mutterlauge anreichem. AnschliéBend werden die freien Basen wieder aus
15 den Salzen freigesetzt

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur isolierung der Verbindungen
der Formel la und b :

NH, /ﬂ\ NH,
N/ NH, £ N/*NH;
R1 —R3 Ia m—m—m b
R2 . o R2 o -
20
waobei bedeuten
R1 und R2_ ) L

unabhangig voneinander Wasserstoff, F; Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Akyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
25 Atomen; _
R3 Alk-R4 oder Trifluormethyt;
Alk  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;,
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R4 . Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
Atomen;
sowie deren Sa'lze; o
dadurch gekennzeichnet, dass wie in Schema 5 dargestellt

O/JN:I,_ Oi‘k . '/ﬂ\/"“a

N NH, . N NH, z N NH,

Schefna 5

a) die Verbindung der Formel | zu Salzen von einer 2,3-O-acylierten D- oder' L-
Weinsdure umgesefzt und durch Kiristallisation die beiden Salze der Formeln XVa und
10 XVb getrennt erhalten werden, und

b) die freien Basen der Formeln la bzw. Ib aus den beiden Salzen der Formeln XVa
bzw. XVD freigesetzt werden,

wobei in den Verbindungen der Formeln |, XVa und XVb

R1 bis R3 definiert sind wie in den Formein la und Ib und

15 R*
X X

0" R8 R8

o)
HO.C : HO.C.
2 \l/j\cozH oder 2 Y “COM
O. O 0. O

R8 R8
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bedeutet und

. R8 Ayl mit 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 C-Atornan oder Phenyl, das unsubstituiert oder
.Substitulert ist mit 1, 2 oder 3 Substituenten aus der Gruppe F, C|, Br, I, Ayl mit 1, 2,

3 oder 4 C-Atomen oder Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen, bedeutet_.

Es wird auci\ das oben beschriebene Verfahren beansprucht, bei dem das
unerwlinschte Enantiomer der Fommel la oder Ib wieder racemisiert wird.

Das Racemat der Verbindung der Formel | wird mit einem Weinsaurederivat R*, zum
Beispiel O,0'-Dibenzoyl-D-Weinsure, 0,0'-Dibenzoyl-L-Weinsaure, d.O'-Di(4-
methylbenzoyl)-L-Weins&ure, O,0'-Di(4-methylbenzoyl)-D-Weinsaure, 0,0'-Di(4-
methoxybenzoyl)-L-Weins&ure oder O,0'-Di(4-methoxybenzoyl)}-D-Weins&ure,
bevorzugt mit 0,0"-Dibenzoyl-L-Weinsaure oder 0,0'-Dibenzoyl-D-Weins3ure, zur
Kristallisation gebracht in einem geeigneten Ldsungsmitte! wie beispielsweise in einem
Ether, zum Beispiel Diethylether, Diisopropylether, Dimethoxyethan, Tetrahydrofuran
oder Dioxan,_ in einem halogenierten Kohlenwasserstoff, zum Beispiel Dichlormethan,
Trichlormethan, Tetrachlormethan, 1,2-Dichlorethan oder Trichlorethylen, in einem
Alkohol, zum Beispiel Methanol, Ethanol, n-Propanol, 2-Propanol, Butanol, in einem
Ester, zum Beispiel Ethylacetat oder Butylacetat, in Wasser, oder in Mischungen von
Losungsmitteln, bevorzugt in 2-Propanol, Dimethoxyethan oder Ethylacetat, beij einer

" Temperatur zwischen —10 °C und dem Siedépunkt des Lésungsmittels, bevorzugt bei

0 °C bis 40 °C. Eine Variante des Verfahrens besteht darin, Gemische von zwei oder
mehreren 2,3-O-acylierter D- oder L-Weins&uren derselben Konfiguration, die

- unterschiedliche Acylgruppen tragen, zur Trennung zu verwenden.

Die Salzbildung aus der Verbindung der Forme! | und dem Weins&urederivat R* kann
unter Verwendung von aquivalenten Mengen erfolgen, d. h. es kénnen 0,5 Mol des
Weins8urederivats R*, das zwei Carbons&4uregruppen enthatkt, bro Mol der Verbindung
der Formel | eingesetzt werden. Die Verbindung der Formel | kann aber auch mit
weniger als 0,5 Mol-Aquivalenten der 2,3-O-acylierten D- oder L-Weinsaure zur
Kristailisation gebracht werden, beispielsweise mit 0,25 Mol bis 0,5 Mol
Weinséurederivat R* pro Mol der Verbindung der Fonnel |, insbesondere mit 0.25 Mol
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bis 0,3 MoI'Weinsﬁuréden'vat R* pro Mol der Verbindung der Forme! I. Das erwiinschte
Enantiomer kristallisiert dann in Form des Salzes der Formel XVa bzw. XVb aus und
das unerw(nschte Enantlomer ist in der Mutteriauge zum groBen Teil in Form des
Enantiomeren der Formel Ib bzw. 1a und nicht in Form des Salzes der Formel XVa
bzw. XVb enthalten. Die Enantiomerenreinheit der Salze der Formeln XVa und XVb
kann durch wiederholte Kristallisation oder durch Rthren der Erstkristalle mit frischem

Loésungsmitte! bei erhbhter Temperatur und anschlieBendes AkahIen gestelgert
werden.

Nach Trennung der beiden Salze der Formein XVa und XVb bzw. Trennung des
Salzes der Formel XVa oder XVb vom unenwitnschten Enantiomer Ib bzw. la werden
die enantiomer angereicherten Verbindungen der Formeln la und Ib anschlieRend
Gblicherweise durch Zusatz einer Hilfsbase, zum Beispiel eiriem Alﬁin'wie zZum “ *
Beispiel Triethylamin, einer anorganischen Base wie NaHCO3, Na,CO5 oder deren
wissrigen Ldsungen, aus den Salzen freigesetzt. Dabej wird Qiblicherweise in einem
geeignetén Losungsmittel gearbeitet wie beispielsweise in einem Ether, zum Beispiel
Diethylether, Ditsopropylether, Dimethoxyethan, Tetrahydrofuran oder Dioxan, in
einem halogenierten Kohienwasserstoff, zum BeispieI'Dichlormethan. Trichlormethan,
Tetrachlormethan, 1,2-Dichlorethan oder Trichlorethylen, in einem Alkohol, zum
Beispiel Methanol, Ethanol, n-Propanol, 2-Propano! oder Butanol, in einem Ester, zum
Beispiel Ethylacetat oder Butylacetat, oder in Wasser oder in
Losungsmittelmischungen, bevorzugt in Ethylacetat, 2-Propanol, Dichlormethan oder
Wasser oder Mischungen davon, wobei das Reaktionsgemisch eine oder mehrere
Phasen haben kann, bei einer Temperatur Zwischen ~10 °C und dem Siedepunkt des
Ldsungsmittels, bevorzugt bei 10 °C bis 40 °C. Dies kann beispielsweise so

- geschehen, dass das _Salz in was;s[i,ger NaHCO3-L6sung geldst wird und -dann mit

einem organischen L&sungsmittel, zum Beispiel Ethylacetat, das Enantiomer der
Formel la oder Ib extrahiert wird. v

Das jeweils unerwiinschte Enantiomere la oder Ib kann durch ein
Racemisierungsverfahren wieder in das Racemat der Formel | Gberflhit werden und
steht somit fiir einen emeuten Racematspaltungsschritt zur Verfiigung. Das
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unerwiinschte Enantiomere wird hierbei vorzugsweise in einem L&sungsmittel wie
einem Alkohol, zum Beispiet 2-Propanol, bei einer 'femperatur zwischen —10 °C und
dem Siedepunkt des Ldsungsmittels, bevorzugt bei 0 °C bis 40 °C, mit geringen

_ Mengen einer Base, zum Beispiel KOH, behandelt, das Reaktionsgemisch neutralisiert

und nach wissrig-extraktiver Aufarbeitung das Racemat isoliert. Dieses Verfahren
kann durch geeignete Wahl der Basenmenge und Reaktionstemperatur so
durchgefihrt werden, dass praktisch ausschlieBlich Racemisierung und keine

-chemische Verinderung der Substanz eintritt.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin Verbindungen der Formeln XVa

und XVb
o~ /u\ o
R1 —R3 R1 N—R3
x R¥p —@ x R*p
R2 o] R2 o
XVa

XVb

wobei bedeuten
R1 und R2 .
unabhé&ngig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit.1, 2, 3 oder 4 C-
Atomen,; ' .
R3  Alk-R4 oder Trifluormethyl;
Ak  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
R4 Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
Atomen; *o
R*
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Jig X
.0” “R8 0~ “R8
HO,C HO,C A -
2 COH oder 2 Y “COH
0.0 | OY('J
I R8

R8 Alkyl mit 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 C-Atomen oder Phenyl, das unsubstituiert oder .
substituiert ist mit 1, 2 oder 3 Substituenten aus der Gruppe F, Cl, Br, I, Alkyl mit 1, 2,
3 oder 4 C-Atomen oder Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen.

Enthalten die oben beschriebenen Verbindungen, beispielsweise die Verbindungen
der Formein |, Ia, Ib, VI, XIIl, XIV, XVa oder XVb, ein oder mehrere
Asymmetriezentren, so kdnnen diese unabhéngig voneinander sowohl S- als auch R-
konfiguriert sein, soweit nicht anders angegeben. Die Verbindungen k&nnen als
optische Isomere, als Diastereomere, als Racemate oder als Gemische derselben
vorliegen, soweit sie nicht genauer bezeichnet sind. An Dbppe‘lbindungen kann sowoh|
die E- als auch die Z-Konfiguration vorliegen, soweit nicht anders angegeben. Die
vorliegende Erfindung umfasst alle tautomeren Formen der oben beschriebenen
Verbindungen, beispielsweise der Verbindungen der Formeln |, ia, Ib, XVa und XVb.

Alkylreste kdnnen geradkettig oder verzwéigt sein. Dies gilt aﬁch, wenn sie
Substituenten tragen oder als Substituenten anderer Reste auftreten, béispielsweis_e in
Fluoralkylresten oder Alkoxyresten. Beispiele far Alkylreste sind Methyl, Ethyl, n-
Propyl, Isopropyl (= 1-Merthylethj|_), n-Butyl, Isobutyl (= 2-Methylpropyl), sec-Butyl (= 1-
Methylgropyl), tert-Butyl (= 1,1-Dimethyiethyl), n-Pentyl.. Isopentyl, tert-Pentyl,
Neopentyl und Hexyl. Bevorzugte Alkylreste sind Methyl, Ethyl, n-Propy! und Isopropyl,
besonders bevorzugt Methyl oder Ethyl. In Alkylresten kénnen ein oder mehrere, zum
Beispiel 1, 2, 3, 4 oder 5, Wasserstoffatome durch Fluoratome substituiert sein.
Beispiele fiir solche Fluoralkylreste sind Trifluormethyl, 2,2, 2-Trifluorethyl und
Pentafluorethyl, bevorzugt Trifluormethyl oder 2,2 2-Trifluorethyl. Substituierte
A!kﬁlreste knnen in beliebigen Positionen substituiert sein.
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Beispiele far Cycloalkylreste sind Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl, Cyclohexyl
oder Cycloheptyl.

Pheriyireste kdnnen unsubstitulert sein oder einfach oder mehrfach, zum Beispiel
einfach, zweifach oder dreifach, durch gleiche oder verschiedene Reste substituiert
sein. Wenn ein Phenylrest substituiert ist, trégt er bevorzugt einen oder zwei gleiche
oder verschiedene Substituenten. In monosubstituierten Phenylresten kann sich der
Substituent in der 2-Position, der 3-Position oder der 4-Position befinden. Zweifach
substituiertes Phenyl kann in 2,3-Position, 2,4-Position, 2,5-Position, 2,6-Position, 3,4-
Position oder 3,5-Position substituiert sein. In dreifach substituierten Phenyliresten

- kdnnen sich die Substituenten in 2,3,4-Position, 2,3,5-Position, 2,4,5-Position, 2,4,6-

Position, 2,3,6-Position oder 3,4,5-Position befinden.

Die oben beschriebenen Verbindungen, beispielsweise die Verbindungen der Formein
I, la und ib, konnen in Form ihrer Salze in die erfindungsgemafien Verfahren
eingesetit und/oder in Form ihrer Salze isoliért_werden. Salze k6nnen nach den
Oblichen Methoden, zum Beispiel durch Umsetzung mit Sauren odler Basen in einem

" Losungsmittel oder durch Anionenaustausch oder Kationenaustausch aus anderen

Salzen, erhalten werden. Als Saureadditionssalze, beispielsweise der Verbindungen
der Formeln |, la und lb, kommen dabei beispielsweise Halogenide, insbesondere
Hydrochloride, Hydrobromide, Lactate, Sulfate, Citrate, Tartrate, Acetate, Phosphate,
Methyisulfonate, Benzoisulfonate, p-Toluoisulfonate, Adipinate, Fumarate, Gluconate,
Glutamate, Glycerolphosphate, Maleinate, Benzoate, Oxalate und Pamoats und
Trifluoracetate in Frage. Im Fall der Herstellung von Wirkstoffen sind physiologisch
vertragliche Salze und pharmazeutisch vertragliche Salze bevorzugt. Als Beispiele
selen Salze von Verbindungen der Formeln |, la und Ib mit Fumarséure genannt,
insbesondere Salze, die ein Mol Fumarsaure pro Mol der Verbindung der Formel |, la
oder Ib enthalten und die somit Hydrogenfumarate oder Hemifumarate sind. Durch
vorteilhafte Eigenschaften wie Kristallinitt, Stabilitit, eine besonders geringe
Hygroskoplzitdt, eine geringe Neigung zur Racemisierung und gute Loslichkeit
zeichnet sich speziell beispielsweise das (S)-N-{2-{3-Oxo-2-(2,2,2-trifluorethyl)-8-
trifluormethyl-2, 3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}-acetyl}-guanidin Hydrogenfumarat Hydrat
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der Formel XVI aus, das ebenfalls in allen seinen tautomeren Formen Gegenstand der
vorliegenden Verbindung ist.

Enthalten die Verbindungen eine S3uregruppe, kénnen sie Salze mit Basen bilden,
beispielswéise Alkalimetallsalze, vorzugsweise Natriumsalze oder Kaliumsalze, oder
Ammoniumsalze, zum Beispiel Salze mit Ammoniak oder organischen Aminen oder
Aminosauren. Verbindungen, die eine basische Gruppe und eine Sauregruppe
enthalten, kdnnen auch als Zwitterion vorliegen. '

Einé Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifit Verbindungen, in denen R1
und R2 nicht beide Wasserstoff sind, insbesondere Verbindungen, in denen R1
Wasserstoff und R2 Fluor, Chlor oder Trifluormethyl, speziell Trifluormethyl, bedeutet.
In Verbindungen, in denen R1 Wasserstoff bedeutet, befindet sich der Substituent R2
bevorzugt in der para-Position des Benzolringes beztglich der C=O-Gruppe im
Isoindolon-System.

Die Gruppe Alk steht bevorzugt fur Alkyl mit 1, 2 oder 3 C-Atomen, insbesondere mit 1
oder 2 C-Atomen, speziell mit 1 C-Afom. R4 steht bevorzugt flr Trifluormethyl oder
Cycloalkyl mit 3, 5 oder 6 C-Atomen, insbespndere 3 C-Atomen, besonders bevorzugt
for Trifluormethyl. Eine Ausflihrungsformn der vorliegenden Erfindung betrifit ‘
Verbindungen, in denen R3 Trifluormethyl ;Jder 2,2 2-Trifluorethyl, insbesondere 2,2,2-
Trifluorethyl, bedeutet.

Eine speZzielle Ausfohrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft die Herstellung von
N~{2{3-Ox0-2-(2,2,2-trifluorethyl)-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}-acetyl}-
guanidin und seinen enantiomeren Formen und Salzen davon.

90
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X steht bevorzugt for Chlor oder Methoxy, insbesondere Chior. R5 steht bevorzugt far
Methoxy oder Ethoxy, insbesondere Ethoxy. R6 steht bevorzugt fiir Methoxy oder
Ethoxy, insbesonders Ethoxy. R7 steht bevorzugt fr Methoxy oder Ethoxy,
insbesondere Ethoxy.

In einer AusfOhrungsform der vorliegenden Erfindung bedeutet R8 Phenyl, das
unsubstituiert oder substituiert ist mit 1, 2 oder 3 Substituenten aus der Gruppe F, Cl,

Alikyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen oder Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Afomen,

insbesondere unsubstituieries Phenyl.

Die Verbindungen der Formeln |, la, ib, XVa und XVb und ihre pharmazeutisch
vertraglichen Salze sind substituierte Acylguanidine und inhibieren den zellularen

Natrium-Protonen-Antiporter (Na*/H*-Exchanger, NHE), insbesondere den Subtyp
NHE-1.

Aufgrund der NHE-it;hibitorischen Eigenschaften eignen sich die Verbindungen der
Formein |, Ia, Ib, XVa, XVb und XV! und/oder deren phamazeutisch vertragliche Salze
zur Pritvention und Behandlung von Krankheiten, die durch eine Aktivierung bzw.
durch einen aktivierten NHE verursacht werden, sowie von Krankheiten, die sekundar
durch die NHE-bedingten Schadigungen verursacht werden. . '
Die Verbindungen der Formel |, la, Ib, XVa und XVb k&nnen auch zur Behandlung und
Pravention von Krankheiten eingesetzt werden, wobei der NHE nur partiell gehemmt
wird, beispielsweise durch Verwendung einer niedrigeren Dosierung.

Da NHE-Inhibitoren in Gberwiegender Weise Ober ihre Baeinﬂus:sung der zelluléiren
pH-Regulation wirken, kénnen diese generéll in glnstiger Weise mit anderen, den
intrazelluléiren pH-Wert regulierenden Vefbindungen kombiniert werden, wobei
Inhibitoren der Enzymgruppe der Carboanhydrasen, Inhibitoren der Bicarbonationen
transportierenden Systeme wie des Natrium-Bicarbonat-Cotransporters (NBC) oder
des Natrium abhangigen Chlorid-Bicarbonat-Austauschers (NCBE), sowie NHE-
Inhibitoren mit inhibitorischer Wirkung auf andere NHE-Subtypen, als
Kombinationspartner infrage kommen, weil durch sie die bharmakologisch relevanten
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pH-regulierenden Effekte der hier besi';hriebenen NHE—Iﬁhibitoren verstédrkt oder
moduliert werden k&nnen.

Die Verwendung der Verbindungen der Formeln |, la, ib, XVa, XVb oder XV betrifft die
Prévention und die Behandlung akuter und chronischer Krankheiten in der Veterinar-
und in der Humanmedizin. So eignen sich die erfindungsgemaRen Inhibitoren des
NHE zur Behandlung von Krankheiten, die durch Ischﬂmle und durch Reperfusion
hervorgerufen werden. '

Die hiér beschriebenen Verbindungen sind infolge ihrer pharmakologischen
Eigenschaften als antiarthythmische Arzneimittel geeignet. Durch ihre cardioprotektive

Komponente eignen sich NHE-Inhibitoren hervorragend zur Infarkiprophylaxe und der

Infarktbehandlung -sowie zur Behandlung der-angina pectoris;;mbei sie auch priventiv

die pathophysiologischen Vorgénge beim Entstehen ischdmisch induzierter Schaden,

insbesondere bei der Ausl8sung isch&misch induzierter Herzarrhythmien, inhibieren
oder stark vermindem. Wegen threr schiitzenden Wirkungen gegen pathologische
hypoxische und ischémische Situationen kénnen die erfindungsgem&R verwendeten
Verbindungen der Formeln |, la, 1b, XVa, XVb und XVI und/oder deren pharmazeutisch

vertrigliche Salze infolge Inhibition des zellularen Na*/H*-Austauschmechanismus als
Arzneimittel zur Behandlung aller akuten oder chronischeh durch Ischdmie
ausgeltsten Schaden oder dadurch primar oder sekundér induzierten Krankheiten
verwendet werden.

Dies betrifft auch ihre Verwendung al.s- Arzneirﬁ'rttel fur chirurgische Eingriffe. So
konnen die Verbindungen bei Organ-TranspIantatlonen verwendet werden, wobei die
Verbindungen sowohl for den Schutz der Organe im Spender vor und wihrend der
Entnahme, zum Schuiz entnommener Organe beispielsweise bei Behandlung mit oder
deren Lagerung in physiologischen BadflOssigkeiten, wie auch bei der Dberfuhn.mg in
den Empfangerorganismus verwendet werden knnen. -

g
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Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind ebenfalls wertvolle, protektiv wirkende
Arzneimittel bei der Durchfithrung angioplastischer operativer Eingriffe beispielsweise
am Herzen wie auch an peripheren Organen und Gef&Ren. '

Weiterhin kdnnen die erfindungsgeméfen Verbindungen bei der Durchfithrung von
Bypassoperationen verwendet werden, beispielsweise bei Bypassoperationen an
KoronargefdBen und bei Coronary Artery Bypass Graft (CABG).

Entsprechend ihrer Wirkung gegen ischimisch induzierte Schaden kénnen die
erfindungsgeméfen Verbindungen der Forme! | auch bei Wiederbelebung nach einem
Herzstillstand eingesetzt werden.

Die erfindungsgeméBen Verbindungen sind von Interesse fir Arzneimitte] gegen
lebensbedrohliche Arthythmien. Kammerflimmem wird beendet und der physiologische
Sinus-Rhythmus des Herzens wiederhergestelit.

Da NHE1-Inhibitoren menschliches Gewebe und Organe, insbesonders das. Herz,
nicht nur effektiv gegen Schaden schitzen, die durch Ischdmie und Reperf_uéion
verursacht werden, sondemn auch gegen die cytotoxische Wirkung von Arzneimitteln,
wie sie insbesondere'in der Krebstherapie und der Therapie von
Autoimmunerkrankungen Anwendung finden, ist die kombinierte Verabreichung mit
NHE-Inhibitoren geeignet, die cytotoxischen, insbesondere cardiotoxischen
Nebenwirkungen der genannten Verbindungen zu inhibieren. Durch die Verminderung
der cytotoxischen Effekte, insbesondere der Cardiotoxizitat, infolge Ko-Medikation mit
NHE1-Inhibitoren kann aullerdem die Dosis der cytotoxischen Therapeutika erhoht
und/oder die Medikation mit solchen Arzneimitteln veridngert werden. Der
therapeutische Nutzen einer soichen cytotéxischen Therapie kann durch die
Kombination mit NHE—inhibitoren erheblich gesteigert werden.

AuRerdem kdnnen NHE1-Inhibitoren bei einer herzschadigenden Uberproduktion von
Schilddrisenhormonen, der Thyreotoxikose, oder bei der externen Zufuhr von
Schilddrisenhormonen Verwendung finden. Die Verbindungen der Formeln |, Ia, Ib,
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XVa, XVb und XVI und/oder deren pharmazeutisch vertrégliche Salze eignen sich
somit zur Verbesserung der Therapie mit cardiotoxischen Arzneimitteln.

Entsprechend ihrer protektiven Wirkung gegen ischdmisch induzierte Schiden sind die
erfindungsgemagen Verbindungen auch als Arzneimittel zur Behandlung von
Isch@mien des Nervensystems, insbesondere des Zentralnervensystems, geeignet, -
wobei sie zum Beispiel zur Behandlung des Schlaganfalls oder des Him8dems
geeignet sind.

NHE-Inhibitoren eignen sich auch zur Therapie und Prophylaxe von Erkrankungen und
Stérungen, die durch Ubererregbarkeit des Zentralnervensystems ausgeldst werden,
insbesondere zur Behandlung von Erkrankungen des epileptischen Formenkreises,
zentral ausgeldsterklonischer und tonischer:Spasmen, psychische T
Depressionszustande, Angsterkrankungen und Psychosen. Dabei kénnen die hier
beschriebenen NHE-Inhibitoren allein angewandt werden oder in Kombination mit
anderen antiepileptisch wirkenden Substanzen oder antipsychotischen Wirkstoffen,
oder, Carbeanhydrasehemmem, beispielweise mit Acetazolamid, sowie mit weiteren
Inhibitoren des NHE oder des natrium-abh#ngigen Chlorid-Bicarbonat-Austauschers
(NCBE).

Darliber hinaus eignen sich NHE-Inhibitoren ebenfalls zur Behandlung von Formen

des Schocks, wie beispielweise des allergischen, cardiogenen, hypovoldmischen und
des bakteriellen Schocks. : '

Die Verbindungen der Formeln |, la, Ib, XVa, XVb und XVI und/oder deren

pharmazeutisch vertrigliche Salze kénnen ebenfalls zur Prévention und zur

Behandlung thrombotischer Erkrankungen verwendet werden, da sie als NHE-

Inhibitoren die Plattchenaggregation selbst inhibieren k3nnen. Darliberhinaus kdnnen
sie die nach Ischémie und Reperfusion stattfindende tberschieBende Freisetzung von
Entzlindungs- und Gerinnungsmediatoren, insbesondere des von Willebrand Faktors
und der thrombogenen Selectin-Proteine hemmen bzw. verhindem. Damit kann die
pathogene Wirkung bedeutender thrombogener Faktoren vermindert und
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ausgeschaltet werden. Deshalb sind die NHE-Inhibitoren der vorliegenden Erfindung
kombinierbar mit weiteren antikoagulativen und/oder thrombolytischen Wirkstoffen wie
beispielsweise recombinantem oder natlirdichen fissue plasminogen activator,
Streptokinase, Urokinase, Acetylsalizylsdure, Thrombinantagonisten, Faktor Xa-
Antagonisten, fibrinolytisch wirkenden Arzneistoffen, Thromboxan Rezeptor-
Antagonisten, Phosphodiesterase-inhibitoren, Fac_tor-VIIa—Antagonisten, Clopidogrel,
Ticolopidin usw. Eine kombinierte Anwendung der vorliegenden NHE-Inhibitoren mit
NCBE-Inhibitoren und/oder mit Inhibitoren der Carboanhydrase, wie beispielsweise mit’
Acetazolamid, ist besonders glinstig.

Dartber hinaus zeichnen NHE-Inhibitoren durch starke inhibierende Wirkung auf die
Proliferationen von Zelien, beispielsweise der Fibroblasten-Zellproliferation und der
Proliferation der glatten GefaBmuskelzellen, aus. Deshsdlb kommen die Verbindungen
der Formein |, la, Ib, XVa, XVb und XVI und/oder deren pharmazeutisch vertréigliche
Salze als wertvolle Therapeutika far Krankheiten in Frage, bei denen die Proliferation
eine primare oder sekundare Ursache darstellt, und k8nnen deshalb als
Antiatherosklerotika, Mittel gegen das chronische Nierenversagen,
Krebserkrankungen, verwendet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass durch NHE-Inhibitoren die Zelimigration inhibiert wird.
Daher kommen die Verbindungen der Formeln |, la, 1b, XVa, XVb und 'XVI und/oder
deren pharmazeutisch vertrigliche Salze als Wertvolle:Therapeutika for Krankheiten in
Frage, bei denen die Zelimigration eine priméare oder sekundare Ursache darstellt, wie
beispieisweise Krebserkrankungen mit ausgeprégter Neigung zur Metastasierung.

NHE-inhibitoren zeichnen sich weiterhin duirch eine Verzbgerung oder Verhinderung
von fibrotischen Erkrankungen aus. Sie eignen sich somit als ausgezeichnete Mittel
zur Behandiung von Fibrosen des Herzens, sowie der Lungenfibrose, Leberfibrose,
der Nierenfibrose und anderer fibrotischer Erkrankungen. Sie kdnnen somit zur
Behandlung von Orgaﬁhypertmphien und -hyperplasien, beispielsweise des Herzens
und der Prostata verwendet werden. Sie sind deshalb zur Pravention und zur
Behandlung der Herzinsuffizienz (congestive heart failure = CHF) wie auch bei der
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Behandlung und Préivention der Prostatahyperplasie bzw..Prostatahypertrophie
geeignet.

Da der NHE bei essentiellen Hypertonikem signifikant erhaht ist, eignen sich die
Verbindungen der Formeln 1, Ia, b, XVa, XVb und XVI und/oder deren pharmazeutisch
ve_rtrﬂgliche Salze zur Prévention und zur Behaﬁdlung des Bluthochdrucks und zur
Behandiung von Herz-Kreislauferkrankungen. Dabel kdnnen sie allein oder mit einem
geeigneten Kombinations- und Formulierungspartner zur Bluthochdruckbehandlung
und von Herz-Kreislatuferkrankungen zur Anwendung kommen. So kénnen
beispielsweise ein oder mehrere thiazid-artig wirkende Diuretika, Loop-Diuretika,
Aldosteron- und Pseudoaldosteron-Antagonisten, wie Hydrochlorothiazid, indapamid,
Polythiazid, Furosemid, Piretanid, Torasemid, Bumetanid, Amilorid, Triamteren,

' Spironolactdn oder Epleron, kombiniert werden. Welterhin kanneri die NHE-frihibitoren

der vorliegenden Erfindung in Kombination mit Calcium-Antagonisten, wie Verapamil,
Diltiazem, Amladipin oder Nifedipin, sowie mit ACE-Hemmem, wie beispielsweise
Ramipril, Enalapril, Lisinoplil.'Fosinopn'I oder Captopril verwendet werden. Weitere
gOnstige Kombinationspartner sind auch B-Blocker wie Metoprolol, Albuterol usw., -
Antagonisten des Angiotensin-Rezeptors und seiner Rezeptor-Subtypen wie Losartan,
Ilbesartan, Valsartan, Omapatrilat, Gemopatrilat, Endotflelin-Antagonisten, Renin-
Inhibitoren, Adenosin-Rezeptoragonisten, Inhtbitoren und Aktivatoren von
Kaliumkanélen wie Glibenclamid, Glimepirid, Dia;oxid. Cromakalim, Minoxidil und
deren Derivate, Aktivatoren des mitochondrialen ATP-sensitiven Kaliumkanals
(mitoK(ATP) Kanal), inhibitoren des Kv1.5 usw. '

Es zeigte sich, dass NHE1-Inhibitoren eine signifikante antiphlogistische Wirkung
haben und somit als Antiinflammatorika verwendet werden kBnnen. Dabei falit die
Inhibition der Freisetzung von Entzlindungsmediatoren auf. Die Verbindungen knnen
somit allein oder in Kombination mit einem Antiphlogistikum bei der Pravention oder
Behandlung chronischer und akuter inflammatorischer Erkrankungen verwendet
werden. Als Kombinationspartner werden vorteilhaft steroidale und nicht-steroidale
Antiinflammatorika verwendet. Weiterhin kdnne die erfindungsgemafen Verbindungen

93
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zur Pravention oder Behandlung von Erkrankungen, die durch Pretozoen verursacht
werden, eingesetzt werden, wie bei Malaria und der Hihnercoccidiose.

Es wurde auBerdem gefunden, dass NHE—Inhiﬁitoren eine glinstige Beeinflussung der

. Serumlipoproteine zeigen. Es ist aligemein anerkannt, dass fGr die Entstehung

arteriosklerotischer GefiRveranderungen,.insbesondere der koronaren Herzkrankhett,
zu hohe Blutfetiwerte, sogenannte Hyperlipoproteindmien, einen wesentlichen
Risikofak-tor darstellen. For die Prophylaxe und die Regression von
atherosklerotischen Veranderungen kommt daher der Senkung erhdhter Serum-
Lipoproteine eine auBerordentiiche Bedeutung zu. Neben der Reduktion des Serum-
Gesamtcholesterins kommt der Senkung des Anteils spezifischer atherogener
Lipidfraktionen dieses Gesamtcholesterins, insbesondere der low density Lipoproteine
(LDL) und der very low density Lipoproteine (VLDL) eine besondere Bedeutung zu, da
diese Lipidfraktionen einen atheﬁ:genen Risikofaktor darstellen. Dagegen wird den
high density Lipoproteinen eine Schutzfunktion gegen die koronare Herzkrankheit
zugeschﬁében. Dementsprechend sollen Hypolipiddmika in der Lage sein, nicht nur
das Gesamtcholesterin, sondem Insbesondere die VLDL und LDL-
Serumcholesterinfraktionen zu senken. Es wurde nun gefunden, dass NHE1-
Inhibitoren bezlglich der Beeinflussung der Serumlipidspiegel wertvolle therapeutisch
verwertbare Eigenschaften zeigen. So emiedrigen sie signifikant die erhdhte Serum-
Konzentrationen von LDL und VLDL, wie sie beispielweise durch erhthte didtetische
Einnahme einer cholesterin- und lipidreichen Kost oder bei pathologischen
Stoffwechselverinderungen, beisﬁielsweise'genetisch bedingten Hyperlipiddmien zu
beobachten sind. Sie kbnnen daher zur Prophylaxe und zur Regression von
atherosklerotischen Verdnderungen herangezogen werden, indem sie einen kausalen
Risikofaktor ausschalten. Hierzu zahlen nicht nur die priméiren Hyperiipidamien,
sondem auch gewisse sekundére Hyperlipiddmien, wie sie zum Beispiel beim
Diabetes vorkommen. Darber hinaus flhren NHE-Inhibltoren zu einer deutlichen
Reduktion der durch Stoffwechselanomalien induzierten Infarkte und insbesondere zu
einer signifikanten Verminderung der induzierten infarktgrRe und dessen
Schweregrades.
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Die erfindungsgemégen Verbindungen der Formeln |, la, Ib,' XVa, XVb und XV! finden
deshalb vorteithaft Verwendung zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
von Hypercholesterinamie; zur Herstellung eines Medikaments zur Pravention der

Atherogenese; zur Herstellung eines Medikaments zur Prévention und Behandlung der

Atherosklerose, zur Herstellung eines Medikaments zur Pravention und Behandlung
von Krankheiten, die durch erhShte Cholesterinspiege! ausgeltst werden, zur
Herstellung eines Medikaments zur Pravention und Behandlung von Krankheiten, die
durch endotheliale Dysfunktion ausgelst werden, zur Herstellung eines Medii(aments
zur Prévention und Behandlung von atherosklerose-induzierter Hypertonie, zur
Herstellung eines Medikaments zur Prévention und Behandlung von atherosklerose-
induzierter Thrombosen, zur Herstellung eines Medikaments zur Prévention und
Behandlung von Hyperchblesterinﬁmie— und endothelialer Dysfunktion induzierter
ischamischier Schéiden und postischamischer Reperfusionsschaden, zur Herstellting
eines Medikaments zur Prévention und Behandiung von Hypercholesterindmie- und
endothelialer Dysfunktion induzierter kardialer Hypertrophien und Cardiomyopathien
und der congestiven Herzinsuffizienz (CHF), zur Herstellung eines Medikaments zur
Pravention und Behandlung von Hypercholesterin&imie- und endothelialer Dysfunktion
induzierter koronarer GefaBspasmen und myocardialer Infarkte, zur Herstellung eines
Medikaments zur Behandiung der genannten Leiden in Kombinationen mit
biutdrucksenkenden Stoffen, bevorzugt mit Angiotensin Converting Enzyme (ACE)-

" Hemmern und Angiotensin-Rezeptprantégonisten. Eine Kombination eines NHE-
. Inhibitors mit einem blutfettspiegelsenkenden Wirkstoff, bevorzugt mit einem HMG-

CoA-Reduktaseinhibitor (zum Beispiel Lovastatin oder Pravastatin), wobei letzterer

* gine hypolipidamische Wirkung herbeiftihrt und dadurch die hypolipid&mischen
25 .

