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Beschreibung
ALLGEMEINER STAND DER TECHNIK
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Serie von Indol-Derivaten. Spezifischer, die vorliegende Erfin-
dung betrifft eine Serie von substituierten 3-Aminoindolcarbonsaure-Derivaten. Die Ausgangsverbindungen
sind in der Lage, T-Helferzellen (Th) zu modulieren, somit die Transkription der Interleukin-4 (IL-4) Boten, die
IL-4-Freisetzung oder die IL-4 Produktion kontrollieren und dadurch eine grolRe Vielseitigkeit an therapeuti-
schem Nutzen aufweisen.

Beschreibung des Standes der Technik

[0002] Es istallgemein bekannt, dass Lymphozyten, die in dem Knochenmark produziert werden, eine Klasse
von Zellen sind, die das Immunsystem kontrollieren. Es ist ebenfalls auf dem Fachgebiet bekannt, dass eine
Klasse von Lymphozyten, bekannt als T-Zellen, die im Thymus erzogen werden, weiter unterteilt werden in
T-Helferzellen, welche die Reaktionen von anderen weilden Blutzellen, wie zum Beispiel Makrophagen oder
B-Zellen, durch Sezernieren einer Vielfalt von lokalen Mediatoren, Lymphokinen, Interleukinen und/oder Cyto-
kinen verstarken oder aktivieren. Innerhalb dieser Klasse von T-Zellen gibt es zwei T-Zell-Untergruppen, nor-
malerweise als Th1- und Th2-Zellen bezeichnet, die sich durch die Ausstattung an Cytokingenen unterschei-
den, die von jedem Zelltyp exprimiert werden und jede Zelle scheint in unterschiedlichen Typen der Immunant-
worten eingebunden zu sein.

[0003] Wenn sie nicht kontrolliert werden, sind Th1-Zellen mit der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen
verwickelt, wie Typ-1 Diabetes, rheumatoide Arthritis und Multiple Sklerose (MS). Ebenfalls ist es bekannt,
dass Th2-Zellen wichtig sind fir die Ausrottung von Helminthen und anderen extrazellularen Parasiten und in
allergischen und atopischen Reaktionen involviert sind. Cytokine, die durch die Th2-Zellen produziert werden,
kénnen eine Hyperreaktivitat der Atemwege sowie eine Produktion von IgE induzieren. Die Th2-Zellen expri-
mieren die Cytokine IL-4, IL-5 und IL-13 und kénnen Mastzellen und Eosinophile aktivieren. Th2-Zellen stimu-
lieren B-Zellen zu proliferieren und Antikdrper effektiv zu sezernieren (humorale Immunitat).

[0004] IL-4 ist ein pleiotropes Typ-I Cytokin, was durch Th2-Zellen, Basophile und Mastzellen als Reaktion
auf Rezeptor-vermittelte Aktivierungsereignisse produziert wird. IL-4 wird auch durch eine spezialisierte Unter-
gruppe von T-Zellen produziert, von denen einige NK 1,1 exprimieren und spezifische fur CD-1 zu sein schei-
nen (NK T-Zellen), Yoshimoto, T., et al., Science (1995) 270: 1845-1847. Von T-Zellen ist berichtet worden,
dass sie IL-4 produzieren und, dass Mause, denen diese Zellen fehlen, es nicht fertig bringen, eine IL-4-ab-
hangige Atemwegssensibilitdt nach Immunisierung mit Ovalbumin in Alaun zu entwickeln. Fur Eosinophile ist
ebenfalls berichtet worden, dass sie in der Lage sind, IL-4 zu produzieren.

[0005] IL-4 spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der Differenzierung von antigen-stimulierten naiven
T-Zellen. IL-4 veranlasst solche Zellen, sich zu Zellen zu entwickeln, die zu der Produktion von IL-4 und einer
Reihe von anderen Cytokinen einschlie3lich IL-5, IL-10 und IL-13 in der Lage sind (d. h. Th2-artige Zellen). IL-4
unterdriickt wirksam das Auftreten von IFN-y-produzierenden CD4* T-Zellen, z. B. T, 1-Zellen. Eine zweite
Funktion mit gréRerer physiologischer Bedeutung von IL-4 ist die Kontrolle der Spezifitat des Wechsels der Im-
munglobulinklassen. IL-4 bestimmt, dass menschliche B-Zellen zu der Expression von IgE und IgG4 wechseln
und die B-Zellen der Mause zu IgE und IgG1. In IL-4- und IL-4-Rezeptor Knockout-Mausen sowie in Mausen,
denen ein prinzipielles Substrat von dem IL-4-Rezeptor, Stat-6, fehlt, ist die IgE-Produktion mit einem Faktor
von 100-fach oder mehr verringert. IL-4-Rezeptor Knockout-Mause und Stat-6 Knockout-Mause wiesen eben-
falls einen Mangel in der Entwicklung von IL-4 produzierenden T-Zellen in Mausen auf, die mit dem helminthi-
schen Parasiten Nippostrongylus brasiliensis infiziert waren. Diese physiologischen Funktionen von IL-4 geben
ihm eine Giberragende Rolle in der Regulation von allergischen Bedingungen; es spielt auch eine gréRere Rolle
in der Entwicklung von schutzenden Immunantworten auf Helminthen und andere extrazellulare Parasiten. In
experimentellen und klinischen Situationen scheint IL-4 in der Lage zu sein, die Wirkungen der gewebezersto-
renden Autoimmunitat zu verbessern.

[0006] Demzufolge ist es eine Aufgabe von dieser Erfindung eine Serie von Verbindungen bereitzustellen, die
in der Behandlung von einer groRen Vielzahl von Krankheitsstadien nutzlich sind, die durch ein Ungleichge-
wicht der Th1-/Th2-Zellen verursacht werden. Solche Krankheitsstadien beinhalten, sind aber nicht darauf be-
schrankt, Allergie, Asthma, Rhinitis, Dermatitis, B-Zell-Lymphome, Tumore und Erkrankungen, die mit bakteri-
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ellen Infektionen, Rhinovirus- oder Respiratorischer Syncitium-Virus-(RSV) Infektionen verbunden sind.

[0007] Es ist auch eine Aufgabe von dieser Erfindung, Verbindungen bereitzustellen, die in der Lage sind,
T-Helferzellen (Th-Zellen) Th1/Th2 zu modulieren, und dadurch die Anzahl der Th2-Zellen in Bezug auf die
Th1-Zellen zu vermindern.

[0008] Es ist weiterhin eine Aufgabe von dieser Erfindung, Verbindungen bereitzustellen, die in der Lage sind,
die Transkription von Interleukin-4 (IL-4) Boten, die IL-4-Freisetzung oder die IL-4 Produktion zu inhibieren.

[0009] Schliellich ist es eine Aufgabe von dieser Erfindung, Verbindungen bereitzustellen, welches Indol-De-
rivate sind, die alle hierin vorangehend beschriebenen Aufgaben befriedigen.

[0010] Andere Aufgaben und der weitere Bereich von der Anwendbarkeit von der vorliegenden Erfindung
werden aus der detaillierten Beschreibung, die folgt, offensichtlich.

[0011] WO 00/46199 offenbart 3-substituierte Amino-1H-indol-2-carbonsaure-Derivate als entziindungshem-
mende Wirkstoffe, die fiir die Behandlung von Asthma, Psoriasis und hypersensibler Reaktionen der Haut nitz-
lich sind. EP-B-0 186 367 offenbart 2-Carboxamidotetrazol-substituierte Indol-Derivate als nutzliche entziin-
dungshemmende Wirkstoffe fur die Behandlung von z. B. Dermatitis, Asthma und Rhinitis.

KURZDARSTELLUNG DER ERFINDUNG

[0012] Demzufolge wird gemaf der Praxis dieser Erfindung eine Verbindung der Formel (1) bereitgestellt:

R‘!
\
X N-R,
A\ OR,
Z
Y O

wobei

XundY gleich oder unterschiedlich sind und unabhéngig ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Ha-
logen, Amino, Hydroxy, C, 5-Alkoxy, C, s-Perfluoralkoxy und Phenyl, wobei Phenyl wahlweise substituiert ist mit
ein oder zwei Substituenten, die unabhangig ausgewahlt sind aus C, 5-Alkyl, C, .-Perfluoralkyl, Halogen, Hy-
droxy oder C, s-Perfluoralkyl oder C, ;-Perfluoralkoxy;

Z fur N-R steht, wobei R ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff, C, -Alkyl und C, o-Alkyl-
carbonyl;

R, fir Wasserstoff steht;

~N
S
steht;
R, fir C, s-Alkyl steht;

oder ein pharmazeutisch unbedenkliches Salz davon.

[0013] In einem weiteren Aspekt von dieser Erfindung sind verschiedenartige Prozesse, die zur Herstellung
einer Vielzahl von Verbindungen dieser Erfindung verwendet wurden, ebenfalls offenbart und beansprucht.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0014] Fig. 1 ist ein Sdulendiagramm, dass die Wirkungen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure
(Beispiel 28) auf die Cytokine der bronchoalveolaren Waschfliissigkeit (BALF) und die Lungenentziindung in

M&usen zeigt.

[0015] Fig. 2 ist ein Sdulendiagramm, dass die Inhibierung der Allergen-induzierten Lungenentziindung in der
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Ratte durch 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) darstellt.

[0016] Fig. 3A ist ein Diagramm, dass die Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Bei-
spiel 28) auf die Antigen-induzierten frihen und spaten Bronchialantworten darstellt.

[0017] Fig. 3B ist ein Sdulendiagramm, dass die Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure
(Beispiel 28) (3 mg/kg) auf die Atemwegsreaktionen nach der Belastung darstellt.

[0018] Fig. 4 ist eine Auflistung von der Sequenz, SEQ ID NO:1, einem 6,7 kb Fragment, das die Nukleotide
—-6635 bis +66 des Promotors des menschlichen IL-4 Gens umfasst.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0019] Die Bezeichnungen, wie hierin verwendet, besitzen folgende Bedeutung:

Wie hierin verwendet, schlie3t der Ausdruck ,C, ;-Alkyl" Methyl- und Ethylgruppen und geradkettige oder ver-
zweigte Propyl-, Butyl-, Pentyl- und Hexyl-Gruppen ein. Besondere Alkylgruppen sind Methyl, Ethyl, n-Propyl,
Isopropyl, n-Butyl, Isobutyl, tert-Butyl und Amyl. Hergeleitete Ausdriicke wie zum Beispiel "C,s-Alkoxy",
"C,s-Alkoxy-C, s-alkyl", "Hydroxy-C, s-alkyl", "C, s-Alkylcarbonyl", "C, ,-Alkoxycarbonyl-C, s-alkyl", "C, ;-Alkoxy-
carbonyl", "Amino-C, s-alkyl", "C, s-Alkylcarbamoyl-C, ;-alkyl", "C, ;-Dialkylcarbamoyl-C, ;-alkyl", "Mono- oder
Di-C, ¢-Alkylamino-C, s-alkyl", "Amino-C, s-alkylcarbonyl" "Diphenyl-C, ;-alkyl", "Phenyl-C, ;-alkyl", "Phenylcar-
boyl-C, ¢-alkyl" und "Phenoxy-C, s-alkyl" sind entsprechend auszulegen.

[0020] Wie hierin verwendet, schliefit der Ausdruck ,C, ,-Alkenyl" Ethenyl und geradkettige oder verzweigte
Propenyl-, Butenyl-, Pentenyl- und Hexenyl-Gruppen ein. Ahnlich schliet der Ausdruck ,C, ;-Alkinyl" Ethinyl
und Propinyl und geradkettige oder verzweigte Butinyl-, Pentinyl- und Hexinyl-Gruppen ein.

[0021] Wie hierin verwendet, bedeutet der Ausdruck ,C, s-Perfluoralkyl”, dass alle Wasserstoffatome in der
Alkylgruppe durch Fluoratome ersetzt sind. Veranschaulichende Beispiele schlieRen Trifluormethyl und Pen-
tafluorethyl und geradkettige oder verzweigte Heptafluorpropyl-, Nonafluorbutyl-, Undecafluorpentyl- und Tri-
decafluorhexyl-Gruppen ein. Der abgeleitete Ausdruck "C, s-Perfluoralkoxy" ist entsprechend auszulegen.

[0022] Wie hierin verwendet, bedeutet der Ausdruck "C, 4-Cycloalkyl" Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl,
Cyclohexyl, Cycloheptyl und Cyclooctyl.

[0023] Wie hierin verwendet, bedeutet der Ausdruck "C, ,-Cycloalkyl-C, ;-alkyl", dass das wie hierin definierte
C,4-Cycloalkyl ferner an C, ;-Alkyl, wie hierin definiert, angehangt ist. Représentative Beispiele schliellen Cy-
clopropylmethyl, 1-Cyclobutylethyl, 2-Cyclopentylpropyl, Cyclohexylmethyl, 2-Cycloheptylethyl und 2-Cyclooc-
tylbutyl und dergleichen ein.

[0024] Wie hierin verwendet, soll der Ausdruck "C,s-Acyl" dieselbe Bedeutung besitzen wie "C, ;-Alkanoyl!",
was strukturell auch als ,R-CO-" Gruppe reprasentiert werden kann, wobei R ein wie hierin definiertes C, s-Alkyl
bedeutet. Zusatzlich soll "C, s-Alkylcarbonyl" dasselbe bedeuten wie C, -Acyl. Spezifisch soll "C, ;-Acyl" For-
myl, Acetyl oder Ethanoyl, Propanoyl, n-Butanoyl usw. bedeuten. Abgeleitete Ausdriicke wie zum Beispiel
"C,.s-Acyloxymethyl" und "C, ,-Acyloxyalky!" sind entsprechend auszulegen.

[0025] ,CsA" bedeutet Cyclosporin A.

[0026] ,Halogen" oder ,Halo" bedeutet Chlor, Fluor, Brom und lod.

[0027] ,IL" bedeutet Interleukin.

[0028] ,Luc" bedeutet Luciferase.

[0029] Wie hierin verwendet, ist fiir die verschiedenen Formen von dem Begriff ,Modulation" beabsichtigt, Sti-
mulation (z. B. Verstarkung oder Hochregulation einer bestimmten Reaktion oder Aktivitat) und Inhibierung (z.

B. Abnahme oder Herunterregulation einer Reaktion oder Aktivitat) einzuschlief3en.

[0030] Wie hierin verwendet, bedeutet ,Patient" ein warmblitiges Tier, wie zum Beispiel Ratten, Mause, Hun-
de, Katzen, Meerschweinchen und Primaten wie Menschen.
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[0031] Wie hierin verwendet, bedeutet der Ausdruck ,pharmazeutisch unbedenklicher Trager" ein nicht-toxi-
sches Losemittel, Dispersionsmittel, Hilfsstoff, Adjuvant oder ein anderes Material, das mit der Verbindung der
vorliegenden Erfindung gemischt wird, um die Bildung von einer pharmazeutischen Zusammensetzung zu er-
moglichen, d. h. einer Dosierungsform, die geeignet ist, an den Patienten verabreicht zu werden. Ein Beispiel
fiir solch einen Trager ist ein pharmazeutisch unbedenkliches O, das typischerweise fiir die parenterale Ver-
abreichung verwendet wird.

[0032] Die Bezeichnung ,pharmazeutisch unbedenkliches Salz" bedeutet, wie hierin verwendet, dass die Sal-
ze von den Verbindungen der vorliegenden Erfindung in der Herstellung von Arzneimitteln verwendet werden
kénnen. Andere Salze kénnen jedoch verwendbar sein in der Herstellung von den Verbindungen gemaf der
Erfindung oder von ihren pharmazeutisch unbedenklichen Salzen. Geeignete pharmazeutisch unbedenkliche
Salze von den Verbindungen der Erfindung schlieBen saure Additionssalze ein, die zum Beispiel durch Mi-
schen einer Lésung von der Verbindung gemaf der Erfindung mit einer Lésung von einer pharmazeutisch un-
bedenklichen Saure wie Salzsaure, Bromwasserstoffsaure, Schwefelsaure, Methansulfonsaure, 2-Hydroxye-
thansulfonsaure, p-Toluolsulfonsdure, Fumarsaure, Maleinsaure, Hydroxymaleinsaure, Apfelsaure, Ascorbin-
saure, Bernsteinsaure, Glutarsaure, Essigsaure, Salicylsdure, Zimtsaure, 2-Phenoxybenzoesaure, Hydroxy-
benzoesaure, Phenylessigsaure, Benzoesaure, Oxalsaure, Citronensaure, Weinsaure, Glycolsaure, Milchsau-
re, Brenztraubensaure, Malonsaure, Carbonsaure oder Phosphorsaure gebildet werden kénnen. Die sauren
Metallsalze wie zum Beispiel Natriummonohydrogen-Orthophosphat und Kaliumhydrogensulfat kdnnen auch
gebildet werden. Ebenfalls sind die derart geformten Salze entweder als Mono- oder Di-Sauresalze vorhanden
und kénnen entweder hydratisiert oder grundsatzlich unhydratisiert existieren. Weiterhin kénnen, wo die Ver-
bindungen der Erfindung einen sauren Rest tragen, geeignete pharmazeutisch unbedenkliche Salze davon Al-
kalimetallsalze, z. B. Natrium- oder Kalium-Salze, Alkalierdmetall-Salze, z. B. Calcium- oder Magnesium-Salze
und Salze, die mit geeigneten organischen Liganden gebildet werden, z. B. quaterndre Ammoniumsalze, ein-
schlielRen.