Eigenschaften des NHE-Inhibitors steigert, erweist sich als glinstige Kombination mit
verstirkter Wirkung und vermindertem Wirkstoffeinsatz.

So fohren NHE-Inhibitoren zu einen wirksamen Schutz gegen Endoﬂ'lelschﬂdlgungen
unterschiedlicher Genese. Mit diesem Schuiz der Gefae gegen das Syndrom der
endothelialen Dysfunktion sind Verbindungen der Formeln |, la, Ib, XVa, XVb und XVi
und/oder deren pharmazeutisch vertrégliche Salze wertvolle Arzneimittel zur
Pravention und zur Behandlung koronarer GefaBspasmen, peripherer
GefaBkrankheiten, insbesondere von claudicatio intermittens, der Atherogenese und
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der Atherosklerose, der linksventrikuliren Hypertrophie und der dilatierten
Kardiomyopathie, und thrombotischer Erkrankungen.

Auflerdem wurde gefunden, dass NHE-Inhibitoren geeigriet in der Behandlung des
nicht-insulinabh#ingigen Diabetes (NIDDM) sind, wobei die Insulinresistenz
zuruckgedréngt wird. Dabei kann es zur Verstéirkung von antidiabetischer Wirksamkeit
und Wirkqualitat der erfindungsgem#Ben Verbindungen gOnstig sein, diese mit einem
Biguanid wie Metformin, mit einem antidiabetischen Sulfonylhamstoff, wie Glyburid,
Glimepirid, Tolbutamid usw., einem Glucosidase-Inhibitor, einem PPAR Agonisten, wie
Rosiglitazone, Pioglitézone etc., mit einem Insulinpréparat unterschiedlicher
Verabreichungsform, mit einem Dé4 Inhibitor, mit einem Insulinsensitizer oder mit
Meglitinide zu kombinieren. _

Neben den akuten antidiabetischen Effekten wirken NHE-Inhibitoren der Entstehung
diabetischer Spétkomplikationen entgegen und knnen deshalb als Arzneimittel zur
Prévention und Behandlung diabetischer Spatschiden, wie der diabetischen '
Nephropathie, der diabetischen Neuropathie, der diabetischen Retinopathie, der
diabetischen Cardiomyopathie und anderen, als Folge des Diabetes auftretenden
Erkrankungen verwendet werden. Dabei kdnnen sie mit den soeben unter NIDDM-
Behandluﬁg beschriebenen antidiabetischen Arzneimittein vorteithaft kombiniert
werden. Der Kombination mit einer glnstigen Darreichungsform von Insulin diirfte
débei eine besondere Bedeutung zukommen.

NHE-Inhibitoren zeigen neben den protektiven Effekten gegen akute ischamische
Ereignisse und die nachfolgenden ebenso akut belastenden Reperfusionsereignisse,
auch noch direkte therapeutisch verwertbare Wirkungén gegen Erkrankungen und
Stérungen des gesamten Siugetierorganismus, die mit den Erscheinungen des
chronisch ablaufenden Alterungsprozesses zusammenhangen und die unabhangig
von akuten Mangeldurchblutungszustinden sind und bei normalen, nicht-
ischémischen Bedingungen auftreten. Bei diesen pathologischen, Ober die lange Zeit
des Altemns ausgeldsten altersbedingten Erscheinungen wie Krankheit, Siechtum und
Tod, die neuerdings mit NHE-Inhibitoren einer Behandiung zuganglich gemacht
werden k&nnen, handelt es sich um Erkrankungen und Stdrungen, die maBgeblich
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durch altersbedingte Verdnderungen von lebensnotwendigen Organen und deren
Funktion verursacht werden und im alternden Organismus zunehmend an Bedeutung
gewinnen.

Erkrankungen, die mit einer altersbedingten Funktionsst8rung, mit altersbediﬁgten

. VerschieiBerscheinungen von Organen zusammenh#ngen, sind beispielsweise die

ungenigende Ansprechbarkeit und Reagibilitat der BlutgefaBe gegentiber
Kontraktions- und Relaxationsreaktionen. Diese altersbedingte Abnahme der -
GefaRreagibilitat auf konstriktorische und relaxierende Reize, die ein essentielier
Prozess des Herz-Kreislaufsystems und somit des Lebens und der Gesundheit sind,
kann signifikant durch NHE-Inhibitoren aufgehoben bzw. verringert werden: Eine -
wichiige Funktion und ein MaB far die Aufrechterhaltung der Gef4Rreagibilitat ist die

-Blockade bzw. Retardierung der altersbedingt fortschreitenden endothelialen

Dysfunktion, die hochsignifikant durch NHE-Inhibitoren*aufgéhob&n Werden kanmic
NHE-Inhibitoren eignen sich somit hervorragend zur Behandlung und Pravention der
altersbedingt fortschreitenden endothelialen Dysfunktion, insbesondere von claudicatio
intermittens. ' '

Beispiel einer weiteren den Altersprozess charakterisierenden MessgroBe ist die
Abnahme der Kontraktilitit des Herzens und die Abnahme der Anpassung des
Herzens an eine geforderte Pumpleistung des Herzens. Diese verminderte ' _
Herzleistungsfahigkeit als Folge des Alterungsprozesses ist in den meisten Féllen
verbunden mit einer Dysfunktion des Herzens, die unter anderem durch eine
Einlagerung von Bindegewebe ins Herzgewebe verursacht wird. Diese _
Bindegewebseinlagerung ist gekennzeichnet durch eine Zunahme des Herzgewichtes,
durch eine Vergroerung des Herzens und durch eine eingeschrinkte Herzfunktion.
Es war Oberraschend, dass eine derartige Aterung des Organs Herz nahe_zu komplett
inhibiert werden konnte. NHE-Inhibitoren eignen sich somit hervorragend zur
Behandiung und Prévention der Herzinsuffizienz, des congestive heart failure (CHF).

Durch Proiiferationshemmung kénnen nicht nur die bereits eingetretene
Krebserkrankung geheilt werden, sondem dass auch die altersbedingte
Entstehungsh&ufigkeit von Krebs durch NHE-Inhibitoren vermindert und
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hochsignifikant verzdgert werden. Besonders bemerkenswert ist der Befund, dass
altersbedingt auftretenden Erkrankungen aller Organe und nicht nur bestimmter
Krebsformen unterbunden bzw. hochsignifikant verzbgert auftreten. NHE-Inhibitoren
eignen sich somit zur Behandlung und insbesondere der Pravention von '
altersbedingten Formen von Krebs. .

Mit NHE-Inhibitoren wird eine zeitlich hochsignifikant verschobene Verzdgerung des
Eintretens altersbedingter Erkrankungen aller untersuchten Organe einschlieflich
Herz, Gefale, Leber usw., sowie eine hochsignifikante Verzdgerung von Alterskrebs
festgestelit. Vielmehr kommt es auch (berraschenderweise zu einer
Lebensveridngerung in einem AusmaR, das'bislang durch keine andere
Medikamentengruppe bzw. durch irgendwelche Naturstoffe erreicht werden konnte.

- Diese einzigartige Wirkung der NHE-Inhibitoren ermbglicht es auch, neben der

alleinigen Wirkstoffanwendung an Mensch und Tier diese NHE-Inhibitoren mit anderen
gerontologisch verwendeten Wirkprinzipien, MaBnahmen, Substanzen und
Naturstoffen zu kombinieren, denen ein anderer Wirkmechanismus zugrunde liegt.
Derartige in der gerontologischen Therapie verwendete Wirkstoffklassen sind:
insbesondere Vitamine und antioxidativ wirksame Stoffe. Da eine Korrelation zwischen
kalorischer Belastung bzw. Nahrungsaufnahme und AlterungsprozeR besteht, kann die
Kombination mit diatetischen Malnahmen zum Beispiel mit Appetitsziglemn erfolgen.
Ebenso kanﬁ eine Kombination mit blutdrucksenkenden Medikamenten, wie mit ACE-

Hemmern, Angiotensinrezeptorantagonisten, Diuretika, Cat2-Antagonisten etc. oder
mit stoffwechselnormalisierenden Medikamegnten. wie Cholesterinsenkemn, gedacht
werden. _

NHE-Inhibitoren eignen sich somit hervorragend zur Prévention altersbedingter
Gewebsverdnderungen und zur Lebensveriﬂngerung unter Erhalt einer hohen
Lebensqualitat.

Die erfindungsgeméaBen Verbindungen sind wirkungsvolle Inhibitoren des zellularen
Natrium-Protonen-Antiporters (Na/H-Exchanger), der bei zahlreichen Erkrankungen
(Essentielie Hypertonie, Atherosklerose, Diabetes usw.) auch in soichen Zellen erhdht
ist, die Messungen leicht zuganglich sind, wie beispieisweise in Erythrocyten,
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Thrombocyten oder Leukozyten. Die erfindungsgemAR verwendeten Verbindungen
eignen sich deshalb als hervorragende und einfache wissenschaftliche Werkzeuge,
beispielsweise in ihrer Verwendung als Diagriostika zur Bestimmung und
Unterscheidung bestimmter Formen der Hypertonie, aber auch der Atheroskierose,
des Diabetes und diabetischer Spitkomplikationen, proliferativer Erkrankunge_n usw.

Beansprucht wird weiterhin ein Heilmittel fOr die humane, veterinare oder
phytoprotektive Anw'endung. das, zusammen mit pharmazeutisch annehmbaren
Tréger- und Zusatzstoffen, eine wirksame Menge einer oder mehrerer Verbindungen
der Formeln XV;a. XVb und XVI und/oder deren phamazeutisch vertrdglicher Salze

_ enthétt, allein oder in Kombination mit anderen phamakologischen Wirkstoffen oder

Arzneimitteln. Arzneimittel, die eine 'Verbindung der Formeln |, la, 1b, XVa, XVb und

XVl und/oder deren phammazeutisch vertrégliche Salze enthalten, kdfinen dabei zim

Beispiel oral, parenteral, intravends, rektal, perkutan oder durch Inhalation apbliziert_
werden, wobei die bevorzugte Applikation von dem jeweiligen Erscheinungsbild der

" . Erkrankung abh#ingig ist. Die Verbindungen der Formeln |, Ia, b, XVa, XVb und XVI

kdnnen dabei allein oder zusammen mit galenischen Hilfsstoffen zur Anwendung
kommen, und zwar sowoh! in der Veterinér- als auch in der Humanmedizin. Die
Arzneimittel enthalten Wirkstoffe der Formeln |, Ia, Ib, XVa, XVb und XVi undioder
deren pharmazeutisch vertrgiiche Salze im aligemeinen in einer Menge von 0.01 mg
bis 1 g pro Dosiseinhe.it.

Welche Hilfsstoffe filr die gewlinschte Arzneimittelformulierung geeignet sind, ist dem

Fachmann auf Grund seines Fachwissens geléufig.- Neben Ldsungsmitteln,
Gelbildnemn, Suppositorien-Grundiagen, Tablettenhilfsstoffen, und anderen
Wirkstofftrigern kdnnen beispielsweise Anfioxidantien, Dispergiermittel, Emulgatoren,
Entschaumer, Geschmackskorrigentien, Konservierungsmittel, Losungsvermittier oder
Farbstoffe verwendet werden.

Far eine orale Anwendungsform werden die akfiven Verbindungen mit den dafiir
geeigneten Zusatzstoffen, wie Tragerstoffen, Stabilisatoren oder inerten
Verdlinnungsmittel vermischt und durch die Oblichen Methoden in die geeigneten
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Darreichungsformen gebracht, wie Tabletten, Dragees, Steckkapseln, wassrige,
alkoholische oder 8lige Ldsungen. Als inerte Triger kdnnen zum Beispiel Gummi
arabicum, Magnesia, Magnesiumcarbonat, Kaliumphosphat, Milchzucker, Glucose
oder Stirke, insbesondere Maisstirke, verwendet werden. Dabei kann die Zubereitung
sowohl als Trocken- als auch als Feuchtgranulat erfolgen. Als dlige Trégerstoffe oder
als L&sungsmittel kommen beispielsweise pflanzliche oder tierische Ole in Betracht,
wie Sonnenblumendl oder Leberiran.

Zur subkutanen, intramuskuléren oder intraventisen Applikation werden die aktiven
Verbindungen, gewilinschtenfalls mit den dafor Oblichen Substanzen wie
L5sungsvermittier, Emulgatoren oder weiteren Hilfsstoffen in Losung, Suspension oder
Emulsion gebracht. Als Lésungsmittel kommen zum Beispiel in Frage: Wasser,
physiologische Kochsalzisung oder Alkohole, zum Beispiel Ethanol, Propanol,
Glycerin, daneben auch Zuckeribsungen wie Glucose- oder Mannitibsungen, oder
auch eine Mischung aus den verschiedenen genannten Lésungsmitteln.

Als phammazeutische Formulierung fir die Verabreichung in Form von Aerosolen oder
Sprays sind geeignet zum Beispiel Lésungen, Suspensionen oder Emulsionen des
Wirkstoffes der Formeln |, 1a, Ib, XVa, XVb und XVI und/oder deren pharmazeutisch
vertrigliche. Salze in einem pharmazeutisch unbedenklichen Losungsmittels, wie
insbesondere Ethanol oder Wasser, oder einem Gemisch solcher Lésungsmittel. Die

' Formulierung kann nach Bedarf auch noch andere phamazeutische Hilfsstoffe wie

Tenside, Emulgatoren und Stabilisatoren sowie ein Treibgas enthalten. Eine soiche
Zubereitung enthélt den Wirkstoff Oblicherweise in einer Konzentration von etwa 0,1
bis 10, insbesondere von etwa 0,3 bis 3 Gew.-%.

Die Dosierung des zu verabreichenden Wirkstoffs der Formeln |, Ia, Ib, XVa, XVb und
XV1 und die Haufigkeit der Verabreichung héngen von der Wirkstirke und Wirkdauer
der verwendeten Verbindungen ab; auBerdem auch von Art und Stérke der zu
behandeinden Krankheit sowie von Geschiecht, Alter, Gewicht und individueller
Ansprechbarkeit des zu behandelnden S&ugers.
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Im Durchschnitf betréigt die tégliche Dosis einer Verbindung der Formeln |, ia, Ib, XVa,
XVb und XVI und/oder deren pharmazeutisch vertragliche Salze bei sinem etwa 75 kg
schweren Patienten mindestens 0,001 mg/kg, beispieisweise 0,01 mg/kg, bis
héchstens 10 mg/kg, -belspielsweise 1 mg/kg Korpergewicht. Bei akuten Ausbriichen
der Krankheit, etwa unmittelbar nach Erleiden eines Herzinfarkts, kdnnen auch noch
hdhere und vor allem haufigere Dosierungen noilwendig sein, zum Beispiel bis zu 4
Einzeldosen pro Tag. Insbesondere bei i.v. Anwendung, eiwa bei einem
infarktpatienten auf der Intensivstation kdnnen beispielsweise bis zu 700 mg pro Tag
notwendig werden und kénnen die erfindungsgemaRen Verbindungen durch Infusion
verabreicht werden. '

Liste der Abkurzungen.:

DCC* " - " Dicyclohexyl-carbodiirnid T mhwr Aeeied
" DIP Diisopropylether

DC Dannschichtchromatographie

DMF N,N-Dimethylformamid

EE Ethylacetat

eq. Aquivalent

EtsN Triethylamin

B0 Diethylether

EtOH Ethanol

h Stunde{n)

HEP n-Heptan
. HOAc Essigsédure

KOtBu Kalium-2-methyi-propan-2-olat

MeOH Methanol

min Minute(n)

mp ' Schmelzpunkt

MTB tert.-Butyl-methylether

NMP 1-Methylpyrrolidin-2-on

Pd(OAc)? Palladium(il)-acetat

RT Raumtemperatur
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Retentionszeit

tert-Buty]

Tetrahydrofuran
N,N.N',N"Tetramethyl-ethan-1,2-diamin

Die im Folgenden angegebenen Retentionszeiten (rt) beziehen sich auf HPLC-
Messungen mit den folgenden Parametemn: '

Methode A:
Station@re Phase:

Mobile Phase:

Methode B:

Stationare Phase:

Mobile Phase:

Methode C:

Stationédre Pha;se:

Mobile Phase:

Beispiel 1

Waters Symmetry C8 (Sp) 3.9x150mm
isokratisch CH3CN/0.1% wéssrige CF3CO2H 35:65; A=220nm;

1 mi/min.

Waters Symmetry C8 (5u) 3.9x150mm
isokratisch CH3CN/0.1% wiéssrige CF3CO2H 40:80; A=230nm;

1 ml/min.

Waters Symmetry C8 (5p) 3.9x150mm
isokratisch CH3CN/0.1% wassrige CF3CO2H 50:50; A=220nm;

1 ml/min.

a) N-(2,2,2-Trifluor-ethyl)-4-trifluormethyl-benzamid

F
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5.0 g (24 mmol) 4-Trifluormethyi-benzoylchiorid und 5,0 mi (36 mmol) Triethylamin

~ wurden in- 50 ml CH,Cl» geldst und bei RT langsam 2,4 g (24 mmol) 2,2,2-Trifluor-

ethylamin zugetropft. 4 h wurde bei RT nachgerithrt, anschiiefend die fllichtigen
Bestandteile im Vakuum entfemt. Der Rickstand wurde mit 100 ml MTB
aufgenommen und zun#chst mit 30 ml einer geséttigten wassrigen Na2003-Lbsun_g

und dann mit 30 ml einer ges#ttigten wiissrigen NaHSO4-L&sung gewaschen. Ober
MgSO4 wurde getrocknet und man erhielt 6,1 g (94%) eines farblosen Harzes, das
beim Stehenlassen kristallisierte; mp: 117°C.

.Rf (DIP) = 0.50 _ MS (E) : 271 (M+1)*

b) (R,S)-3-Hydroxy-2-(2,2,2-trifluor-ethyl)-5-trifluormethyl-2,3-dihydro-isoindol-1-on

F :
. F OH .
F . :
N
D=
o fFF : -

0,37 ml ( 2,4 mmol) TMEDA und 1,4 ml (2,3 mmol) einer 1,5 M Ldsung von t-Bulli in n-
Pentan wurden bei —=75°C in 2 ml THF (wasserfrei) geldst und bei =75°C eine LAsung
von 0,30 g (1,1 mmol) N+(2,2,2-Trifluor-ethyl)-4-trifluormethyl-benzamid in 2 ml THF
zugetropft. 3 h wurde bei —75°C gerlihrt, anschlieBend 0,43 mi (5,5 mmol) PMF

zugetropft und wihrend 30 Minuten auf RT erwarmt. Das Reaktionsgemisch wurde auf
100 ml siner geséttigten wassrigen NaHCO3-_6sung gegossen und 3 mal mit je 30 ml

EE extrahiert. Ober MgSO4 wurde getrocknet und das Solvens im- Vakuum entfemt.
Chromatographie an Kieselge! mit DIP lieferte 80 mg des (R,S)-3-Hydroxy-2-(2,2,2-
tr'rﬂuor-ethyl)-5-triﬂuonnethyl—2.3-dihydro-isbindol—1-on neben 110 mg Gernisch mit
Ausgangsmaterial. Dieses Gemisch wurde durch reversed phase HPLC (Bedingungen
siehe unten) emeut getrennt .und man erhiel-t weitere 40 mg (R,S)-3-Hydroxy-2-(2,2,2-

. trifluor-ethyl)-5-triftuormethyl-2,3-dihydro-isoindol-1-on; Gesamtausbeute 30%.

HPLC: Gradient, Laufzeit 20 min
Laufmittel: 0.1% wiassrige CF3CO3H, Acetonitril (Chromasolv); Fluss: 30mUmin

V2]
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Séule: Waters XterraTM MS C4g 5um, 30x100mm

Gradient:

0-2,5min 10% Acetonitril
3,0 min 25% Acetonitril
14,0 min 75% Acetonitril
15,0 min 95% Acetonitril
17,5 min 10% Acetonitril

R¢ (DIP) = 0.50 MS (EI) : 209 (M+1)*

¢) (RS){3-Oxo-2-(2,2,2-trifluor-ethyl)-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}-
essigséure-ethylester

Unter Argon wurde (Diethoxy-phosphoryl)-essigsaureethylester (135 mg, 0,6 mmol) in
wasserfreiem Dimethoxyethan (10 ml) geldst. Zu dieser Losung gab man bei RT 17,8
mg NaH (60% ig in OI) und rihrte 10 min bei RT. Danach wurde eine L8sung von
(RS)-3-Hydroxy-2-(2,2,2-triftuorethyl)-5-trifluormethyi-2,3-dihydro-isoindol-1-on 120 mg
(0,04 mmol) in wasserfreiem Dimethoxyethan (5 ml) zugegeben und anschlieBend 2 h
am Rockfluss gerthit. Die Reaktionsidsung wurde abkihlen gelassen, die '
Reaktionsldsung dann auf 50 mi 5 % ige N.atﬁumhydrogenrbonaﬂasung gegossen, 2
mal mit je 20 ml Ethylacetat extrahiert, die organische Phase Ober MgSO4 getrocknet,
im Vakuum eingedampft und den Rckstand durch Chromatographie an Kieselgel mit
DIP als Eluens gereinigt. Man erhielt 90 mg (81%) (RS)}3-Ox0-2-(2,2,2-trifluor-ethyl)-
6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yll-essigsiure-ethylester als farbloses Of,
das aus Heptan als beiger Feststoff kristallisierte.

Rf(DIP)= 0,31
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Das NMR-Spektrum war identisch mit dem in Beispiel 4 hergesteliten Material.

d) (R.S)-N—{Z-[S—Oxo—Z—(Z,Z.2-triﬂuor-ethy|)-6—tr‘rﬂuorrneihyl-z,3-dii1ydro-H-isoindol—1 -yl}-

acetyl}-guanidin

Der (RS)-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifluor-ethyl)-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}
essigsiure-ethylester kann wie im Beispiel 2g) beschrieben mit Guanidin umgesetzt
werden.

Beispiel 2 _
a) 2-Nitro4-trifluormethyl-benzoeséure

11,97 g 4-Trifluormethyl-benzoes&ure (83 mmol) wurden langsam portionsweise zu
48 ml HNO3 (100%) bei RT zugegeben. Die Mischung wurde anschlieBend 1 h lang
unter Raockfiuss erhitzt, dann auf RT abgekihlt und auf etwa 800 g Eis gegossen. 1h
lang wurde das Gemisch gerahrt, dann der Niederschlag abfiltriert und mit 1 | Wasser
gewaschen. Das Filtrat wurde mit 300 ml CHoClo extrahiert, die organische Phase mit
dem Niederschlag vereinigt und Ober NapSO4 getrocknet. Das Solvens wurde im
Vakuum entfernt und der ROckstand umkristallisiert, indem in 1 | DIP bei 68°C gelést
wurde, 2 | HEP bei dieser Temperatur zugegeben wurden und schlieBlich die Ldsung

langsam auf RT abgekUhit wurde. Das kristallisierte Produkt wurde mit 1 | HEP
gewaschen, im Vakuum getrocknet und man erhielt 7,1 g (48%), mp 136°C-138°C.
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b) 2—Amind-4-triﬂuorrnethyl—benzoes§ure
NH, O

OH

F

F
F

250 g 2-Nitro-4-trifluormethyl-benzoeséure (1.06 mol) wurden in 1 | EtOH geldst und

7,5 g Pd/C (5%) zugegeben. D-ie Mischung wurde unter 1-2.5 bar Wasserstoffdruck
hydriert. Wahrend der Wasserstoff-Auimahme stieg die Temperatur zwischenzeitlich ‘
von 10°C auf 104°C. Nach 2 h war die Wasserstoff-Aufnahme beendet. AnschlieBend
wurde der Katalysator abfiltriert, das Solvens im Vakuum entfernt und man erhielt 215

g (99%) eines blassgelben Feststoffs, mp 174-176 °C.

c) 2-((E)-2—Ethoxycarbonyl—vinyl)-4-triﬂuorrnleﬂ1yl-benzoqsaure
o) O~
= 0
OH

i ®

520 mg NaNO2 (7.6 mmol) wurden in 2 ml Wasser geldst und zu einer L6sung von

1,3 g 2-Amino-4-trifluormethyl-benzoesaure (6.5 mmol) in 2.6 mi einer 48% wéssrigen
HBF4-L6sung und 30 ml Ethanol bei 0°C zugetropﬂ. 10 Minuten wurde bei 0°C

gerthrt, dann wurde auf RT erwamt. Weitere 0,3 ml einer 48% wassrigen HBF 4-

L3sung wurden zugegeben, dann 30 mi Ethanol, 0,8 g Acrylsdure-ethylester

(9,0 mmol) und 26.9 mg Pd(OAc)2 (0.12 mmol). AnschlieBend wurde die Mischung 1 h
bei 50-60°C gerlhrt. Dann wurde das Solvens im Vakuum entfernt, der Rlckstand mit
25 ml EE aufgenommen und zun&chst mit 25 ml einer 1N wiissrigen HCl-L&sung, dann
mit 25 ml einer gesattigten wassrigen NaCl-L &sung gewaschen. Die organische Phase
wurde Ober NapSO4 getrocknet und das Solvens im Vakuum entfemt. Der ROckstand
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wurde in 25 ml Heptan suspendiert und das ausgefallene Produkt abfiltriert. Ausbeute
1.3 g (69%) eines blassbréiunlichen Feststoffs. Eine analytische Probe wurde durch
Kristallisation aus Heptan/Ethylacetat gereinigt.

Das NMR-Spektrum war identisch mit dem in Beispiel 3a hergesteliten Matenal

d) (E)-3-[2-(2,2,2-Trifluor-ethylcarbamoyl)-5-trifluormethyl-phenyil-acrylsiure-ethylester
0 0\/ .

F F

F

1.3 g 2-(2-Ethoxycarbonyl-vinyl)-4-trifiuormethyl-benzoesture (4,5 mmol) und 453 mg

'2,2,2-Trifluor-ethylamin (4,5 mmol) wurden in 5 ml DMF geldst und 0.93 g DCC

zugegeben. Die Mischung wurde 4h lang bei RT gerQihrt. Das Hamstoff-Nebenprodukt
wurde durch Filtration entfernt und dann das Solvens im Vakuum entfemt. Der
RoOckstand wurde aus DIP umkristallisiert und man erhielt 1,8 g (96%) weiBer Kristalle.
Das NMR-Spektrum war identisch mit dem in Beispiel 3b hergestellten Material.

e) (RS){3-Oxo-2+2,2 2-trrﬂuor-ethy|)-6—tnﬂuorrnethyl—2 3-dihydro-1 H-|30|ndol-1-yl]-
essigsdure

2,2 g (E)-342+(2,2,2-Trifluor-ethylcarbamoyl)-5-trifluormethyl-phenyl}-acrylsiure-
ethylester (5,8 mmol) wurden in 10 ml Methanol gelést und 1,5 mi einer 5 M wassrigen
NaOH-L&sung (7,5 mmol) zugegeben. Das Gemisch wurde 18h bei RT gerthrt und
dann mit wassriger HCI-LGsung auf pH=7 gestellt. Die Solventien wurden im Vakuum
entfemt und der Rackstand in 10 ml Wasser suspendiert. Diese Suspension wurde mit
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einer 2N wéassrigen HCl-Lésung auf pH=2 gestellf und 3 mal mit je 10 ml EE extrahiert.
Ober NazSO4 wurde getrocknet und das Solvens im Vakuum entfemt. Der Rackstand
wurde mit Diethylether/DIP kristallisiert, mp: 202-204 °C,

Ausbeute 1.8 g (89%).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 3,07 (dd, Js=17 Hz, J;=6 Hz, 1 H), 3.23 (dd, J1=17 Hz,
J2= 5 Hz, 1 H), 4.27 (m, 1 H), 4.58 (m, 1 H), 5.08 (t, J=5 Hz, 1 H), 7.91 (d, J=8 Hz, 1 °

H),7.86 (d, J=8 Hz, 1 H), 8.12 (s, 1 H), 12.50 (bs, 1 H) ppm.

Verbrennungsanalyse: Cq3HpFgNOs (341.2): ber. C 45.76 H 2.66 N4.10; gef. C45.71 H
2.43 N 4.11.

f) (RS)-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifluor-ethyl)-6-trifluormethyl-2, 3-dihydro-1H-isoindol-1-yi}-
essigsaure-ethylester
0’/

F
F o)
F
N
DS
O FF

2,6 mi SOCla (35 mmol) wurden in 20 ml Ethanol gelést und 3,4 g (R,S){3-Oxo-2-
(2,2,2-trifluor-ethyl)-8-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl]-essigsdure (10 mmol)
bei -10°C zugegeben. 18h wurde bei RT gerthrt und anschiieRend die fiichtigen
Bestandteile im Vakuum entfemt. Der ROckstand wurde an Kieselgel mit HEP/EE 3:1
chromatographiert. Ausbeute 3,0 g (81%) eines farblosen Ols, das aus Heptan als
belger Feststoff kristallisierte.

Das NMR-Spektrum war identisch mit dem' in Beispiel 4 hergestellten Material.

g) (RS)-N-{2-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifluor-ethyl)-6-trifluormethyi-2, 3-dihydro-H-isoindol-1-yI}-
acetyl}-guanidin
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Guanidin-Hydrochlorid (11,5 g, 120 mmol) wurde in NMP (45 ml) geidst und KOtBu
(11,2 g, 100 mmol) unter Rthren zugegeben, 1.5 h bei RT ridhren gelassen und das

-Gemisch filtriert. Das Filtrat wurde zu einer Ldsung von (RS)-[3-Oxo-2-2,2,2-trifluor-

ethyl)-6-trifluormethyi-2,3-dihydro-1H-iscindol-1-yl}-essigsdure-ethylester (7,38 g,.20
mmol) in NMP (12 ml) unter ROhren bei RT -getropft und weitere 60 min bei RT rOhren
gelassen. AnschiieBend wurde Eiswasser (270 ml) zugegeben, mit 2N HCl aufpH7
gestelk, Ethylacetat (80 ml) zugegeben und anschlieBend durch Zugabe von NaHCO3-
Ldsung der pH-Wert auf 8-8,5 eingestelit. Das Gemisch wurde 1 h bei RT kraftig
gerGhrt und der gebildete Niederschlag abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Man
erhielt 7,06 g (83 %) (R,S)-N-{2-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifluor-ethyl)-8-trifluormethyl-2,3-
dihydro-H-isoindoI-1-yl]-aéetyl}-guanidin. Einschlussverbindung mit 0,5 Aquivalenten
Ethylacetat, als heligelbe kristalle, mp.180-181°C bei langsamem Erwammen,
Entweichen von Ethylacetat ab ca, 80°C. '

Rf (Ethylacetat/Methanol) = 0.45-

'H-NMR (400 MHz, CDChy): & = 2.54 (dd, J1=8 Hz, J;=16 Hz, 1 H), 3.0 (dd, J;=4 Hz,
J=16 Hz, 1 H), 4.25 (m, 1 H), 4.64 (m, 1 H), 5.18 (m, 1 H), 6,65 (bs, 2 H), 7.75 (bs, 2 _
H), 7.88 (d, J=8 Hz, 1 H), 7.95 (d, J=8 Hz, 1-H), 8.02 (s, 1 H) ppm.