[0033] Der Ausdruck ,Stereoisomere" ist eine allgemeine Bezeichnung fiir alle Isomere von den individuellen
Molekilen, die sich nur in der Orientierung ihrer Atome im Raum unterscheiden. Typischerweise schlief3t er
Spiegelbildisomere ein, die gewdhnlich aufgrund von mindestens einem asymmetrischen Zentrum gebildet
werden (Enantiomere). Wo die Verbindungen gemaf der Erfindung zwei oder mehr asymmetrische Zentren
besitzen, kdnnen sie zusatzlich als Diastereoisomere existieren, auch bestimmte einzelne Molekile kénnen
als geometrische Isomere (cis/trans-) existieren. Es ist zu verstehen, dass alle solchen Isomere und Mischun-
gen in irgendeinem Verhaltnis davon innerhalb des Anwendungsbereiches der vorliegenden Erfindung einge-
schlossen sind.

[0034] ,Substituiert" bedeutet substituiert durch 1 bis 2 Substituenten, die unabhangig aus der Gruppe beste-
hend aus C, ;-Alkyl, C, ;-Perfluoralkyl, Hydroxy, -CO,H, einem Ester, einem Amid, C,-C,-Alkoxy, C,-C,-Perflu-
oralkoxy, -NH,, Cl, Br, |, F, -NH-niederes Alkyl und -N(niederes Alkyl), ausgewahlt wurden.

[0035] ,Therapeutisch wirksame Menge" bedeutet eine Menge von der Verbindung, welche in der Behand-
lung der genannten Krankheit oder der Erkrankung wirksam ist.

[0036] Wie in den Beispielen und Praparationen, die folgen, verwendet, sollen die dort verwendeten Bezeich-
nungen die angegebene Bedeutung besitzen. "kg" bedeutet Kilogramm, "g" bedeutet Gramm, "mg" bedeutet
Milligramm, "ug" bedeutet Mikrogramm, "pg" bedeutet Pikogramm, "mol" bedeutet Mol, "mmol" bedeutet Milli-
mol, "nmol" bedeutet Nanomol, "L" bedeutet Liter, "'mL" oder "ml" bedeutet Milliliter, "uL" bedeutet Mikroliter,
"°C" bedeutet Grad Celsius, "R/" bedeutet Retentionsfaktor, "mp" oder "m.p." bedeuten Schmelzpunkt, "dec"
bedeutet Zerfall, "bp" oder "b.p." bedeutet Siedepunkt, "mm Hg" bedeutet Druck in Millimeter Quecksilber, "cm"
bedeutet Zentimeter, "nm" bedeutet Nanometer, "[a]?’," bedeutet spezifische Rotation der D-Linie von Natrium
bei 20°C, erhalten in einer 1-Dezimeter Zelle, "c" bedeutet Konzentration in g/mL, "THF" bedeutet Tetrahydro-
furan, "DMF" bedeutet Dimethylformamid, "NMP" bedeutet 1-Methyl-2-pyrrolidinon, "Salzlake" bedeutet eine
gesattigte wassrige Natriumchlorid-Lésung, "M" bedeutet Molar, "mM" bedeutet Millimolar, "uM" bedeutet Mi-
kromolar, "nM" bedeutet Nanomolar, "TLC" bedeutet Dinnschicht-Chromatographie, "HPLC" bedeutet Hoch-
druck-Flussigkeitschromatographie, "HRMS" bedeutet Hochauflésungs-Massenspektrum, "Ib" bedeutet
Pfund, "gal" bedeutet Gallone, "L.O.D." bedeutet Verlust bei Trocknen, "uCi" bedeutet Mikrocurie, "i.p." bedeu-
tet intraperitoneal, "i.v." bedeutet intravends.

[0037] In einem Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine Serie von Verbindungen bereitgestellt, die als

Prodrugs (d. h. R, bedeutet etwas anderes als Wasserstoff in der Verbindung von Formel (I) und den folgenden
Definitionen) wirksam sind. Die Prodrugs dieser Erfindung sind im Allgemeinen Ester von der aktiven Verbin-
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dung. Diese Prodrugs bieten einen Zugang zu verbesserter Arzneimittelwirksamkeit. Im Allgemeinen werden
die Prodrugs dieser Erfindung zu dem aktiven Ausgangs-Arzneimittel (d. h. R, = Wasserstoff in Formel (1)) in
vivo durch enzymatische Hydrolyse umgewandelt (z. B. wandelt eine Esterase einen Ester in eine Carbonsau-
re um, eine Amidase wandelt ein Amid in eine Carbonsdure um, usw.). Im Allgemeinen bieten Prodrugs eine
Anzahl von Vorteilen gegeniiber den Ausgangs-Arzneimitteln. Zum Beispiel kdnnen, ohne irgendwelche Ein-
schrankungen, einige der Vorteile von den Prodrugs dieser Erfindung wie folgt spezifiziert werden:

. Gesteigerte physiko-chemische Eigenschaften, wie zum Beispiel verbesserte Loslichkeit usw.

. Verbesserte Absorption und Verteilung unter physiologischen Bedingungen,

. Seitenspezifitat,

. Stabilitat,

. Verlangerte Freisetzung,

. Geringe Toxizitat, wenn verglichen mit dem aktiven Ausgangsmolekil,

. Annehmbarkeit durch Patienten und

. Verbesserte Formulierungseigenschaften.

ONO A WN -

[0038] Die Verbindungen von dieser Erfindung sind im Allgemeinen Carbonsaure- und Esterderivate von
3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure. Die freie Saure, 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure,
zeigtim Allgemeinen geringe Loéslichkeit und niedrige orale Bioverfligbarkeit. Die Ester der Prodrugs, die davon
erhalten wurden, weisen auf der anderen Seite eine erhdhte Loslichkeit sowie verbesserte Bioverfiuigbarkeit
auf, insbesondere wenn sie oral verabreicht werden. Die Verbindungen dieser Erfindung werden durch die fol-
gende Formel (l) reprasentiert:

R,

X \N"Ra

N o)
mw -
Y O

wobei

X und Y identisch oder unterschiedlich sind und unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus
Halogen, Amino, Hydroxy, C, .-Alkoxy, C, ;-Perfluoralkoxy und Phenyl, wobei Phenyl wahlweise substituiert ist
mit ein oder zwei Substituenten, die jeweils unabhéngig ausgewahlt sind aus C, 4-Alkyl, C, ;-Perfluoralkyl, Ha-
logen, Hydroxy oder C, ,-Perfluoralkyl oder C, ,-Perfluoralkoxy;

Z fir N-R steht, wobei R ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff, C, -Alkyl und C, ;-Alkyl-
carbonyl;

R, fir Wasserstoff steht;

R, fur

Y

>N
Z

steht; und
R, fiir C,s-Alkyl oder ein pharmazeutisch unbedenkliches Salz davon steht.

[0039] Spezifische Verbindungen, die zu dieser Ausfiihrungsform gehdéren, schlieRen 5,6-Dimethoxy-3-(4-py-
ridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-ethylester ein.

[0040] Wie oben erwahnt, sind einige von den durch die oben erwdhnte generische Formel (I) eingeschlos-

senen Verbindungen in der Literatur bekannt. Insbesondere die freie Carbonsaure und die Alkylester von
3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure von Formel (lA):
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H aa)

sind in der Literatur bekannt. Siehe US-Patentschriften Nr. 5,177,088 und 5,328,920.

[0041] Im Allgemeinen kdnnen die Verbindungen dieser Erfindung leicht durch irgendeines der dem Fach-
mann bekannten Verfahren synthetisiert werden. Speziell kénnen die bekannten Verbindungen, die in dem
Verfahren von dieser Erfindung verwendet werden, gemafl den in den US-Patentschriften Nr. 5,177,088;
5,189,054; 5,328,920; 5,491,153; und 5,675,018 bekannt gemachten Prozeduren hergestellt werden.

[0042] Spezifischer, die hierin offenbarten Verbindungen kénnen gemal den folgenden Prozeduren der
Schemata A-H synthetisiert werden, wobei die X-, Y-, Z-, R,-, R,- und R;-Substituenten definiert sind wie fiir
Formel (I) oben, sofern nichts anderes angegeben ist.

[0043] Im Allgemeinen kann fir die Indol-Derivate, die in dem Verfahren von dieser Erfindung verwendet wer-
den, das startende 3-Aminoindol durch Folgen der Prozeduren in den Schemata A-D hergestellt werden.

Schema A
NH
X 2
X CN Schritt A1 o-R.
+ NH,CH,COR, N
N O
Y F Y
| H
1 2 3

[0044] In Schema A, Schritt A1, wird das substituierte 2-Fluorbenzonitril 1 mit dem a-Aminocarbonsaureester
2 umgesetzt, um das 3-Aminoindol-Derivat 3 zu bilden. Die Reaktion wird im Allgemeinen pur durchgefihrt
oder in der Gegenwart von einem geeigneten organischen Lésemittel unter basischen Reaktionsbedingungen.
Geeignete Basen beinhalten alkalische Hydroxide wie beispielsweise Natrium- oder Kaliumhydroxid, alkali-
sche Carbonate wie Natrium- oder Kaliumcarbonat, Ammoniak oder Ammoniumhydroxid und dergleichen. Die
Reaktion wird im Allgemeinen bei Umgebungs- oder erhdhten Temperaturen in dem Bereich von etwa 80°C
bis 150°C unter einer inerten Atmosphare wie Stickstoff oder Argon durchgeflhrt.

Schema B
CO.H X p oN
. . CONHR' . Schritt 3
E:[ 2" Schritt 1 Schritt 2 D:NH___,,
Y NH, ¥ NH, Y O={
4 5 6 CFa
X _ _CN _ X NH, R . X NH, o
Schritt 4 A O schritt5 o-R.
N O N o)
Y Y
oo, b s rooH
7 ° g 3

[0045] Schema B zeigt einen weiteren Zugang zur Synthese der 3-Aminoindol-Derivate 3, was 5 Schritte ein-
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schlief3t, beginnend mit der substituierten 2-Aminobenzoesaure 4. In diesem Verfahren wird zuerst in den
Schritten B1 und B2 die Carboxylgruppe zu der Nitrilgruppe umgewandelt.

[0046] Jegliche der Prozeduren, die auf dem Fachgebiet bekannt sind, solche Umwandlungen zu férdern,
kann eingesetzt werden. Somit wird zum Beispiel in Schritt B1 von Schema B die substituierte 2-Aminobenzo-
esaure 4 mit aktivierenden Resten wie N-Hydroxysuccinimid in der Gegenwart von einem geeigneten dehyd-
rierenden Reagenz in einem geeigneten organischen Losemittel behandelt. Das aktivierte Carbonsaure-Deri-
vat wird dann mit einem Amin wie zum Beispiel tert-Butylamin umgesetzt, um das Benzamid-Derivat 5 zu bil-
den. Geeignete dehydratisierende Reagenzien schlieRen Dicyclocarbodiimid, Cyanurchlorid und dergleichen
ein. Die Reaktion kann bei Umgebungs- oder Subumgebungs-Temperaturen, zum Beispiel bei —20°C bis 25°C
durchgefiihrt werden.

[0047] In Schritt B2, Schema B, wird das in Schritt B1 gebildete Benzamid 5 weiter umgesetzt, um das Ben-
zonitril-Derivat 6 zu bilden. Im Allgemeinen kann dies durch Umsetzen des Benzamids 5 mit einem geeigneten
Carbonsaureanhydrid, wie zum Beispiel Trifluoressigsaureanhydrid bewirkt werden, um das Benzonitril-Deri-
vat 6 zu bilden. Die Reaktion kann in diesem Schritt in einem geeigneten organischen Lésemittel wie Dichlor-
methan bei Umgebungs- bis Subumgebungs-Temperatur, bevorzugt bei ungefahr 0°C durchgefihrt werden.

[0048] In Schritt B3, Schema B, wird das Benzonitril-Derivat 6 weiter mit einem erwtinschten a-Halocarbon-
saureester 7 in der Gegenwart von einer geeigneten Base in einem organischen Losemittel wie beispielsweise
DMF umgesetzt. Geeignete Basen schlieffen Alkalihydride wie Natriumhydrid oder Alkylalkali-Verbindungen
wie Butyllithium und dergleichen ein. Die Reaktion wird im Allgemeinen in einer inerten Atmosphare, wie Stick-
stoff oder Argon, und bei Subumgebungs-Temperaturen, wie zum Beispiel 0°C durchgefihrt, es kdnnen jedoch
auch Umgebungs- bis oberhalb der Umgebungstemperatur liegende Reaktions-Temperaturen verwendet wer-
den.

[0049] In Schritt B4, Schema B wird das Additionsprodukt 8 aus Schritt B3 in der Gegenwart einer Base unter
inerten Reaktionsbedingungen typischerweise bei Subumgebungs-Temperaturen wie 0°C cyclisiert. Jede Ba-
se, die wirksam ist, die Cyclisierungsreaktion durchzufiihren, kann eingesetzt werden und solche Beispiele
schlieRen Alkalihydroxide wie Natrium- oder Kaliumhydroxid, Alkalicarbonate wie Natrium- oder Kaliumcarbo-
nat, alkalische Alkoxide wie Kalium-tert-butoxid, Ammoniak oder Ammoniumhydroxid und dergleichen ein. Ins-
besondere ist Kalium-tert-butoxid bevorzugt.

[0050] SchlieRlich wird in Schritt B5, Schema B, die startende Indolverbindung 3 durch Abspalten der Triflu-
oracetyl-Gruppe an der Aminogruppe von der Indolverbindung 8 hergestellt. Diese Spaltung kann durch die
Verwendung von irgendeiner der auf dem Fachgebiet bekannten Verfahren bewirkt werden. Zum Beispiel kann
die Spaltung durch Behandeln des Produktes 8 aus B4 mit einer Base wie Kaliumcarbonat bei Umgebungs-
temperatur oder Reaktionstemperaturen oberhalb der Umgebung bewirkt werden; eine Temperatur in dem Be-
reich von 50 bis 80°C ist besonders bevorzugt.

Schema C
“Schri C1 o
C‘/@N ::hfltt ! CQ/CENH Schritt C2
9A 6 AO CH,

Schritt C3
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[0051] Schema C veranschaulicht eine Synthese von einem bestimmten Typ des substituierten 3-Aminoin-
dol-Derivates 3A, in welchem der Substituent an dem Indolring Phenyl ist. Verschiedene andere Mono- oder
Diaryl-substituierte 3-Aminoindol-Derivate kdnnen durch Folgen der Schritte von Schema C synthetisiert wer-
den. In Schritt C1, Schema C, wird die Aminogruppe von dem 2-Amino-4-chlorbenzonitril 9A mit einer Acetyl-
gruppe durch die Behandlung mit Essigsaureanhydrid geschiitzt. Verschiedene andere schiitzende Gruppen
kdnnen in einer dhnlichen Art und Weise eingesetzt werden. In Schritt C2, Schema C, wird die geschutzte Ami-
noverbindung 6A unter Verwendung eines Phenylierungsreagenzes wie Phenylborsaure in der Gegenwart von
einem Ubergangsmetall-Katalysator wie Palladiumacetat phenyliert. In Schritt C3, Schema C, wird die pheny-
lierte Verbindung 6B mit einem a-Halocarbonsaureester unter Verwendung der Prozeduren &hnlich zu jenen,
die fir die Schritte B3 und B4 von Schema B beschrieben wurden, umgesetzt. Interessanterweise kann in die-
sem Schritt sowohl Addition als auch Cyclisierung in einem einzigen Schritt durchgefiihrt werden, um das In-
dol-Derivat 8B zu bilden. Diese Kombination von Reaktionen kdnnen typischerweise in der Gegenwart von ei-
ner geeigneten Base wie Kalium-tert-butoxid ausgefiihrt werden. Die Reaktion wird typischerweise in einem
organischen Lésemitteln wie NMP, THF oder Mischungen davon bei Temperaturen in dem Bereich von etwa
0°C bis 40°C durchgefuhrt. SchlieRlich wird in Schritt C4, Schema C, das Acetylindol-Derivat 8B durch Folgen
der Prozeduren von Schritt B5, Schema B, entschutzt.

Schema D
X . _CN X CN A,
C[ Schritt D1 ﬁ:[ J
Y NHz Y H/ﬁr
g 10 © wﬁ\ritt D2
' X M R
Schritt D3 @\/g_{o 2
' | Y N ©

. CN X 2 3
Schritt D4 {9 Re /
NH - Schritt DS
Yoo
O e,
6B 8B

[0052] Schema D veranschaulicht eine weitere Variante von der Synthese von den 3-Aminoindol-Derivaten,
die in der Synthese der Verbindungen von dieser Erfindung verwendbar sind. Die Schritte D3 bis D5, Schema
D, sind ahnlich zu denjenigen, die oben in den Schemata B und C beschrieben wurden. Somit kdnnen Synthe-
seprozeduren, wie die oben beschriebenen, in den Schritten D3 bis D5 verwendet werden. In einigen Fallen
braucht die Aminogruppe jedoch nicht geschitzt zu werden und kann direkt mit dem gewilnschten a-Halocar-
bonsaureester umgesetzt werden, um das 3-Aminoindol-Derivat 3 zu bilden, wobei den Schritten D1 und D2
in Schema D gefolgt wird. Demzufolge kann in Schritt D1, Schema D, die Reaktion durch Behandeln des sub-
stituierten 2-Aminobenzonitrils 9 mit a-Halocarbonsaureester in der Gegenwart von einer geeigneten Base wie
Kalium- oder Natriumcarbonat durchgefiihrt werden, um das Produkt 10 zu bilden, welches anschliefend zu
der Indolverbindung 3 in der Gegenwart einer Base wie Kalium-tert-butoxid cyclisiert wird.

Schema E
AN

X NH, X BN R
o-R. Schritt E1 @f&‘\(y 2

C I\&.« — N

N O
Y NH o Y i—l
3 11

[0053] Schema E veranschaulicht die Herstellung von verschiedenen Indolverbindungen von dieser Erfin-
dung. In Schritt E1, Schema E, wird das 3-Aminoindol-Derivat 3, welches gemal} einem von den Schemata A
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bis D wie hierin beschrieben hergestellt wurde, mit einer geeigneten Halo-substituierten R,-Verbindung in der
Gegenwart von einem geeigneten organischen Lésemittel, wie in der US-Patentschrift Nr. 5,328,920 beschrie-
ben, umgesetzt. Die Reaktion wird typischerweise bei Umgebungs- bis oberhalb der Umgebungstemperatur
liegenden Temperaturbedingungen durchgefiihrt, typischerweise in dem Temperaturbereich von 20°C bis
150°C. Schema E ist insbesondere geeignet fiir die Herstellung von Verbindungen von dem Verfahren dieser
Erfindung, wobei R, C, .-Alkyl oder C, o-Perfluoralkyl ist; C,_,-Alkyl sind bevorzugt, Ethyl oder t-Butyl sind mehr
bevorzugt.

Schema F

R : I: ]
HNT 3 .
X { o-R; Schritt F3 Z ,( OH Schritt F5 @EH
S:N 0 o N
Y ]
H

N
Y ‘u
11
l Schritt F1 l Schritt F4 / Schritt F7
,R HN’RS
OK Schrltt F2 bf\g“{o RzSchntt F8 @MO'R
N N ©
u H "
11A 15

[0054] Schema F zeigt verschiedene andere synthetische Zugange zu der Herstellung von den Verbindungen
dieser Erfindung. Zusammengefasst stellt Schema F zwei Methoden fir die Herstellung von verschiedenen
Verbindungen dieser Erfindung durch Umesterungsreaktionen dar. Jede von den anderen bekannten Umeste-
rungsreaktionen kann fur die Herstellung von diesen Verbindungen verwendet werden. SchlieRlich veran-
schaulicht Schema F, in Schritt F8, auch die Herstellung von N-substituierten Indolen.

[0055] In Schritt F1, Schema F, werden die Carbonsadureester, bevorzugt die Alkylester der Indolderivate 11
unter Verwendung einer geeigneten Base wie Kaliumhydroxid hydrolysiert, um das korrespondierende Salz 12
zu bilden. Typischerweise ist die Hydrolyse in einem wassrigen Medium, alkoholischen Medium oder einer Mi-
schung davon ausgefihrt. Die Reaktion wird im Allgemeinen bei Umgebungstemperatur oder oberhalb davon
durchgefiihrt, typischerweise in dem Temperaturbereich von etwa 25°C bis 80°C.

[0056] In Schritt F2, Schema F, wird das Kaliumsalz 12, das so in Schritt F1, Schema F, hergestellt wurde, mit
einer geeigneten Halogenverbindung umgesetzt, um die gewliinschte umgeesterte Indolverbindung 11A her-
zustellen, die in dem Verfahren dieser Erfindung verwendet wurde. Die Reaktion wird typischerweise in einem
polaren oder in einem nicht-polaren nichtwassrigen Losemittel durchgefihrt. Geeignete Losemittel beinhalten
atherische Losemittel wie zum Beispiel Tetrahydrofuran oder polare Lésemittel wie Dimethylformamid (DMF).
Die Reaktion kann bei Umgebungstemperatur oder oberhalb davon durchgefihrt werden, typischerweise ist
eine Temperatur in dem Bereich von 30°C bis 100°C bevorzugt. Die Reaktion kann auch in der Gegenwart von
einem Katalysator wie Kaliumiodid durchgefuhrt werden.

[0057] Die Schritte F3 und F4 von Schema F stellen eine alternative Methode fir die Herstellung von der um-
geesterten Indolverbindung 11A von dieser Erfindung dar. In Schritt F3, Schema F, wird das Esterderivat von
einer Indolverbindung 11 unter sauren Reaktionsbedingungen unter Reaktionstemperaturen von Umgebungs-,
Subumgebungs-Temperaturen oder oberhalb der Umgebungstemperatur hydrolysiert, um die freie Sdure des
Carbonsaure-Derivates 13 zu bilden. Geeignete saure Katalysatoren schlieRen Mineralsduren wie Salzsaure
oder Schwefelsadure, organische Sulfonsauren wie Methansulfonsaure, Trifluormethansulfonsdure oder pa-
ra-Toluolsulfonsaure und Carbonsauren wie Essigsauren oder Trifluoressigsaure und dergleichen ein. Feste
saure Katalysatoren wie zum Beispiel H-ZSM-5 kénnen auch eingesetzt werden. Typische Reaktionstempera-
turen sind in dem Bereich von etwa 0°C bis 50°C.

[0058] In Schritt F4, Schema F, wird das Carbonsaurederivat 13, hergestellt in Schritt F3, Schema F, verestert,
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um die gewiinschte Indolverbindung 11A dieser Erfindung zu erhalten. Die Bedingungen fiir die Veresterungs-
reaktion werden abhangig von dem Ester, der gebildet wird, verandert. Solche Variationen in den Reaktions-
bedingungen werden bereitwillig durch den Fachmann gewdrdigt.

[0059] Zum Beispiel wird die Veresterungsreaktion unter essentiell neutralen Bedingungen in der Gegenwart
eines Carbonsaure-aktivierenden Reagenzes durchgefiihrt, wobei das resultierende Produkt einen hydroly-
tisch zuganglichen Rest enthalt. Wahlweise kann die Veresterung jedoch in der Gegenwart von einer gehin-
derten Base wie Diethylisopropylamin durchgefiihrt werden. Geeignete Reagenzien zur Aktivierung der Veres-
terung schlieRen Benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorphosphat (BOP) oder Benzo-
triazol-1-yloxytris(pyrrolidino)phosphoniumhexafluorphosphat (PYBOP) ein. Die Reaktion wird typischerweise
in einem polaren Losemittel wie 1-Methyl-2-pyrrolidinon (NMP) oder DMF durchgefiihrt. Die Reaktion wird im
Allgemeinen bei Subumgebungs- bis Umgebungstemperatur durchgefihrt, d. h. in dem Temperaturbereich von
etwa —20°C bis 25°C.

[0060] Alternativ kann in Schritt F4, Schema F, die Veresterungsreaktion auch unter milden basischen Bedin-
gungen in der Gegenwart von einem geeigneten Katalysator durchgefiihrt werden. Eine geeignete Base
schliel3t Casiumcarbonat oder Kaliumcarbonat ein. Fakultative Katalysatoren schlieRen Kaliumiodid ein. Die
Reaktion wird typischerweise in einem Temperaturbereich von etwa 40°C bis 80°C durchgefiihrt.

[0061] In noch einem alternativen Zugang, veranschaulichen in Schema F, die Schritte F5 und F7 eine weitere
Methode fir die Herstellung der Indolverbindung 11A dieser Erfindung. In Schritt F5, Schema F, wird das Car-
bonsdurederivat zuerst verestert, um das Pentafluorphenylester-Derivat 14 zu bilden. Die Reaktion wird typi-
scherweise in der Gegenwart von einer organischen Base wie Pyridin und Pentafluorphenyltrifluoracetat als
dem veresternden Reagenz durchgefihrt. Die Reaktion wird typischerweise bei Umgebungstemperaturen wie
zum Beispiel 20°C bis 30°C durchgefihrt.

[0062] In Schritt F7, Schema F, wird der Pentafluorphenylester mit dem gewtinschten veresternden Reagenz
umgesetzt, um die gewlinschte Indolverbindung 11A in der Gegenwart von einer Base wie Natriumhydroxid zu
bilden. Typische Lésemittel, die fir diese Reaktion geeignet sind, schlieRen NMP oder DMF ein. Die Reaktion
wird im Allgemeinen bei Subumgebungstemperaturen durchgefiihrt, typischerweise in dem Bereich von etwa
—20°C bis 0°C.

[0063] In Schritt F8, Schema F, wird die Indolverbindung 11A an dem 1-Stickstoff mit einer R-Restgruppe wie
hierin definiert substituiert, um die gewlnschte Indolverbindung 15 zu bilden. Jede der bekannten N-Substitu-
tionsreaktionen kann fir diesen Zweck eingesetzt werden.

[0064] Spezifisch, die N-Alkylierung kann durch Umsetzen der unsubstituierten Indolverbindung mit einem
geeigneten Alkylierungsreagenz wie lodalkan oder Alkylsulfat durchgeflihrt werden. Spezifische Beispiele sol-
cher Alkylierungsreagenzien schlieRen lodmethan, lodethan, Dimethylsulfat, Diethylsulfat, Methyltriflat und
dergleichen ein. Die Reaktion wird typischerweise in der Gegenwart von einer Base wie Kalium-tert-butoxid bei
etwa 0°C in einem geeigneten polaren Lésemittel wie DMF durchgefiihrt.
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Schema G
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[0065] Schema G veranschaulicht ein weiteres bevorzugtes Verfahren fiir die Herstellung von einer Vielzahl
von Indolverbindungen von dieser Erfindung. In Schritt G1, Schema G, wird das gewlinschte substituierte
2-Aminobenzonitril mit einem a-Halogencarbonsaureester, wie beispielsweise Ethylbromacetat, in der Gegen-
wart von einer geeigneten Base wie Natriumbicarbonat und in der Gegenwart von einem Katalysator wie Nat-
riumiodid in einem geeigneten organischen Lésemittel wie Ethanol umgesetzt. Die Reaktion wird im Allgemei-
nen in einem Temperaturbereich von etwa 60°C bis 120°C durchgefiihrt.

[0066] Hoher siedende Ldsemittel kdnnen eingesetzt werden, wenn hdhere Reaktionstemperaturen win-
schenswert sind. Im Allgemeinen beschleunigen hdhere Temperaturen die Reaktionsgeschwindigkeiten, wo-
mit kirzere Reaktionszeiten bendtigt werden.

[0067] In Schritt G2, Schema G, wird die N-substituierte Benzonitrilverbindung 10 einer Zyklisierungsreaktion
in der Gegenwart von einer geeigneten Base wie Kalium-tert-butoxid in Lésemitteln wie THF unter einer inerten
Atmosphare, wie zum Beispiel Stickstoff, unterworfen. Typischerweise wird die Reaktionstemperatur bei oder
unterhalb der Umgebungstemperaturen gehalten, d. h. bei etwa 25°C durch Kihlen der Reaktionsmischung
mit einem geeigneten Kihlungsmittel wie Eis. Das resultierende substituierte Indolderivat 3 wird isoliert.

[0068] In Schritt G3, Schema G, wird das substituierte Indolderivat 3 einer N-Substitutionsreaktion unterwor-
fen, wie in Schema E beschrieben. Dies kann typischerweise durch Umsetzen des Indolderivats 3 mit einer
geeigneten Halogenverbindung wie 4-Chlorpyridin bewirkt werden, um die korrespondierende Pyridinylami-
no-Verbindung 11 zu bilden. Diese Substitutionsreaktion wird typischerweise in einem geeigneten organischen
Lésemittel wie NMP durchgefiihrt. Die Reaktion wird typischerweise bei erhéhten Temperaturen durchgefihrt,
im Allgemeinen in dem Bereich von etwa 80°C bis 120°C.

[0069] In Schritt G4, Schema G, wird die N-substituierte Verbindung 11 hydrolysiert, um das Kaliumsalz der
Indolverbindung 12 zu bilden. Dieser Schritt ist &hnlich zu dem, der oben in Schritt F1 von Schema F beschrie-
ben wurde. Die Hydrolyse wird bevorzugt unter Verwendung von Kaliumhydroxid in Ethanol als Lésemittel
durchgefihrt.

[0070] In Schritt G5, Schema G, wird das Kaliumsalz 11 mit einer geeigneten Saure wie Salzsaure behandelt,
um die freie Carbonsdure 13 bei Umgebungsreaktionstemperaturen herzustellen.
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[0071] Schema H zeigt zwei Prozeduren fur die Herstellung von den Benzo(b)thiophen-Verbindungen 16 und
17 (Vergleichsverbindungen). Die substituierte Ausgangssubstanz 3-Aminobenzo(b)thiophen 15 kann durch
verschiedenartige Methoden, die auf dem Fachgebiet bekannt sind, hergestellt werden. Zum Beispiel be-
schreibt, wie oben erwahnt, die US-Patentschrift Nr. 5,328,920 ein paar solcher Prozeduren.

[0072] In Schritt H1, Schema H, wird das substituierte 3-Aminobenzo(b)thiophen 15 mit einer geeigneten
Base wie Lithiumdiisopropylamid umgesetzt, um ein in situ-Anion der Verbindung 15 zu generieren. Diese Re-
aktion wird typischerweise bei Reaktionstemperaturen unterhalb der Umgebungstemperatur allgemein bei un-
gefahr —120°C bis 0°C durchgefiihrt. Die Reaktion wird auch in einer inerten Atmosphare wie Stickstoff und in
einem nicht-polaren Lésemittel wie etherhaltigen Lésemitteln einschlielich Diethylether, THF, Alkanldsemit-
teln einschlieflich Heptan, Hexan usw. und aromatischen Kohlenwasserstoffen wie Ethylbenzol oder Kombi-
nationen davon durchgefiihrt. Das Anion von Verbindung 15, was so in diesem Schritt gebildet wurde, wird
dann mit jedem gewlnschten Ester von Carbonsduren einschlief3lich Dialkylcarbonaten wie Diethylcarbonat
umgesetzt. Dies fuhrt zu Verbindung 16.

[0073] Alternativ wird in Schritt H2, Schema H, die Verbindung 15 mit einer geeigneten Base wie beispiels-
weise Alkyllithium umgesetzt, um das Anion zu erzeugen, welches dann mit Kohlendioxid umgesetzt wird, um
die freie Carbonsaureverbindung 17 zu bilden. Das Anion von Verbindung 15 wird typischerweise bei Reakti-
onsbedingungen unterhalb der Umgebungstemperatur wie oben beschrieben gebildet und dann mit Trocken-
eis, d. h. der festen Form von Kohlendioxid, umgesetzt.