C14H12FeN4O2 x ¥2 C4HgO2 (426.33): ber. C 45.08. H 3.78, N 13.14; gef. C 45.07, R
3.79, N 13.01. ' '

Beispiel 3
a) 2<{(E)-2-Ethoxycarbonyl-vinyl}-4-trifluormethyl-benzoes&ure (Variante des Beispiels
2¢) '
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OO~
= 0
OH
F
F

F

Zu 339 g 2-Amino-4-trifluormethyl-benzoesaure (1,65 mol) in 6.8 | EtOH (wasserfrei)
wurden bei RT 658 m! einer 48-50% wéssrigen HBF 4-Losung zugegeben. Dabei stieg

die Temperatur von 21°C auf 26°C. Dann wurde die Mischung auf 0°C gek0hit und ’
eine LBsung von 125 g NaNO» in 500 ml Wasser wihrend 17 Minuten zwischen 0°C

und 5°C zugetropft. Dabei wurde aus der zunachst blassgelben L&sung zunachst eine
orange-rote Suspension und schlieBlich eine heligelbe Suspension. Der Vertauf der
Reaktion wurde mit HPLC verfolgt (Methode B; rt 2-Amino-4-trifluormethyl-
benzoesaure = 6,4 min; Zwischenprodukt 2-Carboxy-5-trifluiormethyl-benzoldiazonium-
Salz = 1,1 min. Innerhalb von 30 Minuten war die Umsetzung zum 2-Carboxy-5-
trifluormethyl-benzoldiazonium-Salz zu >99% beendet. Dann wurden zu der Mischung
231 g Acryisaure-ethylester (2,31 mol), 11,1 g Pd(OAc)2 (49 mmol) und 6,8 | Ethanol

(wasserfrei) zugegeben und das Reaktionsgemisch auf 43-51°C erwarmt. Dabei wurde

* eine gleichmaRige, mit Temperaturerh8hung zunehmende Stickstoffentwickiung

beobachtet. Die Umsetzung wurde mit HPLC verfolgt (Methode B; rt 2-((E)-2-
Ethoxycarbonyl-vinyl)-4-trifluormethyl-benzoesaure = 16,4 min). Nach 45 min war die .
Umsetzungsrate Gber 99% . Die Mischung wurde dann duf RT abgekihit und das

Solvens im Vakuum entfernt. Der ROckstand wurde in 3 | EE aufgenommen und

abfiltriert. Das Filtrat wurde dann zunéchst 3 mal mit je 2.1 | einer wassrigen HCI- '

Lésung, danach mit 1 | einer geséttigten wassrigen NaCl-Lbsung gewaschen. Ober
Na>S04 wurde getrocknet, das Solvens im Vakuum entfemt und man erhielt 449 g

eines hellbraunen Feststoffs. Unter Einbeziehung einer Verunreinigung (4-
Trifluormethyl-benzoesaure; 6,3%) und von Lésungsmittelresten (EE; 4%) ergab sich
eine Ausbeute von 83%. Eine analytische Probe wurde durch Kristallisation aus
Heptan/Ethylacetat gereinigt. Mp: 132-133 °C
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 1.36 (t, J=7 Hz, 3 H), 4.31 (q, J=7 Hz, 2 H), 6.41 (d,
J=16 Hz, 1 H), 7.72 (d, J=8 Hz, 1 H), 7.86 (s, 1 H), 8.21 (d, J=8 Hz, 1 H), 8.51 (d, J=16
Hz, 1 H), 8.5-8.5 (bs, 1 H) ppm.

Verbrennungsanalyse: C13H11F304 (288, 23) ber. C 54.17, H 3.85; gef. C 54 24 H
3.74.

b) (E)-3-[2-(2,2,2-Trifluorethylcarbamoyl)-5-trifluormethyl-phenyl}-acryis&ure-ethylester

315 g Oxalylichlorid (2,48 mol) wurden bel einer Temperatur zwischen 15 und 18°C
wihrend 24 min zu einer Mischung aus 850 g 2-((E)-2-Ethoxycarbonyl-vinyl)}-4-
trifluormethyl-benzoesdure (2,25 mol), 33'mi DMF und 7,81 Cszlz addiert. Wahrend

der Zugabe wurde Gasentwicklung beobachtet. 1 h wurde bei RT gerlhrt, dann auf
5°C gek0hit und 285 g Et3N ((2,81 mol) bei einer Temperatur zwischen 5°C und 10°C

Ober einen Zeitraum von 27 min addiert. 10 min wurde bei 5°C nachgertihrt,
anschliefend 279 g 2,2,2-Trifluor-ethylamin (2,81 mol) bei einer Temperatur zwischen
9°C und 20°C Ober einen Zeitraum von 27 min addiert. 10 min wurde bei RT gerihrt,
dabei fiel ein dicker Niederschlag aus und zur Verbesserung der Rahrbarkeit des
Gemisches wurde zusétzlich 1 | CHoClo zugegeben. Die Reaktion wurde mit HPLC
verfolgt (Methode C; rt: 2{(E)-2-Ethoxycarbonyl-vinyl)-4-trifluormethyl-benzoes&ure =
5,9 min; rt: (E)-3-[2-(2,2,2-Trifluorethylcarbamoyl)-5-trifluvormethyl-phenyl}-acrylsaure-
ethylester = 13,2 min).- Nach weiteren 50 min RGhrens bei RT war die Umsetzung
beendet. Dann wurden fliichtige Bestandteile des Reaktionsgemisches im Vakuum
entfernt, der ROckstand mit 12 | EE aufgenommen und 3 mal mit je 2,5 | Wasser, dann
2 mal mit je 2,5 | einer geséttigten wéssrigen NaHCO3-L6sung und schlieBlich mit 1,5 |

einer gesittigten wissrigen NaCl-Losung gewaschen. Ober MgSO4 wurde getrocknet,
das Solvens im Vakuum entfemt und man erhielt 802 g (E)-3-{2-(2,2,2-
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" Trifluorethylcarbamoyl)-5-triftuormethyl-phenyl}-acryisiure-ethylester als braunen

Feststoff. Diese Rohsubstanz wurde mit dem Rohprodukt eines anderen Ansatzes
(177 g) vereinigt und in 3 | EE bei 60-70°C geldst und bei dieser Temperatur 14 | HEP
in 1 -Portionen addiert. Dann wurde die Mischung auf 80°C erwamt und 1,5 h bei
dieser Temperatur gerithrt. Diese Mischung wurde dann zu 5,6 | 70°C warmem HEP
addiert und die Mischung dann unter Rthren wihrend eines Zeitraumes von 5h auf RT
gekohit. Dann wurde das Produkt abfiltriert, mit 3 | HEP gewaschen, an der Luft
getrocknet und man erhielt 689 g (E)-3-[242,2,2-Trifluorethyicarbamoyl)-5-
h'iﬂuonnehyl—phenyl]-acr_ylsaure-ethylester (67%) als hellbraunen Feststoff. Mp: 161,5-
162 °C.

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): 5 = 1.33 {t, J=7 Hz, 3 H), 4.05 (m, 2 H), 4.26 (q, J=7 Hz, 2
H), 6.18 (bs, 1 H), 6.46 (d, J=16 Hz, 1 H), 7.83 (d, J=8 Hz, 1 H), 7.68 (d, J=8 Hz, 1 H),
7.87 (s, 1 H), 7.80 (d, J=16 Hz, 1 H) ppm.

Verbrennungsanalyse: C15H43FgNO3 (369,27): ber. C 48.79, H 3.55, N 3.79; gef. C

48.983, H 3.51, N 3.92.

c) (R,S)-N-{Z-[3-Oxo—2—(2,2.2-triﬂuor-eﬂ1yl)—6—ﬁiﬂuonpeﬂ19l—2.3—dihydro-H-isoindol—1 -yi]-
acetyl}-guanidin

386 g (E)-3-[2~(2,2,2-Trifluorethylcarbamoyi)-5-triftuormethyl-phenyi}-acryisgure-
ethylester (1,05 mol) wurden in 800 mi DMF suspendiert und bei einer Temperatur
zwischen 5°C und 15°C portionsweise langsam 4,7 g KOtBu (42 mmol) addiert. Die
Cyclisierung zum Isoindolon wurde mit DC verfolgt (HEP/EE = 2:1; Acrylsaure-
ethylester: Ry = 0.32; Isoindolon: Rf= 0,41). Nach einer Stunde war die Umsetzung

abgeschlossen. In der Zwischenzeit wurden 587 g KOtBu in 2.2 | DMF suspendiert und
800 g Guanidinium-Chlorid bei einer Temperatur zwischen 20°C und 25°C zugegeben.
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Die Mischung wurde 1 h bei 25°C gerthrt und dann das KCI abfiltriert. Das Filtrat mit
dem freigesetzten Guanidin wurde dann zu dem das Iscindolon enthaltende -
Reaktionsgemisch addiert und 2 h bei RT gerthrt. Die Umsetzung zum Acylguanidin
wurde Ober HPLC verfolgt (Methode B; Wellenldnge 230 nm und 254 nm; Isolindolon:
rt = 15.1 min; Acylguanidin: rt = 2,9 min). AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch

auf 14 | Eiswasser gegossen, mit wassriger HCl-Losung auf pH = 8,5-9,0 gestellt und 4

mal mit je 3 | EE extrahiert. Dann wurde 3 mal mit je 3 | einer geséttigten wassrigen
NaCl-L6sung gewaschen, Uber NasSO4 getrocknet und das Solvens im Vakuum _

entfemnt. Man erhielt 328 g (82%) eines braunen Feststoffs. Das Produkt wurde mit 3
anderen Ansétzen desselben Herstellungsverfahrens vereinigt, Menge insgesamt 842
g- Diese 842 g (2,2 mol) wurden in 2 | EE und 5 | Et20 2 h bei 30°C digeriert. Dann

_wurde der Feststoff abfiltriert, 2 mal mit je 2 | EtoO gewaschen und im Vakuum -

getrocknet. Man erhielt 693 g (82% Riickgewinnung) eines fast weilen Feststoffs. Die
Verbindung kristallisierte aus 2-Propanol als Einschlussverbindung mit 0,5
Aquivalenten 2-Propanol aus.

Das NMR-Spektrum war identisch mit dem in Beispiel 5b hergestellten S-Enantiomer.

Beispiel 4
(RS)2-(2,2,2-Trifluorethyl)-3-oxo-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1 H-isoindol-1-yl)-
essigsaureethylester durch Eintopfreaktion ausgehend von 2-{(E)-2-Ethoxycarbonyl-

" vinyl)-4-trifiuormethyl-benzoesaure

(o)

. OEt
F,C
N
" CFy
0
Zu einer Suspension von 2-{(E)-2-Ethoxycarbonyl-vinyl)-4-trifluormethyl-benzoesaure
(2,9 g, 10,1 mmol) in Toluol (30 ml) wurde bei Raumtemperatur SOCl3 (1,98 g, 27,2

mmol) zugegeben. Es wurde 5 Min. bei Raumtemperatur gerGhrt und dann innerhalb
von 30 Min. auf 105 °C (Badtemperatur) erwdrmt. Bei etwa 70 °C begann die
Gasentwicklung. Es wurde 3 h bei 105 °C gerlhrt, dann abgekihit auf
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Raumtemperatur und Ober eine Kleselgurschicht (2,5 x 0,5 cm) abgesaugt, mit Toluol
nachgewaschen und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Man erhlelt das S&urechlorid
in Form eines rotbraunen Ols (3,34 g). 2,2,2-Trifluorethylamin (1,2 g, 12,1 mmol) und
Triethylamin (2,58 g, 25,3 mmol) wurden in Dichlormethan (15 mil) bei 5 °C gelést und
unter EiskQlhlung das Saurechlorid,.geldst in Dichlormethan (20 ml) so schnell
zugetropft, dass die Temperatur zwischen 5 °C und 10 °C gehalten wurde. Dann
wurde das Eisbad entfernt und der Oberschuss an Trifluorethylamin und ein Teil des
Dichlormethans im leichten Vakuum abdestilliert. AnschlieBend wurde das Gemisch 10 -
h am Ruckfiuss zum Sieden erhitzt. Nach dem Abk(hlen wurde das Gemisch mit
Dichlormethan (50 ml) verdlinnt und zweimal mit wassriger 2N HCI-L&sung (je 50 ml)
ausgeschittelt, die vereinigten organischen Phasen mit Wasser (100 ml) gewaschen,
Ober NapSO4 getrocknet und im Vakuum eingedampft. Man erhielt (RS)«(2+(2,2,2-
Trifluorethyl)-3-oxo-6-trifluormethyl-2, 3-dihydro-1H-isoindol-1-yl)-essigsaureethylester
(3,51 g, 94 %) als dunkelbraunes Ol, das durch Kristallisation aus n-Heptan gereinigt
wurde. Mp: 54,5-55,5 °C.

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.15 (t, J=7 Hz, 3 H), 2.85 (dd, J1=6 Hz, J2=16 Hz, 1
H), 3.01 (dd, J4=5 Hz, J2=16 Hz), 1 H), 3.83 (m, 1 H), 4.12 (g, J=7 Hz, 2 H), 4.73 (m, 1
H), 6.17 (t, J=6 Hz, 1 H), 7.80 (m, 2 H), 8.01 (d, J=8 Hz, 1 H) ppm.
Verbrennungsanalyse: C15H13FgNO3 (389,27): ber. C 48.78, H 3.55, N 3.79; gef. C
48.54, H 3.49, N 3.79.

Beispiel 5
a) (S)-N-{2-[3-Ox0-2-(2,2 2-trifluorethyl)-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}-
acetyl}-guanidin, O,0"-Dibenzoyl-L-weinsiuresalz

{
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0

HO,C
2 CO,H

0, 0

(RS)-N-{2-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifluorethyl)-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yi}-
acetyl}-guanidin (Einschluverbindung mit Ethylacetat, Gehalt 87,06 % laut NMR, 44
g, 100 mmol) und O,0"-Dibenzoyl-L-weinsaure (11,2 g, 31 mmol) wurden als
Feststoffe vorgelegt und unter RtGhren 2-Propanol (500 ml) zugetropft. Dabei I6sten
sich die Feststoffe zundchst vollsténdig auf, dann fiel ein weiler Niedérschiag aus.
Nach 30 min wurde das Gemisch auf 70 °C erwarmt. Dabel entstand wieder eine fast
klare Losung. Diese wﬁrde innerhalb von 4 h auf Raumtemperatur abkadhlen gelassen
und anschlieBend bei dieser Temperatur Gber Nacht gerdhrt. Danach wurde noch 4 h
bei 10 °C gerOhrt und anschlieBend abgesaugt. Der Rockstand wurde zweimal mit 2-
Propanol (je 100 ml) gewaschen und an der Luft getrocknet. Man erhielt 28,05 g (S)-N-
{243-Ox0-2+2,2 2-trifluorethyl)-8-trifluormethyl-2, 3-dihydro-1H-iscindol-1-yl}-acetyl}-
guanidin, O,0’-Dibenzoyl-1 -weins&uresalz (74 % Ausbeute bezogen auf das (S)-
Enantiomer), Enantiomerenreinheit 82 % ee laut HPLC (Chiracel OD/21, 250 x 4,8
mm, n-Heptan/Ethanol/Methanol 50:5:2, 1 ml/min, 30 °C) als farblose Kristalle. 20 g
(14,8 mmol) dieser Kristalle wurden vorgelegt und 2-Propanol (400 ml) zugetropft. Das
Gemisch wurde unter ROhren auf 80 *C erwarmt und dann langsam auf
Raumtemperatur abkhlen gelassen. Es wurde noch 2 h bei dieser Temperatur gerOhrt
und dann abgesaugt, der Rlckstand zweimal mit 2-Propanol (je 50 ml) gewaschen
und an der Luft getrocknet. Man erhielt 16,3 g (100 % Ausbeute bezogen auf das (S)-
Enantiomer) (S)-N-{2-[3-Oxo0-2-(2,2,2-trifluorethyl)-8-trifluormethyl-2, 3-dihydro-1H-
isoindol-1-ylJ-acetyl}-guanidin, O,0°-Dibenzoyl-L-weinséuresalz ais farblose Kristalle,
mp: 192-193 °C, Enantiomerenreinheit >987 % ee laut HPLC (Bedingungen wie oben).

<
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Verbrennungsanalyse: C14H12FgN4O2 x % C1gH140g (561.43): ber. C 49.21, H
3.41, N 8.98; gef. C 49.17, H 3.30, N 9.97. -

b) (S)}-N-{2-{3-Ox0-2-(2,2,2-rifluorethyl)-8-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yI-

' acetyl}-guanidin

(S)-N-{2-{3-Ox0-2-{2,2,2-trifluorethyl)-8-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yi}-
acetyl}-guanidin, O,0’-Dibenzoyl-L-weinsiuresalz (113 mg, 0,20 mmol) wurde in
einem Gemisch von Wasser (1 ml) und Ethylacetat (5 ml) geldst' und eine Lasuné von
NaHCO3 (50 mg) in Wasser (7,5 ml) zugegeben. Das Gemisch wurde 16 h bei -
Raumtemperatur rihren gelassen und dann dreimal mit Ethylacetat (e 5 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit einer Lésung von NaHCO3 (50
mg) in Wasser (20 mi) und danach mit reinem Wasser (20 ml) geschattelt, mit NazS04
gefrocknet und im Vak.uum eingedampft. Man erhielt 75 mg (97- %) (S)-N-<{2{3-Oxo-2-
(2,2, 2-trifluorethyl)-8-triflucrmethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}-acetyl}-guanidin. Das
Produkt kristallisierte aus 2-Propanol als Einschlussverbindung mit 0,5 Aquivalenten 2-
Propanol, mp: 80-82 °C. Die Substanz kannn auch -aus Ethylacetat umkristallisiert
werden und kristallisiert mit 0,5 Aquivalenten Ethylacetat, mp.: 121,5-122 °C.
Enantiomerenreinheit > 97 % laut HPLC (Chiracel OD/21, 250 x 4.6 mm, n-Heptan/2-
Propanol 4:1, 1 ml/min, 30 °C). _ .
TH-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 2.54 (dd, J4=8 Hz, J2=16 Hz, 1 H), 3.09 (dd, J4=4 Hz,
J2=16 Hz, 1 H), 4.256 (m, 1 H), 4.64 (rﬁ. 1 H), 5.18 (m, 1 H), 6,65 (bs, 2 H), 7.75 (bs, 2
H), 7.88 (d, J=8 Hz, 1 H), 7.95 (d, J=8 Hz, 1 H), 8.02 (s, 1 H) ppm.
Verbrennungsanalyse (Einschlussverbindung mit 0,5 Aquivalenten 2-Propanol):
C14H12FgN40O2 x % C3HgO (412.32): ber. C 45.15, H 3.91, N 13.58; gef. C 45.23, H
4.27, N 13.10.
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Beispiel 6
(RS)-N-{2-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifliorethyl)-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}-

" acetyl}-guanidin durch Racemisierung von (R)-N-{2-{3-Oxo-2+(2,2,2-trifluorethyl)-6-

trifluomethyl-2,3-dihydro-1 H—isoindol—1-yl]-acetyl}-guaniciin
NH,

Py

F N" NH,

Y-

F
(R)-N-{2-[3-Ox0-22,2 2-trifluorethyl)-6-trifluormethy}-2, 3-dihydro-1H-isoindol-1-yl]-
acetyl}-guanidin (Einschlussverbindung mit 0,5 Aquivalenten 2-Propanol (M=412.3), 43
g, 104 mmol; erhalten durch Einengen der Mutterlauge, die bei der Fiillung des (S)-N-
{2-]3-Ox0-2-(2,2,2-trifluorethyl)-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yi}-acetyl}-
guanidin, O,0"-Dibenzoyl-L-weins&uresalz im Beispiel 5a) anfiel, und Behandlung mit
NaHCOg3 wie im Beispiel 5b) beschrieben) wurde in 2-Propanol (1,8 [) gel6st und bei

Raumtemperatur unter ROhren eine Losung von KOH (85proz., 660 mg, 10 mmol) in 2-
Propanol (400 ml) zugegeben. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur 24 h gerithrt
und dann mit Eisessig (720 mg, 1,5 ml) angesduert, im Vakuum bei max. 40 °C
Badtemperatur eingedampft und der Rlckstand zwischen Wasser (500 ml) und
Ethylacetat (400 ml) verteilt. Die wissrige Phase wurde zweimal mit Ethylacetat (je
300 ml) ausgeschattelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer Lésung
von NaHCOg3 (10 g) in Wasser (500 ml) und danach nochmals mit reinem Wasser
geschitteit. Die organische Phase wurde mit NapSQ4 getrocknet und im Vakuum bei
max. 40 °C Badtemperatur eingedampft. Man erhielt 39,8 g (RS)-N-{2-[3-Ox0-2-(2,2,2-
trifiuorethyl)-6-trifluormethyi-2,3-dihydro-1H-isoindol-1 -yI]-acetyI]-guar!idin,'Gehalt 87
% laut NMR, Einschlussverbindung mit 0,5 Aquivalenten Ethylacetat, als blassgelbe
Kristalie, Ausbeute 87 %. Mp: 164-166 °C bei langsamem Erwamen, Ertweichen von
Ethylacetat ab ca. 100 °C. _

Enantiomerenverhaltnis 49:51 laut HPLC (Chiracel OD/21, 250 x 4.6 mm, n-Heptan/2-
Propanol 4:1, 1mL/min, 30 °C).

&y
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Beispiel 7 . .
(S)-N-{2-{3-Ox0-2-(2,2,2-trifluorethyl)-8-triflusrmethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}
acetyl}-guanidin Hydrogenfumarat Hydrat

(S)-N-{2—[3-0xo-2-(2,2,2-triﬂuoreﬂ1'yl)-6-triﬂuonneﬂ1yl-2,3-dihydro-1 H-isoindol-1-yl}-
acetyl}-guanidin [Einschlussverbindung mit 0,5 Aquivalenten 2-Propanol, (M=412.3),
110 g, 266 mmol] wurde in Dimethoxyethan (2 I) geldst und mit Fumarsaureldsung (0,5
M in Dimethoxyethan/Wasser 8:1, 512 ml) versetzt u.nd die gebildete kiare Losung im
Vakuum eingedampft. Der Rlckstand wurde mit Dichlormethan (2 I) aufgenommen
und das Gemisch emeut im Vakuum eingedampft. Der Rlckstand wurde in Wasser
(1.5 ) suspendiert, bei Raumtemperatur abgesaugt und Gber Nacht bei
Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Man erhielt 125.9 g (85 %) (S)-N-{2-[3-Oxo-2-
(2,2, 2-trifluorethyl)-8-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}-acetyl}-guanidin
Hydrogenfumarat Hydrat als farblose Kristalle, Mp. 210 °C.

Bestimmung der NHE-Hemmung

Die Hemmkonzentration IC5q for die NHE-1 Hemmung wurde wie folgt besimmt

IC5q fir die NHE-1 Hemmung wurden bestimmt in einem FLIPR-Assay mittels
Messung der pHi-Erholung in transfizierten Zelllinien, die den humanen NHE-1

exprimieren.

Der Assay wurde im FLIPR (Fluorescent imaging plate reader) mit schwarzwandigen
B86-Well-Mikrotiterplatten mit klarem Boden durchgefthit. Die transfizierten Zelllinien,
welche die verschiedenen NHE-Subtypen exprimieren (die parentale Zelllinie LAP-1
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weist als Folge von Mutagenese und anschlieBender Selektion keine endogene NHE-

" Aktivitat auf), wurden am Vortag mit einer Dichte von ~25.000 Zellen / Well ausgesit.

Das Wachstumsmedium der transfizierten Zellen (Iscove +10 % fStales Kalberserum)
enthielt zusétzlich G418 als Selektionsantibiotikum, um die Anwesenheit der -
transfizierten Sequenzen sicherzustellen.

Der eigentliche Assay begann mit der Entfernung des Wachstumsmediums und
Zugabe von 100 pl Well Beladungspuffer (5 yM BCECF-AM [2', 7'-Bis-{Carboxyethyl)-
5-(und-6)-Carboxyfiuorescein, Acetoxymethyi éster] in 20 mM NH4CI, 115 mM
Cholinchlorid, 1 mM MgCls, 1 mM CaClag, 5 mM KCI, 20 mM HEPES, 5 mM Glucose;
pH 7,4 [mit KOH eingestellt]). Die Zellen wurden dann 20 Minuten bei 37°C inkubiert.
Diese Inkubation fihrte zur Beladung der Zellen mit dem fluoreszierenden Farbstoff,
dessen Fluoreszenzintensit#it vom pHi abhéngt, und mit NH4Cl, was zu einer leichten
Alkalinisierung der Zellen fihrte.

Die nicht fluoreszierende Farbstoff-Vorstufe BCECF-AM ist als Esfer
membranpermeabel. Intrazellular wird durch Esterasen der eigentliche Farbstoff
BCECF freigesetzt, der nicht membranpemeabel ist.

Nach dieser 20-min0tigen Inkubation wurde der Beladungspuffer, der NH4Cl und freies
BCECF-AM enthielt, durch dreimaliges Waschen im Zellwasher (Tecan Columbus) mit

jeweils 400 pl Waschpuffer (133,8 mM Cholinchlorid, 4,7 mM KCI, 1,25 mM MgCla,

25

1,25 mM CaCly, 0,87 mM K2HPOy4, 0,23 mM KHaPOy4, 5 mM HEPES, 5 mM Glucose;

pH 7.4 [mit KOH eingestelif]) entfemnt. Das in den Wells verbleibende Restvolumen
betrug 90 pt (50 — 125 pl maglich). Dieser Waschschritt entfernte das freie BCECF-AM

und fohrte als Folge der Entfernung der extemen NH4*-lonen zu einer intrazellularen
Ans&uerung (~ pH; 6.3 - 8.4).
Da das Gleichgewicht von intrazellularem NH4* mit NH3 und H* durch das Entfemen

des extrazellularen NH4* und durch die nachfolgende, augenblicklich ablaufende
Passage des NH3 durch die Zellmembran gest&rt wurde, fohirte der Waschprozess

2,6
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dazu, dass intrazellular H* zurlickblieb, was die Ursache fur die intrazellulére
Ansiuerung war. Diese kann letztlich zum Zelltod fihren, wenn sie lang genug anhéilt.
An dieser Stelle war es wichtig, dass der Waschpuffer natriumfrei (<1 mM) war, da
extrazellulare Natrium-lonen zu éiner augenblicklichen Erholung des pHj durch die

Aktivitat der klonierten NHE-Isoformen fithren wlrde.
Es war ebenfalls wichtig, dass alie verwendeten Puffer (Beladungspuffer, Waschpuffer,

Recoverypuffer) keine HCO3-lonen enthielten, da die Anwesenheit von Bicarbonat
zur Aktivierung stérender bicarbonatabhangiger pHi-Ragulafionssysteme fGhren
wlrde, die in der parentalen LAP-1 Zelllinie enthalten sind. {

Die Mikrotiterplatten mit den angesduerten Zellen wurden dann (bis zu 20 Minuten
nach der Anséiuerung) zum FLIPR transferiert. Im FLIPR wurde der intrazelluldre
Fluoreszenzfarbstoff durch Licht mit einer Wellenldnge von 488 nm, das von einem
Argon-Laser erzeugt wurde, angeregt, und die Messparameter (Laserleistung,
Belichtungszeit und Blende der im FLIPR eingebauten CCD-Kamera) wurden so
gewihlt, dass das durchschnittliche Fluoreszenzsignal pro Well zwischen 30000 und
35000 relativen Fluoreszenzeinheiten lag.

Die eigentliche Messung im FLIPR begann damit, dass Software-gesteuert alle zwei
Sekunden eine Aufnahme mit der CCD-Kamera éemacht wurde. Nach zehn Sekunden
wurde die Erholung des intrazellularen pH's durch Zugabe von 80 pf Recoverypuffer
(133,8 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,25 mM MgCl», 1,25 mM CaCl,, 0,97 mM _KzHP04,

0,23 mM KH2PO4, 10 mM HEPES, 5 mM Glucose; pH 7.4 [mit NaOH eingesteli])

mitiels des im FLIPR eingebauten 96-Well-Pipettierers eingeleitet. '

Als Positivkontrolien (100 % NHE—Aktivitat)' dienten Wells, denen reiner Recoverypuffer
zugegeben wurde, Negativkontrollen (0 % NHE-Aktivitét) erhielten Waschpuffer. In

allen anderen Wells wurde Recoverypuffer mit der zweifach konzentrierten

Tesisubstanz hinzugegeben. Die Messung im FLIPR endete nach 80 Messpunkten
(zwei Minuten).
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Die Rohdaten wurden in das Programm ActivityBase exportiert. Mit diesem Programm

" wurden zunéchst die NHE-Aktivitaten fir jede getestete Substanzkonzentration und

daraus die IC5p-Werte fur die Substanzen berechnet. Da der Verlauf der pHj-Erholung

nicht wihrend des ganzen Experiments linear war, sondemn am Ende aufgrund
abnehmender NHE-Aktivitit bei h6heren pHi-Werten abfiel, war es wichtig, far die

Ausweriung der Messung den Teil auszuwiahlen, in dem die Fluoreszenzzunahme der
Positivkontrollen linear war. .

_ Substanz - NHE1-Hemmung IC5q [nM]
(S)-N-{2-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifluorethyl)-6-
trifluormethyl-2, 3-dihydro-1H-igoindol-1- . 0,3
yl}-acetyl}-guanidin B T
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Patentanspriche

1. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel |

NH,
N’J\NH,
|
R1 —R3
R2 (o)
5

wobei bedeuten
R1 und R2

unabhéngig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
) - Tr'rﬂuo_réttmxy, T_riﬂuonnetl'\yl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
10 Atomen; C
R3  Alk-R4 oder Trifluiormethyt;
Alk  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
R4  Wasserstoff, Trrﬂuo‘rmel:hyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7C-
Atomen;
15 sowie deren Salzen;
dadurch gekennzeichnet, dass

Vi

R2 o R2
WY . .

. . . Nm
R5 N’)\NH,
R1 —R3 — R —R3
R2 o] R2 0
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a) das Amid der Formel [V formyliert und dann zur Verbindung der Formel V] cyclisiert
wird, ' '
b) die Verbindung der Formel VI mit einem Alkoxymrbonylmeﬂ'lylentriphenyl-

' phosphoran, mit einem 1-Alkoxy-1 -trimethylsildxyethylen oder mit einem

Trialkylphosphonoacetat zur Verbindung der Formel Vil umgesetzt wird und

¢) die Verbindung der Formel VIl mit Guanidin zur \/erbindun_g der Fonmel | umgesetzt
wird, ' |

wobei in den Verbindungen der Formeln 1V, Vi und VI

". R1 bis R3 definiert sind wie in Formel | und

RS Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen ist;
sowie deren Salze.

2.  Veifahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel | nach Anspruch 1
wobei bedeuten
R1und R2 . :
unabhangig voneinander Wasserstoff, F Cl, Trrﬂuonneﬂ:oxy. 222-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyt mit 1, 2, 3 oder 4 C-
Atomen;
R3 Alk-R4 oder Trifluormethyi;
Alk  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;’

R4  Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mrt 3,4,5,6 oder 7C-
Atomen;

- sowie deren Salzen;

dadurch gekennzeichnet, dass
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'a;) die Verbindung der Formel il mit dem Amin der Formel lll zum Amid der Formel IV

umgesetzt wird,

- b) das Amid der Formel IV an ortho-Position zur Amidfunktion zu dem Formyl-amid der

Formel V formyliert wird, :

c) das Formyl-amid der Formel V zur Verbindung der Formel V1 cyclisiert wird,
d) die Verbindung der Formel VI'mit einem Alkoxycarbonylmethylentriphenyl-
bhosphoran, mit einem 1-Alkoxy-1-timethyisiloxyathylen oder mit einem .
Trialkylphosphonoacetat zur Verbindung der Formel Vil umgesetzt wird und
e) die Verbindung der Formel VIi mit Guanidin zur Verbindung der Formel | umgesetxzt
wird, . ' o

wobei in den Verbindungen der Formein Ii, lii, IV, V, VI un'd Vi

R1 bis R3 definiert sind wie in Formel |,

R5 Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen ist und

X Cl, Br, OH oder Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen ist;

sowie deren Salze

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, bei dem die Verfahrensschritte

unabhingig voneinander kontinuierlich oder diskontinuierlich gefihrt werden.

®
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4, \_Ierfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1, 2 oder 3, worin die
Verbindung der Formel | definiert ist als N-{2-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifluorethyl)-8-
triﬂuormethyl-z.a-dihydrb-] H—is’oindol—1-y!]-acetyl}-guanidin, sowie dessen
pharmazeutisch vertraglich'e Salze.

5.  Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I,

R1 N—R3

R2 o

wobei bedeuten
R1 und R2
unabhéngig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethvyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder’4 C-
Atomen; o '
R3 _ Alk-R4 oder Trifluormethyl;
Ak  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
R4  Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
Atomen; '
sowie deren Salzen;
dadurch gekennzeichnet, dass
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a) das Amin der Forme! IX Ober ein Diazoniumsalz mit einem Acrylsaure-Alkerster
zum Zlmtsﬁuredenvat der Forme! Xl umgesetzt wird,
b) die Verbmdung der Formel XI mit dem Amin der Formel Ill und mit Guamdm Zum

* Acylguanidin'der Formel | umgesem wird,

wobei in den Verbindungen der Formein Iil, IX und XI
R1 bis R3 definiert sind wie in Formel{ und

R6 Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen ist;

sowie derén Salze.

6. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel | nach Anspruch §

. wabel bedeuten

R1 und R2
unabhéngig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
Atomen; '
R3  Alk-R4 oder Trifluormethyl,
Alk  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
R4  Wasserstoff, Triluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
_Atomen,;
sowie deren Salzen;
dadurch gekennzeichnet, dass
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o)
H,NR3 | R6
1 A B OH
R1 o R1 —R3
R2 xy HN. R2"  y O
lo ' 15
/ C
o .
’EH, B,C : R
N= NH, = R® ~R3
R1 N~R3
R2 o)
R2 o)
| : XV

a) die Nitroverbindung der Formel Vil zum Amin der Formel IX umgesetzt wird,

b) das Amin der Formel IX zum Diazoniumsalz der Formel X umgesetzt wird,

c) das Diazoniumsalz der Formel X mit einem-Acrylsaure-Alkylester zum
Zimtséurederivat der Formel XI umgesetzt -wird. '

d) die Verbindung der Formel XI zum Amid der Foﬁnel Xl umgeseizt'wird und

e) die Verbindung der Formel XIl zum Acyiguanidin der Formel | umgesetzt wird,
entweder durch Umsetzung der Verbindung der Formel Xll in Gegenwart einer Base
zum Isoindolon-Derivat der Forme! XIll und anschlieRend durch Umsetzung mit
Guanidin unter Aktivierung zum Acylguanidin der Formel | (Altemnative A), oder
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nach Bildung des Isoindolon-Derivats der Formel Xl in Gegénv;rart einer Base aus der
" Verbindung der Forme! XII durch Uhlwandlung der Verbindung der Formel Xlil-in den
Ester der Formel XIV und anschlieend durch Umsetzung mit Guanidin zum
" Acylguanidin der Formel | (Altemative B), oder
5 ‘turch Umsetzung der Verbindung der Formel Xll in Gegenwart einer starken Base
zum Ester der Forme! XIV und anschlieBend durch Umsetzung mit Guanidin zum -
Acylguanidin der Formel | (Atemnative C), oder o .
durch direkte Umsetzung der Verbihdung der Formel XII mit Guanidin in Gegenwart
einer Base unter glelchze_ifig erfolgender Guanylierung und Cyclisierung zum .
10 Isoindolon der Formel | (Alternative D), |
wobei in den Verbindungen der Formeln VIIi, IX, X, XI, XIl, XIll und XIV
R1 bis R3 definiert sind wie in Formel | und
R6 und R7 unabhéangig voneinander Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen sind;
sowie deren Salze.
15
7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei im Verfahrensschritt e) die Alternative D
verwendet wird. ' '

8. Verfahren nach Anspruch 8 und/oder 7, bei dem die Verfahrensschritte d) und e)
20 im Eintopfverfahren durchgefihrt werden.

9. Verfahren n.'=_|ch Anspruch 5 und/oder q. bei dem die Verfahrensschritte,
unabhéngig voneinander kontinuierfich oder diskontinuierlich gefihrt werden.

25 10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 5 bis 9, worin die
Verbindung der Formel | definiert ist als N-{2-[3-Oxo0-2-(2,2,2-trifluorethyf)-6-
trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-yil-acetyl}-guanidin, sowie dessen

+ phamazeutisch veriragliche Salze.

30 11. Verbindungen der Formel XIl
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| R6
R1 0
R2 HN
Xi-  R3
_wobei bedeuten
"R1 und R2 .
5 unabhéngig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-

Atomen; . T . . -
R3  Alk-R4 oder Trifluormethyl;
Ak  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen;
10 R4  Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
Atomen; ' .
R6  Alkoxy mit 1, 2, 3 odér 4 C-Atomen;
sowie deren Salze.

15 12. Verbindungen der Formel XlI-nach Anspruch 11 zur Verwendung als
Syntheseintermediate. '

13. Verfahren zur Isolierung von Verbindungen der Formel la und Ib
NH, - NH,
L PEpe
N™ "NH, N~ "NH,

R1 —R3 la R1 —@:\(—m Ib
o)

R2 o

20
wobei bedeuten

dl
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R1 und R2
ur-labhanglg vonelnandér Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifiuorethoxy, Trrﬂuormethyl 2,2,2-Trifluorethyl oder Alkyl mit 1,2, 3 oder 4 C-
: . Atomen; :
. 5 R3 Alk-R4 oder Trifluormethyl;
Ak  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen; :
R4 Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycloalkyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7C-
Atomen;
sowie deren Salzen; '
10 dadurch gekennzeichnet, dass

. " . Nbla
N’iﬂ:m, . Ni:m (ﬁ\n" NH,

Ri x R*p x R*n
R2 Q R2 R2
: XVa Xvb

R1

a) die Verbindung der Formel | zu Salzen von einer 2,3-O-acyllerten D- oder L-
_ Weinséure umgesetzt und durch Kristallisation die beiden Salze der Formeln XVa und

16  XVb getrennt erhatten werden, und '
b) die freien Basen der Formeln la bzw. Ib aus den beiden Saizen der Formeln XVa
bzw. XVb freigesetzt werden, '
wobei in den Verbindungen der Formeln I, XVa und XVb
R1 bis R3 definiert sind wie in den Formeln la und Ib

20 R*
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X XL
0~ “R8 0~ “Rs
HO,C. A
Ho’c\l/'\cozH oder  ° Y  “COH
oﬁ,o OYG '
R8 R8

bedeutet

R8 Alkyl mit 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 C-Atomen oder Phenyl, das unsubstituiert oder
substituiert ist mit 1, 2 oder 3 Substituenten aus der Gruppe F, Cl, Br, ], Alkyl mit 1, 2,
3 oder 4 C-Atomen oder Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen, bedeutet.

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei das unerwiinschte Enantiomer der Fon'neln
la oder Ib wieder racemisiert wird. |

15. Verfahren nach Anspruch 13 und/oder 14, wobei die Verbindungen der Formeln la
und Ib (R)}-N-{2-[3-Ox0-2-(2,2,2-trifluorethyl)-6-trifluormethyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-
yll-acetyl}-guanidin und (S)-N-{2-[3-Oxo0-2~(2,2,2-trifiuorethyl)-8-trifluormethyl-2, 3-
dihydro-1H-isoindol-1-yl]-acetyl}-guanidin sind.

16. Verbindungen der Formel XVa und/oder XVb

0 NH,

N’LNHz o .E)(J)\NA:GH,

R1 -R3 R1—& | EN—R3
xR*n _ x R*12

R2 (o] R2 0

wobei bedeuten

R1 und R2
unabhangig voneinander Wasserstoff, F, Cl, Trifluormethoxy, 2,2,2-
Trifluorethoxy, Trifluormethyl, 2,2,2-Trifluorethy! oder Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-
Atomen;
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R3 Alk-R4 oder Trifluormethyl;
Alk  Alkyl mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen:
R4 Wasserstoff, Trifluormethyl oder Cycioaliyl mit 3, 4, 5, 6 oder 7 C-
Atomen; ' '

o ' j\ |
OJLRB ' ' ? R8
Ho'c\l/'\co,ﬂ o Ho,c\g/'\c OH
O.. O . O'ﬁ/o
T L _
R8 Alkyl mit 1, 2', 3, 4, 5 oder 6 C-Afomen oder Phenyl, das unsubstituiert oder

substituiert ist mit 1, 2 oder 3 Substituenten aus der Gruppe F, Cl, Br, I, Alkyl mit 1, 2,
3 oder 4 C-Atomen oder Alkoxy mit 1, 2, 3 oder 4 C-Atomen.

17.  (S)-N-{2-{3-Ox0-2+2,2,2-frifluorethyl}-6-trifluormethyi-2,3-dihydro-1H-iscindo}-1-

" yi}acetyl}-guariidin Hydrogenfumarat Hydrat der Formel XVI.

NH, _
PPy -
F F - N NH, -
F X HO F OH V1 -
—y—F XH,0 0

O F

18. Verbindung der Formeln XVa oder XVb nach Anspruch 16 oder der Formel XVI
nach Anspruch 17 zur Verwendung als Medikament.

19. Verwendung einer Verbindung der Formeln XVa oder XVb nach Anspruch 16
oder der Formel XVI nach Anspruch 17 allein oder in Kombination mit anderen
Arzneimitieln oder Wirkstoffen zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
oder Prophylaxe von akuten oder chronischen Schaden, Erkrankungen oder indirekte
Folgeerkrankungen von Organen und Geweben, die durch Ischamie- oder durch
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Reperfusionsereignisse verursacht werden, zur Behandlung oder Prophyiaxe von’
Arrhythmien, des lebensbedrohlichen Kammerflimmerns des Herzens, des
Herzinfarkts, der Angina Pectoris, zur Behandlurig oder Prophylaxe von isch&mischen
Zustanden des Herzens, von ischamischen Zustanden des peripheren und zentralen-
Nervens'ystems oder des Schlaganfalls oder von isch&mischen Zustinden peripherer
Organe und-Gewebe, Zur Behandlung oder Prophylaxe von échockzustﬂnden, von
Krankheiten, bei denen die Zellproliferaﬁon eine prim#re oder sekundére Ursache
darstellt, von Krebs, der Metastasierung, der Prostata-Hypertrophie bzw. der Prostata-
Hyperplasie, der Atherosklerose oder von Stérungen des Fetistoffwechsels, des
Bluthochdrucks, der essentiellen Hypertonie, von Erkrankungen des
Zentrainervensystems, von Erkrankungen, die durch ZNS-Obererregbarkeit
resultieren, Epilepsie oder zentral ausgeldste Krampfe, von Erkrankungen des
Zentralnervensystems, insbesondere von Angstzustinden, Depressionen oder
Psychosen, zur Behandlung oder Prophylaxe des non insulin dependent diabetes
mellitus (NIDDM) oder diabetischer Spatschaden, von Thrombosen, von Erkrankungen
infolge endothelialer Dysfunktion, von claudicatio intermittens, zur Behandlung oder
Prophylaxe fibrotischer Erkrankungen innerer Organe, fibrotischer Erkrankungen der
Leber, fibrotischer Erkrankungen der Niere, fibrotischer Erkrankungen von Gefaen

'und fibrotischer Erkrankungen des Herzens, zur Behandlung oder Propﬁyla:ge der

Herzinsuffizienz oder des Congestive Heart failure, akuter oder chronischer
inflammatorischer Erkrankungen, von Erkrankungen, die durch Protozoen verursacht
werden, von Malaria und der Hohnercoccidiose und zum Einsatz bei chirurgischen
Operationen und Organtransplantationen, zur konservierung und Lagerung von -
Transplantaten fir chirurgische Maﬂnahmer;. zum Einsatz bei Bypassopt_erationeri. '
zum Einsatz bei Wiederbelebung nach Herzstillstand, zur Verhinderung altersbedingter
Gewebsveranderun.g, zur Herstellung eines gegen die Alterung gerichteten
Medikaments oder zur Lebensveriangerung, zur Behandlung und Senkung der
cardiotoxischen Wirkungen in der Thyreotoxikose oder zur Herstellung eines
Diagnostikums.

Uu>
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20. Heiimittel fOr die humane, veterinére uhdloder phytoprotektive Anwendung
enthaltend eine wirksame Menge .einer Verbindung der Formein XVa oder XVb nach
Anspruch 16 zusammen mit pharmazsutisch annehmbaren Trager- und Zusatzstoffen. -

21, Heilq'l_itlnl fur die humane, veterindre oder phytopmtekti;le Anwendung enthaltend

eine wirksame Menge einer Verbindung der Formeln XVa oder XVb nach Anspruch 18
zusammen mit pharmazsutisch annehmbaren Trager- und Zusatzstoffen in
Kombination mit anderen phamnakologischen Wirkstoffen oder Arzneimitteln.

'22. Heilmittel for die humane, veterinare und/oder phytoprotektive Anwendung

enthaltend eine wirksame Menge der Verbindung der Formel XVI nach Anspruch 17
zusammen mit phannazeutisch annehmbaren Tréger- und Zusatzstoffen.

. 23. Heilmittel for die humane, veterinére oder phytoprotektive Anwendung enthaltend

eine wirksame Menge der Verbindung der Formel XV nach Anspruch 17 zusammen
mit pharmazeutisch annehmbaren Trager- und Zusatzstoffen in Kombination mit
anderen pharmakologischen Wirkstoffen oder Arzneimitteln.
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(54)Titulo: METODO PARA PRODUCIR DERIVADOS DE (3-0X0-2,3-DIHIDRO-
1H-ISOINDOL-1-IL-ACETILGUANIDINA.

(57) Resumen : La invencidn se refiere a métodos para producir derivados de (3-oxo0-2,3-
dihidro-1H-isoindol-1-il)-acetilguanidina de la formula (T)

R1 —-R3

' utilizando derivados de 3-dihidro-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-ona o derivados del é&ster
acrilico de 3-(2-carbamoilfenilo) como fases intermedias, a un método de resolucidn de
racematos y a productos intermedios del método segin la invencidn.
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Método para producir derivados de (3-oxo-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il)-acetiiguanidina

La presente invencién se refiere a procedimientos para preparar derivados de
(3-oxo0-2,3-dihidro-1H-isoindo!-1-ll}-acetilguanidina a través de derivados de 3-hidroxi-
2,3-dihidro-1H-isoindol-1-ona o derivados del éster acrilico de 3-(2-carbamoil-fenilo)
como intermedios, a un procedimiento de resolucién dptica y, también, a intermedios
del procedimiento segun la invencién.

Los derivados de (3-oxo-2,3-dihidro-1H-isocindol-1-il}-acetilguanidina de la fér-
mula |

son inhibidores de NHE1 y se describen en el documento PCT/EP03/05276. Sin em-
bargo, |as sintesis descritas en dicho documento conducen a mezclas racémicas de
regioisdmeros, que implica procedimientos de separacién costosos e inconvenientes y
reduce el rendimiento del compuesto deseado. Hasta la fecha, sblo ha sido posible
obtener log isdbmeros mediante una separacién cromatogr-éﬁca costosa e inconvenien-
te sobre soportes quirales. No obstante, el rendimiento total de la sustancia esta res-
tringido en separaciones cromatograficas.

Existe, por consiguiente, un gran interés en encontrar procedimientos de prepa-
racién regioselectivos para los derivados de (3-oxo-2,3-dihidro-1H-isocindol-1-il)-
acetilguanidina y procedimientos para recuperar los enantibmeros. La preparacién
mejorada, regioselectiva, de los derivados racémicos de (3-oxo-2,3-dihidro-1H-
isoindol-1-il)-acetilguanidina tiene lugar por dos vias independientes que se muestran
en los esquemas 1 y 3. La resolucién de los racematos se produce por cristalizacion,
en forma de las sales de los dcidos D- 6 L-tartérico 2,3-O-acilados, como se muestra
en el esquema 5. La suave racemizacion, catalizada por una base, del enantibmero no
deseado en cada caso hace posible la conversién sustancial del racemato en el enan-
tiomero deseado. Los procedimientos mencionados permiten la preparacién sencilla
de derivados de (3-ox0-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-acetilguanidina enantioméricamen-
te enriquecidos o enantioméricamente puros. Los nuevos procedimientos hacen posi-

y 2
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ble la preparacién simple de grandes cantidades de sustancia de los compuestos de la

férmula | a escala industrial.
Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar

compuestos de la fdrmula |

en la que
R1yR2
son cada uno, independientemente, hidrégeno, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2,2-
trifluoroetoxl, triflucrometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo, con 1, 2, 3 6 4 &tomos
10 de carbono;
R3 es Alk-R4 o triflucrometilo;
Alk  es alquilo que tiene 1, 2, 3 6 4 dtomos de carbono;
R4  es hidrégeno, trifiuorometilo o cicloalquilo que tiene 3, 4, 5, 8 6 7 ato-
mos de carbono;
15 ysus sales; )
que comprende, como se muestra en el esquema 1,

m—@\{-ﬂ —_— m-ﬁ-ﬂ:
Ra ”
v R v

Esquema 1

Y7
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a) formilar la amida de la férmula IV y, a continuacién, ciclar al compuesto de la férmu-
laVi,
b) hacer reaccionar el compuesto de la formula VI con un alcoxicarboniimetilen-
trimetilfosforano, con un {-alcoxi-1-trimetilsiloxietileno o con fosfonoacetato de trialqui-
lo para dar el compuesto de la férmula VI, y
c) hacer reaccionar el compuesto de la fdrmula Vil con guanidina para dar el compues-
to de la férmula i,
en donde, en loa compuestos de las férmulas IV, VI y VI,
R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en la férmula |, y
RS es alcoxi que tiene 1, 2, 3 6 4 dtomos de carbono;
y sus sales.
La invencién proporciona, asimismo, un procedimiento para preparar compues-
tos de la formula | en los que
R1yR2
son, cada uno independientemente, hidrégeno, F, CI, trifluorometoxi, 2,2,2-
trifluoroetoxl, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo, con 1, 2, 3 6 4 4tomos
de carbono
R3  es Alk-R4 o triflucrometilo;
Alk  es alquilo con 1, 2, 3 6 4 &tomos de carbono;
R4  es3 hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 8 6 7 &tomos de
carbono ' ' '
y sus sales;
en donde, como 56 muestra en el esquema 2,
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Esquema 2
a) el compuesto de |la formula [l se hace reaccionar con la amina de la férmula Il para
dar la amida de la fdormula IV,
b) la amida de la férmula IV se formila en la posicién orto a la funcién amida para dar

_la formil-amida de la formula V,

c) la formil-amida de la formula V se cicla al compuasto de la férmula V1,
d) el compuesto de la férmula VI se hace reaccionar con un alcoxicarbonilmetilen-
trifenilfosforano, con un 1-alcoxi-1-trimetilsiloxietileno o con un fosfonoacetato de trial-
quilo para dar el compusesto de la férmula Vil
y
e) el compuesto de la férmula VIl se hace reaccionar con guanidina para dar el com-
puesto de la formula |,
en donde, en los compuestos de las formulas Il, 1il, 1V, V, V1 y VII,
R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en la férmula |,
R5 es alcoxi con 1, 2, 3 6 4 atomos de carbono, y
X es Cl, Br, OH, o alcoxi con 1, 2, 3 6 4 dtomos de carbono;
y sus sales.

El compuesto de la formula 1l se hace reaccionar, tipicamente, en un disolvente
inerte tal como un éter, hidrocarburo o hidrocarburo halogenado, por ejemplo, dicloro-
metano, a una temperatura entre —30°C y el punto de ebullicién del disolvente, prefe-

AN |
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rentemente, a temperatura amblente, con una amina de la férmula lil, si es apropiado,
en presencla de un agente de activacién, para dar la amida de la férmula |V.

La orto-formilacién se puede llevar a cabo, por ejemplo, cargando inicialmente
un compuesto de alquil-metal, por ejemplo, un compuesto de alquil-litio, preferente-
mente, t-BulLli, con un ligando de complejos, preferentemente, TMEDA, en un disolven-
te inerte tal como un éter o hidrocarburo, por ejemplo, THF, a una temperatura entre —
100°C y 0°C, preferentemente, entre ~80°C y —50°C. Entonces, se agrega la amida de
la formula IV y se efecttia la deprotonacién durante un periodo de 10 minutos a 10
horas, preferentemente, entre10 minutos y 60 minutos, a una temperatura entre
—100°C y 0°C, preferentemente, entre —80°C y -50°C. Subsiguientementes, se agrega
un agente formilador, preferentemente, DMF, y se realiza la reaccién con el anién a
una temperatura entre —100°C y 40°C, preferentemente, entre —80°C y temperatura
ambiente. Se prefiere dejar que la solucién alcance la temperatura ambiente tras la
adicién de DMF durante un periodo de 10 minutos a 3 horas, por ejemplo, en un plazo
de 30 minutos. La amida de la férmula V, formada como intermedio, generalmente
cicla directamente a la isoindolona de la férmula VI.

La isoindolona de la fdrmula VI se hace reaccionar con un alcoxi-(C4-C.)-
carbonil-metilen-trifenilfosforano en un disolvente inerte tal como un éter, hidrocarburo
o hidrocarburo halogenado, por ejemplo, tolueno, a una temperatura entre 0°C y el
punto de ebuliicién del disolvente, preferentemente, entre 20°C y el punto de ebullicién
del disolvents, o con un fosfonoacetato de trialquilo-(C,-C,) en presencia de una base,
por ejemplo, hidruro sédico, en un disolvente inerte tal como un éter, hidrocarburo o
hidrocarburo halogenado, por ejemplo, 1,2-dimetoxietanc, a una temperatura entre 0°C
y el punto de ebullicién del disolvente, preferentemente, entre 20°C y el punto de ebu-
licién del disolvente. De manera alternativa, la iscindolona de la férmula VI se hace
reaccionar con un 1-alquil-(C,-C,)-0xi-1-trimetilsiloxietileno, en presencia de un dcido
de Lewis, por ejemplo, cloruro de titanio (IV) o triflato de trimefilsililo, en un disolvente
inerte tal como un éter, hidrocarburo o hidrocarburo halogenado, por ejemplo, dicloro-
metano, a una temperatura entre —80°C y el punto de ebullicién del disolvente, prefe-
rentemente, a una temperatura entre —80°C y 20°C (Synth. Commun. 1987, 17, 1).

El éster de la formula Vi se puede hacer reaccionar por medio de procedimien-
tos generalmente conocidos con guanidina para dar la acilguanidina de la formula .
Preferentemente, la reaccién se lleva a cabo de forma conocida para los expertos en
la técnica en un disolvente orgénico prético o aprético, polar pero inerte. Por ejemplo,
en la reaccién del éster metllico (férmula Vil; RS = OCH,) con guanidina, se ha encon-
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trado que disolventes (tiles son metanol, isopropanol o THF a temperaturas desde
20°C hasta el punto de ebullicién de estos disolventes. En la mayoria de las reaccio-
nes de compuestos de la fSrmuia VIl con guanidina exenta de sales, la operacién se
lleva a cabo, por ejemplo, en disolventes inertes y apréticos, por ejemplo, éteres tales
como THF, dimetoxietano o dioxano. Sin embargo, también se puede utilizar agua
cuando se emplea una base, por ejemplo, NaOH, como disolventa en la reaccién de
compuestos de la férmula VIl con guanidina. En la reaccién de compuestos de la for-
mula VII con sales de guanidina, por ejemplo, hidrocloruro de guanidina, la reaccién se
efectda, tipicamente, en presencia de una base, por ejemplo, terc-butéxido de potasio,
metdxido sddico o etbéxido sédico, en un disolvente inerte tal como dimetilformamida,
NMP, 2-propanol, a una temperatura entre 20°C y el punto de ebullicién del disolvente.

Ademads de los ésteres carboxllicos de la férmula VII, también es posible usar
derivados acidos activados adicionales en la reaccién con guanidina, por ejemplo, clo-
ruros de carbonilo, tioésteres de carbonilo 0 anhldridos carboxilicos. También se pue-
de llevar a cabo una activacion del dcido carboxlilico con, por ejemplo, DCC. Los der-
vados de écidos activados se pueden preparar de forma conocido para los expertos en
la técnica, directamente a partir de los ésteres carboxilicos parentales de la férmula
VI, o a partir de los comespondientes &cidos carboxllicos que se pueden obtener de
los ésteres por medio de métodos de hidrélisis habituales. En J. March, Advanced Or-
ganic Chemistry, tercera edicién (John Wiley & Sons, 1985, pég. 350) se especifica
una serie de métodos adecuados para preparar derivados de &cidos carboxflicos acti-
vados, citando la fuente bibliogréfica.

Las etapas de procedimiento descritas en los esquemas 1 y 2 se pueden efec-
tuar, de manera independiente, de forma continua o discontinua. Se puede efectuar un
procesamiento de la mezcla de reaccién en cualesquiera de las etapas del procedi-
miento. El procesamiento y, si 88 desea, la purificacién de los productos se realiza por
métodos habituales tales como extraccién, separacién de pH, cromatografia o cristali-
zacién, y los secados habituales.

Los compuestos de partida de las formulas |l y [l estén disponibles en el co-
mercio o se pueden preparar de acuerdo con, o de manera similar a los procedimien-
tos descritos en la bibliografia y que resultan familiares para los expertos en la técnica.

Asimismo, se reivindica un procedimiento para preparar compuestos de la for-
mula |

Q
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en la que

RiyR2
son, cada uno independientemente, hidrogeno, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2,2-
triflucroetoxi, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos
de carbono;

R3 es Alk-R4 o trifluorometilo;
Alk es alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos de carbono;
R4  es hidrogeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 4tomos de

carbono;
Yy 8us sales;
que comprende, como se muestra en el esquema 3,

Esquema 3

a) hacer reaccionar la amina de la férmula X, a través de una sal de diazonio, con un
acrilato de alquilo para dar el derivado de éacido cindmico de la férmula XI,

b) hacer reaccionar el compuesto de la férmula XI con la amina de la férmula Il y con
guanidina, para dar la acilguanidina de la férmula |,

en donde, en los compuestos de las férmulas i, IX y XI,

R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en la férmula |, y

RB es alcoxi con 1, 2, 3 6 4 atomos de carbono;

Yy 8us sales.

§4



10

La presente invencion se refiere también a un procedimiento para preparar los
compuestos de la férmuia |

en la que

R1yR2
son, cada uno independientemente, hidrégeno, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2 2-
trifiuoroetoxi, triflucrometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos
de carbono;

R3  es Alk-R4 o trifluorometilo;
Ak es alquilo con 1, 2, 3 6 4 atomos de carbono;
R4 es hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 8 6 7 dtomos de

carbono;
y sus sales;
que comprende, como se muestra en el esquema 4,

"
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Esquema 4

a) el compuesto nitrogenado de la férmula Vil se convierte en la amina de la férmula
IX,

b) la amina de la férmula IX se convierte en la sal de diazonio de la férmula X,

c) la sal de diazonio de la formula X se hace reacclonar con un acrilato de alquilo para
dar el derivado de acido cindmico de la férmula XI,

d) el compuesto de la férmula Xl se convierte en la amida de la férmula XII, y

e)el compuesto de la formula Xil se convierte en la acilguanidina de la férmula |,

ya sea convirtiendo el compuesto de la férmula XII en presencia de una base en el
derivado de isoindolona de la férmula Xlll y, subsiguientemente, por reaccién con gua-
nidina, con activacién, para dar la acilguanidina de la férmula 1 (altemativa A), o, tras la

Yo
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formacién del derivado de isoindolona de [a férmula Xlll, en presancia de una base, a
partir del compuesto de la férmula XIl, convirtiendo el compuesto de la fSrmula XIll en
el éster de la formula XIV y, subsiguientemente, haciendo reaccionar con guanidina
para dar la acilguanidina de la formula | (altemativa B), o

convirtiendo el compuesto de la férmula Xll, en presencia de una base fuerte, an el
éster de la formula X1V y, subsiguientements, haciendo reaccionar con guanidina para
dar la acilguanidina de la férmula | (altemativa C), o

haciendo reaccionar directamente el compuesto de la férmula XIl con guanidina, en
presencia de una base, con una guanilacidn y ciclacién simultdneas, para dar la isoin-
dolona de la formula | (altemativa D),

en donde, en los compuestos de las férmulas VIII, IX, X, XI, XII, Xill y XIV,

R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en la férmula |, y

R6 y R7 son, cada uno independientementse, alcoxi con 1, 2, 3 6 4 4tomos de carbono;
y sus sales,

Los compuestos nitrogenados de la férmula Vil se pueden reducir por métodos
conocidos (descritos, por ejemplo, en *Houben-Weyl, Methoden der organischen Che-
mie", Volumen XI/1, Nitrogen compounds Il, Editorial Georg Thieme, Stuttgart, 1857,
pég. 360 y sigs.), para dar la anilina de la férmula DX. Se prefiere la hidrogenacién ca-
talltica, utilizando, por ejemplo, Pd/C, usando, por eJemplo, Pd/C al 5% o Pd/C al 10%,
en un disolvente, por ejemplo, un alcoho!, preferentemente, etanol, bajo una atmésfera
de hidrégeno desde 1 bar hasta 200 bar de presién, preferentemente, una presion
desde 1 bar hasta 10 bar.

La subsiguiente diazotacién de la anilina de la férmula IX se efectia en un di-
solvente inerte, preferentemente, etanol, en presencla de un écido cuyo anién no susti-
tuye el propio ion diazonio, por ejemplo, HBF, o HPF,, preferentemente, HBF, o, por
ejemplo, H,SO,, y en presencia de un nitrito, preferentemente, NaNO,, a una tempera-
tura entre -30°C y el punto de ebullicién del disolvents, preferentemente, entre 0°C y
30°C.

La sal diazonio de la férmula X se hace reaccionar, preferentemente, de mane-
ra directa con un acrilato de alquilo-(C,-C,), preferentemente, acrilato de etilo, en pre-
sencia de un catalizador de paladio, preferentemente, Pd{OAc);, a una temperatura
entre 0°C y el punto de ebullicién del disolvents, preferentemente, entre 45°C y 55°C,
para dar el derivado de &cido cindmico de la férmula XI.

La funcién écido benzoico del compuesto de la férmula XI| se puede convertir
en la amida de la fdrmula XIl por métodos conocidos por los expertos en la técnica,
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preferentemente, a través del cloruro écido o con ayuda de DCC. Esta reaccién tam-
bién se puede llevar a cabo de manera tal que la amida de la férmula Xl se cicle en la
mezcla de reaccién directamente al éster de la formula XIV, es decir, la reaccién del
compuesto de la férmula X| para dar el éster de la férmula XIV se lleva a cabo en una
sola etapa. Esto se puede realizar bajo condiciones de reaccién bésica de la formacién
de amida, o la ciclacidn se puede producir mediante la adicién de una base, por sjem-
plo, trietiamina, base de HODnig o terc-butéxido de potasio. Una alternativa adicional
consiste en convertir el compuesto de la férmula XI directamente en el compuesto de
la férmula |, llevando a cabo sucesivamente la formacién de amida, ciclacién y guani-
dacidn en el mismo recipiente de reaccién, en cuyo caso la reaccién se puede efectuar
sin aislar intermedios.

Para la conversion adicional del compuesto de la férmula Xl en la acilguanidina
de la férmula | existen 4 altemativas:
Alternativa A: La conversién de la amida de la férmula Xl se realiza, preferentemente,
usando una solucién alcalina acuosa, preferentemente, una solucién de NaOH acuosa,
en un disolvente tal como un alcohol, preferentemente, metanol o etanol, a una tempe-
ratura entre —30°C y el punto de ebullicion de dieolvente, preferentements a tempera-
tura ambiente. Tienen lugar tanto la hidrélisis de la funcién éster como la ciclacién del
derivado de isoindolona de la férmula Xlll. El compuesto de la férmula Xl se activa
por acilacién por procedimientos generalmente conocidos (y como se describe en el

" esquema 1), por ejempio, empleando cloruro dcido o con DCC, y se obtiene la acil-

guanidina de la férmula 1.

Alternativa B: Como en la altemnativa A, se sintetiza el dcido carboxilico de la férmula
Xlll. Subsiguientemente, se usan procedimientos estdndares para la preparacién del
éster, preferentemente, empleando SOCI; en un alcohol tal como metanol o etanal,
para preparar, por ejemplo, el éster metllico o etllico de la férmula XIV. E| éster de la
formula XIV se convierte, subsiguientemente, en la acilguanidina de la férmula |, como
se ha descrito para el esquema 1.

Alternativa C: La conversién de la amida de la formula XIi se lieva a cabo en una solu-
cién de una base fuerte, preferentements, metéxido o t-butdxido, en un alcohol tal co-
mo metanol o etanol, y se obtiene el éster metllico o etllico de la férmula XIV. La con-
version del éster de la férmula XIV en la acilguanidina de la formula | se efectia de la
forma descrita en el esquema 1.

Alternativa D: La amida de la férmula XIl se convierte bajo condiciones habituales para
la acilacién de la guanidina. E! disolvente utilizado es un digolvente inerte tal como un

¥y



10

15

20

25

12

éter, hidrocarburo o hidrocarburo halogenado, preferentemente, DMF. De manera tipi-
ca, se hace reaccionar iniciaimente una sal de guanidinio con una base fuerte, prefe-
rentemente, KOtBu, lo que libera la guanidina libre. La mezcla se agrega a la solucién
del compuesto de ia férmula Xll en un disolvente tal como un alcohol, éter, hidrocar-
buro o hidrocarburo halogenado, por ejemplo, DMF, NMP o 2-propanol. En el trascurso
de [a adicién, se producen simultdneamente la guanliacién y la ciclacién en la isoindo-
lona de la férmula |. En una variante, el compuesto de la formula Xl se cicla en el com-
puesto de la férmula XIV y, a continuacién, se convierte in situ en el compuesto de la
fébrmula | de manera sucesiva en el tiempo, utilizando una cantidad catalltica de una
base fuerte, por ejemplo, terc-butéxido de potasio o metéxido sédico o etéxido sédico,
en un disolvente, por sjemplo, DMF, NMP o 2-propanol.

Se otorga preferencia a la alternativa D, en la que ia conversion del derivado de
écido benzoico de la formula X! se lleva a cabo en un procedimiento de un tnico reci-
piente, para dar la acilguanidina de la formula .

Las etapas de procedimiento descritas en el esquema 2 se pueden llevar a
efecto de forma continua o discontinua. Se puede realizar un procesamiento de la
mezcla de reaccion después de cada una de las etapas del procedimiento. El proce-
samiento y, si se desea, la purificacién de los productos se realiza por medio de méto-
dos habituales tales como extraccién, separacién de pH, cromatografla o cristalizacién,
y loe secados habituales.

Los compuestos de partida de las férmulas Ill y VIII estén disponibles en el co-
merclo o se pueden preparar de acuerdo con, 0 de manera similar a los procedimien-
tos descritos en la bibliografla y que son conocidos por los expertos en la técnica.

La invencién proporciona también compuestos de la férmula XII

en la que
R1yR2

X9
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son, cada uno independientemente, hidrégeno, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2,2-
trifluoroetoxi, trifluorometilo, 2,2,2-4rifluorostilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 &tomos
de carbono;

R3  es Alk-R4 o trifluorometilo;
Alk  es alquilo con 1, 2, 3 6 4 étomos de carbono;
R4 es hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 dtomos de

carbono;

RE6 esalcoxicon 1, 2, 3 6 4 &tomos de carbono;

y sus sales.