[0074] Die Erfindung stellt auch pharmazeutische Zusammensetzungen bereit, die ein oder mehr Verbindun-
gen gemal dieser Erfindung in Zusammenhang mit einem pharmazeutisch unbedenklichen Trager umfassen.
Bevorzugt sind diese Zusammensetzungen in Einheitsdosisformen wie Tabletten, Pillen, Kapseln, Pulver, Gra-
nulaten, sterilen parenteralen Lésungen oder Suspensionen, Dosieraerosole oder flissigen Sprays, Tropfen,
Ampullen, Auto-Injektionsvorrichtungen oder Zapfchen fir die orale, parenterale, intranasale, sublinguale oder
rektale Verabreichung oder fiir die Verabreichung durch Inhalation oder Insufflation. Alternativ kbnnen die Zu-
sammensetzungen in einer Form prasentiert werden fir die Verabreichung einmal in der Woche oder einmal
im Monat, zum Beispiel kann ein unldsliches Salz von der aktiven Verbindung wie beispielsweise das Decano-
at-Salz, angepasst werden, um eine Depotpraparation fir die intramuskulare Injektion bereitzustellen. Ein ero-
dierbares Polymer, das die aktiven Inhaltsstoffe enthalt, kann in Betracht kommen. Fur die Herstellung fester
Zusammenstellungen wie Tabletten, wird der prinzipielle aktive Inhaltsstoff mit einem pharmazeutischen Tra-
ger gemischt, z. B. konventionellen Tabletteninhaltsstoffen wie Maisstarke, Laktose, Saccharose, Sorbitol,
Talk, Stearinsdure, Magnesiumstearat, Dicalciumphosphat oder Gummi, und anderen pharmazeutischen Ver-
dinnungsmitteln, z. B. Wasser, um eine feste Vorformulierung der Zusammensetzung zu bilden, die eine ho-
mogene Mischung einer Verbindung der vorliegenden Erfindung oder eines pharmazeutisch unbedenklichen
Salzes davon enthélt. Wenn sich auf diese Vorformulierungs-Zusammensetzungen als homogen bezogen
wird, so bedeutet das, dass der aktive Inhaltsstoff gleichmafig durch die ganze Zusammensetzung verteilt ist,
sodass die Zusammensetzung leicht in gleich wirksame Einheitsdosisformen wie Tabletten, Pillen und Kapseln
unterteilt werden kann. Diese feste Vorformulierungs-Zusammensetzung wird dann in Einheitsdosisformen von
dem oben beschriebenen Typ unterteilt, die von 0,1 bis etwa 500 mg von dem aktiven Inhaltsstoff der vorlie-
genden Erfindung enthalten. Mit einem Geschmacksstoff versehene Einheitsdosisformen enthalten von 1 bis
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100 mg, zum Beispiel 1, 2, 5, 10, 25, 50 oder 100 mg, von dem aktiven Inhaltsstoff. Die Tabletten oder Pillen
von der neuartigen Zusammensetzung kénnen Gberzogen sein oder anderweitig kompoundiert, um eine Do-
sierungsform bereitzustellen, die den Vorteil der verlangerten Wirkung hervorbringt. Zum Beispiel kann die Ta-
blette oder Pille eine innere Dosis- und eine aullere Dosiskomponente umfassen, wobei die letztere in der
Form einer Umhdillung tber der vorherigen vorliegt. Die zwei Komponenten kénnen durch eine magensaftre-
sistente Schicht getrennt sein, welche dazu dient, dem Zerfall im Magen zu widerstehen und gestattet es der
inneren Komponente intakt in das Duodenum zu gelangen oder in der Freisetzung verzégert zu sein. Eine Viel-
zahl von Materialien kénnen fiir solche magensaftresistenten Schichten und Uberziige verwendet werden, sol-
che Materialien schlief3en eine Anzahl von Polymersauren und Mischungen von Polymersauren mit Materialien
wie Schellack, Cetylalkohol und Celluloseacetat ein.

[0075] Die flissigen Formen, in welche die neuartigen Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung fir
die orale Verabreichung oder der Verabreichung durch Injektion eingebaut sein kénnen, schlieBen wassrige
Lésungen, geeignete mit Geschmacksstoffen versetzte Sirupe, wassrige oder 6lige Suspensionen und mit Ge-
schmacksstoffen versetzte Emulsionen mit essbaren Olen wie Baumwollsamendl, Sesamdl, Kokosnussél oder
Erdnussél, sowie Elixiere und dhnliche pharmazeutische Hilfsstoffe ein. Geeignete dispergierende oder sus-
pendierende Reagenzien fir wassrige Suspensionen schlielten synthetische und natirliche Gummi wie Tra-
ganth-Gummi, Acacia, Alginat, Dextran, Natrium-Carboxymethylcellulose, Methylcellulose, Polyvinylpyrrolidon
oder Gelatine ein.

[0076] Die bevorzugte Verabreichung von der pharmazeutischen Zusammensetzung dieser Erfindung ist
durch eine intranasale Route. Jede der bekannten Methoden zur Verabreichung pharmazeutischer Zusam-
mensetzungen durch eine intranasale Route kann verwendet werden, um die Zusammensetzung dieser Erfin-
dung zu verabreichen.

[0077] In der Behandlung von verschiedenen Krankheitsstadien wie hierin beschrieben, ist ein geeignetes
Dosislevel etwa 0,01 bis 250 mg/kg pro Tag, vorzugsweise etwa 0,05 bis 100 mg/kg pro Tag und insbesondere
etwa 0,05 bis 20 mg/kg pro Tag. Die Verbindungen kénnen mit einem Regimen von 1 bis 4 mal pro Tag verab-
reicht werden.

Biologische Beispiele:

[0078] Die folgenden Testprotokolle werden verwendet, um die biologischen Eigenschaften von den Verbin-
dungen abzusichern.

[0079] Die erste Methode beinhaltet das Hinzufligen der Verbindung zu einer Zelle, die einen Vektor enthalt,
der mindestens 100 zusammenhangende Nukleotide von einem menschlichen Interleukin-4-Promotor um-
fasst, der funktionsmaRig mit einem Gen verbunden ist, das ein nachweisbares Protein kodiert, unter Bedin-
gungen, welche die Expression des nachweisbaren Proteins zulassen, und das Nachweisen des nachweisba-
ren Proteins.

[0080] Geeignete nachweisbare Proteine schlielen Proteine ein, die durch Standardlabortechniken wie An-
farbemethoden gemessen werden kénnen, zum Beispiel $-Galaktosidase, Immunoassays wie solche, die
FLAG-markierte Proteine, lumineszente Proteine, wie Luciferase oder GFP einschlie3en.

[0081] Die relative Menge des nachweisbaren Proteins kann direkt bestimmt werden wie durch Verwendung
von Standardlabortechniken, die geeignet sind fiir das nachweisbare Protein, zum Beispiel durch Immunche-
mie oder Lumineszenz. Alternativ kann die relative Menge von dem nachweisbaren Protein indirekt bestimmt
werden durch Messen der mRNA- oder cDNA-Mengen, die dem nachweisbaren Protein entsprechen.

[0082] Es wird bevorzugt, dass die Zelle, die in der vorliegenden Methode verwendet wird, nicht das nach-
weisbare Protein endogen exprimiert. In einer alternativen Ausfihrungsform kénnen jedoch die Testbedingun-
gen derart verandert werden, dass das endogene Protein nicht exprimiert wird, wenn die Verbindung zu der
Zelle hinzugeflugt wird.

[0083] Es wird bevorzugt, dass Zellen, die in der vorliegenden Methode verwendet werden, in der Lage sind,
unter Zellkulturbedingungen kultiviert zu werden. Handelslbliche Quellen fir geeignete Zellen sind gut be-
kannt und schlieRen American Type Culture Collection (ATCC) und andere Handler ein. Beispiele flir geeignete
Zellen schlief’en Standardkulturzellen wie Ovarzellen des Goldhamsters (CHO), Lymphozyten, T-Zellen, naive
T-Zellen, Th1-Zellen, Th2-Zellen, Makrophagen oder andere Zellen ein, die von dem Immunsystem erhalten
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wurden. Im allgemeinen sind menschliche Zellen bevorzugt. Primare Zellen kdnnen auch in dem vorliegenden
Verfahren verwendet werden.

[0084] Die Verwendung von Saugetierzellen wird bevorzugt in dem Aufbau von Tests zur Identifizierung von
Verbindungen, die in der Lage sind, ein oder mehrere Th2-Cytokine zu modulieren. Die Verwendung von Pri-
matenzellen wird eher bevorzugt in solchen Tests und die Verwendung von menschlichen Zellen wird insbe-
sondere in solchen Tests bevorzugt.

[0085] Zellen kénnen von jedem Gewebe des Korpers abstammen, aber es wird im Allgemeinen bevorzugt,
dass die Zellen aus dem Immunsystem stammen, wie Lymphozyten, T-Zellen, naive T-Zellen, Th1-Zellen,
Th2-Zellen, Makrophagen oder andere Zellen, die aus dem Immunsystem stammen.

[0086] Das nachweisbare Protein kann ein direkt messbares oder nachweisbares Protein sein, wie oben be-
schrieben, zum Beispiel B-Galaktosidase, FLAG-markierte Proteine, Luciferase oder GFP. Wahlweise kann
das nachweisbare Protein indirekt messbar sein, wie beispielsweise ein Protein, das einen Signalweg initiiert,
wobei diese Initiierung nachweisbar ist. Ein Beispiel fiir das letztere ist ein Transkriptionsfaktor, dessen Expres-
sion die nachweisbare Hoch- oder Herunterregulation der Transkription von einem zweiten Gen erlaubt. Ein
indirekt messbares nachweisbares Protein kann eine Anderung in dem Phénotyp beinhalten, zum Beispiel
Apoptose.

[0087] In einer Ausfuihrungsform der Erfindung wird der Level des nachweisbaren Proteins mit dem Level des
nachweisbaren Proteins in der Abwesenheit der Verbindung verglichen.

[0088] In einer alternativen Ausfiihrungsform der Erfindung wird der Level des nachweisbaren Proteins mit
dem Level des nachweisbaren Proteins in der Gegenwart der Verbindung verglichen. Referenzverbindungen
kénnen bekannte Modulatoren von einem Th2-Cytokin sein wie beispielsweise Cyclosporin-A, FK-506 und Ra-
pamycin usw., oder kdénnen vorher unbekannte Modulatoren von einem Th2-Cytokin sein.

[0089] Die Th2-Cytokine in der vorliegenden Erfindung sind IL-4, IL-5 und IL-13.
[0090] In den nachfolgenden biologischen Beispielen werden die folgenden Abklirzungen verwendet:
Al(OH), Aluminiumhydroxid

Anti-DNP Anti-Dinitrophenyl-Antikdrper
Anti-OVA Anti-Ovalbumin-Antikorper

BALF Bronchoalveolare Waschflissigkeit

CsA Cyclosporin-A

DMSO Dimethylsulfoxid

DNP-KLH Dinitrophenyl-Keyhole Limpet Hdmocyanin
ED, Mittlere wirksame Dosis

ELISA Enzymgekoppelter Imnmunadsorptionstest
GFP Grun fluoreszierendes Protein

ICs Inhibitorische Konzentration, 50%

IFN-y Interferon-gamma

IgE Immunglobulin E

IgG1 Immunglobulin G1

lgG2a Immunglobulin G2a

IL-4 Interleukin-4

IL-5 Interleukin-5

IL-I3 Interleukin-13

i.n. Intranasal

i.p. Intraperitoneal

i.v. Intravends

LD, Mittlere todliche Dosis

NY-1 Eine NY-Th1 genannte Th1-Zelllinie

NY-2 Eine NY-Th2 genannte Th2-Zelllinie

PC.0 Post-Carbacholkonzentration, die SR, 400% Uber den Ausgangswert erhéht
p.o. Durch den Mund (per os)

PHA Phytohaemagglutinin

R, Widerstand in der Lunge (pulmonal)
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SD Standardabweichung

SE Standardfehler

SEM Mittlerer Standardfehler

STAT-6 Signalvermittler und Transkriptionsaktivator-6
SR, Spezifischer Widerstand in der Lunge

s.C. Subkutan

Th T-Helferzellen

Th1 T-Helferzellen-1

Th2 T-Helferzellen-2

IL-4 Luciferasetest in Jurkat Zellen

[0091] Ein IL-4 Luciferasetest kann verwendet werden, um nach Verbindungen zu suchen, welche die Héhe
der IL-4 Transkription modulieren. Einige Luciferasetests sind entwickelt worden, um Verbindungen zu Uber-
prufen, die in der transkriptionellen Modulation von dem Gen wirksam sind und somit den Level des Proteins
beeinflussen, das durch das Gen, welches durch die Zelle exprimiert wird, kodiert wird. Zum Beispiel wird eine
transkriptionelle Testmethode verwendet, um zu zeigen, dass ein 11 Basenpaar langes DNA-Sequenzmotif an
dem menschlichen IL-4 Gen beteiligt ist, das fur die T-Zell-aktivierenden Signale verantwortlich ist, siehe Abe,
E., etal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1992), 89, 2864-2868. Es ist auch durch Uberpriifen einer Expressions-
bibliothek von Jurkat T-Zellen und der Isolierung einer cDNA, die NF-IL-6 kodiert, gezeigt worden, dass der
Nukledre Faktor-IL-6 (NF-IL-6) an der transkriptionellen Aktivierung von dem menschlichen IL-4 Promotor in
T-Zellen beteiligt ist, siehe Davydov, I. V., et al., J. Immunol., (1995), 155(11), 5273-5279.

[0092] Der Beitrag zu der T-Zell-spezifischen Expression durch andere Promotorstellen ist in einem transien-
ten Expressionstest mit IL-13 Promotor-Konstrukten, die mit einem Luciferasegen verbunden sind, Uberprift
worden, die sich anfanglich auf die Core-binding-factor-(CBF)Stelle richteten, die nach der in vivo T-Zellakti-
vierung pragend ist, siehe Taylor, D. S., et al., J. Biol. Chem. (1996), 271(14), 14020-14027. Es ist kirzlich
berichtet worden, dass der menschliche IL-4 Promotor in multiplen Allelformen existiert, die unterschiedliche
Transkriptionsaktivitaten in IL-4-positiven Zellen aufweisen, siehe Song, Z. et al., J. Immunol., (1996), 156(2),
424-429. Erst ganz kurzlich offenbarten die US-Patenschriften Nr. 5,863,733 und 5,976,793 Verfahren zur
transkriptionellen Modulation der Genexpression und der Entdeckung von Chemikalien, die als Genexpressi-
onsmodulatoren wirken kénnen.

Isolation des menschlichen IL-4 Promotors:

[0093] Ein 6,7 kb Fragment, das die Nukleotide -6635 bis +66 von dem IL-4 Promotor (Fig. 4, SEQ ID NO:1)
umfasst, wurde von einer menschlichen genomischen P-1 Bibliothek, Klon F0178, erhalten von BIOS Labora-
tories (New Hauen, CT), unter Verwendung einer IL-4 spezifischen, 5'-Ende ausgerichteten Sonde isoliert (Arai
etal., J. of Immunol., (1989), 142, 274-282). Das Promotorkonstrukt wurde durch Ligieren von zwei EcoRI-Re-
striktionsfragmenten von 5,5, beziehungsweise 1,2 KB erzeugt. Eine Hindlll-Restriktionsstelle wurde an dem
3'-Ende von dem 1,2 KB EcoRI-Fragment angefligt und in eine ahnliche Stelle auf der multiplen Klonierungs-
region von pGL3Neo kloniert. Ahnlich wurde eine Xhol-Restriktionsstelle an dem 5'-Ende von dem 5,5 KB Eco-
RI-Fragment angefligt und in die Xhol-Stelle von pGL3Neo kloniert. Das IL-4 Promotorkonstrukt wurde durch
Sequenzieren nachgepriift.

[0094] Jurkat-Zellen werden in RPMI 1640, Gibco/BRL, Katalog Nr: 11875-093; 10% FBS Gibco/BRL, Katalog
Nr:16000-096; 1% Antibiotika/Antimykotika, Gibco/BRL, Katalog Nr:15240-096) wachsen gelassen und mit der
oben angefiihrten DNA transfiziert, wobei dem Protokoll beschrieben bei Staynov et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, (1995), 92, 3606-3610, gefolgt wird und gegen 800 ug/ml G418 (Geneticin, Gibco/BRL, Katalog
Nr:10131-035) selektiert. Die monoklonalen Linien 1F7, F8 und C5 werden von der stabil transfizierten poly-
klonalen Population durch die limitierende Verdiinnungsmethode erhalten und fur den Test verwendet. Die mo-
noklonalen Zelllinien werden in dem oben beschriebenen Medium in der Gegenwart von 400 pg/ml G418 kul-
tiviert.

[0095] Die IL-4 6,7-Luc monoklonalen Zelllinien, die bei 100.000 Zellen/ml ausgesat wurden, werden in 150
cm bellfteten T-Flaschen fur zwei Tage wachsen lassen. Die Zellen werden geerntet, in frischem Medium re-
suspendiert und bei einer Dichte von 50.000 Zellen/Vertiefung in einem Volumen von 120 pl ausplattiert und
fur 16 Stunden wachsen lassen. Die Testverbindungen werden zu der Kultur in Replikaten von 3 oder 4 in ei-
nem 15-pL Volumen hinzugefugt (in DMSO, Endkonzentration von 0,5%). Typischerweise werden die Do-
sis-Wirkungs-Kurven durch Verwendung von drei (10, 1 und 0,1 pM) oder finf Konzentrationen (10, 1, 0,1, 0,01
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und 0,001 pM) erzeugt. Die Kulturen werden dann mit 50 ng/ml Phorbol 12-Myristat-13-acetat (PMA, Sigma,
Katalog-Nr. P-8139) und 1,0 yM Calciumionophor (A,;,s;, Sigma, Katalog-Nr. C-7522) in 25 yL Medium flr 8
Stunden stimuliert. Der Stimulationsprozess wird durch die Zugabe von 50 pL 1 x Lysispuffer (25 mM Tris
Phosphat, pH 7,8, 2,0 MM DTT, 2,0 mM EDTA, 100 ml/L Glycerol, 1,0% Triton X-100 (v/v)) beendet. Die Zellen
werden in der Gegenwart von Lysispuffer fir 5 Minuten inkubiert und hoch und runter pipettiert, 5x, um die voll-
standige Lyse sicherzustellen. Ein 100-pl Aliquot von dem Zelllysat wird in weilRe Luminometerplatten (Dyna-
tech) transferiert und auf Luciferaseaktivitat mit einem Dynatech Luminometer untersucht. Das Substrat, Luci-
ferase-Reagenz (470 pM Luciferin, 530 uM ATP, 270 uM Coenzyme A und 33,3 mM DTT) wird in 2 x Lucifera-
se-Testpuffer (20 mM Tricin, 1,07 mM (MgCQO;),Mg(OH),-5H,0, 2,67 mM MgSO,, 0,1 mM EDTA, pH 7,8) auf-
gelost.

[0096] Alle experimentellen Platten enthielten nicht-induzierte und induzierte Kontrollvertiefungen. Zusatzlich
wird CsA (Cyclosporin A, Sigma Katalog-Nr.: C-3662) bei Konzentrationen von 1, 0,3, 0,1, 0,03 & 0,01 pM auf
den Platten als eine positive Kontrolle einbezogen.

[0097] ANALYSE DER ERGEBNISSE: Eine fiinf- bis sechs-fache Induktion (bestimmt durch das Verhaltnis
von stimuliert zu nicht-stimuliert) wird in den 6,7 IL-4 Luc-Zellen beobachtet. Die durch den Test erzeugten Er-
gebnisse werden in Prozent Aktivitat ausgedruckt.

(Luc-Aktivitat mit Verbindung) - (Mittelwert nicht-induziert) X 100
(Mittelwert induzierte Kontrolle) - (Mittelwert nicht-induziert)

[0098] Der primare Test malk die Wirkungen von der Fahigkeit einer Verbindung, die Menge von einem Re-
portergen, Luciferase, zu modulieren, das an einen menschlichen IL-4 Promotor gekoppelt in eine menschliche
Jurkat-Zelllinie transfiziert wurde. Durch die Verwendung von diesem Test wurden 250 positive Verbindungen
gefunden, die in der Lage waren, die Mengen an IL-4 zu modulieren.

[0099] Zusatzliche Tests konnen verwendet werden, um ferner die Fahigkeit der Verbindung zu charakterisie-
ren, andere Th2-Cytokine, zum Beispiel IL-13, zu modulieren oder alternativ die Fahigkeit zu charakterisieren,
Th1-Cytokine, zum Beispiel IFN-y zu modulieren.

[0100] In Tabelle 1 werden die Wirkungen von der Verbindung der vorliegenden Erfindung auf die Genexpres-
sion von Jurkat-Zellen, die mit IL-4, IL-13 und IFN-y transfiziert sind dargestellt.

Tabelle 1 (Vergleichend)

Inhibierung der IL-4 und IL-13 Genexpression in einer Jurkat-Zelllinie durch die Verbindung der vorliegenden
Erfindung

Verbindung 6,7-1L-4-Luc (% Kontrol- | 2,1-IL-13-Luc (% Kon- 2,7-IFN-y-Luc (% Kon-
le) trolle) trolle)

3-(4-Pyridinyl-ami- 62 + 29 50 +12 100 £ 15

no-1H-indol-2-carbon-

saure (Beispiel 28)

CsA (IC, M) 0,06 + 0,01 0,06 + 0,001 0,06 + 0,001

IFN-y Luc Test:

[0101] Das Fragment des menschlichen IFN-y Promotorfragmentes, das die Nukleotide —-3218 bis +128 um-
fasst, wurde in pGL3NEO (Sstl/Hindlll) kloniert, um IFN-y Luc zu ergeben. Die Jurkat-Zellen (gewachsen in
RPMI 1640, 10% FBS, 1% Antibiotika/Antimykotika) wurden mit der obigen DNA transfiziert (Protokoll be-
schrieben bei Staynov et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1995), 92, 3606-3610) und gegen 800 pg/ml G418
(Geneticin) selektiert. Die monoklonalen Linien wurden von den stabil transfizierten polyklonalen Populationen
erhalten und fur den Test verwendet. Die monoklonalen Zelllinien werden in dem oben beschriebenen Medium
in der Gegenwart von 400 pug/ml G418 kultiviert.

[0102] Jurkat-Zellen, die 2,3IFN-y Luc enthalten (monoklonale Linien) wurden bei einer Dichte von 50.000
Zellen in 120 pl pro Vertiefung ausplattiert und fur 16 Stunden wachsen lassen. Die Kulturen wurden dann mit
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10 ng/ml Phorbol-12-Myristat-13-acetat (PMA) und 1,0 uM Calciumionophor A,;,s, in 10 pl Medium fiir 8 Stun-
den stimuliert. Der Stimulationsprozess wurde durch die Zugabe von 50 pl 1 x Lysispuffer (25 mM Tris-Phos-
phat, pH 7,8,2,0 MM DTT, 2 mM EDTA, 100 ml/L Glycerol, 1,0% Triton X-100 (v/v)) beendet. Die Zellen wurden
in der Gegenwart von Lysispuffer fir 5 Minuten inkubiert und hoch und runter pipettiert, 5x, um die vollstandige
Lyse sicherzustellen. Ein 100-pl Aliquot von dem Zelllysat wurde in weile Luminometerplatten (Dynatech)
transferiert und auf Luciferaseaktivitat mit einem Dynatech Luminometer untersucht. Das Substrat, Lucifera-
se-Reagenz (7,1 mg Luciferin, 14,6 mg ATP, 10,4 mg Coenzyme A und 250 mg DTT) wurde in 2x Lucifera-
se-Testpuffer (14,33 g Tricin, 2,07 g (MgCO,),Mg(OH),-5H,0, 2,63 g MgSO,, 0,15 g EDTA, in 2 L Wasser und
der pH-Wert wurde auf pH 7,8 eingestellt) aufgeldst.

[0103] Um diesen Test fiir das Uberpriifen auf Agonisten oder Antagonisten von einer chemischen Bibliothek
zu verwenden, wurden gewiinschte Dosen von einer Verbindung direkt zusammen mit der PMA/A,;,4,-Mi-
schung hinzugeflgt.

[0104] Eine mehr als zwanzigfache Induktion (bestimmt durch das Verhaltnis von stimuliert zu nicht-stimuliert)
wurde in den IFN-y Luc-Zellen beobachtet. Die Ergebnisse von dem HTPS werden als Prozent der Kontrolle
bei gegebenen Konzentrationen (namlich 0,1 pyM, 1 uM, 10 uM) dargestellt.

LITERATURVERZEICHNIS: Staynov, D. Z., Cousins, D. J., und Lee, T. K., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1995),
92, 3606-3610.

IL-13 Luc Test

[0105] Das menschliche IL-13 Promotorfragment, das die Nukleotide —2154 bis +53 umfasst (wie bei Dulga-
nov et al., Blond, (1996), 87, 3316-3326 beschrieben) wurde in pGL3NEO (KpNI/Hindlll) kloniert, um 2,11L-13
Luc zu ergeben. Jurkat cells wurden in RPMI 1640, 10% FBS, 1% Antibiotikum/Antimykotikum) wachsen las-
sen, mit der obigen DNA transfiziert (Protokoll beschrieben durch Staynov et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
(1995), 92, 3606-3610) und gegen 800 pug/ml G418 (Geneticin) selektiert. Monoklonale Linien wurden durch
die stabil transfizierte polyklonale Population erhalten und fiir den Test verwendet. Die monoklonalen Zelllinien
wurden in dem oben beschriebenen Medium in der Gegenwart von 400 pg/ml G418 kultiviert.

[0106] Jurkat-Zellen, die 2,11L-13 Luc enthalten (monoklonale Linien) wurden bei einer Dichte von 50.000 Zel-
len in 120 pl pro Vertiefung ausplattiert und fir 16 Stunden wachsen lassen. Die Kulturen wurden dann mit 10
ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und 1,0 pM Calciumionophor A,;,,; in 10 pL Medium fiir 8 Stunden
stimuliert. Der Stimulationsprozess wurde durch die Zugabe von 50 pl 1 % Lysispuffer (25 mM Tris-Phosphat,
pH 7,8, 2,0 mM Dithiothreitol (DTT), 2 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), 100 ml/L Glycerol, 1,0% Tri-
ton X-100 (v/v)) beendet. Die Zellen wurden in der Gegenwart von Lysispuffer fir 5 Minuten inkubiert und hoch
und runter pipettiert, 5 x, um die vollstandige Lyse sicherzustellen. Ein 100-ul Aliquot von dem Zelllysat wurde
in weilRe Luminometerplatten (Dynatech) transferiert und auf Luciferaseaktivitat mit einem Dynatech Lumino-
meter untersucht. Das Substrat, Luciferase-Reagenz (7,1 mg Luciferin, 14,6 mg ATP, 10,4 mg Coenzyme A
und 250 mg DTT) wurde in 2 x Luciferase-Testpuffer (14,33 g Tricin, 2,07 g (MgCO,),Mg(OH),-5H,0, 2,63 g
MgSOQO,, 0,15 g EDTA, in 2 L Wasser und der pH-Wert wurde auf pH 7,8 eingestellt) aufgeldst.

[0107] Um diesen Test fiir das Uberpriifen auf Agonisten oder Antagonisten von einer chemischen Bibliothek
zu verwenden, wurden gewiinschte Dosen von einer Verbindung direkt zusammen mit der PMA/A,;,4,-Mi-
schung hinzugeflgt.

[0108] Eine mehr als funfzehnfache Induktion (bestimmt durch das Verhaltnis von stimuliert zu nicht-stimu-
liert) wurde in den IL-13 Luc-Zellen beobachtet. Die Ergebnisse von dem Hochdurchsatz-Screening (HTPS)
werden als Prozent der Kontrolle bei gegebenen Konzentrationen (namlich 0,1 uM, 1 pM, 10 pM) dargestellt.
LITERATURVERZEICHNIS: Staynov, D. Z., Cousins, D. J., und Lee, T. K., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1995),
92, 3606-3610.

[0109] Die zweite Methode bezieht das Hinzufligen der Verbindung zu einer primaren menschlichen Zelle ein,
die nachweisbare Cytokine, insbesondere IL-4 Protein unter Bedingungen sezerniert, welche die Expression
von dem nachweisbaren Protein zulassen und das Nachweisen des nachweisbaren Proteins.

Erzeugung und Verwendung von menschlichen primaren Th1- und Th2-Zellen:

[0110] Die hierin beschriebenen Methoden erlauben die Polarisation von primaren humanen peripheren Blut-
zellen zu Th1- und Th2-Zellen und der Erzeugung von ausreichend grof3en Mengen von Th1- und Th2-Zellen,
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z. B. Milliarden von Zellen, um das Drug-Screening zu ermdglichen. In Kiirze, CD4*CD45RA" T-Zellen, isoliert
von peripheren mononuklearen Spenderblutzellen von gesunden Spendern, wurden in der Gegenwart von An-
ti-CD3/CD28-Antikdrpern und verschiedenen Wachstumsfaktoren herangezogen, um entweder einen Th1-ar-
tigen oder Th2-artigen Phanotyp zu erhalten, wie durch die bekannten Cytokinprofile von diesen beiden Zell-
typen bestimmt. Primare menschliche Th1-Zellen sezernierten INF-y und IL-2 Cytokine, wahrend primare
menschliche Th2-Zellen IL-4, IL-5, IL-13 und basale Mengen an INF-y sezernierten, die durch den enzymge-
koppelten Immunadsorptionstest (ELISA) messbar sind.

Erzeugung und Erhaltung von Th1- und Th2-Zelllinien aus menschlichem Blut:

[0111] Periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) wurden aus menschlichem Blut Uber Ficoll-Hypacque
(Pharmacia) prapariert. Die Zellen werden zweimal in Hank's physiologischer Salzlésung (HBSS) gewaschen
und gezahlt.

[0112] Naive T-Zellen (CD4*/CD45RA) werden durch die negative Selektionsmethode unter Verwendung der
folgenden Antikdper und von Dynabeads prapariert. Anti-CD8-, Anti-HLA-DR- (wobei HLA menschliches Leu-
kozyten-Antigen bedeutet), Anti-CD14-, Anti-CD16-, Anti-CD19- und Anti-CD45R0O-Antikérper (alle von R & D
Systems, 1-2 ug/ml) wurden zu den Zellen hinzugefligt und die Zellen wurden fiir 30 Minuten auf Eis gehalten.
Danach werden die Zellen zweimal in HBSS gewaschen und Ziege-anti-Maus Ig-Beads (Bead:Antigen-Ver-
haltnis 5:1) werden hinzugefigt. Die Zellen und die Beads werden bei 4°C fiir 20 Minuten rotiert (dem Protokoll
folgend, das von Dynal geliefert wurde). Der Uberstand wird entfernt und frische Ziege-Anti-Maus Beads wer-
den zu dem Uberstand hinzugefiigt, der langsam bei 4°C fiir 20 Minuten rotiert wird. Die Zellen werden gezahlt
und phanotypisch mittels Durchflusszytometrie-Analyse gekennzeichnet. Typischerweise betragt die Reinheit
der CD4*/CD45RA" nach der negativen Selektion 96%. Die Kontamination mit CD8*-, CD14*-, CD16*-, CD19"-
und CD45R0O"-Zellen war unterhalb feststellbarer Mengen (< 0,1%).

Erzeugung von Th1-/Th2-Zellen:

[0113] Vierundzwanzig-Well-Platten werden mit 300 pL Anti-CD3 Antikoérper (10 pg/ml, in PBS 1-2 Std. bei
37°C oder Uber Nacht bei 4°C) beschichtet und zweimal mit PBS gewaschen. Es werden CD4*/CD45RA"-Zel-
len bei einer Dichte von 10%/ml in RPMI prapariert und zu RPMI-Medium, dass 10% Hyclone-Serum/Glutamin
und 1-2 pg/ml Anti-CD28 Antikdrper enthalt, hinzugefugt. Die Zellen werden in zwei Aliquote unterteilt. Far
Th1-Zellen: Anti IL-4 Antikérper (1-2 pg/ml) und IFN-y (1 mg/ml, oder 5000 Einheiten/ml) werden zu den Ver-
tiefungen hinzugefigt. Fir Th2-Zellen: IL-4 (100-200 ng/ml), Anti-IFN-y neutralisierender Antikdrper (1-2
pg/ml) und Anti-IL-12 neutralisierender Antikérper (1-2 pg/ml) werden zu den Vertiefungen hinzugefuigt. Die
Zellen werden fiir 2-3 Tage bei 37°C inkubiert. Die Zellen werden in frische Vertiefungen tberflhrt und mit 200
Einheiten/ml IL-2 flr 2 Wochen und Fittern an jedem zweiten Tag mit IL-2-haltigen Medium und Splitten der
Kulturen im Verhaltnis 1:2 oder 1:3, wie es bendtigt wird, wachsen lassen. Der Grad der Polarisation wird be-
stimmt durch intrazellulares Anfarben der Zellen mit Anti-IFN-y und Anti-IL-4 Antikérpern von Pharmingen und
unter Verwendung der Durchflusszytometrie von Becton Dickinson (BD), gemaf den Beschreibungen der Her-
steller. Die Zellen werden mit PHA und Alloantigenen bei Tag 14 und 28, wie nachfolgend beschrieben, stimu-
liert. Acht Tage nach der zweiten Allostimulation kdnnen die Zellen fiir das Verbindungs-Screening verwendet
oder fir weitere Verwendung eingefroren werden. Zum Testen der Verbindungen werden gro3e Mengen von
Th1- und Th2-Zellen, die von einem Donor (NY-Th1 und NY-Th2) expandiert und als Aliquots in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die Zellen werden aufgetaut und kultiviert, wie und wann sie bendétigt werden. Die auf-
getauten Zellen werden mit Alloantigen/PHA-Kombination stimuliert. Die Zellen werden zum Screening der
Verbindungen nach 8-10 Tagen in Kultur verwendet.

Restimulation durch allogene Zellen:

[0114] Menschliche PBMCs, die als Alloantigene verwendet werden sollen, werden aus frisch enthommenen
Blut durch Ficoll-Trennung isoliert. Die Zellen werden in Medium, das 50 pg/ml Mitomycin-C enthalt, resuspen-
diert und fir 40 Minuten bei 37°C inkubiert und danach extensiv gewaschen, um alles von dem Mitomycin-C
zu entfernen. Die Zellen werden gezahlt und auf eine Endkonzentration von 2 x 10%/ml mit Medium verdiinnt,
das 10 pg/ml PHA und 200 Einheiten/ml IL-2 enthélt. Th1- oder Th2-Zellen (3 x 10° Zellen/ml) werden mit den
obigen PBMC in einem 1:1-Verhaltnis in 24-Well Platten gemischt und bei 37°C inkubiert. Die so gebildeten
Zellen kénnen flr das Testen der Verbindungen typischerweise nach 8 bis 10 Tagen verwendet werden.
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Testen der Verbindungen:

[0115] Sechsundneunzig-Well Falcon Gewebekulturplatten (Fisher Scientific) werden mit 100 pl pro Vertie-
fung (Well) von 10 pg/ml Anti-CD3 Antikérper (PharMingen) in Phosphatgepufferter Salzlésung beschichtet
und bei 4°C einen Tag vor dem Experiment gelagert.