Asimismo, se reivindica el uso de los compuestos de la férmula XIl como inter-
medios sintéticos.

Los compuestos de la formula | en forma enantioméricamente enriquecida o
enantioméricamente pura se pueden preparar, de manera ventajosa, por un nuevo
procedimiento de resolucién 6ptica que también forma parte del objeto de la presenta
invencion. A tal efecto, los racematos de los compuestos de ia foSrmula | se cristalizan
como sales de écido D- o L-tartdrico 2,3-O-acilado, en el curso de lo cual los enantié-
meros se enriquecen en el cristal o en el licor madre. Subsiguientemente, se liberan
nuevamente las bases libres de las sales.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para aislar
compuestos de las fdrmulas la y Ib

NH, N
PSS
R1 —Ra- s R ~R3 Ib'
R2 " R2
en los que
R1yR2

son, cada uno independientemente, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2,2-trifluorostoxi,

trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 &tomos de carbono;
R3  es Alk-R4 o trifluorometilo;

Al es alquilo con 1, 2, 3 6 4 tomos de carbono;

R4 es hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 &tomos de

carbono;

60
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Yy sus sales,
que comprende, como se muestra en el esquema 5,

'_ B |
Propietet

S a) convertir el compuesto de la férmula | en sales de un écido D- o L-tartarico 2,3-O0-
acilado, y obtener las dos sales de las formulas XVa y XVb separadaments por crista-
lizacién, y
b) liberar las bases libres de las férmulas la y Ib desde las dos sales de las férmulas
XVa y XVb, raspectivamente,

10 en donde, en los compuestos de las férmulas |, XVa y XVb,
R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en las férmulas la y Ib,
R"es

R8 es alquilo con 1, 2, 3, 4, 5 6 6 dtomos de carbono o fenilo, que estd no sustituido o
15  sustituido con 1, 2 6 3 sustituyentes del grupo de F, Cl, Br, |, alquilo con 1, 2, 36 4
dtomos de carbono, o alcoxi con 1, 2, 3 6 4 4&tomos de carbono.
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También se reivindica el procedimiento anteriormente descrito, en el que el
enantibmero no deseado de la férmula !a o Ib se vuelve a racemizar.

El racemato del compuesto de la férmula | se cristaliza con un derivado de 4ci-
do tartdrico R*, por ejemplo, acido O,0'-dibenzoil-D-tartarico, acido O,0'-dibenzoil-L-
tartdrico, acido ©O,0'-di(4-metilbenzoil)-L-tartdrico, acido O,0'-di(4-metilbenzoil)-D-
tartérico, acido O,0'-di(4-metoxibenzoil)-L-tartdrico o écido O,0’-di(metoxibenzoil)-D-
tartarico, preferentemente, con dcido O,0'-dibenzoil-L-tartdrico o dcido O,0'-dibenzoil-
D-tartérico, en un disolvente adecuado, por ejemplo, en un éter, por ejemplo, éter dieti-
lico, éter diisopropllico, dimetoxietano, tetrahidrofurano o dioxano, en un hidrocarburo
halogenado, por ejemplo, diclorometano, triclorometano, tetraclorometano, 1,2-
diclorometano o tricloroetileno, en un aicohol, por ejemplo, metanol, etanol, n-propanol,
2-propanol, butanol, en un éster, por ejemplo, acetato etllico o acetato butllico, en
agua, o en mezclas de disolventes, preferentemente, en 2-propanol, dimetoxietano o
acetato etllico, a una temperatura entre ~10°C y el punto de ebullicién del disolvente,
preferentemente, a 0°C hasta 40°C. En una variante del procedimiento, se utilizan para
la separacién mezclas de dos 0 mas &cidos D- o L-lartaricoe 2,3-O-acilados de la
misma configuracién, portadores de diferentes grupos acilo.

La formacién de sal a partir del compuesto de la férmula |1 y del derivado del
dcido tartérico R* se puede llevar a cabo usando cantidades equivalentes, es decir, se
pueden usar 0,5 mol del derivado de &cido tartdrico R* que contiene dos grupos &cido
carboxilico por mol del compuesto de la férmula I. Sin embargo, el compuesto de ia
formula | también puede cristalizar con menos de 0,5 mol de equivalentes del acido D-
o L-tartérico 2,3-O-acilado, por ejemplo, con desde 0,25 mol a 0,5 mol del derivado de
acido tartdrico R* por mol del compuesto de la férmula [, en particular con desde 0,25
mo! a 0,3 mol del derivado de acido tartérico R* por mol de compuesto de la férmula I.
A continuacién, cristaliza el enantidémero deseado, en forma de la sal de la férmula
XVa o XVb, y el enantidmero no deseado se encuentra presents, en su mayor parte,
en el licor madre en forma de los enantiSmeros de la férmula Ib o 1a y no en la forma
de’la sal de la formula XVa o XVb. La pureza enantiSmera de las sales de las formulas
XVa y XVb se puede aumentar por cristalizacién repetida o agitando los primeros cris-
tales con disolvente fresco a temperaturas elevadas y subsiguiente enfriamiento.

Tras la separacion de las dos sales de |las férmulas XVa y XVDb, y la separacién
de la sal de la fdormula XVa o XVb del enantiémero indeseado Ib ¢ la, se liberan segui-
damente, y de forma tipica, los compuestos enantioméricamente enriquecidos de las
sales por medio de la adicién de una base auxiliar, por ejemplo, una amina, por ejem-
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plo, trietilamina, una base inorgénica tal como NaHCO,, Na,CO; o soluciones acucsas
de las mismas. Es habitual trabajar en un disolvente adecuado, por ejemplo, en un
éter, por ejemplo, éter dietllico, éter diisopropllico, dimetoxigtano, tetrahidrofurano o
dioxano, en un hidrocarburo halogenado, por ejemplo, diclorometano, triclorometano,
tetraclorometano, 1,2-dicloroetano o tricioroetano, en un alcohol, por ejempio, metanol,
etanol, n-propanol, 2-propanol o butanol, en un éster, por ejemplo, acetato de etilo 0
acetato de butilo, o en agua o en mezclas de disolventes, preferentemente, en acetato
de etilo, 2-propanol, diclorometano o agua, o mezclas de los mismos, en cuyo caso la
mezcla de reaccién pueds tener una o miiltiples fases, a una temperatura entre —10°C
y el punto de ebullicion del disolvente, preferentemente, entre 10°C y 40°C. Esto se
puede hacer, por ejemplo, de manera tal que la sal esté disuelta en una solucién
acuosa de NaHCO; y el enantiémero de la férmula la o Ib se extraiga entonces usando
un disolvente orgénico, por ejemplo, acetato de etilo.

El enantidmero la o Ib no deseado se puede convertir, en cada caso, de nuevo
en el racemato de la férmula | por un procedimiento de racemizacién, quedando, por lo
tanto, disponible para oira etapa de resolucién 6ptica. En este caso, el enantiémero
indeseado se trata, preferentemente, en un disolvente tal como un alcohol, por ejem-
plo, 2-propanol, a una temperatura entre —10°C y el punto de ebullicién de! disolvente,
preferentemente, a 0°C hasta 40°C, con pequefias cantidades de una base, por elem-
plo, KOH, la mezcla de reaccion se neutraliza y se alsla el racemato tras un procesa-
miento extractivo acuoso. Este procedimiento se puede llevar a cabo por medio de la
seleccidon adecuada de la cantidad de base y de la temperatura de reaccién, de mane-
ra que se produzca pricticamente la racemizacion exclusiva y no haya cambios quimi-
€08 en la sustancia.

La presente invencioén proporciona también compuestos de las férmulas XVa y

XVb
- N, /ﬁ\ NH,
NA\NH, ' NA\M_"
R1 —R!x A% R1 —Rax R *’-2
R2 (o] R2
XVa XVb

en las que
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R1yR2
son, cada uno independientemente, hidrégeno, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2,2-
trifiuoroetoxi, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 dtomos
de carbono;

R3  es Alk-R4 o triflucrometilo;
Alk  es alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos de carbono:;
R4 es hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 &tomos de

carbono;
R*es

X, b
T Y
R8 es alquilo con 1, 2, 3, 4, 5 & 8 4tomos de carbono o fenilo que estd no sustituido o
sustituido con 1, 2 6 3 sustituyentes del grupo de F, Cl, Br, |, alquilo con 1, 2, 36 4
atomos de carbono, o alcoxi con 1, 2, 3 6 4 4tomos de carbono.

Cuando los compuestos anteriormente descritos, por ejemplo los compuestos
de las férmulas |, la, Ib, VII, XIi, XIV, XVa o XVb, contienen uno o mas centros de asi-
metrla, pueden tener, independientemente, configuracién S o R, a menos que se indi-
que lo contrario. Los compuestos pueden estar presentes en forma de isémeros 6pti-

cos, diastereoisémeros, racematos o mezclas de los mismos, a menos que estén defi-
nidos de manera méas precisa. En los dobles enlaces, puede estar presente la configu-

racién E o0 Z, a menos que se indique lo contrario. La presente invencién incluye todas
las formas tautdmeras de los compuestos anteriormente descritos, por ejemplo, de los
compuestos de las férmulas |, la, b, XVa y XVb.

Los radicales alquilo pueden ser de cadena lineal o ramificada. Esto es vélido
también cuando portan sustituyentes o se presentan como sustituyentes de otros radi-
cales, por ejemplo, en radicales fiuoroalquilo o radicales alcoxi. Ejemplos de radicales
alquilo son metilo, etilo, n-propllo, isopropilo (= 1-metiletilo), n-butilo, isobutilo (= 2-
metilpropilo), sec-butilo (= 1-metilpropilo), terc-butilo (= 1,1-dimetiletilo), n-pentilo, iso-
pentilo, terc-pentilo, neopentilo y hexilo. Radicales alquilo preferidos son metilo, etilo,
n-propilo e isopropilo, mas praferentemente, metilo o etilo. En los radicales alquilo, uno
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o muitiples, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5 4tomos de hidrégeno pueden estar sustituidos
con étomos de fidor. Ejemplos de estos radicales fluoroalquilo son trifluorometilo,
2,2 2rifluoroetiio y pentafluoroetilo, preferentements, ftrifluorometiio o 2,2,2-
trifluoroetilo. Los radicales alquilo sustituidos pueden estar sustituidos en cualquier
posicion.

Ejemplos de radicales cicloalquilo son cicloproplio, ciclobutilo, ciclopentilo, ci-
clohexilo o cicloheptilo.

Los radicales fenilo pueden estar no sustituidos o0 mono- o polisustituidos, por
ejemplo, mono-, di- o trisustituidos con radicales idénticos o diferentes. Cuando un
radical fenilo esta sustituido, porta preferentemente uno o dos sustituyentes idénticos o
diferentes. En los radicales fenilo monosustituidos, el sustituyente puede estar dis-
puesto en posicién 2, en posicidn 3 o en posicidn 4. Fenilo disustituido puede estar
sustituido en posicién 2,3, posicién 2,4, posicion 2,5, posicién 2,6, posicién 3,4 o posi-
cién 3,5. En radicales fenilo trisustituidos, los sustituyentes pueden estar dispuestos en
posicidn 2,3,4, posicién 2,3,5, posicién 24,5, posicion 2,4,6, posicién 2,3,6 o en posi-
cién 3.4.5.

Los compuestos anteriormente descritos, por ejemplo, los compuestos de las
férmulas |, la y Ib, se pueden usar en el procedimiento seg(n la invencién en forma de
sus sales y/o se pueden aislar en forma de sus sales. Las sales se pueden obtener por
métodos habituales, por ejemplo, haciendo reaccionar con &cidos o bases en un disol-

" vente, o por intercambio de aniones o intercambio de cationes procedentes de otras

sales. Sales por adicion de acidos titiles, por ejemplo de los compuestos de las férmu-
las |, la y Ib son, por ejemplo, haluros, en especial hidrocloruros, hidrobromuros, lacta-
tos, sulfatos, citratos, tartratos, acetatos, fosfatos, metilsulfonatos, bencenosulfonatos,
p-toluenosulfonatos, adipatos, fumaratos, gluconatos, glutamatos, glicerolfosfatos, ma-
leatos, benzoatos, oxalatos y pamoatos, y trifluoroacetatos. En el caso de preparacitn
de ingredientes activos, se da preferencia a sales fisiolégicamente aceptables y sales
farmacéuticamente aceptables. Ejemplos incluyen sales de compuestos de las férmu-
las ), l2 y Ib con acido fumaérico, en particular, sales que contienen 1 mol de écido fu-
maérico por mol del compuesto de la férmula |, la ¢ Ib y son, por lo tanto, hidrégeno-
fumaratos o hemi-fumaratos. Propiedades ventajosas tales como cristalinidad, estabili-
dad, higroscopicidad particularmente baja, una baja tendencia a la racemizacién y
buena solubilided, son caracteristicas especialmente, por ejemplo, del hidrégeno-
fumarato de  (S)-N-{2-[3-oxo-2-{2,2 2-trifluoroetil)-6-trifiuorometil-2,3-dihidro-1H-
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isoindol-1-il]-acetil}-guanidina hidrato de la férmula XVI que, igualmente, forma parte
del objeto de la presente invencién en todas sus formas tautdbmeras.

F
F _} X HO OH v

XH0

Cuando loe compuestos contienen un grupo écido, pueden formar sales con
bases, por ejemplo, sales de metales alcalinos, preferentemente, sales de sodio o sa-
les de potasio, o sales de amonio, por ejemplo, sales con amoniaco 0 aminas organi-
cas o aminogécidos. Los compuestos que contienen un grupos basico y un grupo écido
pueden estar presentes también en forma de un ion bipolar.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a compuestos en los que R1
y R2 no son ambos hidrégeno, en particular, a compuestos en los que R1 es hidrége-
no y R2 es fldor, cloro o triflucrometilo, especialments trifluorometilo. En compuestos
en los que R1 es hidrégeno, el sustituyente R2 est4 dispuesto, preferentemente, en
posicidn para del anillo de benceno, en relacién con el grupo C=0 en el sistema de
isoindolona.

El grupo Alk es, preferentemente, alquilo, con 1, 2 6 3 dtomos de carbono, en
particular con 1 6 2 &tomos de carbono y, en espacial, con 1 &tomo de carbono. R4 es,
preferentemente, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 5 6 8 dtomos de carbono, en parti-
cular 3 &tomos de carbono, més preferentemente, trifluorometilo. Una realizacién de la
presente invencién se refiere a compuestos en los que R3 es trifluorometilo o 2,2,2-
triflucroetilo, en particular, 2,2,2-{rfluoroetifo.

Una realizacién especial de la presenta invencién se refiere a la preparacién de
N-{2-[3-0x0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-8-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il)acetil)-
guanidina y sus formas enantiémeras y sales.

X es, preferentemente, cloro o metoxi, en particular, cloro, RS es, preferente-
mente, metoxi o etoxi, en particular, etoxi. R8 es, preferentemente, metoxi o etoxi, en
particular, etoxi. R7 es, preferentemente, metoxi o0 etoxi, en particular, etoxi.

En una realizacién de la presente invencién, R8 es fenilo que esti no sustituido
o sustituido con 1, 2 6 3 sustituyentes del grupo de F, Cl, alquilo con 1, 2, 3 6 4 tomos
de carbono, o alcoxi con 1, 2, 3 ¢ 4 dtomos de carbono, en particular, fenilo no susti-
tuido.
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Los compuestos de las formulas |, la, Ib, XVa y XVb y sus sales farmacéutica-
mente aceptables son acilguanidinas sustituidas e inhiben el antiportador celular de
sodio-protdn (intercamblador Na*/H*, NHE), en particular el subtipo NHE-1.

Debido a sus propledades Inhibidoras del NHE, los compuestos de las férmulas
l, la, Ib, XVa, XVb y XVI y/o sus sales farmacéuticamente aceptables son adecuados
para la prevencién y el tratamiento de trastornos habituaimente causados por la acti-
vacion o por le NHE activado, asl como de trastornos que tienen las lesiones relacio-
nadas con el NHE como causa secundaria. Los compuestos de las férmulas I, Ia, Ib,
XVa y XVb se pueden utilizar también para el tratamiento y la prevencién de trastornos
en los que el NHE sélo esta parciaimente inhibido, usando, por ejemplo, una dosis
menor.

Dado que los inhibidores de NHE actian predominantemente a través de su
influencia sobre la regulacién del pH celular, por lo general se les puede combinar, de
forma ventajosa, con otros compuestos que regulan el valor de pH intracelular, siendo
utiles para dicha combinacién los inhibidores del grupo de enzimas de las anhidrasas
carbénicas, inhibidores de los sistemas que trasportan iones bicarbonato tales como el
co-trasportador de bicarbonato sédico (NBC), o del intercambiador de cloruro-
bicarbonato dependiente del sodic (NCBE), asl como también los inhibidores de NHE
con accién inhibitoria sobre otros subtipos de NHE, porque pueden reforzar o modular
los efectos reguladores de pH, farmacolégicamente relevantes, de los inhibidores de
NHE descritos en este documento.

El uso de los compuestos de las férmulas |, la, Ib, XVa, XVb o XV se relaciona
con la prevencién y con el tratamiento de trastornos agudos o crénicos en medicina
veterinaria y humana. Por ejemplo, [os inhibidores de! NHE de la invencién son ade-
cuados para tratar trastomos inducidos por isquemia y reperfusién.

Como consecuencia de sus propiedades farmacoldgicas, los compuestos que
se describen en este documento son apropiados como farmacos antiarritmicos. Su
componente cardioprotector hace que estos inhibidores de NHE sean extraordinaria-
mente adecuados para la profilaxis y el tratamiento del infarto, y también para el trata-
miento de la angina de pecho, en cuyo caso también inhiben de forma preventiva o
reducen en gran medida los procesos fisiopatoldgicos cuando surgen lesiones induci-
das por la isquemia, en particular, cuando se desencadenan armitmias cardiacas indu-
cidas por isquemia. Dabido a sus acciones protectoras contra las situaciones patolégi-

. cas de hipoxia e isquemia, los compuestos de las férmulas |, la, Ib, XVA, XVb y XVI

utilizados de acuerde con la invencién, y/o sus sales farmacéuticamente aceptables,
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como consecuencia de la inhiblcién del mecanismo de intercambio Na*/H*, se pueden
utilizar como farmacos para el tratamiento de todas las leslones agudas o crénicas
inducidas por isquemia, asf como de los trastornos primaria o secundariamente ir'lduci-
dos por los mismos.

Esto también se refiere a su uso como farmacos para intervenciones quinirgi-
cas. De esta forma, los compuestos se pueden utilizar en el trasplants de érganos,
caso en el que los compuestos se pueden usar para la protsccién de los 6rganos en el
donante antes y durante su extraccion, para proteger los érgancs extraldos, por ejem-
plo, en el curso de los tratamientos con o su almacenamiento en liquidos de bafio fisio-
Iégico, y también en el curso de la transferencia al organismo receptor.

Los compuestos de la invencidn son, igualmente, valiosos farmacos con accién
protectora en [a realizacién de intervenciones quirlrgicas de angioplastia, por ejemplo,
sobre el corazén y también sobre los érganos y vasos periféricos.

Los compuestos de la invencién se pueden utilizar también cuando se efectian
operaciones de bypass, por ejemplo, en intervenciones de bypass de las arterias coro-
narias y en el Injerto por Bypass de Arterias Coronarias (CABG, en sus siglas en in-
glés).

Dependiendo de su accién contra las lesiones inducidas por la isquemia, los
compuestos de la férmula | segun la invencién se pueden usar para la resucitacién tras
un paro cardiaco.

Los compuestos de la invencién son de interés para los fdrmacos contra arrit-
mias que amenazan la vida. Se finaliza la fibrilacién ventricular y se restaura el ritmo
sinusal figiolégico del corazén.

Puesto que los inhibidores de NHE1 de tejidos y érganos humanos, especial-
mente del corazdn, protegen eficazmente no sdlo conira las lesiones causadas por
isquemia y reperfusion, sino también contra la accién citotdxica de medicamentos tales
como los que &e utilizan, en particular, en la terapia del cincer y de las enfermedades
autoinmunes, la administracién combinada con inhibidores de NHE es adecuada para
inhiblr los efectos secundarios citotdxicos, especialmente, cardiotéxicos, de los com-
puestos mencionados. La reduccién de los efectos citotéxicos, en especial, la cardio-
toxicidad, resultante de la co-medicacién con inhibidores de NHE1 también permite
aumentar la dosis de los agentes terapéuticos citotéxicos y/o prolongar el tratamiento
con estos farmacos. E! beneficio terapéutico de dichas terapias citotdxicas se puede
incrementar de manera considerable con la combinacién con inhibidores de NHE.
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Adicionaimente, los inhibidores de NHE1 se pueden usar en el caso de una
sobreproduccién perjudicial para el corazén de hormonas tiroideas, tirotoxicosis, o
cuando las hormonas tiroideas se administran de forma externa. Los compuestos de
las férmulas |, la, Ib, XVa, XVb y XV! y/o sus sales farmacéuticamente aceptables son
adecuados, por lo tanto, para mejorar |a terapia con medicamentos cardiotéxicos.

De acuerdo con su efecto cardioprotector contra las iesiones inducidas por is-
quemia, los compuestos segiln la invencién son también apropiados como medica-
mentos para el tratamiento de isquemias del sistema nervioso, en especial del sistema
nervicso central, siendo adecuados, por ejemplo, para el tratamiento del ictus o del
edema cerebral.

Los inhibidores de NHE también son adecuados para el tratamiento y la profi-
laxis de enfermedades y trastomos inducidos por la hiperexcitabilidad del sistema ner-
vioso central, en particular, para el tratamiento de trastomos epilépticos, espasmos
clénicos y ténicos de induccidén central, estados de depresion psicoldgica, trastomos
de ansiedad y psicosis. En estos casos, es posible utilizar los inhibidores de NHE des-
critos en este documento solos 0 en combinacién con otras sustancias que poseen
actividad antiepiléptica o ingredientes activos antipsicéticos, o inhibidores de la an-
hidrasa carbbnica, por ejemplo, con acetazolamida, y con otros inhibidores de NHE o
del intercambiador de cloruro-bicarbonato dependiente del sodio (NCBE).

Adicionaimente, los inhibidores de NHE también son adecuados para el trata-
miento de tipos de choque, por ejemplo del choque alérgico, cardiogénico, hipovolémi-
co y bacteriano.

Del mismo modo, los compuestos de ias férmulas |, [a, b, XVA, XVb y XVI y/o
sus sales farmacéuticamente aceptables se pueden usar para la prevencion y el tra-
tamiento de trastoros trombéticos, dado que, como inhibidores de NHE, son capaces
por sl mismos de inhibir la agregacién plaquetaria. Ademas, son capaces de inhibir o
prevenir la liberacidon excesiva, que se produce tras la isquemia y reperfusion, de me-
diadores de la inflamacion y coagulacién, en particular, del factor de von Willebrand y
de proteinas de selectina trombogénica. De este modo, resulta posible reducir y elimi-
nar la accién patégena de importantes factores trombogénicos. Los inhibidores de
NHE de la presente invencién se pueden combinar, en consecuencia, con otros ingre-
dientes activos anticoagulantes y/o tromboliticos, bor ejemplo, el activador del plasmi-
ndgeno tisular recombinante o natural, estreptoquinasa, uroquinasa, écido acetilsalicl-
lico, antagonistas de frombina, antagonistas del factor Xa, sustancias medicinales con
actividad fibrinolftica, antagonistas de! receptor de tromboxano, inhibidores de la fosfo-
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diesterasa, antagonistas del factor Vila, clopidogrel, ticlopidina, etc. Resulta especial-
mente favorable utilizar los presentes inhibidores de NHE en combinacién con inhibi-
dores de NCBE y/o con inhibidores de la anhidrasa carbénica, por ejemplo, con aceta-
zolamida.

Adicionaimente, los inhibidores de NHE exhiben un potente efacto inhibitorio
sobre la proliferacion de células, por ejemplo, la proliferacién celular de fibroblastos y
la proliferacion de células musculo-vasculares lisas. Los compuestos de las formulas |,
la, Ib, XVa, XVb y XV1 y/o sus sales farmacéuticamente aceptables son de utilidad, por
lo tanto, como valiosos agentes terapéuticos en enfermedades en las que la prolifera-
cién representa una cauea primaria o secundaria y, por consiguienta, se les puede
usar como agentes anti-aterosclertticos, agentes para la insuficiencia renal crénica y
cédnceres.

Se ha podido demostrar que los inhibidores de NHE inhiben la migracién celu-
lar. Los compuestos de las féormulas |, la, Ib, XVa, XVb y XV1 y/o sus sales farmacéuti-
camente aceptables son adecuados, por tanto, como valiosos agentes terapéuticos
para enfermedades en las que la migracién celular representa una causa primaria o
secundaria, por ejemplo, canceres con una pronunciada tendencia a las metastasis.

Adicionalments, los inhibidores de NHE exhiben un retraso o prevencién de los
trastomos fibréticos. Por lo tanto, son excelentes agentes adecuados para el trata-
miento de la fibrosis cardiaca, pulmonar, hepética, renal y otros trastomos fibréticos.
Se les puede usar, por tanto, para el tratamiento de hipertrofias e hiperplasias de or-
ganos, por ejemplo, del corazén y de la préstata. Por consiguiente, son épropiados
para la prevencién y el tratamiento de la insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca
congestiva = ICC) y para el tratamiento y la prevencion de la hiperplasia o hipertrofia
prostatica.

Dado que se produce un incremento significativo dal NHE en hipertensos esen-
ciales, los compuestos de las formulas |, la, Ib, XVa, XVb y XV1 y/o sus sales farma-
céuticamente aceptables son adecuados para la prevencién y el tratamiento de la hi-
pertensién arterial y para el tratamiento de trastomos cardiovasculares. En estos ca-
so0s, se les puede usar solos o con un elemento de combinacién y formulacién ade-
cuado para el tratamiento de la hipertension arterial y de trastomos cardiovasculares.
Por ejemplo, se pueden combinar con uno o multiples diuréticos con accién similar a la
tiazida, diuréticos de asa, antagonistas de la aldosterona y pseudo-aldosterona, tales
como hidroclorotiazida, indapamida, politiazida, furosemida, piretanida, torasemida,
bumetanida, amilorida, triamtereno, espironolactona o eplerona. Los inhibidores de
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NHE de la presents invencién se pueden usar, asimismo, en combinacién con antago-
nistas del calcio tales como verapamil, diltiazem, amlodipina o nifedipino, y con inhibi-
dores de ta ECA, por ejemplo, ramipril, enalapril, lisinopril, fosinopril o captopril. Ele-
mentos de combinacién favorable adicionales son también los bloqueadores P tales
como metoprolol, albuterol, etc., antagonistas del receptor de angictensina y sus subti-
pos de receptores tales como losartan, irbesartan, valsartan, omapatrilato, gemopatri-
lato, antagonistas de la endotelina, inhibidores de la renina, agonistas del receptor de
adencsina, inhibidores y activadores de los canales de potasio tales como glibencia-
mida, glimepirida, diazéxido, cromakalim, minoxidil y sus derivados, activadores del
canal de potasio sensible al ATP mitocondrial (canal mitoK(ATP)), inhibidores de
Kv1.5, etc.

Se ha demostrado que los inhibldores de NHE1 poseen un importante efecto
antiinflamatorio y que se les puede utilizar, por lo tanto, como fdrmacos antiinflamato-
rios. La inhibicién de la liberacién de mediadores de la inflamacién es digna de desta-
car en este contexto. Por consiguiente, los compuestos se pueden usar solos o en
combinacién con un antiinflamatorio en la prevencién o el tratamiento de trastomos
inflamatorios crénicos y agudos. Los elementos de combinacién utilizados de manera
conveniente son antiinflamatorios esterocides y no esteroides. Los compuestos de la
invencién se pueden usar también para la prevencién o el tratamiento de enfermeda-
des causadas por protozoos, tal como es el caso de la malaria o la coccidiosis en las
aves de corral. ' ' '

Se ha encontrado, asimismo, que los inhibidores de NHE exhiben un efecto
beneficioso sobre las lipoprotelnas séricas. Se reconoce, por lo general, que los nive-
les excesivamente altos de lipidos en sangre, denominado hiperlipoproteinemia, repre-
sentan un factor de riesgo esencial para el desarrollo de lesiones vasculares arterios-
clerdticas, en particular, la cardiopatia coronaria. La reduccién de las lipoprotelnas
elevadas en suero es, por consiguiente, de enomme importancia para la profilaxis y la
regresion de lesiones aterosclertticas. Adicionalmente a la reduccién del colesterol
total en suero, resulta especialmente importante reducir la proporcién de fracciones de
lipidos aterogénicos especificos en este colesterol total, en especial, las lipoprotelnas
de baja densidad (LDL) y de las lipoprotelnas de muy baja densidad (VLDL), dado que
estas fraccion lipidicas constituyen un factor de riesgo aterogénico. Por el contrario, se
atribuye una funcién protectora contra la cardiopatia coronaria a las lipoprotelnas de
alta densidad. En consecuencia, los agentes hipolipidemiantes deberlan ser capaces
de reducir no sélo el colesterol total, sino también, y en especial, las fracciones de co-
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lesterol séricas LDL y VL.DL. Se ha observado ahora que los Inhibidores de NHE1 ex-
hiben valiosas propiedades, utilizables en terapia, en refacién con su influencia sobre
los niveles de IIpidos en suero. Por ejemplo, reducen significativamente las concentra-
ciones séricas elevadas de LDL y VLDL, como se puede observar, por ejemplo, como
consecuencia de un aumento de Ia ingesta de una dieta rica en colesterol y lpidos, o
en casos de alteraciones metabdlicas patolégicas, por ejemplo, las hiperlipidemias de
origen genético. Se les puede utilizar, por lo tanto, para la profilaxis y la regresién de
lesiones aterosclerdticas al eliminar un factor de riesgo causal. Se incluyen no sélo las
hiperiipidemias primarias, sino también determinadas hiperlipidemias secundarias co-
mo las que e producen, por ejemplo, en la diabstes. Adicionalments, los inhibidores
de NHE dan lugar a una marcada reduccion de infartos inducidos por anomalias meta-
bélicas y, de manera particular, a una reduccién importante del tamafio del infarto in-
ducido y de su gravedad.

Los compuestos segin la invencién de las férmulas I, la, Ib, XVa, XVb y XVI
encuentran, por lo tanto, un uso conveniente en la preparacién de un farmaco para el
tratamiento de la hipercolesterolemia; en la preparacién de un farmaco para la preven-
cion de la aterogénesis; en la preparacién de un farmaco para la prevancién y el tra-
tamiento de la aterosclerosis, en la preparacién de un farmaco para la prevencién y el
tratamiento de enfermedades inducidas por niveles elevados de colesterol, en la pre-
paracién de un farmaco para la prevencion y el tratamiento de enfermedades induci-

" das por la disfuncién endotslial, en la preparacién de un fdrmaco para la prevencion y

el tratamiento de la hipertension Inducida por la aterosclerosis, en la preparacion de un
farmaco para la prevencién y el tratamiento de trombosis inducidas por la aterosclero-
sis, en la preparacion de un farmaco para la prevencion y el tratamiento de las lesio-
nes Isquémicas inducidas por la hipercolesterolemia y por la disfuncién endotelial, y de
las lesiones post-isquémicas de reperfusién, en la preparacidn de un fdrmaco para la
prevencion y el tratamiento de hipertrofias cardiacas y cardiomiopatias inducidas por la
hipercolesterolemia y la disfuncién endotelial, asi como de la insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC), en la preparacién de un fArmaco para la prevencién y el tratamiento
de vasoespasmos coronarios e infartos de miocardio inducidos por la hipercolestsro-
lemia y la disfuncién endotelial, en la preparacién de un farmaco para el tratamiento de
los trastomos mencionados, en combinacién con agenies hipotensores, preferente-
mente, con inhibidores de la enzima conversora de la angioctensina (ECA) y antagonis-
tas del receptor de la angiotensina. Se ha enconirado que una combinacién de un in-
hibidor de NHE con un ingrediente activo que reduce los niveles de lipidos en sangre,



10

15

20

25

30

35

26

prefersntemente, con un inhibidor de la HMG-CoA-reductasa (por ejemplo, lovastatina
o pravastatina), que genera una accién hipolipidemiante y aumenta, de este modo, las
propiedades hipolipidemiantes del inhibidor de NHE, constituye una combinacién favo-
rable dotada de un efecto potenciado, y que reduce el uso de ingredientes activos.

Por ejemplo, los inhibidores de NHE dan lugar a una proteccién eficaz contra
las lesiones endoteliales de diversos origenes. Esta proteccién de los vasos contra el
sindrome de disfuncién endotelial hace de los compuestos de las férmulas |, Ia, Ib,
XVa, XVb y XVI y/o sus sales farmacéuticamente aceptables, fdmacos valiosos para
la prevencion y el tratamiento de los vasoespasmos coronarios, vasculopatlas periféri-
cas, en particular, la claudicacion intermitente, aterogénesis y aterosclerosis, hipertro-
fia del ventriculo izquierdo y cardiomiopatia dilatada, asl como de los trastornos trom-
béticos.