[0116] An dem Testtag werden die Anti-CD3 Antikérper-beschichteten Platten einmal mit PBS gewaschen,
um allen I8slichen Anti-CD3 Antikorper zu entfernen. Die T-Zellen werden zentrifugiert und mit RPMI 1640 Zell-
kulturmedium (Gibco) ohne IL-2 gewaschen, gezahlt und bei einer Endkonzentration von 1 x 106 Zellen/ml re-
suspendiert. Stammldésungen der Verbindungen von dieser Erfindung (Konzentration 10 mM) werden auf eine
Endkonzentration von 10 yM in 0,1% DMSO (Dimethylsulfoxid) verdinnt und unter Verwendung 3-facher Ver-
diinnungen Uber 7 Reihen fiir IC,-Bestimmungen titriert. Alle Verbindungen und Kontrollen werden in Triplika-
ten getestet. Die Kontrollvertiefungen bestehen aus 0,25% Ethanol, 0,1% DMSO, Anti-CD3- und An-
ti-CD28-stimulierten Zellen (dienen als positive Kontrolle) oder unstimulierten Zellen (als negative Kontrollen)
in Triplikaten. Cyclosporin A (CsA) in Ethanol (bei 1 yM Konzentration), titriert Uber 7 Reihen, ist als eine Plat-
tenkontrolle innerhalb der ersten Platte von jedem Test eingeschlossen. 1 ug/ml von Anti-CD28 Antikérper (R
& D Systems) wird als ein Co-Stimulus zu allen Vertiefungen hinzugefiigt und 100 Mikroliter mit 1 x 10° Zellen
werden in jede Vertiefung pipettiert.

[0117] Die Zellen werden bei 37°C unter einer 5% CO,-Atmosphére inkubiert. Nach 48 Stunden werden die
Uberstande zum Testen mit ELISA entfernt. Prozent der Kontrolle wird gemessen durch Subtrahieren des Hin-
tergrundes von der mittleren OD der Triplikate und wird verglichen mit der mittleren OD von Kontrollen minus
dem Hintergrund, d. h. (x OD Verbindung — Hintergrund)/(x OD Kontrollen — Hintergrund) X 100 IL-5 (PharMin-
gen), IL-4 (R & D Systems), IL-13 (R & D Systems) und IFN-y (R & D Systems) werden durch ELISA-Kits ge-
messen und die Ergebnisse als % Kontrolle angegeben. Nach 48 Stunden wird mit den verbliebenen Zellen
ein ,Lebensfahigkeits-Test" unter Verwendung eines nicht-radioaktiven MTS-Testkits, erworben von Promega,
durchgefiihrt. Da lebensfahige Zellen fortfahren zu proliferieren, sind die Ergebnisse als ,Proliferation" in den
Tabellen angegeben. (Toxische Verbindungen inhibierten die Proliferation von Th-Zellen).

[0118] In Tabelle 2 sind die Wirkungen von einer Verbindung der vorliegenden Erfindung, 3-(4-Pyridinylami-
no)-1H-indol-2-carbonsaure, auf menschliche primare Th2-Zellen dargestellt. Th2-Zellen werden mit Anti-CD3
und Anti-CD28 Antikdrpern, wie in dem Methodenabschnitt beschrieben, in der Abwesenheit oder der Anwe-
senheit von den Verbindungen dieser Erfindung aktiviert. Die Uberstande werden fiir Cytokinmessungen durch
Standard-ELISA 48 Stunden nach der Stimulation gesammelt. Die Zellzahlen werden mittels des MTS-Testkits
(Promega) durch Inkubieren der verbliebenen Zellen fir weitere 20 Stunden bestimmt. Die Standardabwei-
chungen der Triplikatkulturen sind angegeben.

Tabelle 2 (Vergleichend)

Wirkungen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) auf die Cytokin-Expression und die
Proliferation von menschlichen Th2-Zellen

Proliferation (% IL-5 (% Kontrol-  IL-4 (% Kontrol-  IFN-y (% Kon- IL-13 (% Kontrol-
Kontrolle) le) le) trolle) le)
UM Mittel- SD Mittel- SD Mittel- SD Mittel-  SD Mittel- SD
wert wert wert wert wert
10 71,55 0,07 53,90 3,96 30,80 4,95 75,00 10,32 68,40 4,10
3 72,05 0,64 70,40 0,00 36,40 0,00 83,50 7,07 73,40 0,71
1 77,25 1,06 70,70 2,12 42,55 2,90 89,25 5,30 75,15 1,77
0,3 80,60 3,68 70,80 7,21 45,00 0,00 92,10 2,26 80,60 0,00
0,1 86,70 1,84 78,60 5,37 59,75 1,77 91,75 0,21 82,30 0,85
0,03 85,05 6,86 85,20 0,00 65,30 0,00 91,60 2,97 86,40 0,00
0,01 89,50 8,34 102,45 3,46 102,15 3,61 96,90 1,70 91,05 1,91

[0119] In Tabelle 3 werden die kombinierten Daten von 10 verschiedenen Experimenten dargestellt. Die
Th2-Zellen werden wie oben beschrieben aktiviert. Die Standardabweichungen waren geringer als 15% und
wurden daher nicht eingeschlossen. Als Kontrolle wurde CsA, ein nichtselektiver Cytokin-Inhibitor verwendet.
Die Verbindung dieser Erfindung 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure inhibierte selektiv IL-4, aber
nicht IFN-y und die Zellproliferation.
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Tabelle 3 (Vergleichend)

Zusammenfassung der Wirkungen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) auf die
menschlichen Th2-Zellen

Menschli- IL-4 1C,, IL-13 IC,, IL-5 IC,, IFN-y IC,, Prol. IC, IFN-y/IL-4
che primare | (um) (um) (um) (um (um Verhaltnis
Th2-Zellen
behandelt
mit:
3-(4-Pyridi- 0,24 =10 =10 >10 >10 >41
nylami-
no)-1H-in-
dol-2-car-
bonsqgaure
(n=10)
Cyclosporin | 0,006 0,008 0,008 0,008 1,0
A (CsA) (n=
25)

[0120] In Tabelle 4 ist die Wirkung von einer Verbindung der vorliegenden Erfindung, 3-(4-Pyridinylami-
no)-1H-indol-2-carbonsaure, auf menschliche primare NYTh1-Zellen dargestellt. NYTh1-Zellen werden mit An-
ti-CD3 und Anti-CD28, wie in den Tabellen 1 und 2 beschrieben, aktiviert. Die Daten aus 8 unterschiedlichen
Experimenten, von denen alle 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure verwendeten, werden kombiniert.
Die Standardabweichungen waren geringer als 15% und wurden daher nicht eingeschlossen. CsA, ein
nicht-spezifisches immunsuppressives Arzneimittel, wurde als Kontrolle verwendet. Diese Experimente de-
monstrieren, dass eine Verbindung dieser Erfindung keine Wirkung auf Th1-Zellen aufwies.

Tabelle 4 (Vergleichend)

Zusammenfassung der Wirkungen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) auf die
menschlichen Th1-Zellen

Menschliche primére IFN-y I1C,, (uM) Proliferation I1C,, (uM) IFN-y/IL-4 Verhaltnis
Th1-Zellen behandelt

mit

3-(4-Pyridinylami- >10 >10 -

no)-1H-indol-2-carbon-
saure (n = 8)

Cyclosporin A 0,006 0,005 1,0

[0121] In Tabelle 5 ist die Wirkung von einigen nahen Analogen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbon-
saure auf menschliche primare Th2-Zellen dargestellt. Th2-Zellen werden mit Anti-CD3 und Anti-CD28 Anti-
korpern, wie in dem Methodenabschnitt beschrieben, in der Abwesenheit oder der Anwesenheit von einigen
Verbindungen dieser Erfindung aktiviert und die Ergebnisse sind als IC,, in yM angegeben. Die Standardab-
weichungen waren geringer als 15% und wurden daher nicht eingeschlossen. Wie ersichtlich ist, inhibieren ver-
schiedene Verbindungen der vorliegenden Erfindung selektiv die Expression von IL-4 und weisen ein ahnliches
Selektivitatsprofil auf wie das von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure.
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Tabelle 5 (Vergleichend)

Zusammenfassung der Aktivitdt und des Selektions profils von den Verbindungen der vorliegenden Erfindung

IL-4 1C,, Prolif. ICy, IL-5I1C,, IFN-y IC,, IL-13 IC,,

Verbindung # puM MM UM pM puM
Beispiel 11 >10 >10 >10 >10 >10
Beispiel 24A 2,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 28 0,24 >10 >10 >10 ~10
(Maleatsalz)

Beispiel 76 4,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 77 3,6 >10 >10 >10 >10
Beispiel 78 0,3 >10 >10 >10 >10
Beispiel 79 5,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 80 6,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 81 6,0 >10 7,0 9,5 >10
Beispiel 82 0,15 >10 >10 >10 >10
Beispiel 83 1,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 84 1,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 85 0,9 >10 >10 >10 >10
Beispiel 86 1,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 87 0,6 >10 2,0 >10 >10
Beispiel 88 2,5 >10 >10 >10 >10
Beispiel 89 2,5 4,0 8 >10 >10
Beispiel 90 1,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 91 1,0 >10 >10 >10 >10
Beispiel 92 0,45 >10 >10 >10 >10

[0122] In Tabelle 6 ist die Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure auf das FlieRgleichge-
wicht des IL-4 mRNA-Spiegels dargestellt. Menschliche Th2-Zellen werden mit Anti-CD3 und Anti-CD28 Anti-
korpern (wie in den Methoden beschrieben) in der Gegenwart einer Losung von 10 pM 3-(4-Pyridinylami-
no)-1H-indol-2-carbonsaure oder 100 nM Cyclosporin A (CsA) fir 18 Stunden aktiviert. Die RNA der geernte-
ten Zellen wurde isoliert und durch Tagman auf IL-4 Boten untersucht. Die GAPDH-Boten wurde als interner
Standard zur Normalisierung verwendet. Die Prozentwerte der Aktivitat wurden berechnet durch Behandein
der Werte fur die nicht mit Arzneimittel behandelten, die Anti-CD3- und die Anti-CD28-stimulierten Th2-Zellen
als 100%. Tabelle 6 fasst die Daten von zwei unabhangigen Experimenten zusammen.

[0123] In dem zweiten Experiment werden auch die IL-4 Proteinspiegel durch Standard-ELISA in den Kultur-

Uberstanden, wie friher beschrieben, bestimmt. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass 3-(4-Pyridinylami-
no)-1H-indol-2-carbonsaure die IL-4 mRNA in primaren menschlichen T-Zellen hemmt.
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Tabelle 6 (Vergleichend)

Test auf IL-4 Transkription in menschlichen Th2-Zellen

Behandlung von RNA Exp #1 RNA Exp #2 IL-4 PROTEIN Exp #2
menschlichen primaren
Th2-Zellen fiir 18 Std.

% Aktivitat % Aktivitat pg/ml
Unstimuliert 6 24 3,2+/-0,0
Stimuliert: CD3/CD28 100 100 625,0 +/- 23
Stimuliert: CD3/CD28 + | 44 45 286,2 +/- 19

3-(4-Pyridinylami-
no)-1H-indol-2-carbon-
saure (Beispiel 28)
Stimuliert: CD3/CD28+ 12 ND ND
Cyclosporin A

ND - nicht bestimmt.

[0124] Ein dritter Test, der in der vorliegenden Erfindung verwendet wurde, schloss einen in vitro Toxizi-
tats-Test ein. Dieser Test wird zur weiteren Charakterisierung der Verbindungen verwendet, um die toxischen
Aktivitdten der Verbindungen auf Kontakt-inhibierte, nicht-teilende 3T3-Fibroblasten festzustellen. Andere To-
xizitats-Tests kdnnen verwendet werden.

[0125] Jede Verbindung, die 3T3-Fibroblastenzellen abtétete, wurde von weiteren Studien ausgeschlossen.

[0126] Kontakt-inhibierte Swiss 3T3-Fibroblasten wurden von ATCC bezogen. Die Zellen werden in 1640
RPMI gehalten, das mit 10% fétalem Rinderserum (Gibco) erganzt ist.

[0127] An dem Testtag werden die Zellen von den Flaschen durch Trypsinierung abgeldst, in Medium gewa-
schen und gezanhlt. 100 Mikroliter von 2,5 x 10* Zellen pro Vertiefung werden auf Falcon 96-Well Gewebekul-
turplatten ausplattiert und die Zellen bei 37°C in der Gegenwart von 5% CO, flir 2 Tage oder bis sie konfluent
sind inkubiert.

[0128] An Tag 2 von dem Test werden 75 Mikroliter Medium zu jeder Vertiefung hinzugefligt und 25 pL der
Testverbindungen werden bei Konzentrationen, die von 10 bis 0,01 pM reichen, hinzugefugt. Alle Verdinnun-
gen der Verbindungen werden in Triplikaten getestet. Die Kontrollen schlieBen 10 uM Methotrexat (Sigma), 10
MM Actinomycin D (Sigma) und 10 uM Cyclosporin A (Sigma) ein. Die Zellen werden fur 2 Tage in den Inkubator
zuriickgestellt.

[0129] Nach 2 Tagen Inkubation werden die 3T3-Zellen auf Lebensfahigkeit unter Verwendung eines
MTS-Testkits (Promega) untersucht. Medien werden zu leeren Vertiefungen zur Berechnung des Hintergrun-
des hinzugefiigt. Nach 2 Stunden Inkubation in den Reagenzien des Kits wird die optische Dichte bei 490 nm
fur jede Verbindung und Kontrolle mittels eines Plattenlesegerates bestimmt.

[0130] Die Ergebnisse werden als Prozent Cytotoxizitat wiedergegeben, d. h. (OD-Mittelwert der Verbin-
dungsvertiefungen — OD Hintergrund)/(OD-Mittelwert der Kontrollen — OD Hintergrund).

[0131] Arzneimittel, die klinisch verwendet werden, kdnnen als Kontrolle in diesem Test verwendet werden
und schlieRen Arzneimittel ein, von denen erwartet wird, dass sie keine Wirkung auf 3T3-Zellen aufweisen,
zum Beispiel, Steroide, Cyclosporin A, Methotrexat usw. oder Arzneimittel, die bekannte toxische Wirkungen
aufweisen, zum Beispiel Actinomycin D.

[0132] In Tabelle 7 sind die Wirkungen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure und bestimmten be-
kannten Standard-Verbindungen auf die Lebensfahigkeit von ruhenden 3T3-Zellen dargestellt. Wie erwartet
war Actinomycin D die einzige Verbindung, welche die Lebensfahigkeit von sich nicht-teilenden Zellen beein-
flusste. Es ist zu beachten, dass die Startkonzentration von CsA 1 pM war. 3-(4-Pyridinylamino)-1H-in-
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dol-2-carbonsaure wies keine toxischen Wirkungen auf diese Zellen auf. (Verschiedene andere Verbindungen
der vorliegenden Erfindung sind ebenfalls negativ in diesem Test).

Tabelle 7 (Vergleichend)

Fehlen der in vitro Zytotoxizitat von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28)

Verbindun- Medium % Beispiel 28 Actinomycin | Methotrexat | Dexametha- | Cyclosporin

gen uM Kontrolle % Kontrolle D % Kontrol- | % Kontrolle son % Kon- | A % Kontrol-
le trolle le

10 100 99,1 16,8 92,4 60,5 99,8

3 100 109,7 29,7 93,8 60,7 103,0

0,1 100 110,7 28,2 98,9 64,2 104,0

0,03 100 111,1 33,9 100,0 67,8 105,0

0,01 100 111,8 67,2 102,8 71,6 105,5

0,003 100 1116,3 74,9 105,2 77,9 114,4

0,001 100 124,0 79,0 113,2 100,0 121,0

IN VIVO EXPERIMENTE

[0133] Immunologische in vivo Tests oder Krankheitsmodelle kdnnen auch verwendet werden, um die Fahig-
keit einer Verbindung zu charakterisieren, die Spiegel von Th2-Cytokinen zu modulieren. Solche Tests sind auf
dem Fachgebiet gut bekannt und zahlreiche Protokolle sind veréffentlicht worden. Das Folgende sind Beispiele
von in vivo Tests, die verwendet werden kénnen, um ferner die Fahigkeit einer Verbindung zu charakterisieren,
die Spiegel von Th2-Cytokinen zu modulieren und somit die Wirksamkeit der IL-4 Inhibierung zu demonstrie-
ren.

[0134] Sofern nichts anderes angegeben ist, wurde in allen von den folgenden in vivo Experimenten ein Ma-
leatsalz von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) verwendet.