Igualmente, se ha encontrado que los inhibidores de NHE son adecuados en el
tratamiento de la diabetes no insulino-dependiente (NIDDM), en al trascurso del cual [a
resistencia a la insulina resulta limitada. En este caso, puede ser beneficioso potenciar
la actividad antidiabética y la calidad de accién de los compuestos de la invencién,
combinandolos con una biguanida tal como metformina, con una sulfonilurea antidia-
bética tal como gliburida, glimepirida, tolbutamida, etc., con un inhibidor de la glucosi-
dasa, con un agonista de PPAR tal como rosiglitazona, pioglitazona, etc., con un pro-
ducto de insulina de diferente forma de administracién, con un inhibidor de DB4, con
un sensibilizador de insulina o con meglitinida. '

Ademaés de los efectos antidiabéticos agudos, los inhibidores de NHE contra-
mestan el desarrollo de complicaciones tardias de la diabetes y, por lo tanto, se les
puede usar como farmacos para la pravenciéon y el tratamiento de lesiones tardlas de
la diabetes tales como nefropatia diabética, neuropatia diabética, retinopatia diabética,
cardiomiopatia diabética y de otros trastomos producidos como consecuencia de la
diabetes. En este sentido, se les puede combinar, de manera conveniente, con los
medicamentos antidiabéticos descritos anteriormente para el tratamiento de la NIDDM.
La combinacién con una forma de dosificacién beneficiosa de insulina podria ser es-
peciaimente importante en este contexto.

Loe inhibidores de NHE exhiben, ademds de los efectos protectores contra
acontecimientos isquémicos agudos y los acontecimientos subsecuentes de estrés,
igualmente agudos, a la reperfusion, también acciones diractas, terapéuticamente Gti-
les, contra enfermedades y trastomnos de Ia totalidad del organismo de los mamiferos,
asociados con las manifestaciones del proceso, crénicamente progresivo, del enveje-
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cimiento y que se producen de manera independiente de estados de hipofuncién agu-
da, y bajo condiciones normales, no isquémicas. Estas manifestaciones’ patolégicas,
relacionadas con la edad e inducidas durante el prolongado periodo de envejecimien-
to, tales como enfermedad, invalidez y muerte, que ahora son susceptibies de trata-
miento con inhibidores de NHE, son enfermedades y trastornos causados béasicamente
por cambios relacionados con la edad de los érganos vitales y su funcién, y que ad-
quieren una creciente importancia en el organismo durante su envejecimiento.

Trastornos relacionados con la alteracién funcional o manifestaciones de des-
gaste de drganos, asociadas a la edad, son, por ejemplo, la respuesta y reactividad
inadecuadas de los vasos sangulneos a las reacciones de cdntraccién y relajacion.
Este declive, relacionado con la edad, de la reactividad vascular a los estimuloa de
constriccion y relajacién, que constituyen un proceso esencial del sistema cardiovascu-
lar y, por lo tanto, de la vida y de |a salud, se pueden eliminar o reducir de manera sig-
nificativa con los inhibidores de NHE. Una funcién importants, asi como una medida
del mantenimiento de la reactividad vascular, es el bloqueo o retraso de la progresién,
relacionada con la edad, de la disfuncién endotelial, que se puede eliminar de manera
muy importante con inhibidores de NHE. Por lo tanto, los inhibidores de NHE son ex-
cepcionaimente adecuados para el tratamiento y la prevencién de la progresién, rela-
cionada con la edad, de la disfuncién endotelial, en espacial, de la claudicacién inter-
mitente.

Un ejemplo de otra variable que caracteriza el proceso de envejecimiento es la
disminucién de la capacidad de contraccion del corazén y la reduccién de la adapta-
cion del corazdn a un gasto de bombec requerido de este érgano. La eficacia dismi-
nuida del corazédn, comoe consecuencia del proceso de envejecimiento, esta relaciona-
da, en la mayoria de los casos, con una disfuncién cardiaca causada, entre otras, por
el depdsito de tejido conjuntivo en el tejido del miocardio. Este depésito de tejido con-
juntivo se caracteriza por un aumento del peso del corazén, por una hipertrofia del
mismo y por una funcién cardiaca restringida. Resulta sorprendente comprobar que ha
sido posible inhibir précticamente por completo este envejecimiento del érgano cardia-
co. Por consiguiente, los inhlbidores de NHE son éxtracrdinariamente apropiados para
el tratamiento y la prevencion de la insuficiencia cardiaca y de la insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC).

La inhibicién de la proliferacién no sélo permite la curacién de determinadas
formas de céncer que ya se hayan producido, sino también la reduccién y un retraso
altamente significativo de la incidencia del céncer, relacionada con la edad, mediante
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inhibidores de NHE. Un hallazgo particularmente digno de mencién es la supresién o
el retraso significativo de los trastomos de todos los drganos y no sélo determinados
tipos de cancer. Por lo tanto, los inhibidores de NHE son altamente adecuados para el
tratamiento y, en especial, la prevencién de tipos de cénceres relacionados con la
edad.

Mediante el uso de inhibidores de NHE se observa un retraso, muy significativo
en el tiempo, de la incidencia de trastornos relacionados con la edad de todos los 6r-
ganos investigados, incluidos el corazdn, vasos sangulneos, higado, etc., asl como un
retraso altamente significativo también del céncer en ancianos. Adicionalmente, se
registra una sorprendente prolongacién de la vida que, hasta la fecha, no se ha aican-
zado con ningin grupo de farmacos ni productos naturales. Este efecto exclusivo de
los inhibidores de NHE permite, ademés del uso (nico de los Ingredientes activos en
seres humanos y animales, combinar estos inhibidores de NHE con otros principlos,
medidas, sustancias y productos naturales activos que se utilizan en geriatrfa y que se
basan en diferentes mecanismos de accién. Estas clases de ingredientes activos que
8e usan en terapia geriatrica son: en particular, vitaminas y sustancias con actividad
antioxidante. Dado que existe una correlacién entre carga caldrica o ingesta de alimen-
tos y el proceso de envejecimiento, es posible combinarioe con medidas dietéticas, por
ejemplo, con supresores del apetito. Asimismo, es iguaimente posible contemplar una
combinacién con medicamentos hipotensores tales como inhibidores de la ECA, anta-

gonistas de los receptores de angiotensina, diuréticos, antagonistas de Ca®, etc., 0

con farmacoes que normalizan el metabolismo tales como agentes reductores del coles-
terol.

Por lo tanto, los Inhibidores de NHE son extraordinariamente adecuados para
prevenir cambios tisulares relacionados con la edad y para prolongar la vida, conser-
vando una alta calidad de vida.

Los compuestos de la invencidn son eficacas inhibidores del antiportador celu-
lar de sodio-protén (intercambiador Na/H), que esté incrementado en numerosos tras-
tomos (hipertension esencial, aterosclerosis, diabetes, efc.), asl como en células sus-
ceplibles de medicién, por ejemplo, en eritrocitos, trombocitos o leucocitos. Los com-
puestos utilizados de acuerdo con la invencién son, por lo tanto, apropiados como
herramientas cientlficas excelentes y sencillas, por ejemplo, en su uso como agentes
de diagnéstico para determinar y distinguir diferentes tipos de hipertensién, asl como
también de aterosclerosis, diabetes y complicaciones tardias de la misma, trastornos
proliferativos, etc.
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También se reivindica un medicamento para uso humano, veterinario o fitopro-
tector que, junto con vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables, compren-
de una cantidad efectiva de uno o mittiples compuestos de las formulas XVa, XVb y
XVI y/o de sus sales farmacéuticamente aceptables, solos o0 en combinacién con otros
ingredientes activos farmacoldgicos o medicamentos. Los farmacos que comprenden
un compuesto de las férmulas |, Ia, b, XVa, XVb y XVI y/o sus sales farmacéuticamen-
te aceptables se pueden administrar, por ejemplo, por via oral, parenteral, intravenosa,
rectal, transcutanea o por inhalacién, dependiendo la via preferida de administracién
de las caracteristicas particulares del trastomo. Los compuestos de las férmulas |, 1a,
Ib, XVa, XVb y XV] se pueden usar solos o junto con excipientes farmacéuticos, tanto
en medicina veterinaria como humana. Los medicamentos comprenden, por lo gene-
ral, ingredientee activos de las formulas |, la, Ib, XVa, XVb y XVI y/o sus sales farma-
céuticamente aceptables, en una cantidad desde 0,01 mg hasta 1 g por unidad de do-
sis.

Los excipientes que resultan adecuados para la formulacién farmacéutica de-
seada son familiares para los expertos en la técnica gracias a sus conocimientos de la
misma. Ademds de disolventes, formadores de gel, bases para supositorio, excipientes
para comprimidos, y otros vehiculos para ingredientes activos, es posible utilizar, por
ejemplo, antioxidantes, dispersantes, emulsionantes, antiespumantes, saborizantes,
conservantes, solubilizadores o colorantes.

Para una forma de administracitn oral, los compuestos activos se mezclan con
aditivos adecuados para los mismos tales como vehlculos, estabilizadores o diluyentes
inertes, convirtiéndolos por medio de métodos convencionales en formas de dosifica-
cién apropiadas tales como comprimidos, comprimidos recubiertos, cdpsulas de gela-
tina dura, soluciones acuosas, alcohdlicas u oleosas. Ejemplos de vehiculos inertes
que se pueden usar son goma arabiga, magnesia, carbonato de magnesio, fosfato de
potasio, lactosa, glucosa o almidén, en particular, almidén de malz. La formulacidn se
puede efectuar en forma de granulado seco o granulado himedo. Ejemplos de vehlcu-
los o disolventes oleosos adecuados son aceites vegetales o animales tales como
aceite de girasol o aceite de higado de pescado.

Para la administracién subcutanea, intramuscular o intravenosa, los compues-
tos activos utilizados, si se desea con las sustancias habituales para ellos tales como
solubilizadores, emulsionantes u otros excipientes, se llevan a solucién, suspensién o
emulsién. Ejemplos de disolventes utiles son: agua, solucién salina fisiolégica o alco-
holes, por ejemplo, etanol, propanol, glicerol, asl como soluciones de azlcar tales co-
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mo soluciones de glucosa o manitol o, también, una mezcia de los diferentes disolven-
tes mencionados.

Formulaciones farmacéuticas adecuadas para [a administracién en forma de
aerosoles o nebulizadores son, por ejemplo, soluciones, suspensiones o emulsiones
del ingrediente activo de las fdrmulas |, la, Ib, XVa, XVb y XV1 y/o sus sales farmacéu-
ticamente acaptables en un disolvente farmacéuticamente aceptable, en particular,
etanol o agua, o una mezcla de estos disolventes. Si es preciso, la formulacién puede
contener también otros excipientes farmacéuticos tales como tensioactivos, emulsio-
nantes y estabilizadores, y un gas propelente. Una formulacién de este tipo contiene,
normaiments, el ingrediente activo en una concentracién de aproximadamente 0,1%
hasta 10%, en especial, de aproximadaments 0,3 a 3% en peso.

La dosis del ingrediente activo de las férmulas |, la, Ib, XVa, XVb y XVl a admi-
nistrar, y la frecuencia de administracién dependen de la potencia y duracién de ac-
cion de los compuestos utilizados; adicionalmente, también dependen de la naturaleza
y gravedad del trastomo a tratar, asl como del sexo, edad, peso y respuesta individual
del mamifero a tratar.

En promedio, la dosis diaria de un compuesto de las formulas |, la, Ib, XVa,
XVb y XVl y/o de sus sales farmacéuticamente aceptables para un paciente con un
peso de aproximadamente 75 kg es de al menos 0,001 mg/kg, preferentements, 0,01
mg/kg, hasta un méximo de 10 mg/kg, preferentemente, 1 mg/kg, de peso corporal. En
caso de episodios agudos del trastomo, por ejemplo, inmediatamente después de
haber sufrido un infarto de miocardio, pueden ser necssarias dosificaciones superiores
y. especialmente, mas frecuentes, por ejemplo de hasta 4 dosis Unicas al dia. Sobre
todo en el caso de administracion L.v., por ejemplo, en un paciente infartado en una
unidad de cuidados intensivos, pueden ser necesarios, por ejemplo, hasta 700 mg al
dla, y los compuestos de la invencién se pueden administrar como infusién.

Lista de abreviaturas:

DCC diciclohexil carbodiimida
DIP éter diisopropllico

TLC cromatografia de capa fina
DMF N,N-dimetiformamida

EA acetato etilico

eq. equivalente

EtsN trietilamina
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Et.O éter dietllico

EtOH etanol

H hora(s)

HEP n-heptano

HOAc dcido acético

KOtBu 2-metil-2-propéxido de potasio
MeOH metanol

Min minuto(s)

p.f. punto de fusién

MTB terc-butil metil éter

NMP 1-metilpirrolidin-2-ona
Pd(OAc), acetato de paladio (l1)

RT temperatura ambiente

Rt tismpo de retencién

Tbu terc-butilo

THF tetrahidrofurano

TMEDA N,N,N',N'-tetrametiletano-1,2-diamina

Los tiempos de retencién (rt) descritce més adelante se refieren a andlisis de
HPLC con los siguientes parametros:

Método A:
Fase estacionaria: Waters Simmetry C8 (5u), 3,8x150 mm
Fase mébvil: CH,CN isocratico/CF,CO,H acuoso al 0,1% 40:60; A=220 nm; 1 mlU/min

Método B:
Fase estacionaria: Waters Simmetry C8 (5p), 3,9x150 mm
Fase movil: CH;CN Isocratico/CF;CO;H acuoso al 0,1% 35:65; A=230 nm; 1 mUmin

Método C:
Fase estacionaria;: Waters Simmetry C8B (5p), 3,9x150 mm
Fase mévil: CH,CN isocrético/CF3CO,H acuoso al 0,1% 50:50: A=220 nm; 1 ml/min

Ejempio 1
a) N-(2,2,2-triflucroetil)-4-triflucrometilbenzamida
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; L

Se disolvieron 5,0 g (24 mmol) de cloruro de 4-trifluorometilbenzollo y 5,0 mi
(36 mmol) de trietilamina en 50 ml de CH:Cl; y se agregaron lentamente, gota a gota,
2,4 g (24 mmol) de 2,2,2-trifluoro-etilamina a RT. La mezcla se agitd a RT durante 4 h
y. a continuacidn, se separaron los componentes volitiles bajo presién reducida. El
residuo se recogié usando 100 ml de MTB y se lavd inicialimente con 30 ml de una
solucién acuosa saturada de Na,CO, y, seguidamente, con 30 ml de una solucién
acuosa saturada de NaHSO,. E! secado se llevd a cabo sobre MgSO, y se obtuvieron
6,1 g (94%) de una resina incolora, que cristalizé en reposo; p.f.: 117°C
R; (DIP) = 0,50, MS(EI): 271 (M+1)",

b) (R,S)-3-hidroxi-2~(2,2,2-triflucroetil)-5-trifluorometil-2,2-dihidroiscindol-1-ona

F H

Ner

O FF

Se disolvieron 0,37 ml (2,4 mmol) de TMEDA y 1,4 ml {2,3 mmol) de una solu-
cién 1,5M de t-BuLli en n-pentano a —75°C en 2 ml de THF (anhidro) y se agregé, gota
a gota, una solucién de 0,30 g (1,1 mmol) de N-(2,2,2-trifluoroetil}-4-trifluorometil-
benzamida en 2 ml de THF a —75°C. La mezcla se agité a -75°C durante 3 h y, enton-
ces, se agregaron 0,43 ml (5,5 mmol) de DMF, gota a gota, y la mezcla se calentd a
RT durante 30 min. La mezcla de reaccién se vertié sobre 100 ml de una solucién
acuosa saturada de NaHCO;, y se extrajo 3 veces con sendos 30 mi de EA. El secado
se realizd sobre MgSO, y el disolvente se separé bajo presién reducida. La cromato-
grafia sobre gel de sllice, usando DIP, proporcion6é 80 mg de (R,S)-3-hidroxi-2-(2,2,2-
trifluoroetil)-S-trifluorometil-2,3-dihidroisoindol-1-ona, ademis de 110 mg de mezcla
con el material de partida. Esta mezcla se separé nuevamente por HPLC de fase in-
varsa (véanse las condiciones méas adelante) y se obtuvieron 40 mg adicionales de

79
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(R,S)-3-hidroxi-2-(2,2,2-triflucroetil)-5-trifluorometil-2, 3-dihidroisoindol-1-ona: rendi-
miento global, 30%.

HPLC: gradients, tiempo de recorrido 20 min

Eluyente: CF;CO,H acuoso al 0,1%, acetonitrilo (Chromasolv); caudal: 30 mi/min
Columna: Waters Xterra® MS Cg5 pm, 30x100 mm

Gradiente:
0-2,5 min acetonitrilo al 10%
3.0 min acetonitrilo al 25%

14,0 min acetonitrilo al 75%
15,0 min acetonitrilo al 95%
17,5 min acetonitrilo al 10%
R: (DIP) = 0,50; MS(EI): 299 (M+1)".

¢) (RS)-[3-ox0-2+(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2, 3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-acetato
de etilo

Bajo atmésfera de argon se disolvié (dietoxifosforil)-acetato de etilo (135 mg,
0,6 mmol) en dimetoxietano anhidro (10 ml). Se agregaron a esta solucién 17,6 mg de
NaH (60% en aceite) a RT, y se agité a RT durante 10 min. A continuacién, se agreg6
una solucion de 120 mg (0,04 mmol) de (RS)-3-hidroxi-2-(2,2,2-trifluoroetil)-5-
trifluorometil-2,3-dihidroisoindol-1-ona en dimetoxietano anhidro (5 ml) y, seguidamen-
te, el residuo se agitd a reflujo durante 2 h. La solucién de reaccién se dejd enfriar;
entonces, la solucién de reaccién se vertié sobre 50 ml de una solucién al 5% de
hidrégenocarbonato sédico y se extrajo dos veces con sendos 20 ml de acetato etilico:
la fase orgénica se secd sobre MgSO, y se concentré bajo presién reducida, y el resi-
duo se purificé por cromatografla sobre gel de sllice usando DIP como eluyente. Se
obtuvieron 80 mg (61%) de (RS)-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-dihidro-
1H-isoindol-1-ill-acetato de etilo en forma de aceite incoloro, que cristalizé a partir-de
heptano en forma de sélido de color beige.

$0
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R«{DIP) = 0,31
El espectro de RMN fue idéntico al del material preparado en el Ejemplo 4.

d) (R,S)-N-{2-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-triflucrometil-2, 3-dihidro-H-isoindol-1-if}-
acetil}-guanidina

,)N\Hz

E ' N~ "NH,

~,

O F

Como se describe en el Ejemplo 2 g, se puede hacer reaccionar (RS){3-oxo-2-
(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-acetato de etilo con gua-
nidina.

Ejemplo 2
a) Acido 2-nitro-4-triflucrometil-benzoico

Se agregaron lentamente, en porciones, 11,97 g de dcido 4-trifluorometil-
benzoico (63 mmol) a RT a 48 mi de HNO; (al 100%). Subsiguientemente, la mezcla
se calentd a reflujo durante 1 h y, a continuacién, se enfrié a RT y se vertié sobre
aproximadamente 600 g de hielo. La mezcla se agité durante 1 h y, seguidamente, se
separd por filtracidn el precipitado y se lav6 con 1 | de agua. El fitrado se exirajo con
300 m! de CH.Cl, y |la fase orgénica se combiné con el precipitado y se secé sobre
Na;SO,. El disolvente se separ6 bajo presién reducida y e! residuo recristalizd disol-
viendo 1 | de DIP a 68°C, agregando 2 | de HEP a esta temperatura y, por Gltimo, en-
friando ia solucién lentamente a RT. El producto cristalizado se lavé con 1 1 de HEP y
se secd bajo presion reducida para obtener 7,1 g (48%), p.f. 136°C-138°C.

8
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b) Acido 2-amino-4-triflucrometil-benzoico
NH,
OH

F

Se disolvieron 250 g de &cido 2-nitro-4-trifluorometil-benzoico (1,08 moi) en 1 1
de EtOH y se agregaron 7,5 g de Pd/C (al 5%). La mezcla se hidrogend bajo 1-2,5 bar
de presién de hidrégeno. Durante la captacién de hidrégeno, la temperatura aumenté
temporaimente desde 10°C hasta 104°C. Después de 2 h, la incorporacién de hidrége-
no se complets. Subsiguientemente, se separ por filtracién e! catalizador y el disol-
vente se separd bajo presion reducida para obtener 215 g )98%) de una sélido de co-
lor amarillo pélido, p.f. 174-176°C.

¢) Acido 2-{(E)-2-etoxicarbonilvinil)-4-triflucrometil-benzoico
OO '
N

OH

F

Se disolvieron 520 mg de NaNO; (7,6 mmol) en 2 ml de agua y se agregaron,
gota a gota, a 0°C a una solucién de 1,3 g de 4cido 2-amino-4-trifluorometil-benzoico
(6,5 mmol) en 2,6 ml de una solucién acuosa al 48% de HBF, y 30 ml de etanol. Se-
guidamente, la mezcla se agité a 0°C durante 10 min, a continuacién, se calenté a RT.
Se agregaron, entonces, 0,3 ml adicionales de una solucién acuosa al 48% de HBF,,
entonces se agregaron 30 ml de etanol, 0,8 g de acrilato etflico (9,0 mmol) y 26,9 mg
de Pd(OAc)2 (0,12 mmol). Subsiguientemente, la mezcla se agité a 50-60°C durante 1
h. Se separ6, entonces, el disolvente bajo presidn reducida y el residuo se recogié con
25 ml de EA y se lavd inicialmente con 25 ml de una solucién acuosa 1N de HCl y, a
continuacién, con 25 mi de una solucién acuosa saturada de NaCl. La fase orgénica se
seco sobre Na,;SO, y ol disolvente se separd bajo presién reducida. El residuo se sus-



10

15

20

36

pendié en 25 ml de heptano y el producto precipitado se separt por filtracién. Rendi-
miento: 1,3 g (89%) de un sélido de color pardo pélido. Se purificé por cristalizacién
una muestra analltica a partir de heptano/acetato etilico.

El espectro de RMN fue idéntico al del material preparado en el Ejemplo 3a.

d) (E)-3-[2-(2,2,2-trifluoroetil-carbamoil)-5-trifluorometil-fenil}-acrilato de etilo
OO

=N

N
F F
F

F
Se disolvieron 1,3 g de dcido 2-(2-etoxicarbonilvinil)-4-trifluorometil-benzoico
(4,5 mmol) y 453 mg de 2,2,2-triflucroetilamina (4,5 mmol) en 5 ml de DMF y se agre-
garon 0,83 g de DCC. La mezcla se agité a RT durante 4 h. El producto secundario de
urea ee separd por filtracioén y, entonces, se separé el disolvente bajo presién reduci-
da. El residuo recristalizé a partir de DIP para obtener 1,6 g (96%) de cristales blancos.
El espectro de RMN fue idéntico al del material preparado en el Ejemplo 3b.

e) Acido (RS)-3-0x0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il]-
acético

H
F
F o
F
e
F F

Se disolvieron 2,2 g de (E)-3-[2-(2,2,2-trifluoroetil-carbamoail)-5-trifluorometil-
fenil]-acrilato de etilo (5,9 mmol) en 10 ml de metanol y se agregaron 1,5 ml de una
solucién acuosa SM de NaOH (7,5 mmol). La mezcla se agité a RT durante 18 hy a
continuacién se ajusté a pH 7 usando una solucién acuosa de HCl. Se separaron los
disolventes bajo presién reducida y el residuo se suspendié en 10 ml de agua. Esta
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suspensidn se ajustd a pH 2 usando una solucién acuosa 2N de HCI, y se extrajo 3
veces con sendos 10 ml de EA. El secado se llevd a cabo sobre Na;SO, y el disolven-
te se separd bajo presion reducida. El residuo cristalizé con éter dietilico/DIP, p.f.: 202-
204°C

Rendimiento: 1,8 g (89%).

RMN H' (400 MHz, CDCly): 8 = 3,07 (dd, J;=17 Hz, J,=6 Hz, 1H), 3,23 (dd, J,=17 Hz,
J2=5Hz, 1 H), 4,27 (m, 1 H), 4,58 (m, 1 H), 5,08 (t, J=5 Hz, 1 H), 7,91 (d, J=8 Hz, 1 H),
7.96 (d, J=8 Hz, 1 H), 8,12 (s, 1 H), 12,50 (bs, 1 H) ppm.

Andlisis de combustién: Ci3HgFeNO, (341,2): calc. C 45,76, H 2,66, N 4,10: hallado C
4571, H2,43, N 4,11.

)(RS)-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il-acetato
de etilo

F
F o
F
DS
F F

Se disolvieron 2,6 ml de SOCI, (35 mmol) en 20 ml de etanol y, a —10°C, se
agregaron 3,4 g de acido (R,S)-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil}-6-trifluorometil-2,3-dihidro-
1H-isoindol-1-il]-acético (10 mmol). La mezcla se agité a RT durante 18 h y, subsi-
guientemente, se separaron los componentes volétiles bajo presién reducida. El resi-
duo se cromatografié sobre gel de sllice usando 3:1 HEP/EA. Rendimiento: 3,0 g
(81%) de un aceite incoloro que cristaliz6 a partir de heptano en forma de sdlido de
color beige.

El espectro de RMN fue idéntico al del material preparado en e! Ejemplo 4.

g) (R,S)-N<{2-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3—dihidro-H-isoindol-1-il}-
acetil}-guanidina

g
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Se disolvié hidrocloruro de guanidina (11,5 g, 120 mmol) en NMP (45 ml) y se
agregd KOtBu (11,2 g, 100 mmol) con agitacién, y ee dejé la mezcla bajo agitacién a
RT durante 1,5 h y se filtré. A RT y bajo agitacién, se agregd el filtrado, gota a gota, a
una solucibn de (RS)[3-oxo-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-
isoindol-1-l]-acetato de etilo (7,38 g, 20 mmol) en NMP {12 ml) y se agité durante 60
min adicionales a RT. Subsiguientemente, se agregé agua helada (270 ml), la mezcla
&e ajusté a pH 7 usando HCI 2N, se agregé acetato de etilo (60 ml) y, subsiguiente-
mente, se ajustd el pH a 8-8,5 mediante la adicién de una solucién de NaHCO.. La
mezcla se agitd vigorosamente a RT durante 1 h y el precipitado formado se separé
por filtracién con succién y se lavé con agua. Se obtuvieron 7,06 g (83%) de (R,S)-N-
{2-[3-ox0-2-(2,2, 2-rifluoroetil}-6-trifluorometil-2, 3—dihidro-H-isoindol-1-il}-acetil}-
guanidina, un compuesto de inclusién con 0,5 equivalentes de acetato de etilo, en for-
ma de cristales de color amarilio pélido, p.f. 160-161°C con calentamiento gradual,
escape de acetato de etilo desde aproximadamente 80°C.

Ry (acetato de etilo/metanol) = 0,45

RMN H' (400 MHz, CDCly): § = 2,54 (dd, J:=8 Hz, J,= 16 Hz, 1 H), 3,09 (dd, J:=4 Hz,
J:=18 Hz, 1 H), 4,25 (m, 1H), 4,84 (m, 1 H), 5,18 (m, 1 H), 6,65 (bs, 2 H), 7,75 (bs, 2
H), 7,88 (d, J=8 Hz, 1 H), 7,95 (d, J=8 Hz, 1 H), 8,02 (s, 1 H) ppm.

Ci4H12FeNLO2 - % C,H0, (426,33): calc. C 45,08, H 3,78, N 13,14; hallado C 45,07, H
3,79, N 13,01.

Eijemplo 3
a) Acido 2-((E)-2-etoxicarbonilvinil)-4-trifluorometil-banzoico (variante del Ejemplo 2c)
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OH

F

Se agregaron 658 ml de una solucién acuosa al 48-50% de HBF,, a RT, a 338
g de acido 2-amino-4-trifluorometil-benzoico (1.65 mol) en 8,8 | de EtOH (anhidro). La
temperatura aumenté desde 21°C a 26°C. A continuacion, la mezcla se enfri6 a 0°C y
se agregd, gota a gota, una solucién de 125 g de NaNO, en 500 ml de agua a entre
0°C y 5°C durante 17 minutos. La solucién de color inicialmente amarillo pélide se tor-
né en una suspensidén de color inicial anaranjado-rojo y, finalmente, en una suspensitn
de color amarillo claro. El progreso de la reaccién se monitorizé por HPLC (método B;
acido 2-amino-4-irifluorometil-benzoico, rt = 6,4 min; intermedio: sal de 2-carboxi-5-
trifiucrometil-bencenodiazonio = 1,1 min.). En el plazo de 30 min, la conversion a la sal
de 2-carboxi-5-trifluorometil-bencenodiazonio estuvo completa en > 98%. Entonces, se
agreg6 la mezcla a 231 g de acrilato de etilo (2,31 mol), 11,1 g de Pd{(OAc); (49 mmol)
y 6,8 | de etanol (anhidro) y se calenté la mezcla de reaccién a 49-51°C. Se observé
una evolucién uniforme de aumento de nitrégeno al aumentar la temperatura. La reac-
cibn se monitorizd por HPLC (método B: dcido 2-{(E)-2-etoxicarbonilvinil)-4-
triflucrometil-benzoico, rt = 16,4 min). Después de 45 min, el grado de conversién fue
superior a 99%. Entonces, la mezcla se enfrié a RT y se separé el disolvente bajo pre-
8ion reducida. El residuo se recogié en 3 | de EA y se separd por filtracién. Se lavo,
entonces, el filtrado inicialmente 3 veces con sendos 2,1 | de una solucién acuosa de
HCI, v, a continuacién, con 1 | de una solucién acuosa saturada de NaCl. Ei secado se
efectud sobre Na;SO, y se separd el disolvente bajo presién reducida para obtener
449 g de un s6lido de color pardo claro. Teniendo en consideracién una impureza (4ci-
do 4-trifluorometil-benzoico; 6,3%) y residuos de disolvente (EA; 4%), se obtuvo un
rendimiento de 83%. Se purificé una muestra analitica por cristalizacién a partir de
heptano/acetato de etilo. P.f.: 1322-133°C.
RMN H' (400 MHz, CDCly): 8 = 1,36 (t, J=7 Hz, 3 H), 4,31 (q, J=7 Hz, 2 H), 6,41 (d,
J=16 Hz, 1 H), 7,72 (d, J=8 Hz, 1 H), 7,86 (s, 1 H), 8,21 (d, J=8 Hz, 1 H), 8,51 (d, J=18
Hz, 1 H), 8,58,5 (bs, 1 H) ppm.
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Andlisis de combustion: C,3H.1F30, (288,23): calc. C 54,17, H 3,85; hallado C 54,24, H
3,74.

b) {E)-3{2+(2,2,2-trifluoroetil-carbamoil)-5-trifluorometilfenil}-acrilato de etilo
OO~

N

NH .
F '\<F
F
F F

A una temperatura entre 15 y 16°C y durante 24 min, se agregaron 315 g de
cloruro de oxallo (248 mol) a una mezcla de 650 g de dcido 2-((E)-2-
etoxicarbonilvinil)-4-trifluorometil-benzoico (2,25 mol), 33 ml de DMF y 7,8 | de CH;Cl,.
Durante la adicién, se observé la evolucién de gas. La mezcla se agité a RT durante 1
hy, a continuacion, se enfrid a 5°C y se agregaron, entonces, 285 g de Et;N (2,81 mol)
a una temperatura entre 5°C y 10°C durante un periodo de 27 min. La mezcla se agité
a 5°C durante 10 min adicionales, seguidamente, se agregaron 279 g de 2,2,2-
trifluoroetilamina (2,81 mol) a una temperatura entre 9°C y 20°C durante un perfodo de
27 min. La mezcla se agit6 a RT durante 10 min, en el curso de los cuales precipité un
espeso precipitado y, para mejorar la agitabilidad de la mezcla, se agregd 1 | adicional
de CH:ClL. La reaccibn se monitorizd por HPLC (método C: &cido 2-((E)-2-
etoxicarbonilvinil)-4-trifluorometil-benzoico, rt = 5,9 min; (E)-3{2-(2,2,2-trifluoroetil-
carbamaoil)-5-trifluorometil-fenil}-acrilato de etilo, rt = 13,2 min). Después de agitar a RT
durante 50 min adicionales, la reaccién se completd. Los constituyentes voldtiles de la
mezcla de reaccion se separaron entonces bajo presién reducida, y el residuo se re-
cogié con 12 | de EA y se lavé 3 veces con sendos 2,5 | de agua y, a continuacién, dos
veces con sendos 2,5 | de una solucién acuosa saturada de NaHCO, y, finaimente,
con 1,5 | de una solucién acuosa saturada de NaCl. El secado se realizé sobre MgSO,
y el disolvente se separé bajo presién reducida para obtener 802 g de (E)-3{2-(2,2,2-
trifluoroetil-carbamoil)-5-trifluorometil-fenil}-acrilato de etilo en forma de sélido de color
pardo. Esta sustancia bruta se combind con el producto bruto de otro lote (177 g) y se
disolvié a 60-70°C en 3 | de EA y se agregaron 14 | de HEP a esta temperatura en
porciones de 1 |. Se calentd, entonces, la mezcla a 80°C y se agitd a esta temperatura

gr



10

15

20

25

30

4

durante 1,5 h. Esta mezcla se agregd, entonces, a 5,6 | de HEP a 70°C y, a continua-
cioén, la mezcla se enfrid a RT con agitacidn, durante un periodo de 5 h. El producto se
separd por filtracion, se lavé con 3 | de HEP y se secé al aire para obtener 689 g de
(E)-3-[2-(2,2, 2-trifluoroetil-carbamoil)-5-trifluorometil-fenill-acrilato de etilo (87%) en
forma de sélido de color pardo claro. P.f.: 161,5-162°C,

RMN H' (400 MHz, CDCh): § = 1,33 (t, J=7 Hz, 3 H), 4,05 (m, 2 H), 4,26 (q, J=7 Hz, 2
H), 6,18 (bs, 1 H), 6,48 (d, J=16 Hz, 1 H), 7,63 (d, J=8 Hz, 1 H), 7,68 (d, J=8 Hz, 1 H),
7,87 (s, 1 H), 7,90 (d, J=16 Hz, 1 H) ppm.