In vivo Ovalbumin-(OVA) Mausmodell:

[0135] Diese Modell ist ausgelegt, die Fahigkeit von einem Testgegenstand zu bestimmen, eine Antigen-in-
duzierte pulmonale Ansammlung von Entziindungszellen in sensibilisierten Balb/c-Mausen von Charles River
Laboratories zu modulieren. Den Mausen wird eine Zeitspanne von zwei Wochen von dem Ankunftsdatum bis
zur Sensibilisierung zugestanden.

Sensibilisierungen und Belastung

[0136] Anden Tagen 0, 7, 14 wird jedes Tier intraperitoneal (i.p.) mit einer 0,2 ml Ovalbumin-Hydragel-Lésung
injiziert. Jedes Tier erhalt 10 yg Ovalbumin in 0,2 ml Hydragel, einem Aluminiumhydroxid adsorptiven Gel, das
2% Aluminiumoxid enthalt. An Tag 21 werden die Tiere mit den Testverbindungen 30-60 Minuten vor der Ae-
rosol-Belastung mit 5% Ovalbumin dosiert. An Tag 22 werden BALF-Proben von einer Gruppe von Tieren ge-
sammelt und fur die Cytokin-Analyse verwendet. An Tag 24 werden BALF-Proben von einer zweiten Gruppe
von Tieren erhalten und fur die differentielle Zellz&dhlung verwendet.

Methoden und experimenteller Aufbau

[0137] Test-System: Weibliche Balb/cJ-Mause (Jackson Laboratories), ungefahr 6-9 Wochen alt, wobei jede
ungefahr 20 bis 25 Gramm wiegt, werden in 10 Tiere pro Gruppe unterteilt.

[0138] Akklimatisierung/Quarantane: Nach der Ankunft der Mause, werden die Tiere auf ihre allgemeine Ge-
sundheit hin durch ein Mitglied der tierarztlichen Belegschaft oder einen geeigneten Beauftragten beurteilt. Vor
den Experimenten werden die Tiere fur ein Minimum von 7 Tagen gehalten, um sie an die Laborumgebung zu
akklimatisieren und sie hinsichtlich der Entwicklung von ansteckenden Erkrankungen zu beobachten. Irgend-
welche Tiere, die als unannehmbar fiir die Verwendung in dieser Studie erachtet wurden, wurden durch Tiere
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mit ahnlichem Alter und Gewicht von demselben Anbieter ersetzt.

[0139] Tierhaltung: Alle Tiere (Gruppe oder Einzeltier) wurden in Ubereinstimmung mit den USDA-Richtlinien
beherbergt. Die Tierraumumgebung wird kontrolliert mit den festgesetzten Bedingungen: Temperatur 18 bis
26°C, relative Luftfeuchtigkeit 30% bis 70%, 12 Stunden kunstlicher Hell-Dunkelzyklus. Die Temperaturen und
die relative Luftfeuchtigkeit wurden taglich tberwacht.

[0140] Alle Tiere haben Zugang zu Harlan Teklad Rodent Diet®, ad libitum, oder irgendeinem anderen an-
nehmbaren Laborfutter, werden taglich kontrolliert und je nach Notwendigkeit hinzugefugt oder ersetzt. Die
Futteranlagen sind so angelegt, dass sie Verschmutzung, Zufiihrungsverstopfung und Verstreuen vermindern.
Wasser wird den Tieren ad libitum bereitgestellit.

[0141] Sensibilisierungs-Regime: Die Mause werden durch eine intraperitoneale Injektion von 10 pg Ovalbu-
min (OVA), gemischt in einer 4 mg Aluminiumhydroxid Al(OH), Gelsuspension in 0,2 ml steriler Salzlésung an
den Tagen 0, 7 und 14 sensibilisiert. Diese Suspension wird eine Stunde vor der intraperitonealen Injektion in
jede Maus hergestellt. Die Tiere sind fur die OVA-Belastung an Tag 21 bereit.

[0142] Antigen-Belastung: Die Tiere werden an Tag 21 aerosolisiertem OVA (5% wi/v in steriler Salzlésung)
fur 20 Minuten ausgesetzt. Das Aerosol wird durch einen PARI-Master Vernebler erzeugt, wobei der Auslass
mit einer kleinen Plexiglas®-Kammer verbunden ist, welche die Tiere enthalt. Die Bronchoalveolar-Waschung
wird an Tag 22 durchgefiihrt.

[0143] Methode der Studiendurchfihrung: An Tag 24, 72 Stunden nach der OVA-Aerosol Belastung, wird eine
separate Gruppe von Tieren mit Urethan (0,15-0,2 g/kg) anasthesiert und die Luftréhre freigelegt und kannu-
liert. Die Lungen werden gewaschen mit 2 x 0,5 ml Hank's physiologischer Salzlésung, ohne Ca?* und Mg**
(HBSS; Gibco, Grand Island, NY), die 0,1% EDTA enthalt. Die Waschflissigkeit wird nach 30 Sekunden durch
behutsame Aspiration zuriickgeholt und fiir jedes Tier vereinigt. Die Proben werden bei 2.000 min~' fiir 15 Mi-
nuten bei 5°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation werden die individuellen Uberstande bei —-80°C gefroren
gelagert. Das resultierende Pellet wird in 0,5 ml HBSS, die 0,1% EDTA enthalt, resuspendiert. Die Gesamtzel-
len und Eosinophile wurden unter Verwendung von einem Technicon HI, beziehungsweise Cytoslide bestimmt.

[0144] Verabreichung von dem Test/Kontroll-Gegenstand: Der Testgegenstand und die Tragersubstanz-Do-
sierungspraparationen wurden einmal jeder anasthesierten Maus intranasal unter Verwendung einer 200-ul Pi-
pette 30-60 Minuten vor der OVA-Belastung verabreicht. Jedes Tier erhalt 50 pl (25 pl/Nasenloch) bei jedem
Zeitpunkt. Methode der Euthanasie: Urethan-Uberdosis bis zur Beendigung des Lebens.

[0145] Statistische Analyse: Die Gesamtzell- und Eosinophilenzahl von verschiedenen Behandlungsgruppen
wird verglichen unter Verwendung von ANOVA, gefolgt von einem Multiple Comparison Test.

[0146] Die Ergebnisse der Mausexperimente sind in Tabelle 8 dargestellt. Die Verbindungen wurden 30 Mi-
nuten vor der Ovalbumin-Aerosol-Belastung an OVA-sensibilisierte Mause verabreicht. BALF wurde 24 Stun-
den nach der Aerosol-Belastung geerntet; N = 6/Gruppe. 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure inhi-
bierte signifikant sowohl IL-4 als auch IL-13-Spiegel in den BALF in einer Dosis-abhangigen Art und Weise.

Tabelle 8 (Vergleichend)

In vivo Allergen-induzierte Lungenentziindung in der Maus, Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-car-
bonsaure (Beispiel 28) auf Cytokine der bronchoalveoldren Waschflissigkeit (BALF)

Verbindung Dosis (mg/kg) (intrana- IL-4 pg/ml (£ SEM) IL-13 pg/ml (+ SEM)
sal)

Tragersubstanz -- 1220,4 + 207,7 120,2 £ 19,8

Cyclosporin A 30 144,4 + 35,7 159+24

Beispiel 28 30 123,9 £48,7 15171

Beispiel 28 10 414,3 + 115,5 59,9+ 12,7

Beispiel 28 3 835,1 + 40,4 ND
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pg = Pikogramm; ND — nicht bestimmt

[0147] Fig. 1 fasst die Ergebnisse von einem reprasentativen Experiment (von drei) zusammen, in dem zu-
satzlich zu den BALF-Cytokinen auch die Lungeneosinophilie bestimmt ist. Mause (12 Tiere pro Gruppe) wer-
den mit 0,2 ml einer Al(OH),-Hydrogelsuspension (2% Al(OH),), die 50 pg/ml Ovalbumin enthalt, an den Tagen
0, 7 und 14 sensibilisiert. An Tag 21 werden die Mause mit verschiedenen Dosierungshéhen von 3-(4-Pyridi-
nylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28), 3, 10 & 30 mg/kg, 30 Minuten vor einer 20-minutigen Belas-
tung mit 5% Ovalbumin (OVA) dosiert. Das Glucocorticosteroid Budesonid (10 mg/kg) ist als eine Kontrolle ein-
geschlossen.

[0148] Alle Verbindungen werden in 0,5% Methylcellulose/0,2% Tween-80, intranasal (50 pl) verabreicht.
Nach der OVA-Belastung fir 24 Stunden waren die Mause der Bronchoalveolarwaschung ausgesetzt und die
IL-4- und IL-13-Spiegel in den BALF wurden durch ELISA bestimmt. Eine weitere Mausegruppe wurde der
Bronchoalveolarwaschung ausgesetzt (72 Stunden nach der Behandlung), um die Anzahl der Eosinophile zu
bestimmen (*p < 0,05, **p < 0,01). Wie in Fig. 1 gezeigt, inhibierte 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsau-
re (Beispiel 28) signifikant die Allergen-induzierten IL-4- und IL-13-Spiegel in den BALF, mit ED,,-Werten von
ungefahr 10 mg/kg flr jedes Cytokin. Obwohl 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure ein relativ schlech-
ter Inhibitor von IL-13 in vitro ist, inhibierte 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure in vivo IL-13 fast so
gut wie IL-4.

[0149] Tabelle 9 fasst die Wirkungen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) und ver-
schiedenen anderen Verbindungen von dieser Erfindung auf das OVA-induzierte IL-4 und die Eosiniphilie in
BALF zusammen. Die Verbindungen (30 mg/kg) werden einmalig intranasal 30 Minuten vor der OVA-Belastung
gegeben, wenn nichts anderes erwahnt ist. Die BAL-Flissigkeiten werden 24 Stunden nach der OVA-Belas-
tung gesammelt und die Cytokinspiegel durch Standard-ELISA gemessen. Von einem parallelen Ansatz an
Tieren wird BALF nach 48 Stunden gesammelt und die Anzahl der Eosinophilen wird bestimmt. Verschiedene
Salze von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure, einschlief3lich dem Maleatsalz, dem Methansulfon-
sauresalz (EF, Experiment # 146) und dem Kaliumsalz, (ZD, Experiment # 146) werden, wie in Tabelle 9 zu-
sammengefasst, getestet.

Tabelle 9 (Vergleichend)

In vivo Allergen-induzierte Lungenentziindung in der Maus: Zusammenfassung der in vivo-Wirkungen von ver-
schiedenen Salzen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonséaure (Beispiel 28)

Exp# Verbindung # Route Dosis (mg/kg) IL-4 Ktrl. bei 24 | Eos % Kirl. bei
Std. 72 Std.

109 Beispiel 24A i.n. 30 3 8
(Maleatsalz)

130 Beispiel 24A i.p. 12 50
(Maleatsalz)

140 Beispiel 28 i.n. 12 50 Nicht gemacht
(Maleatsalz)

146 Beispiel 28 in. 10 57 53
(Maleatsal)

146 Beispiel 28 i.n. 30 34 28
(Maleatsalz)

146 Beispiel 28-EF | i.n. 30 27 42

146 Beispiel 28-ZD | i.n. 30 49,6 37,4

115 Beispiel 28 i.p. 30 43 Nicht gemacht
(Maleatsalz)

109 Beispiel 90 i.n. 30 37 71

i.n. = intranasal; i.p. = intraperitoneal; und p.o. = per os (durch den Mund)

[0150] Tabelle 10 fasst die Wirkungen von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure auf OVA-induziertes
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IgE in Mausen zusammen. Weibliche Mause (5-8 Wochen alt, Balb/c, Charles River) wurden in dieser Studie
verwendet. Ovalbumin (Sigma) wurde an Aluminum Hydroxide Adsorptive Gel, Inter, adsorbiert und 10 ug/0,2
ml/Maus intraperitoneal an den Experimenttagen 0 und 7 injiziert. Dexamethason (Sigma) und 3-(4-Pyridinyl-
amino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) waren in 10% HPCD (Hydroxypropyl-B-cyclodextrin, Aldrich) ge-
I6st. Dexamethason (10 mg/kg), 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) (3 und 10 mg/kg)
und 10% HPCD (0,2 ml/Maus) werden einmal pro Tag von Tag 6 bis Tag 14 intraperitoneal in Mause injiziert.
Diese werden an Tag 15 geblutet. Serum-Ovalbumin-spezifische IgE-Spiegel werden bestimmt durch einen
Standard-ELISA unter Verwendung eines Ziege-Anti-Maus IgE Antikorpers, der mit alkalischer Phosphatase
markiert ist. Die Anti-OVA Titer wurden durch Herstellen serieller Verdinnungen von Testseren und Verglei-
chen mit der Tragersubstanz-Kontrolle bestimmt.

Tabelle 10 (Vergleichend)

Inhibierung der Allergen-spezifischen IgE-Antikérper durch 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Bei-
spiel 28) in Mausen

Behandlung Anti-OVA IgE SE
Tragersubstanz 150,8 52,9
Dexamethason 27,4 9,4
Beispiel 28 (3 mg/kg) 41,8 8,5
Example 28 (10 mg/kg) 45,6 15,7

[0151] Die Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure auf OVA-induzierte Lungenentzindung
wurde auch in Ratten studiert. Das Rattenmodell war sehr &hnlich zu den vorher beschriebenen Mausmodel-
len. In Klrze, das von Haczku et al. beschriebene Lungenentziindungsmodell wurde mit geringen Veranderun-
gen verwendet (Haczku A., et al., Immunology, (1996), 88, 247-251). Mannliche Brown-Norway Ratten, die
160-200 Gramm wiegen, werden mit einer intraperitonealen Injektion von 1 ml einer Suspension, die Ovalbu-
min (1 mg) und Al(OH), (100 mg) enthalt, an den Tagen 1, 2 und 3 sensibilisiert. Drei Wochen spéater werden
die Ratten mit dem Tragerstoff oder den Arzneimitteln Uber intraperitoneale Injektionen behandelt. Eine Stunde
spater werden die Ratten mit der Ovalbumin-Inhalation (1%ige Lésung, 10 mg/ml in steriler Salzldsung) fur 20
Minuten in einer 10-Liter Plexiglas-Kammer, die mit einem DeVilbiss (Ultra-NEB®99) Vernebler bei einem Tra-
gerluftstrom von 1 Liter/Min. verbunden war, belastet.

[0152] Die Ergebnisse der Dosis-Wirkungs-Studien von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsdure auf den
Eosinophilen-Einstrom in die bronchoalveolare Fliussigkeit von Ovalbumin-sensibilisierten und belasteten
Brown-Norway Ratten sind als Saulendiagramme in Fig. 2 dargestellt. Einzeldosen von Cyclosporin A (CsA)
und Dexamethason (Dex) wurden auch als Referenzstandards eingeschlossen. 3-(4-Pyridinylamino)-1H-in-
dol-2-carbonsaure, verabreicht mit intraperitonealer Injektion, inhibierte den Einstrom von Eosinophilen in einer
dosisabhangigen Art und Weise mit ED,, von 10,07 mg/kg.

Ein in vivo-Modell der humoralen Immunitat in Mausen.

[0153] Der Zweck von diesem Test war zu bestimmen, ob IL-4 Inhibitoren eine Wirkung auf die normale An-
tikdrperreaktion aufwiesen, fir die bekannt ist, dass sie von den T-Helferzellen abhangig ist, welche die Anti-
kdrperproduktion von B-Zellen regulieren. Dieses Modell demonstriert die Wirkung von 3-(4-Pyridinylami-
no)-1H-indol-2-carbonsaure auf seine allgemeinen immunsuppressiven Aktivitaten in Mausen.

[0154] Es wurden weibliche Balb/c-Mause, von denen jede ungefahr 20 bis 25 Gramm wiegt, mit einem Alter
von 5 bis 8 Wochen verwendet. Jedes Experiment verwendete 30 Mause.

Immunisierung der Mause:

[0155] Das Antigen zur Immunisierung ist 2,4-Dinitrophenyl (DNP) oder 2,4,6-Trinitrophenyl (TNP), welches
an Keyhole Limpet Haemocyanin (KLH) konjugiert ist. Das Antigen (100 pg/Maus) ist an ein Adjuvant (kolloi-
dales Aluminiumhydroxid) adsorbiert und wird i.p. dem Tier in einem Gesamtvolumen von 0,2-0,3 ml verab-
reicht. Die hierin beschriebene Methode fir die Produktion von Immunreaktionen ist 8hnlich zu den Methoden,
die durch andere Forscher verwendet wurden (siehe zum Beispiel Wilder, J. A., et al., J. Immunol. (1996), 156,
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146-152 und Leenaars et al., Immunology, (1997), 90, 337-343).
Protokoll und Verbindungs-Behandlung:

[0156] Die Tiere werden willkirlich in 5 Gruppen zu je 6 Mausen aufgeteilt. Gruppe 1 ist eine Positivkontroll-
gruppe, die Gruppen 2, 3 und 4 sind Testverbindungsgruppen und Gruppe 5 ist eine Tragersubstanz-Kontroll-
gruppe. Die Verbindungen kénnen durch i.n.-, i.p.-, p.0.-, s.C.-, i.m.- oder i.v.-Verabreichung gegeben werden.
Im Allgemeinen werden die Verbindungen dieser Erfindung taglich an die Mause verabreicht, beginnend einen
oder zwei Tage vor der Immunisierung bis 7 Tage nach der Immunisierung (9-10 mal). An Tag 8 nach der Im-
munisierung werden die Mause durch Herzpunktion unter Anasthesie (Isofluran) geblutet und die Serumpro-
ben bei —20°C gelagert, bis sie fur die Antikdrperanalyse benétigt werden. Die anasthesierten Tiere werden mit
einer Uberdosis Natrium-Pentobarbital am Ende von dem Experiment euthanasiert. Die statistische Analyse
von den Daten wird unter Verwendung von ANOVA durchgeflhrt.