Andlisis de combustién: C,sH,sFeNO, (369,27): calc. C 48,79, H 3,55, N 3,79; hallado C
48,83, H 3,51, N 3,92,

¢)  (RS)-N{2-[3-0x0-2-(2,2 2-trifluoroetil)-8-trifluorometil-2, 3-dihidro-H-isoindol-1-il]-
acetil}-guanidina '

NH,

F ANH.

Pa

Se suspendieron 386 g de (E)-3-{2-(2,2,2-trifluoroetil-carbamoil)-5-trifluorometil-
fenill-acrilato de etilo (1,05 mol) en 600 mi de DMF, y se agregd lentamente, en por-
ciones y a una temperatura entre 5°C y 15°C a 4,7 g de KOtBu (42 mmol). La ciclacién
a la isoindolona se monitorizd por TLC (HEP/EA = 2:1; acrilato de etilo: Ry = 0,32;
isoindolona: Ry = 0,41). Después de una hora, la reaccién estuvo completa. En el pe-
riodo intermedio, se suspendieron 587 g de KOtBu en 2,2 | de DMF y se agregaron
600 g de cloruro de guanidinio a una temperatura entre 20°C y 25°C. La mezcla se
agité a 25°C durante 1 h y, entoncas, se separd por filtracién el KCI. El filtrado que
comprende la guanidina liberada se agregd, seguidamente, a la mezcla de reaccién
que comprende la iscindolona y se agitd a RT durante 2 h. La conversién a la acilgua-
nidina se monitorizé por HPLC (método b; longitud de onda 230 nm y 254 nm; isoindo-
lona: it = 15,1 min; acilguanidina: rt = 2,9 min). Subsiguientemente, la mezcla de reac-
cién se vertié sobre 14 | de agua helada, se ajustd a pH 8,5-9,0 usando una solucién
acuosa de HCI y se extrajo 4 veces con sendos 3 | de EA. Entonces, se lavé la mezcla
3 veces con sendos 3 | de una solucién acuosa saturada de NaCl y se secd sobre
Na;SO,, y el disolvente se separd bajo presién reducida. Se obtuvieron 329 g (82%)
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de un sdlido de color pardo. El producto se combiné con otros 3 lotes del mismo pro-
cedimiento de preparacion; cantidad total, 842 g. Estos 842 g (2,2 mol) se digirieron en
21de EAy 51 de Et;O a 30°C durante 2 h. A continuacién, se separd el sélido por fil-
tracién, se lavd 2 veces con sendos 2 | de Et,0 y se secd bajo presién reducida. Se
obtuvieron 693 g (82% de recuperacién) de un sélido de color casi blanco. El com-
puesto cristaliz6 a partir de 2-propanol como compuesto de inclusién con 0,5 equiva-
lentes de 2-propanol.

El espectro de RMN fue idéntico al del enantidmero S preparado en el Ejemplo
5b.

Ejemplo 4
(RS)-(2-(2,2,2-trifluoroetil)-3-oxo-8-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il)-acetato de
etilo, por reaccién de un tnico recipiente a partir de cido 2-((E)-2-etoxicarbonilvinil)-4-
trifluorometil-benzoico

OEt

—\CF’

A temperatura arﬁbiente. se agregd SOCI; (1,98 g, 27,2 mmol) a una suspen-
sion de acido 2-((E)-2-etoxicarbonilvinil)-4-triflucrometil-benzoico (2,9 g, 10,1 mmol) en
tolueno (30 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 min y, a conti-
nuacién, se calenté a 105°C (temperatura del bafio) en un plazo de 30 min. A aproxi-
madamente 70°C, se inicid la evolucién de gas. La mezcla se agité a 105°C durante 3
h, entonces, se enfrid a temperatura ambiente, se filtré con succién a través de una
capa de tierra de diatomeas (2,5 x 0,5 cm) y se lavd con tolueno, y el filtrado se con-
centrd por evaporacién bajo presién reducida. El cloruro acido se obtuvo en forma de
un aceite de color rojo-pardo (3,34 g). Se disolvieron 2,2,2-trifluoroetilamina (1,2 g,
12,1 mmol) y trietilamina (2,58 g, 25,3 mmol) a 5°C en diclorometano (15 ml), y el clo-
ruro &cido, disuelto en diclorometano (20 ml), se agregd, gota a gota, con enfriamiento
con hielo a una velocidad tal que la temperatura se mantuvo entre 5°C y 10°C. Se reti-
ré, entonces, el bafio de hielo y se separaron por destilacién el exceso de trifluoroeti-
lamina y una porcién del diclorometano bajo vaclo suave. Subsiguientemente, la mez-
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cla se calent6 a ebullicién bajo reflujo durante 10 h. Después de enfriarla, la mezcla se
diluyé con diclorometano (50 ml) y se extrajo dos veces eor; una solucién acuosa 2N
de HCI (50 mi cada vez), y las fases orgdnicas combinadas se lavaron con agua (100
mf), se secaron sobre Na,SO, y se concentraron bajo presidn reducida. Se obtuvo
(RS)-(2-(2,2,2-trifluoroetil)-3-oxo-8-rifluorometil-2, 3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-acetato de
etilo (3,51 g, 84%) en forma de aceite de color pardo oscuro, que se purificé por crista-
lizacién a partir de n-heptano. P.f.: 54,5-55,5°C.

RMN H' (400 MHz, CDCly): 5 = 1,15 (t, J=7 Hz, 3 H), 2m85 (dd, J;=6 Hz, J,=16 Hz, 1
H), 3,01 (dd, J,=5 Hz, J;=16 Hz, 1 H), 3,83 (m, 1 H), 4,12 (q, J=7 Hz, 2 H), 4,73 (m, 1
H), 5,17 (t, J=6 Hz, 1 H), 7,80 (m, 2 H), 8,01 (d, J=8 Hz, 1 H) ppm.

Analisis de combustién: C,5H,sFsNO3 (369,27): calc. C 48,79, H 3,55, N 3,79; hallado C
48.54, H 3,49, N 3,79.

Ejemplo 5§
a) (S)-N-{2-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2, 3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-
acetil}-guanidina, sal del dcido O,0'-dibenzoil-L-tartérico

F NI:IH, o
F —>LF X 12 mﬁ\‘)\m
o

F

Se cargaron iniciaimente como sélidos (RS)-N-{2-[3-0x0-2-(2,2, 2-trifluoroetil)-8-
trifluorometil-2, 3-dihidro-1 H-isoindol-1-il}-acetil}-guanidina (compuesto de inclusién con
acetato de etilo, contenido de B7,06% por RMN, 44 g, 100 mmol) y &cido 0,0'-
dibenzoil-L-tartdrico (11,2 g, 31 mmol), y sa agregé, gota a gota, 2-propanol (500 ml)
con agitacién. Después de 30 min, la mezcla se calentd a-70°c. Se obtuvo, una vez
mds, una solucién casi transparente. Se la dejé enfriar a temperatura ambiente en un
plazo de 4 h y, subsiguientemente, se agité a esta temperatura durante la noche. A
continuacién, la mezcia se agité a 10°C durante 4 h y, entonces, se filtrd con succién.
El residuo se lavd dos veces con 2-propanol (100 m| cada vez) y se secd al aire. Se
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obtuvieron 28,05 g de (S)-N-{2-[3-0x0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-dihidro-
1H-isoindol-1-il}-acetil}-guanidina, sal del dcido O,0’-dibenzoil-L-tartarico (rendimiento
de 74% basado en el enantimero (S)), con una pureza enantidmera de 82% ee por
HPLC (Chiracel OD/21, 250 x 4,6 mm, 50:5:2 n-heptano/etanol/metanol, 1 mb/min,
30°C, en forma de cristales incoloros. Se cargaron iniciaimente 20 g (14,6 mmol) de
estos cristales y se agregd, gota a gota, 2-propanol (400 ml). La mezcla se calenté a
80°C con agitacién y, entonces, se dejé enfriar graduaimente a temperatura ambiente.
La mezcla se agitd a esta temperatura durante 2 h adicionales y, a continuacién, se
filtré con succion, y el residuo se lavé dos veces con 2-propanol (50 ml cada vez), y se
secd al aire. Se obtuvieron 16,3 g (rendimiento de 100% basado en el enantibmero
(S)) de (S)-N-{2-{3-ox0-2-(2,2,2-triflucroetil}-6-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol- 1 -l}-
acstil}-guanidina, sal del acido O,0'-dibenzoil-L-tartarico, en forma de cristales incolo-
ros, p.f. 192-193°C, pureza enantibmera > 97% ee por HPLC (condiciones como las
anteriores).

Andlisis de combustién: Ci4Hz2FeN4O; - ¥4 C1gH14O; (561,43): calc. C 49,21, H 3,41, N
8,98, hallado C 49,17, H 3,30, N 9,97.

b) (S)-N-{2-3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-8-triftuorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-
acetil}-guanidina

,

F

Se disolvié (S)-N-{2-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-8-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-
isoindol-1-il}-acetil}-guanidina, sal del 4cido O,0O'-dibenzoil-L-tartarico (113 mg, 0,20
mmol) en una mezcla de agua (1 ml) y acetato etilico (5 ml), y se agregé una solucién
de NaHCO, (50 mg) en agua (7,5 mi). La mezcla se agité a temperatura ambiente du-
rante 18 h y, a continuacion, se extrajo tres veces con acetato etllico (5 ml cada vez).
Las fases orgénicas combinadas se agitaron una vez con una solucién de NaHCO;, (50
mg) en agua (20 ml) y, seguidamente, con agua pura (20 ml), se secaron sobre
Na;SO, y se concentraron por evaporacién bajo presién reducida. Se obtuvieron 75
mg (97%) de (S)-N-{2-[3-oxo-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-dihidro-1H-
isoindol-1-il}-acetil}-guanidina. El producto cristalizé a partir de 2-propanol en forma de
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compuesto de inclusién con 0,5 equivalentes de 2-propanol, p.f.: 80-82°C. La sustan-
cia puede recristalizar a partir de acetato etllico y cristaliza con 0,5 equivalentes de
acetato etllico, p.f.: 121,5-122°C.

Pureza enantibmera >87% por HPLC (Chiracel OD/21, 250-4,6 mm, 4:1 n-
heptano/2-propanol, 1 ml/min, 30°C).
RMN H' (400 MHz, CDCly): & = 2,54 (dd, J,=8 Hz, J;=18 Hz, 1 H), 3,09 {dd, J,=4 Hz,
J2=16 Hz, 1 H), 4,25 (m 1 H), 4,64 (m, 1 H), 5,18 (m, 1 H), 6,65 (bs, 2 H), 7,75 (bs, 2
H), 7,88 (d, J=8 Hz, 1 H), 7,85 (d, J=8 Hz, 1 H), 8,02 (s, 1 H) ppm.
Andlisis de combustion (compuesto de inclusién con 0,5 equivalentes de 2-propanol):
CiaH12FeNJO2 - % C3HgO (412,32): cale. C 45,15, H 3,91, N 13,59; hallado C 45,23, H
427, N 13,10.

Ejemplo 6

(RS)-N-{2-{3-ox0-2-(2,2,2-triflucroetil)-6-trifluorometil-2, 3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-
acetil}-guanidina por racemizacién de (R)-N-{2-[3-oxo-2-{2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluoro-
metil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il-acetil}-guanidina

Hy
F NH,

Pa

Se disolvié (R)-N-{2]3-ox0-2-(2,2,2-triflucroetil)-6-trifluorometil-2, 3-dihidro-1H-
isoindol-1-il]-acetil}-guanidina (compuesto de inciusién con 0,5 equivalentes de 2-
propanol (M=412,3), 43 g, 104 mmol; obtenido por la concentracién del licor madree
que se obtuvo en la concentracibn de (S)-N-{2{3-ox0-2-(2,2 2-trifluoroetil}-8-
trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-acetil}-guanidina, sal del 4cido O,0’'-dibenzoil-
L-tartérico en el Ejemplo 5a, y tratamiento con NaHCO,, seg(n se ha descrito en el
Ejemplo 5b)), en 2-propanol (1,8 I) y, a temperatura ambiente, se agregé una solucién
de KOH, al 85%, 660 mg, 10 mmol) en 2-propanol (400 ml), con agitacién. La mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 24 h y, entonces, se acidificd usando écido
acético glacial (720 mg, 1,5 ml), y se concentrd por evaporacién bajo presién reducida,
a una temperatura méxima del bafio de 40°C, y el residuo se fraccioné entre agua (500
ml) y acetato etllico (400 ml). La fase acuosa se extrajo dos veces con acetato etllico
(300 ml cada vez). Las fases organicas combinadas se agitaron con una solucién de
NaHCO; (10 g) en agua (500 ml) y, una vez mas, con agua pura. La fase orgénica se
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secd sobre Na;SO, y se concentrd por evaporacién bajo presién reducida, a una tem-
peratura méxima de bafio de 40°C. Se obtuvieron 39,8 g de (RS)-N{2-[3-ox0-2-(2,2,2-
trifluorcetil)-6-trifluorometil-2, 3-dihidro-1 H-isoindol-1-il]-acetil}-guanidina, contenido de
87% por RMN, compuesto de inclusién con 0,5 equivalentes de acetato etflico, en for-
ma de cristales de color amarillo pélido, rendimiento: 87%. P.f.. 164-188°C tras calen-
tamiento suave, escape de acetato etllico desde aproximadamente 100°C.

Relacién enantibmera 49:51 por HPLC (Chirace!l OD/21, 250 x 4,6 mm, 4:1 n-

heptano/2-propanol, 1 mVmin, 30°C).

Ejemplo 7
Hidrégeno-fumarato de (S)-N{2-[3-0x0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-di-

hidro-1H-isoindol-1-il]-acetil}-guanidina hidrato

i"'z

F | SN X HO” %
< W(‘_)[F X H,0
O F

Se disolvié (S)-N-{2-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-8-trifluorometil-2,3-di-hidro-1H-
isoindol-1-il]-acetil}-guanidina [compuesto de inclusion con 0,5 equivalentes de 2-
propanol, (M=412,3), 110 g, 266 mmol] en dimetoxietano (2 I) y se mezclé con una
solucidn de acido fumarico (0,5M en 9:1 dimetoxietano/agua, 512 ml), y la solucién
trasparente formada se concentrd por evaporacién bajo presién reducida. El residuo se
recogié con diclorometano (2 I) y la mezcla se concentrd nuevamente por evaporacion
bajo presion reducida. El residuo se suspendidé en agua (1,5 I), se filtré con succién a
temperatura ambiente, y se sect al aire a temperatura ambiente durante la noche. Se
obtuvieron 1259 g (95%) de hidrégeno-fumarato de (S)-N-{2-[3-oxo-2-(2,2,2-
trifluoroetil)-6-trifluorometil-2,3-di-hidro-1H-isoindol-1-il]-acetil}-guanidina hidrato, en
forma de cristales incoloros, p.f. 210°C.

OH
O

Determinacion de la inhibicién de NHE
La concentracion inhibitoria Clsy para la inhibicién de NHE-1 se determiné del

modo siguiente:

G
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La Clso de inhibicién de NHE-1 se determind en un ensayo de FLIPR, midiendo
la recuperacion en pH, en lineas de células transfectadas, que expresan NHE-1 huma-
no.

El ensayo se llevé a cabo en un FLIPR (siglas en inglés de lector de placa de
imégenes fluorescentes) con placas de microtitulacién de 96 pocillos de paredes ne-
gras y base transparente. Las lineas celulares transfectadas que expresan los diferen-
tes subtipos de NHE (la Iinea celular parental LAP-1 no exhibe actividad NHE endége-
na como consecuencia de mutagénesis y subsiguiente seleccién), se sembraron el dia
anterior, con una densidad de ~25.000 células/pocillo. El medio de crecimiento para
las células transfectadas (Iscove + suero de temero fetal al 10%) contuvo, adicional-
mente, G418 como antibiético de seleccién para garantizar la presencia de las se-
cuencias transfectadas.

El ensayo real se inici6é con la separacién del medio de crecimiento y la adicién
de 100 pl de tampén de carga por pocillo (BCECF-AM 5 pM [éster acetoximetllico de
2', 7'-bis(carboxietil)-5- (y —8-)-carboxifluorosceina] en NH,Cl 20 mM, cloruro de colina
115 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM, KCI 5 mM, HEPES 20 mM, glucosa 5 mM; pH 7.4
[ajustado con KOH]). Seguidamente, las céjulas se incubaron a 37°C durante 20 minu-
tos. Esta incubacion dio lugar a la carga de lae células con la tincién fluorescente, cuya
intensidad de fluorescencia depende del pH,, y con NH(Cl, que toma las células lige-
ramente alcalinas.

El precurser no fluorescente de la tincién BCECF-AM es, al'igual que ol éster,
permeable a las membranas. En el interior de las células, las esterasas liberaron la
tincién BCECF real, que es impermeable a las membranas.

Después de esta incubacién durante 20 minutos, se separd el tampén de carga
que contuvo NH,C| y BCECF-AM libre [avando tres veces en un lavador de células
(Tecan Columbus), con 400 ul en cada caso de tampén de lavado (cloruro de colina
133,8 mM, KCI 4,7 mM, MgCl; 1,25 mM, CaCl; 1,25 mM, K;HPO, 0,87 mM, KH,PO,
0,23 mM, HEPES 5 mM, glucosa 5 mM; pH 7 4 [ajustado con KOH]). E! volumen resi-
dual que permanecié en los pocillos fue de 90 pul (50-125 pl posible). Esta etapa de
lavado retiré el BCECF-AM libre y condujo, como consecuencia de la separacidon de
los iones de NH," externos, a una acidificacion intracelular (~ pH, 8,3-6,4).

Dado que el equilibrio de NH," intracelular con NHs y H* result$ alterado por la
separacion del NH,* extracelular, asi como por el subsiguiente pasaje instantdneo del
NH; a través de las membrénas celulares, el proceso de lavado dio lugar a que H* se
mantuviera en el interior de las células, lo que fue la causa de la acidificacién intracelu-
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lar. Eventualmente, ésta puede conducir a la lisis celular si persiste el tiempo suficien-
te. En este punto, fue importante que el tampdn de lavado estuviera exento de sodio (<
1 mM), dado que los iones sodio extracelulares conducirian a la recuperacién instan-
tanea en el pH, como consecuencia de la actividad de las isoformas de NHE clonadas.

Resulté igualmente importante que todos los tampones utilizados (tampén de
carga, tampén de lavado, tampén de recuperacién) no contuvieran iones HCOy', pues-
to que la presencia de bicarbonato daria lugar a la activacién de los sistemas regula-
dores de! pH, dependientes del bicarbonato, que interferirian, y que se encuentran pre-
sentes en la linea celular LAP-1 parental.

A continuacién, las placas de microtitulacién con las células acidificadas (hasta
20 minutos después de la acidificacién) se transfirieron al FLIPR. En el FLIPR, la tin-
cién fluorescente intracelular se excité por la luz con una longitud de onda de 488 nm,
generada por un laser de argon, y se seleccionaron los pardmetros medidos (potencia
del laser, tiempo de iluminacién y apertura de la cAmara CCD incorporada en el
FLIPR), de forma que la sefial media de fluorescencia por pocillo estuviera entre
30.000 y 35.000 unidades de fluorescencia relativa.

La verdadera medicién en el FLIPR e inicié tomando la cdmara CCD una ima-
gen cada dos segundos, bajo control de software. Después de 10 segundos, se inicié
la recuperacion del pH intracelular mediante la adicidén de 90 pl de tampén de recupe-
racion (NaCl 133,8 mM, KCI 4,7 mM, MgCl; 1,25 mM, CaCl; 1,25 mM, K;HPO, 0,97
mM, KH,PO, 0,23 mM, HEPES 10 mM, glucosa 5§ mM; pH 7.4 [ajustado con NaOH])
por medio de la pipeta de 86 pocillos incorporada en el FLIPR.

Los controles positivos {(actividad de NHE de 100%) usados fueron pocillos a
los que se habla agregado tamp6n de recuperacién puro, en tanto que los controles
negativos (actividad de NHE de 0%) recibieron tampén de lavado. Se agregd tampén
de recuperacién con el doble de concentracién de la sustancia de ensayo a todos los
demas pocillos. La medicion en el FLIPR finalizé después de 60 mediciones (dos mi-
nutos).

Los datos brutos se exportaron al programa ActivityBase. Este programa calcu-
I6 en primer lugar las actividades de NHE para cada concentracién de sustancia anali-
zada y, a partir de éstas, los valores de Cly, para las sustancias. Puesto que la evolu-
cion de la recuperacion del pH, no fue lineal a lo largo de todo el experimento, sino que
disminuyé méas bien hacia el final, debido a la reduccién de la actividad de NHE con
valores superiores de pH, fue imporiante seleccionar, para la evaluacién de la medi-
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cién, la parte en la que el incremento de fluorescencia de los controles positivos fue
lineal.

Sustancia Clg de inhibicién de NHE-1 [nM]
(S)-N-{2{3-0ox0-2-(2,2, 2-triflucroetil}-6-
trifluorometil-2, 3-di-hidro-1H-isoindol-1-il}- 0,3
acetil}-guanidina
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar compuestos de la férmula |

5 enlaque
R1yR2
son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2,2-
trifluoroetox, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 dtomos
de carbono;
10 R3 es Alk-R4 o trifluorometilo;
Alk  es alquilo con 1, 2, 3 6 4 atomos de carbono;
R4 es hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 8 6 7 &tomos de

@fé"

P

carbono;
y Sus sales,
15 que comprende

Rﬁ

R2
Vi
a) formilar la amida de la férmula IV y, a continuacién, ciclar al compuesto de la férmu-

la VI,
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b) hacer reaccionar el compuesto de la férmula VI con un alcoxicarbonilmetilen-
trifenitfosforano, con un 1-alcoxi-1-trimetilsiloxietileno o con un fosfonoacetato de trial-
quilo, para dar el compuesto de la férmula VI, y

c) hacer reaccionar el compuesto de la férmula VIl con guanidina para dar el compues-
to de la formula |,

en donde, en los compuestos de las férmulas IV, VI y VI,

R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en laférmula |, y

RS es alcoxi con 1, 2, 3 6 4 &tomos de carbono;

y sus sales.

2. El procedimiento para preparar compuestos de la férmula | segln la
reivindicacién 1, en el que
R1yR2
son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2, 2-
trifluoroetoxi, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 dtomos
de carbono;
R3  es Alk-R4 o triflucrometilo;
Alk s alquilo con 1, 2, 3 6 4 dtomos de carbono;
R4 es hidrégeno, triflucrometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 8 6 7 dtomos de
carbono;
y sus sales;
en donde

¢ 8
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R1 + HN s — R1—@\€V—m
I . m | R2 v
CHO
——== R ~R3 —— R1 -R3
R2 R2

v N imh

a) el compuesto de Ia férmula Il se hace reaccionar con la amina de la férmula Il para
dar la amida de la férmula IV,

b) la amida de la formula IV se formila en posicién orto en la funcién amida para dar la
formil-amida de la férmula V,

c) la formil-amida de la ft}rrﬁula V se cicla en el compuesto de la férmula VI,

d) el compuesto de la férmula VI se hace reaccionar con un alcoxicarbonilmetilen-
trifenilfosforano, con un 1-alcoxi-1-trimetilsiloxietileno o con un fosfonoacetato de trial-
quilo, para dar el compuesto de la férmula VII, y

e) el compuesto de la férmula VIl se hace reaccionar con guanidina para dar el com-
puesto de la férmula 1,

en donde, en los compuestos de las férmulas Il I, IV, V, Vl y VI,

R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en la férmula |,

RS es alcoxi con 1, 2, 3, 6 4 4tomos de carbono, y

X es Cl, Br, OH o alcoxi con 1, 2, 3 6 4 dtomos de carbono;

Yy sus sales.

3. El procedimiento segin las reivindicaciones 1 y/o 2, en el que las etapas del
procedimiento se llevan a cabo, cada una de forma independiente, de manera continua
o discontinua.
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4. El procedimiento seguin una o més de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en el que
el compuesto de la formula | se define como N-{2-[3-0x0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-
trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-acetil}-guanidina, y sus sales farmacéutica-

mente aceptables.
5
5. Un procedimiento para preparar compuestos de la férmula |
NH, _
J\NH
2
o
en la que
R1yR2
10 son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, F, Cl, triflucrometoxi, 2,2,2-
trifluoroetoxi, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos
de carbono;
R3 s Alk-R4 o trifluorometilo;
Alk  es alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos de carbono;
15 R4 es hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 atomos de
carbono;
Yy 5US sales;
que comprende

20 a) hacer reaccionar la amina de la férmula IX, a través de una sal de diazonio, con un
acrilato de alquilo para dar el derivado del acido cindmico de la formula X,
b) hacer reaccionar el compuesto de la férmula Xl con la amina de la férmula Il y con
guanidina para dar la acilguanidina de la férmula |,
en donde, en los compuestos de las formulas 11, IX y X,
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R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en la férmula |, y
R6 es alcoxi con 1, 2, 3 6 4 dtomos de carbono;
y sus sales.

6. El procedimiento para preparar compuestos de la férmula [, segun la reivin-
dicacion 5, en el que
RiyR2
son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, F, Cl, triflucrometoxi, 2,2,2-
trifluoroetoxi, trifluorometilo, 2,2,2-trifluorcetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos
de carbono;
R3  es Alk-R4 o trifluorometilo;
Alk  es alquilo con 1, 2, 3 6 4 atomos de carbono;
R4 es hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 4tomos de
carbono;
y sus sales;
en donde
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a) se convierten los compuestos nitrogenados de la férmula Vil en la amina de la fér-
mula IX,

b) se convierte la amina de la fdrmula IX en la sal de diazonlo de la formula X,

c) se hace reaccionar la sal de diazonio de 1a férmula X con un acrilato de alquilo para
dar el derivado de acido cindmico de la férmula X,

d) se convierte el compuesto de la férmula Xl en la amida de la férmula Xy

e) se convierte el compuesto de la formula XIl en la acilguanidina de la férmula |, ya
sea convirtiendo el compuesto de la férmula XlI, en presencia de una base, en el deri-
vado de isoindolona de la férmula XIil y, subsiguientemente, por reaccién con guanidi-
na, con activacion, para dar la acilguanidina de la férmula | (altenativa A), o,
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tras la formacién del derivado de isoindolona de la férmula X, en presencia de una
base, desde el compuesto de la férmula XI, por conversién del compuesto de la for-
mula XIIl en el éster de la férmula XIV y, subsiguientements, haciéndolo reaccionar
con guanidina, para dar la acilguanidina de |a férmula | (altemnativa B), o

por conversidon del compuesto de la férmula X!l en presencia de una base fuerta en el
éster de la formula XIV y, subsiguientemente, haciéndolo reaccionar con guanidina, en
la acilguanidina de la férmula | (altemativa C), o

haciendo reaccionar directamente el compuesto de la férmula XII con guanidina, en
presencia de una base, con una guanilacién y ciclacién simultdneas, para dar la isoin-
dolona de la férmula | (alternativa D),

en donde, en los compuestos de las férmulas VIII, IX, X, X1, XIl, XIIl y XIV,

R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en la férmula |, y

R6 y R7 son, cada uno de forma independiente, alcoxi con 1, 2, 3 6 4 4tomos de car-
bono;

y 8us sales.

7. E! procedimiento segun la reivindicacién 8, en el que en la etapa e) del pro-
cedimiento se utiliza 1a alternativa D.

8. El procedimiento segun las reivindicaciones 6 y/o 7, en el que las etapas d) y
e) del procedimiento se llevan a cabo como procedimientos de un tnico recipiente.

9. El procedimiento segun las reivindicaciones 5 y/o 6, en el que las etapas del
procedimiento se llevan a cabo, cada una de forma independiente, de manera continua
o discontinua.

10. El procedimiento segun una o varias de las reivindicaciones 5 a 9, en el que
el compuesto de la fSrmula | se define como N-{2-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-
trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-acetil}-guanidina, y sus sales farmacéutica-
mente aceptables.

11. Un compuesto de la férmula XIlI

(0>
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en el que
R1yR2
son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, F, Cl, triflucrometoxi, 2,2,2-
5 trifluorostoxi, trifluorometlo, 2,2,2-trifluorostilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos
de carbono;
R3 a3 Alk-R4 o trifluorometilo;
Alk  es alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tlomos de carbono;
R4 es hidrdgeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 4tomos de
10 carbono;
R6 es alcoxi con 1, 2, 3 6 4 atomos de carbono;
y sus sales.

12. Un compuesto de la formula XIl segun la reivindicacién 11, para utilizar co-
15  mo intermedio sintético.

13. Un procedimiento para aislar compuestos de las férmulas la y Ib

(o

R1 -R3 b

en que
20 R1yR2
son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, F, Cl, trifluorometox, 2,2,2-
trifluoroetoxi, trifluorometilo, 2,2,2-triflucroetiio o alquilo con 1, 2, 3 6 4 &tomos
de carbono;
R3 es Alk-R4 o trifluorometilo;
25 Ak es alquilo con 1, 2, 3 6 4 4&tomos de carbono;



(03

R4 es hidrégeno, trifluorometilo o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 atomos de

N i
| |
L

a) convertir el compuesto de la férmula | en sales de un acido D- o L-tartarico 2,3-O-

acilado y obtener las dos sales de las férmulas XVa y XVb de forma separada por cris-

talizacién, y

b) liberar las bases libres de las férmulas la y Ib de las dos sales de las férmulas XVa y
10 XVb, respectivamente,

en donde, en los compuestos de las férmulas |, XVa y XVb,

R1 a R3 son, cada uno, como se han definido en las férmulas la y Ib,

X X

RS 9~ “R8

o HO,I:\/\OO’H

OIG
15 RBes alquilo con 1, 2, 3, 4, 5 6 6 4tomos de carbono o fenilo, que estd no sustituido o

sustituido con 1, 2 & 3 sustituyentes del grupo de F, Cl, Br, |, alquilocon 1, 2, 3 6 4
atomos de carbono, o alcoxi con 1, 2, 3 6 4 4&tomos de carbono.
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14. El procedimiento segin la reivindicacién 13, en el que el enantiémero no
deseado de la formula la o Ib se vueive a racemizar.

15. El procedimiento seguin las reivindicaciones 13 y/o 14, en el que los
compuestos de las formulas la y Ib son (R)-N-{2-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-
trifluorometil-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il}-acetil}-guanidina y (S)-N{2{3-oxo0-2-(2,2,2-
trifluoroetil)-8-trifluorometil-2, 3-dihidro-1H-isoindol-1-il]-acetil}-guanidina.

16. Un compuesto de las férmulas XVa y/o XVb

SN v

R1 —R3

en las que

R1yR2
son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, F, Cl, trifluorometoxi, 2,2,2-
trifluoroetoxi, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo o alquilo con 1, 2, 3 6 4 4tomos
de carbono;

R3  es Alk-R4 o trifluorometilo;
Alk  es alquilo con 1, 2, 3 6 4 4&tomos de carbono;
R4 es hidrégeno, frifluorometiio o cicloalquilo con 3, 4, 5, 6 6 7 &tomos de

carbono;
R*es

0" 'R8 ? RS

Ho‘cYLOO‘H 0 Ho:c\/'\cozﬂ
0, 0O
%

o.--

N
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R8 es alquilo con 1, 2, 3, 4, 5 6 6 dtomos de carbono o fenilo, que esta no sustituido o
sustituldo con 1, 2 6 3 sustituyentes del grupo de F, CI, Br, |, alquilocon 1, 2,36 4
atomos de carbono, o alcoxi con 1, 2, 3 6 4 &tomos de carbono.

17. Hidrégeno-fumarato de (S)-N-{2-[3-ox0-2-(2,2,2-trifluoroetil)-6-trifluorometil-
2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il]-acetil}-guanidina hidrato de la férmula XV1

F NH:
F _f X HQL\'(OH

XH,0

18. Un compuesto de la férmula XVa o XVb seglin la reivindicacién 16, o de la
férmula XVI segin la reivindicacidn 17, para utilizar como farmaco.

19. El uso de un compuesto de las férmulas XVa y/o XVb segun la reivindica-
cién 16, o de la formula XVI segin la reivindicacién 17, solo o en combinacién con
otros farmacos o ingredientes activos, para preparar un fArmaco para el tratamiento o
la profilaxis de lesiones agudas o cronicas, trastornos o secuelas indirectas de érganos
y tejidos causados por episodios de isquemia o reperfusion, para el tratamiento o la
profilaxis de arritmias, de la fibrilacién ventricular cardiaca amenazante para la vida,
del infarto de miocardio, de la angina de pecho, para el tratamiento o la profilaxis de
estados isquémicos del corazén, de estados isquémicos del sistema nervioso periféri-
co y central, o del ictus, o de estados isquémicos de drganos y tejidos periféricos, para
el tratamiento o la profilaxis de estados de choque, de enfermedades en las que la
proliferacién celular representa una causa primaria o secundaria de céncer, de metas-
tasis, de hipertrofia prostatica y de hiperplasia prostatica, de aterosclerosis o de tras-
tomos del metabolismo de los lipidos, de la hipertension arterial, de la hipertensién
esencial, de trastomos del sistema nervioso central, de trastonos resultantes de una
sobre-excitabilidad del SNC, epilepsia o convulsiones de induccién central, de trastor-
nos del sistema nervioso central, en especial, de estados de ansiedad, depresiones o
psicosis, para el tratamiento o la profilaxis de la diabetes mellitus no insulino-
dependiente (NIDDM), o lesiones tardias de la diabetes, de trombosis, de trastormnos
resultantes de la disfuncién endotelial, de la claudicacién intermitente, para el trata-
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miento o la profilaxis de trastornos fibréticos de érganos internos, trastomos fibréticos
del higado, trastoros fibréticos del rifion, trastomos fibréticos de vasos sangulneos y
trastomos fibroticos del corazén, para el tratamiento o la profilaxis de la insuficiencia
cardiaca o de la insuficiencia cardiaca congestiva, de trastornos inflamatorios agudos o
crénicos, de trastornos causados por protozoos, de la malaria o de la coccidiosis en
aves de corral, y para usar en intervenciones quinirgicas y trasplantes de 6rganos,
para conservar y almacenar trasplantes para procedimientos quirlirgicos, para usar en
operaciones de bypass, para usar en la resucitacién tras un paro cardiaco, para pre-
venir los cambios tisulares relacionados con la edad, para preparar un famaco dirigido
contra el envejecimiento o para prolongar la vida, para el tratamiento y reduccién de
los efectos cardio_téxioos en |a tirotoxicosis, o para preparar una ayuda diagnéstica.

20. Una medicina para uso humano, veterinario y/o fitoprotector, que compren-
de una cantidad efectiva de un compuesto de la formula XVa o XVb, segin la
reivindicacion 18, junto con excipientes y aditivos farmacéuticamente aceptables.

21. Una medicina para uso humano, veterinario y/o fitoprotector, que compren-
de una cantidad efectiva de un compuesto de la férmula XVa o XVb, segun la reivindi-
cacién 16, junto con excipientes y aditivos farmacéuticamente aceptables, en combi-
nacién con otros ingredientes activos farmacolégicos 0 medicamentos.

22. Una medicina para uso humano, veterinario y/o fitoprotector, que compren-
de una cantidad efectiva de un compuesto de fa fdrmula XVI, segln Ia reivindicacién
17, junto con excipientes y aditivos farmacéuticamente aceptables.

23. Una medicina para uso humano, veterinario y/o fitoprotector, que compren-
de una cantidad efectiva del compuesto de la férmula XVI, segtn la reivindicacién 17,
junto con excipientes y aditivos farmacéuticamente aceptables, en combinacién con
otros ingredientes activos farmacolégicos 0 medicamentos.
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Resumen

METODO PARA PRODUCIR DERIVADOS DE (3-0X0-2,3-DIHIDRO-1H-ISOINDOL-
1-IL)-ACETILGUANIDINA

La invencién se refiere a métodos para producir derivados de (3-oxo-2,3-
dihidro-1H-isoindol-1-il)-acetilguanidina de la férmula (1)

NH,

utiizando derivados de 3-hidroxi-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-ona o derivados del éster
10  acrllico de 3-(2-carbamoilfenilo) como fases intermedias, a un método de resolucién de
racematos y a productos intermedios del método segtin la invencién.
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PCT por/eP 2004 /013153
Internationales Aktenzeichen
ANTRAG (
18 11 zm)
L Ly —
Der Unterzeichnete beantragt, daf die vorliegende CE
. . , EUROPEAN PATENT OFFI
internationale Anmeldung nach dem V Gber die .
internationale Zussmmenarbeit nufde::léibiet des PCT INTERNATIONAL APPLICATION
Patentwesens behandelt wird Name des Anmeldeamts und “PCT International Application™
Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalis
ffalls gﬂlu?::ch;s{max. IJuZ.:l'chfn) v DEAV2003/0084

FeldNr.1  BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG
Verfahren zur Herstellung von (3-Oxo-2, 3-dihydro-1H-isoindol-1-yl}-acetylguanidin-Derivaten

Feld Nr. 11 ANMELDER [0 Diese Person ist gleichzeitig Erfinder

Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bel juristischen Personen vollstindigs amiliche
Bexeichnung. Bei dar Anschrif sind die Postleitzahl und der Name des Staats amugeben. Der in dissern | Telefonor..
Fald in der Anschrift angegebene Sioat ist der Staat des Siizes oder Wohnsitzas des Anmelders, sofern (069) 305-13891
nachsishend kein Staat des Sitxes ader Wohnyitres angegeben Ist). -

Talefaxar.: (089) 357175

Aventis Pharma Deutschland GmbH

Brhningstrale 50

65928 Frankfurt Fernschreibor.:

Deutschland — Des Arralies beim AnE
Stastsangehtrigheit (Stast): Site oder Wohnsitx (Slast):

DE DE

Diese Person ist Anmelder Allp Begtim- Alln Bastimmmmpgsstasicn mit Aussahme der Nur dic Versinigien Die im Zasatefald
fiir folgende Stasten: oimgssiaxten Verciaigten Staaten von Amerika Staxien von Ameriks engegebenen Stasten

Feld Nr. 111 WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER

Name und Anschrift: (Familienname, Vorncma; bel juristischen Personen vollsindige amilichs | Disse Person ist:
Bezeichrung. Bei der Anschrift sind die Pastleitzahl urd der Nams des Stanis araugeben. Der in diesem
Feld in der Anschrift angugebene Staat ist der Stoat des Sitzes oder Wolmsitzes des Anmelders, sofern D nur Anmelder
nachstehend kein Stant des Sitzes oder Wohnyitzey angegeben lst)

D4 Anmelder und Erfinder

SCHUBERT, Gerrit nur Erfinder (Wird dieses Kasichen

Feldbergstraie 2a |:| ammuo sind die nachstehenden
65779 Kelkheim Anguben nicht ndiig)
BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND Registrienmpor. dey Anmelders beim Amt:
Stastsangehdrigkeit (Stant): Sitz oder Wohnsitz (Smat):

DE
Diese Person ist Anmelder fir Alle Bestim- Alle Bestimmungastastes mit Ausnahme ﬂ Nor die Vereinigien Die im Zustfeld
fclgende Staxten: mungesisaim der Vereinigten Staaten von Amerika £l Siasten von Amarika angrgebenen Stasten

B  weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben.
Feld Nr. 1V ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT

Die folgende Person wird hiemmit bestellt/ist bestellt worden, um fiir den (dic) Anmelder D Anwalt D gemeinsamer Vertreler
vor den 2ustindigen interntionalen Behdrden in folgender Eigenschaft 2zu handeln als;
Name und Anschrifi: (Familiername, Vorname; bel jurisiischen Personen vollsiindige amiliche Telefonnr.:
Bexeichramg. Bel der Anxchrift sind dig Postleitzahl und der Name des Staais (mg) 305-13891
ancugeben }
Aventis Pharma Deutschland GmbH Telefaxnr.: (068) 357175
Patent- und Lizenzabteilung
Industriepark Héchst, Geb. K 801 Fernschreibnr.:
65926 Frankfurt
BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND e ———rryoEy

Zuostellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und stait dessen im _ obigen Feld
~¥ _cine sperielle Zustellanschrift angegeben ist.

Form PCT/RO/101 (Blatt 1) (Janar 2004) Stiehe Annserkungen tu diesem Antragsformular
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Fortsetzung von Feld Nr. 111 WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER
Wird keines der folgenden Faider benutxi, 3o sollte dieses Blatt dem Anmrag micht beigefigt werden,

Name und Anschrifi: (Familiennane, Farname: bei juristischen Personen vollsuindige amiliche
Bereichrung Bei der Anschriff sind die Postieitrah! und der Name des Sizots anzugeben. Der in
diesem Feld in der Anschrift angegebene Swrot it der Stoat des Sitzes odsr Wahnsitses des
Anmeiders, sqfern nachsiehend kein Stant dex Sites oder Wolmsitres angeguben is1)

RIEKE-ZAPP, Joerg

Amdtstr. 50

60325 Frankfurt

BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND

Diese Person ist:
] Nur Anmelder

E Anmelder und Erfinder
I:I Nur Erfinder (wird dieses Kdsichen

Angaben nichs natig)

angekrewat, so sind die nachstehenden
Regisirierungsnr. des Anmelders beim Amt:

85928 Frankfurt

Stastsangehdrighkeit (Staat): Sitz odexr Wohnsitz (Stast):
DE
Diezs Person ist Anmelder Alle Bestim- Alle Begtimmungestesten mit Ansnalme M die Voeinigion Die im Znsstxfeld
fir folgendos Staaten: mamgssisalen der Veruinigten Stasten von Ameriks N Stasten von Amerika sngegebenen Staaien
Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bel juristischen Personen vollsiandige amiliche | Diese Person ist:
Bezsichmang. Bei der Anschrifi sind die Postleirzahi und der Name des Sicats anzugeben. Der in
diesem Feld in der Awschrifi -angegabeme Staat ist dar Sizat das Sitves oder Wohnsitzes dex D Nur Anmelder
Anmeiders, sofarn rochsiehand kein Staat dex Sitzes oder Wolvultzes angegeben ist)
KEIL, Johannes Anmelder und Erfinder
Johannesaliee 12 Nur Erfinder (wird dieses Kdstchen

I:I angekrauzi, so sind die nachstehenden
Angaben nicht ndtig)

BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND

Registricrunggnr. des Armelders beim Amt:

Staatsangehdrigkrit (Staat): Sitz oder Wohnsilx (Staat):

DE

Dieso Person ist Anmelder Alle Hestim- D Alk Bestimmungssiasicn mit Ausnalome Nur dis Verainigten Die im Zusstafeld

Tur folgende Stasten; mungssiasion der Vereimigten Stanten von Amerika Stasien von Ameriky angegobenen Staxten
Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche | Dicse Person ist
Bexeichmng. Bel der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name dex Staatly anzugeben. Der in
diesem Fold in der Anschrift angegsbene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitres dss | || Nur Anmelder
Anmalders, safern nachsrehend kein Stoal des Sitrey oder Woknsitzes angegeben ist}

KLEEMANN, Heinz-Werner Anmcider und Erfinder
MainstraBe 29 Nur Erfinder (wird dieses Kdsichen
65474 Bischofsheim D angekreuxt, so sind die nachstehenden
BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND Angaben nicht notig)
Registrierungsnr. des Anmelders beim Amt:

Stastsangeharigkeit (Staat); Sitz oder Wohnsitz (Staar):
DE
Dirse Persan ist Anmekler Allc Bestim- Allc Bestimmungastasten mit Avsnahme Nur die Vereinigten Die im Zusatxfeld
fiir folgends Stasten: mmgEstasien dex Verinigten Staxten von Amerika Stasten von Amerike angegebenen Staxten
Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen voilstndige anuliche | Diesc Person ist:
Bexsichmung. Bel der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stagtr amxugeben. Der in
diessm Feld in der Anschrift angegebena Staot isi der Swal des Simes oder Wohnsitzes des | || Nur Apmelder
Anmelde nachstehend kein Staat dex Siizes oder Wohnsitres be,
HANN:.?é';a T et emeegben is) [ Anmelder und Erfindes
1043 Treeline Drive Nur Erfinder (wird dieses Kdstchen
Allentown, Pennsylvania, 18103 (] angekresat, 0 sind die nachsichenden
VEREINIGTE STAATEN VON AMERIKA Angaben nicht notig)
Registrierungsnr. des Anmelders beim Amt:

Stastsangehdrigheit (Staat); Sitz oder Wohnsitz (Stany):
uUs
Diese Person it Anmelder Alle Begtim- D Alle Bestinmungastaaten mit Auanahme Nur die Vareinigien Dic i Zmatzfeld
fiir folgendc Stasten: mungasisaten der Vereinigian Stasten, von Amerila Stasten von Amerika ngepshenen Stasten
B Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf cinem zusttzlichen Fortsenpsblatt angegeben,
Form PCT/RQ/101 (Fortsetzungablati) (Januar 2004) Siehe Anmeriamgen 1u diesem Anragyformular
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Fortsetzung von Feld Nr. IIIl WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER
Wird keines der folgenden Felder benutzl, so sollte dieses Blait dem Antrag nicht beigefiigt werden.
Neme und Anschrifi: (Familisnname, Vorname; bei juristischen Personen vollsidnchge aruliche ) Dicse Person ist:
Bexsichmung Bei der Anschrifi sind die Pastieizahl und der Name des Staptx anzugeben Der in
diexem Feld in der Anschrift angegebene Siaat ist der Stat des Sittes-oder Wokmsitzes des D Nur Anmelder
Anmelders, sofern nachstehend kein Stani des Sitxes oder Wohnsitzes angegeben ist)
HUANG, Bao-Guo Anmelder und Erfinder
10 Shields Lane, Nur Etfinder (Mwird dieses Kdsichen
Bridgewater, New Jersey, 08807 I:l angekrevzt, so sind die nachsiehenden

VEREINIGTE STAATEN VON AMERIKA

Angaben nichl natig)

Registrierungsnr. des Anmelders beim Amt:

Staatsanpehorigheit (Staat): Sitz oder Wohnsitz (Staay):

CN N

Diese Person im Anmeldey Alle Bestim- Alle Bestimmungestaaten mit Aussabme N Nur die Vereinigten Dic ims Zussexfeld
fitr folgende Stasten: mungextasten der Vereinigten Stastes von Amaika £ Sisaten von Amerika mngegebenen Staaten

Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei jurisiischen Personen vollsiindige amtliche
Bexeichnung. Bei der Arschrift sind die Pasileitzahl und der Name das Staats anxugeben. Der in
diesem Fald in der Anschrift angegebene Sioat ist dar Stoat des Sitres oder Wohnsitres des
Anmelders, sofern nachsrehend kein Sicat des Sirxey oder Woknsitzes angegeben ist)

WU, Xiao-Dong

58 Bond St.

Bridgewater, NJ 08807

VEREINIGTE STAATEN VON AMERIKA

Diese Person ist:
D Nur Anmelder

E Anmelder und Erfinder
D Nur Erfinder (wird dieses Kdsichen

nachsizhendsn Angaben nicht nitig)

angekrewxt, so sind die
Regisirierungsnr, des Anmelders beim Amt:

[ StasteangehSrigkeit (Staat): Sitz oder Wohnsitz (Siaay):
us
Diess Person ist Anmelder Alle Botim- D Alls Bestimmungeyiasten mit Augnabme N Nur diz Veremigien Die im Zusatxfeld
fiir folgende Stuaten: mungestasten der Vereinigten Staxten von Amerika £ Smaten van Amerika mgogebenen Seanten

Name und Anschrift: (Familienname, Varname; bei juristischen Parsonen vollstAndige amiliche
Bezeichmung. Bei der Anschrifl sind die Poxsleiahl wsd der Nome das Stagts antugeben Der in
diesem Feld in der Anschrift angegebens Stant ist der Staat des Sises odar Wohnsites dey
Anmalders, sqforn nackshend kein Staat des Sitzes oder Wohnaitzes angegeben ist)

GOURAUD, Yves

Diese Person ist:
D Nur Anmelder
Anmelder und Erfinder

87 Avenue des pervenches Nur Erfinder (wird dieses Kasichen
93370 MONTFERMEIL D angekreuzt, 3o sind die nachsighanden
FRANKREICH Angaben nicht notig)

Registrierungsnr. des Anmelders beim Amt:
Staatsangehdrigkeit (Staat): Sitz oder Wohnsitz (Staal):
FR
Diese Person it Anmalder Allc Bestim- Alle Bestimmungrstasten mit Ausnabme . Nur die Vercimigten Dic im Zusatxfeld
fiar blgende Stauten: mungastasten der Vereinigton Staaten von Ainerika Stasten van Amerilka angegebenen Siasten

Neme und Anschrift: (Familisnname, Vorname; bei juristischen Personen vollsiindigs amiliche
Bezsichnung. Bei dar Anschrift sind dis Postleitahl und der Name des Staats anmugeben Der in
diesem Feld in der Anschrifi onpegebene Siaat Ist dar Stoat des Sizes odar Wohnsitxes des
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsites angegeben ist)

Diese Person ist-

D Nur Anmelder

[C] Anmelder und Erfinder

D Nur Erfinder (wird dieses Kasichen

Angaben nicht nitlg)

angekreuzt, so sind die nachstehenden
Registricrunganr. des Anmelders beim Amt;

Stastsengehfirigkeil (Staat): Sitz oder Wohnsilz (Staay):
Dizge Person int Anmelder Allc Bestim- Alle Bastimmungasinaten mit Ausnahme D Nur die Vereinigten Die i Zusatefold
for folgende Stanten: mungestanten der Vereinigten Stasten von Amerika Staaten ven Ameriks angegebencn Staalen
D Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem msatzlichen Fortsetzungsbiatt angegeben
Form PCT/RO/101 (Fortsetzungsbialr) (Januar 2004) Siehe Anmarkungen i diesem Antragsformular
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Feld Nr. V BESTIMMUNGEN

Die Einreichung dieses Anirags umfaBt gemid Regel 4.9 Absaiz a die Bestimmung aller Vertragsstaaten, fir die der PCT am
intemationalen Anmeldedatum verbindlich ist, und insoweit verfugbar, fir jede Art von Schutzrecht und sowohl fiir ein regionales als
auch fir cin netionales Patent.

Dennoch wird
D DE Deutschland nicht fir cin nationales Schutzrecht bestimmt
[] KR Republik Korea nicht fir cin nationales Schutzrecht bestimmt

[] RU Russische Foderation nicht for cin nationales Schutzrecht bestimmt

(Obenstehende Kasichen kdnnen angekreuzt werden, um die betreffenden Bestimmungen (unwiderryflich) auszuschliefen, um ru
vermeiden daf eine frihere nationale Anmeldung, deren Prioritas beansprucht wird, nach nationalem Recht ihre Wirkung verliert. Siche
die Anmerkungen zu Feld Nr. V fir die Folgen soicher nationalen Rechtsvorschriften in diesen und bestimmien anderen Siaaten).

Feld Nr. VI  PRIORITATSANSPRUCH
Die Priaritit der folgenden fritheren Anmeldung(en) wird hiemmit in Anspruch genommen:

Anmeldedsturn Aktenzeichen .
der fraheren Anmeldung der Anmetdung Ist der frohere Anmeldung eine:
(Tag/MonailJahr) nationale Anmeldung: | regionale Anmeldung:* intenationale Anmeldung:
Stant regionales Amt Anmeldeamt
ern(1)
2. December 2003 10356717.8 DE
02.12.2003)
ltem(2) |
Itam({3)

[0 Weitere Priorittitsanspriiche sind im Zusatzfeld angegeben.

Das Anmcldeamt wird ersucht, cine beglaubigtc Abschrift der oben bezeichneten friheren Anmekdimg(en) zu ersicllen und dom internationalen Boro zu
bermitteln (mer folls die frahere Anmeidungfen) bei dem Amt eingereicht worden Ist (xind), das fir die 2wecke dieser Internationalen Anmelding
Anmeldeamt ist):

(] stmtiche [ ] zeite(r) [ zeile @) [ zeile [ wWeitere, siche Zusatzfeld

en
* Falls es sich bei der friheren Anmeldung um eine ARIPO-Anmeldung handelt, geben Sie mindestens einen Staat an, der Miigliedstoat
der Pariser Verbandsibereinkunft zum Schutz des gewerblichen Elgentumsoder Mitglied der Welthandelsorganisation ist und fir den

oder das die Eﬁen Anmeldung eingereicht wurde:
Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE

.Wah! der internationalen RecherchenbehBrae (ISA) (falls awel oder mehr als swel Iniernationale Recherchenbehdrden fir die Arfihrung der
internationalen Recherchexwstdndig sind, geben Sie die von Jhnen gewahlia Behdrde an; der Zweibuchstzban-Code kann bermutxt werden):

Autrag auf Nutamng der Ergebalsse elner friiberen Recherche; Bexugnshme sul diese frihere Recherche (flly aine frihers Recherche bei der imernationaien
Recherchenbehdrdebecnirags oder von ihr durchgefihre worden ing):
Datum (Tag/Monat'Jahr): Akienzeichen: Stant{oder regionaler Ami):

Feld Nr. VIII. ERKLARUNGEN

Die Felder VIII (i) bis (v) emhalten die folgenden Eridfirungen (Krewzen Sie unten dic entsprechenden Anzahl der
Kaisichen an und geben Sic in der rechien Spalte for jede Erklanmg deren Anzahl an) : Erklirungen
D Feld Nr. VIII (i) Exrklarung hinsichilich der Identititt des Exfinders
D Feld Nr. VIII (ii) Erkisrung hinsichtich der Berechtigung des Anmelders, zum Zeitpunkt des
intemstionalen Anmeldedatuma, ein Patent 2u beantragen und 21 erhalten
D Feld Nr. VIII (jii) Erklarung hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, zum Zeitpunkt des
inlemnationalen Anmeldedatums, die Prioritit ciner friheren Anmeldung zu
beanspruchen
D Feld Nr. VIII {iv) Erfindererkifrung (nur im Hinblick suf die Bestimmung der Vercinigten
Stanien von Amerika)
I:I Feld Nr. VIII (v) Exkltrung hinsichtlich unschadlicher Offenbanmgen oder Ausnahmen von der
Neuheitgschidlichkeit

Form PCT/RO/101 (Blatt 2) (Januar 2004) Sishe Anmerkungen ru diesem Antragsformular
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Feld Nr. IX KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE

Diese intemationale Armeldung enthilt: Dieser internationalen Anmeldung liegen die folgenden Anzahl
Anxshl Unterlagen bei (Areuzen Sie die en nden Kdsichen
{a) =zufPapler, dic folgende Anzah! Blater: an undf!ben Ste in der rechter: Spalie jewails dis Anxahl
Erklanungsblaticr): . 5 LIX] Blat fir dic GebOhrearechnung
Beschreibung (ohne 2[] Original ciner gesonderten Vollmacht
Sequenzprotakollanteil): : 65 30 Original ciner allgemeinen Voltmacht
Anspriiche: 113 4. Kopic der sllgemeinen Vollmacht; Akienzeichen (falls
Zugammen(assung; 1 vorhanden:
Zeichnungen: ] 57] Begrtndung fir das Fehlen ciner Unierachrift
—=————— 64 Priori in Feld Nr. VI &
Teilanzahl: - 74 m& :Enmbmu%w:‘ﬂ _
Sequenzprotokoll . T.S Mnﬁ ﬂ.‘:ilr= imernationalen Anmeldung in die
Dicsbeziigliche Tabellen H B, Gesonderie Angaben zu hinteriegten Mikroorganismen
suf Papier eingercicht wird, 9.1 Sequenzprotokolie in computerlesbarer Form
s e et gnﬁd Kopi :::wlieﬂlid: fur die Zwecke der intemational
auch in computer- lesharer Form L ie : T en
cingereicht wird; siche unter (c)) Recherche nach R:gdldl 3ter (und nicht als Teil der
Gesamtanzahl: 1 T4 i) O (mur § mr.ﬂf i ﬂ? In der linken Spalte
O g wory sttt Kepie cnsen e
\ﬂ’) [] ausschiietich in compateriesbarer soweit zutreffend, ciner Kopic fiir die Zweeke der
Form (Abschnin 801 (2)(D) 0 internationalen Recherche :::h ;:Ig:l 13113 .
. " . " ar e
23) B Ehms!im 1I'|:b=|l - it dm ek Syl i
l en O Sequenzprotaknllen Idlnl.ll.d'l ist (sind) .
(© [Davehin computerlesbarer Form 10.L_] Tabellen in computeriesbarer Form im Zusammenhang mit
i 85 1) S (v o D)
@) [J Sequemzprotakolle Recherche nach Abschnit anz%b-q:)m) (und nicht als
(i) (] diesbezngliche Tabellen i intemnatioaalen Anmeldun
Art und Anzahl der Datentriger (Diskette, CD- @ [ mﬂfm%£@£ﬁm ~y
ROM, CD-R oder sonstige) suf denen sich befinden soweit zutreffend, einer Kopie fir die Zwecke der
(O Sequenzprotokalle: i O im:mnimlgt. Recherehe nach Abechit Sa2(-qune)
ammen chender Erklimng, ic
O] diesbezsgtiche Tabellen: ‘“" Kopicl) i d s dr aken Splc sgtiren
(rusdexliche eingeraichia Kopien unter Punks 9(il) Tabellen identisch ist (sind)
snc/oder 10(ii) in der rechten Spalte angeben) 11.0] Sonstige feinmein ayffthren):
Abbildung der Zeichnuogen, dic mit der Sprache, in der die
Zusammenfassung vesdffentlicht werden soll (Nr) : imemationale Anmeldung
cingereicht wird: deuisch

Feld Nr. X UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS
Der Name jeder unterseichnenden Person ist neben der Unterschrift xu wiederholen, und es ist arcugeben, sofern sick dies nicht eindeutlg aus dem Antrag
argiby, in welcher Eigenschafl die Person unterzeichnel.

Aventis Pharr_na Deutschland GmbH

:I' ";r‘l:( ,!_a‘i&n\ i, N Hf—'-\-&\

Dr. Weln Dr. Kujath
Vom Anmcldeamt auszuftillen

1. Dl.l:l.lm de: tatsichlichen Eingangs dieser 2. Zeichnungen

intemutionalen Anmeldung: 1 9 NUV Zﬂﬂ’n /! 9- ." M\ D eingegangen:
3, Gelndertes Eingangsdatum aufgnmd nachtraglich, jedoch - /

fristgerecht eingegangener Unterlapen oder Zeichnungen el .

zur Vervollstandigung dieser intenationalen Anmeldung: . [ nicht ein-

BegAngen:

4. Detum des frisigerechten Eingangs der angeforderten

Richtigsiellungen nach Astikel 11(2) PCT:
5. Inernationsle Recherchenbeharde  |SA/ 6] Obermitlung des Recherchenexemplars bis zur

(falls zwei oder mehr zustandig sind): Zahlung der Recherchengebohr sufgeschoben

Vom Anmeldcamt auszuftillen |
Datumn des Eingangy des Aktenexemplars
beim Internationalen Boiro:
" Form PCT/RO/I0] (Ictzies Biatt) (Jamuar 2004) Siehe Anmerkzungen 1y diesem Aniragyformular

’.;ut')



PCT/EP2004/013153

PATENT COOPERATION TREATY 19
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To:
NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE SANOFI-AVENTIS DEUTSCHLAND GMBH
Patent- und Lizenzabteilung
(PCT Rule 92bis.1 and o ____Industriapark Hdchst, Geb. K 801
Administrative Instructions, Sec i3 Denrisf-niarki rankfurt
[Petentatinkng K80)  Germahy

Date of mailing (day/monthiyear) Yerg— S¢d

12 December 2005 (12.12.2005} | gy, . 21 Ded Lzpag
Applicant’'s or agent’s file raference

DEAV2003/0084 Owy. IMPORTANT NOTIFICATION

O on

international application No. Vart. wie . ey bRt filing dete (day/month/yesr)

PCT/EP2004/013153 19 November 2004 {19.11.2004)
1. The following indlcations appeared on record conceming:

I:)ﬂ the applicant I:I the Inventor D the agent D tha common reprasamntative
Name and Address “State of Natlonality State of Residence
S\{lEuTlstPHAR%A DEUTSCHLAND GMBH DE DE
rliningstrasse Telephone No.
?iisr?nsanr:nk'urt 069 7 305-13891
Facsimile No.
069 /356-7175
 Teloprinter No,

2. The Iinternational Bureau hereby notifles the applicant that the following change has been recorded concerning:

D the person [Z] the name D the address D the nationality D the residence

Name and Addrass State of Natonality State of Residence
SANOFI-AVENTIS DEUTSCHLAND GMBH | DE DE
B pingsirasse, 0
Germany . 069 / 305-13891
Facsimile No.
069 /35-7175
-'T"EITprinter No.

3. Further observations, f neceasary:

The above change is to be recorded also in respect of the address for commespondence, as
indicated in the addressee box at the top of this form

4. A oopy of this notlflcation has besn sent to:

E the receiving Office E] the designated Offices concarned
D the International Searching Authority D the elacted Offices concerned
D the International Prefiminary Examining Authority D othar:
The | ational Bureau of WIPO Authorized offlcer
34, chamin des Colombettes V. BLANC
1211 Genava 20, Switzeriand
Facsimlie No. {41-22) 338.80.70 Telephone No. (41-22) 338 8668

Form PCT/B/308 (March 1994) ooseeess7



L c? 16
PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP04/013153
From the INTERNATIONAL BUREAU SVD
PCT B
NOTIFICATION CONCERNING
AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Patent- und Lizerzabtelung
OF PRIORITY DOCUMENT Industriepark Hochet, Geb, K 801
65826 Frankfurt
(PCT Administrative Instructions, Section 411) ALLEMAGNE
Date of mailing (day/manth/pear)
28 January 2005 (28.01.2005)
A"""‘B"‘E:V;’o'g‘a%ﬂ' reference IMPORTANT NOTIFICATION
Intcmational epplication No. International filing date (dawmonth/year)
PCT/EP04/013153 v (g 18 November 2004 (19.11.2004)
Intcrnational publication date (dawmonthAear) Pricrity date (daymonth/year)
02 December 2003 {02.12.2003)

Applicant

AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH et al

1.

By means of this Form, which replaces any previously issued notifieation conceming submission or transmittal of
documents, the applicani is hereby notified of the date of receipt by the International Buresu of the priority document(s) rell'un; fo
all carlier application(s) whose priogity in claimed. Unless otherwise indicated by the letters “NR”, in the right-hand column or by an
asterisk appearing next 1o a date of receipt, the priosity documenti concemecd was submitied or imnsmitied (o the Intemnational
Bureau in compliance with Rule 17.1(a) or (b).

(If applicable) The letters "NR™ appearing in the right-hand column denote a priority document which,

nn the date_of meiling of
lh'l:.l.'nm. had not yet been received by the International Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Where, under Rule 17.1(a), the

pricrity document must be submitied by the applicant to the receiving Office or the Internalional Burcau, but the applicant fails 1o
submit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the attentlon of the applicant is directed to Rule
17.1{c) which provides that no designated Officc may disregard the priority clain concemed 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.

(U appiicable)An asterisk (*) appearing next to a date of reoeipt, in the right-hand column, denotes a priority document
submitted or transmitted to the Internations]l Buresu but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) (the priodty document
was received afler the time limit prescribed in Rule 17.1(a) or the requesi io prepare and iranamit the priority document was
submitted to the rceeiving Office after the spplicable time limil under Rule 17.1{b)). Even though the priority document was not
fumished in compliance with Rule 17.1(s) or (b), the Intemational Bureau will nevertheless transmit a copy of the document to the
designated Offices, for their congideration. In case such a copy is not accepied by the designated Office as the priority document,
Rule 17.1(c) provides that no designated Officc may disregard the priority claim concemed before giving the applicant an
opporiunity, upon cniry info the national phase, to fumish the priority document within a time limit which is reasonable under the
circumsiances.

Pricsity_d Priority snalication No. - sl Off Dae of e
or PCT receiving Office of pricwity_document
02 December 2003 (02.12.2003) 103 56 717.8 DE 18 January 2005 (18.01,2005)
The Internationsl Bureau of WIPO Authorized officer
i %T&."‘i‘f?&-’.‘é.ﬂm Konig Elisabeth

Fecsimile No. +41 22 338 89 70

Facsimile No. +41 22 740 14 35 Telephone No. +41 22 338 8748

Form PCT/AB/A04 (Jarmary 2004)
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Feq 2005.05.59 3;-0;' -00000-a000

- m b
Ere 120 N ENTEIVY 0% 21 NuECREACINES
ACE 411 pPeEgE ACI0MAL

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propledad Industrial
Dlvislép de Nuevas Creaclones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
USUARIO RADICADOR ’

PATENTE DE INVENCION (, MODELO DE UTILIDAD { ) () ()
~Indicaclén de que sa solicita la conceslén de una patente. / ( ) ' ().
-Datos de Identificacién del solicitants o de la persona que u/

presenta [a sollcitud. / () ()
-Descripcion de la Invenclén, () ()
-Dibujos de ser estos peltlnantu.w () ()
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas () ()
COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( ) ' ( ) ()
DISENO INDUSTRIAL  { )

<indicacién de que se sollcita el reglstro de Disefio Industrial. ( ) ()
-Datos de Identificacidn del solicitante o de Ia persona que se

presenta la sollcitud. _ () {)
-Representaclén grifica y fotogrifica del Disedio Industrial o muestra

del Materlal que Incorpora el disefic. { ) ()
-Comprobante de Pago de las tasas establecldas. () ()
COMPLETA { ) INCOMPLETA { ) () ~ { ) —
ESQUEMA DE TRAZADO ({ )

-indicaclén de que se solicita el rogls;ro de Disefio Industrial. ( ) ()
-Datos de Identificacién del solicitante o de Ia persona que se

presenta Ia sollcitud. (") ()
-Represantacion grifica del Esquema Trazado. . () ()
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas. () { )
COMPLETA () ()
Flrma Reaponsable:

Facha:




REPUBLICA DE COLOMBIA \ ?
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO \

Bogota,
2020

Doctoria)

PATINO LEYVA LUIB

Apoderado{a) y/o Representante de
SANOFI AVENTIS DEUTSCHLAND GMBH

REFERENCIA Radicacisn No. 6 51702
Solicitud internacional EP2004/013153
Fecha inicic fase naciomal 03/07/2006

Trémitce 11

Evento 378

Actuacién 430

Oficic No. w' . a 8798

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la DeclgiSn 486 de la ComisiSn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratadoe de
Cooperacifn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del
derechoc a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisibn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha da
notificaclén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perder& su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALTX CARMENZA SPEDES DE VERGEL
Jefe de la diyisién de Nuevas Creaclones

requerimiento fue notificado por fljaclém en lista de