[0157] Die Ergebnisse, die in Tabelle 11 dargestellt sind, demonstrieren eine Selektivitat fir Th2-Cytokine von
3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsdure in vivo. Mause werden mit einem Hapten-Tragerkonjugat,
DNP-KLH, immunisiert und die Anti-DNP Antikdrperspiegel werden in einer Isotyp-spezifischen Weise wie
oben beschrieben bestimmt. Die Behandlung mit 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure verursachte
eine ausgepragte Verminderung der IgG1 Anti-DNP Antikdrperspiegel (teilweise Th2, IL-4-abhangig), aber be-
sal} keine signifikante Wirkung auf IgG2a Antikérperspiegel (Th1, IFN-y-abhangig). CsA, das bei 10 mg/kg als
Kontrolle in dieser Studie verwendet wurde, inhibierte vollstdndig sowohl IgG2a als auch IgG1 Antikorper.

Tabelle 11 (Vergleichend)

Unterschiedliche Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) auf verschiedene
Isotypen von Anti-Hapten Antikdrpern

Tier # IgG2a Anti-DNP Antikorper Titer IgG1 Anti-DNP Antikorper Titer
Tragersubstanz Beispiel 28 Tragersubstanz Beispiel 28

1 31,40 30,59 123,14 72,42

2 30,64 38,60 149,30 185,22

3 38,46 14,09 205,93 19,83

4 24,21 17,45 236,97 40,19

5 27,64 30,21 158,70 83,11

6 - 27,98 132,12 37,83
Mittelwert 30,47 +/- 26,49 +/- 167,69 +/- 73,10 +/-
+/- SE 2,37 3,72 18,19 24,38
Inhibierung - 13% - 56,5%

Asthmamodell des Schafs:

[0158] Das folgende in vivo Modell demonstriert, dass eine Verbindung, die in der Lage ist, ein Th2-Cytokin,
spezifisch IL-4, zu modulieren, auch in der Lage ist, die pulmonale Funktion zu verbessern und den pulmonalen
Widerstand in vivo zu vermindern. Die folgenden pulmonalen Funktionsstudien werden an Schafen durchge-
fuhrt, die allergisch auf Ascaris suum sind, wie kirzlich von Abraham beschrieben (Abraham, W. M., "Sheep
Models of Allergic Bronchoconstriction" in "Allergy and Allergic Diseases," Kay, A.B., Hrsg. Blackwell Science
— Oxford, (1997), 1045-1055). Fir die in dieser Studie verwendeten Schafe sind kirzlich friihe und spate Atem-
wegsreaktionen und Atemwegs-Uberempfindlichkeit gegen Carbachol nach Inhalationsbelastung mit Ascaris
suum-Extrakt demonstriert worden. In Kirze, transpulmonaler Druck, pulmonaler Widerstand (R, ), spezifischer
Lungenwiderstand (SR, ), Atemwegs-Hyperreaktivitdt und Atemwegsempfindlichkeit werden bestimmt.

METHODEN

[0159] Tier-Vorbereitung: Alle Tiere zeigten sowohl friihe als auch spate Atemwegsreaktionen auf die Inhala-
tionsbelastung mit Ascaris suum Antigen. Venése Blutproben (~5 ml) werden von einer peripheren Beinvene
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oder der Jugularvene fiir pharmakokinetische Daten erhalten.

[0160] Messung der Atemwegsfunktion: Die unsedierten Schafe werden in einem Wagen in der liegenden Po-
sition mit ihren Képfen immobilisiert. Nach topischer Anasthesie von den Nasenwegen mit 2% Lidocainlésung,
wird ein Ballonkatheter durch ein Nasenloch in die untere Speiserdhre vorgeschoben. Die Tiere werden mit
einem gecufften Endotrachealtubus durch das andere Nasenloch unter Verwendung eines flexiblen, faserop-
tischen Bronchoskops als Orientierungshilfe intubiert. (Der Cuff des Endotrachealtubus wird nur aufgepumpt
fur die Messung der Atemwegsfunktion und wahrend der Aerosolbelastung, um unangemessene Beschwer-
den zu verhindern. Diese Prozedur besitzt keine Wirkung auf die Atemwegsfunktion). Der Pleuraldruck wird mit
dem Osophagus-Ballonkatheter (gefiillt mit einem ml Luft) bewertet, der 5-10 cm von dem gastroésophagea-
len Ubergang positioniert ist. In dieser Position bewegt sich der endexspiratorische Pleuraldruck zwischen -2
und -5 cm H,O. Sobald der Ballon platziert ist, wird er gesichert, sodass er fiir die Dauer des Experimentes in
der Position verbleibt. Der laterale Druck in den Tracheen wird mit einem Seitenloch-Katheter (innerer Durch-
messer 2,5 mm) gemessen, der distal zu der Spitze von dem Endotrachealtubus vorgeschoben und positioniert
wird. Der transpulmonale Druck, die Differenz zwischen dem trachealen und dem pleuralen Druck, wird mit ei-
nem Differenzdruck-Messkathetersystem gemessen. Fir die Messung des pulmonalen Widerstandes (R)),
wird das proximale Ende des Endotrachealtubus an einen Pneumotachographen (Fleisch, Dyna Sciences,
Blue Bell, PA) angeschlossen. Die Signale der Strdmung und der transpulmonale Druck werden mit einem Os-
zilloskop-Aufzeichnungsgerat aufgenommen, das mit einem Computer zur Online-Berechnung von R, aus
dem transpulmonalen Druck, dem respiratorischen Volumen (erhalten durch digitale Integration) und der Stro-
mung verbunden ist. Die Analyse von 5-10 Atemzligen wird fir die Bestimmung von R verwendet. Unmittelbar
nach der Messung von R, wird das Thorax-Gasvolumen (V,;) in einem konstantvolumigen Ganzkorperplethys-
mograph gemessen, um den spezifischen Lungenwiderstand (SR, = R, -V, ) in L x cm H,O/LPS zu erhalten.

[0161] Aerosol Zufuhrungssystem: Die Aerosole aus Ascaris suum Extrakt (20:1 verdinnt mit Phosphat-ge-
pufferter Salzlésung; 82.000 PNU/ml) werden erzeugt unter Verwendung medizinischen Einmalverneblers
(Raindrop®, Puritan Bennett), der ein Aerosol mit einem mittleren aerodynamischen Massendurchmesser von
3,2 um (geometrische Standardabweichung 1,9) erzeugt, wie durch einen 7-stufigen Andersen Kaskaden-Im-
paktor bestimmt. Der Auslass von dem Vernebler ist in ein T-Stiick aus Plastik gerichtet, wobei ein Ende davon
mit dem Einatmungs-Anschluss von einem Harvard Respirator verbunden ist. Um die Aerosolzufiihrung besser
zu kontrollieren, wird ein Dosimeter, das aus einem Magnetventil und einer Bezugsquelle flir komprimierte Luft
(20 psi) besteht, am Beginn des Inspirationszyklus des Harvard Respirationssystems fiir 1 Sekunde aktiviert.
Das Aerosol wird mit einem Atemzugvolumen von 500 ml und mit einer Geschwindigkeit von 20 Atemziigen
pro Minute fur 20 Minuten geliefert. Jedes Schaf wird mit einer &quivalenten Dosis Antigen (400 Atemzlge) in
dem Kontroll- und Arzneimitteltest belastet. Die Carbacholaerosole werden auch mit dem oben beschriebenen
Verneblersystem erzeugt.

[0162] Dosis-Wirkungs-Kurven fur inhaliertes Carbachol: Fur die Dosis-Wirkungs-Kurven von Carbachol wer-
den die Messungen von SR, unmittelbar nach der Inhalation von Puffer und nach jeder Verabreichung von 10
Atemziigen mit ansteigenden Konzentrationen an Carbachollésung (0,25%, 0,5%, 1,0%, 2,0% und 4,0% w/v)
wiederholt. Um die Atemwegsempfindlichkeit festzustellen, wird die kumulative Carbacholdosis in den Atem-
zugseinheiten (BU), die den SR 400% uber den Wert nach dem Puffer steigern (d. h. PC,,,) aus der Dosis-Wir-
kungs-Kurve berechnet. Eine Atemzugseinheit ist definiert als ein Atemzug von einer 1%igen w/v Carbachol-
I6sung.

EXPERIMENTELLES PROTOKOLL

[0163] Die Ausgangs-Dosis-Wirkungs-Kurven fir Carbacholaerosol werden 1-3 Tage vor der Antigen-Belas-
tung erhalten. Bei Gelegenheiten, die mindestens 2 Wochen auseinanderliegen, werden die Ausgangswerte
des spezifischen Lungenwiderstandes (SR, ) erhalten und dann den Schafen Salzlésung (Kontrolle) oder Arz-
neimittel (bei Dosen von 3 mg pro Testverbindung, 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28),
in NaOH/Salzlésung) 30 Minuten vor der Antigenbelastung verabreicht. Fur diese Studien wird die Verbindung,
3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28), als Aerosol verabreicht. Dann werden die Schafe
mit Ascaris suum Antigen belastet. Messungen von SR, werden unmittelbar nach der Belastung erlangt, stiind-
lich von 1 — 6 Stunden nach der Belastung und halbstiindlich von 6 1/2-8 Stunden nach der Belastung. Mes-
sungen von SR, werden 24 Stunden nach der Antigenbelastung erlangt, gefolgt von der Carbachol Dosis-Wir-
kungs-Kurve fir 24 Stunden nach Belastung. Fur die anfanglichen Studien werden die Arzneimitteltests mit
den Stammkontrolldaten des Tieres verglichen.

[0164] Fur die Evaluierung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) werden die Aus-
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gangswerte von SR, erlangt und dann den Schafen entweder Tragersubstanz oder Arzneimittel (3 mg/kg) als
ein Aerosol in PEG400-Tragersubstanz verabreicht. SR, wird wieder gemessen und 30 Minuten nach der Do-
sierung werden die Tiere durch Aerosol mit Ascaris suum Antigen belastet. Messungen von SR, werden un-
mittelbar nach der Belastung erlangt, stiindlich von 1 bis 6 Stunden nach der Belastung und halbstindlich von
6,5 bis 8 Stunden nach der Belastung.

[0165] Die in Fig. 3 dargestellten Ergebnisse reprasentieren den Mittelwert + SEM von 2 Schafen pro Gruppe.
Fig. 3A stellt die Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) auf die Antigen-indu-
zierten frihen und spaten bronchialen Reaktionen dar. 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel
28) (3 mg/kg) wird 30 Minuten vor der Antigenbelastung als Aerosol gegeben. Es beeinflusste nicht die akute
Zunahme in dem spezifischen Lungenwiderstand (SR, ), aber blockierte die spate Reaktion verglichen mit der
Kontrolle.

[0166] Fig. 3B stellt die Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonséaure (Beispiel 28) (3 mg/kg) auf
die Atemwegsreaktionen nach der Belastung dar, in dem Kontrolltest ging PC,,, (die Menge an Carbachol, die
eine Zunahme von SR, um 400% verursacht) nach der Antigenbelastung zurtick (d. h. die Schafe wurden hy-
perempfindlich). Die Behandlung mit 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (Beispiel 28) verhinderte
diese Wirkung. Alle Werte sind Mittelwerte + SE fiir 2 Schafe. Die Reaktionen werden mit den Stammkontroll-
werten (Kontrolle) und den Tragersubstanz-Kontrollen verglichen.

Beispiele (Allgemein)

[0167] Allgemeine, fur die Charakterisierung verwendete analytische Techniken: Es wurde eine Vielzahl von
analytischen Techniken verwendet, um die Verbindungen, die in dem Verfahren von dieser Erfindung verwen-
det wurden, zu charakterisieren.

[0168] Die Formulierung ,konzentriert unter Vakuum oder rotationsverdampft" bezeichnet die Rotationsver-
dampfung unter Verwendung einer Blchi-Apparatur bei 20-60°C und 15-30 Torr, bei Verwendung einer
KNF-Neuberger Membranpumpe. Raumtemperatur wird als ,rt" abgekiirzt.

[0169] Praparative Umkehrphase-HPLC wurde an einer Rainin SD1 Einheit unter Verwendung einer Dyna-
max-C,g-S4ule (60 A sphéarische 13 pm Partikel) durchgefiihrt. Die mobile Phase bestand aus Acetonitril/Puf-
fer-Mischungen, wobei der Puffer zusammengesetzt war aus destilliertem Wasser, Acetonitril und Trifluoroa-
cetat (TFA) in dem in den experimentellen Prozeduren aufgelisteten Verhaltnis.

[0170] "H-NMR wurden auf einem Varian Gemini 300, Unity 300, Unity 400 oder Unity 500 Spektrometer auf-
gezeichnet mit chemischen Verschiebungen (8), die in ppm relativ zu Tetramethylsilan (0,00 ppm) oder Chlo-
roform (7,26 ppm) als Referenz angegeben sind. Die Signals wurden bezeichnet als s (Singulett), d (Dublett),
t (Triplett), q (Quartett), p (Pentuplett), m (Multiplett), br (breit).

[0171] Chromatographische (Flash-)Reinigungen an Kieselgel wurden unter Verwendung von vorgepackten
Isco- oder Biotage-Kartuschen (32-63 pm, 60 A) gemacht.

[0172] Massenspektren (MS) wurden an einem Finnigan MAT Model TSQ 700 Mass Spectrometer System
durch chemische lonisation bei 120 eV unter Verwendung von Methan (Cl, 120 eV) erhalten. Das protonierte
Molekilion, bezeichnet als (M* + 1), ist in Klammer angegeben.

[0173] Flussigchromatographie mit Massenspektralanalyse (LC/MS): HPLC: Séaule: 50 x 4,6 mm, Hypersil
BDS C18 3p. Mobile Phase: A = Wasser mit 0,05% Trifluoressigsaure, B = Acetonitril mit 0,05% Trifluoressig-
saure, Flussgeschwindigkeit = 1,0 ml/min, Gradient = 5%B bis 100%B in 3 Min, Halt 100% fiir 2 Min. Massen-
spektrometrie: Lct API LC/Orthogonal-Flugzeit Massenspektrometer und Masslynx Datensystem von Micro-
mass. lonisierungsart = Elektrospray (ESI), Quellentemperatur = 120°C, Desolvationstemperatur = 250°C, Di-
senspannung = 25 Volt, Erfassung Massebereich m/z von 145 bis 1.000. Werte wurden fur das protonierte Mo-
lekllion (M* + 1) bestimmt.
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Vergleichsbeispiel 1

NH,
O
\
F,C N OC_H,
H

Schema A, Schritt A1: 3-Amino-6-trifluormethyl-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0174] Unter Stickstoff wird eine Mischung aus 2-Fluor-4-(trifluormethyl)benzonitril (1,0 g, 5,29 mmol), Ethyl-
glycinathydrochlorid (886 mg, 6,3 mmol), Kaliumcarbonat (1,46 g, 6,3 mmol) und 1-Methyl-2-pyrrolidinon (20
ml) bei 115-120°C erhitzt und gertihrt. Nach sechs Stunden wird Kalium-tert-butoxid (700 mg, 6,2 mmol) hin-
zugefligt und bei Umgebungstemperatur fir 2 Std. gerthrt. Es wird durch EingieRen in Eis/Wasser abge-
schreckt, die wassrige Mischung mit Ether extrahiert, der Extrakt mit Wasser gewaschen und mit Magnesium-
sulfat getrocknet. Der Extrakt wird filtriert und unter Vakuum konzentriert, um das rohe Produkt zu ergeben.
Das rohe Produkt wird an Kieselgel (10 g, Sepack-Kartusche) mit Dichlormethan als Elutionsmittel chromato-
graphiert, um 332 mg (23%) von der Titelverbindung zu liefern. Identisch an TLC (Kieselgel, Dichlormethan)
zu der Verbindung, die in US-Patentschrift Nr. 5,189,054 offenbart ist.

Vergleichsbeispiel 2

NH,
&
N
F N\ OC,Hs
H

Schema A, Schritt A1: 3-Amino-6-fluor-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0175] Unter Stickstoff wird eine Mischung aus 2,4-Difluorbenzonitril (1,14 g, 8,2 mmol), Ethylglycinat-Hydro-
chlorid (1,5 mg, 10,7 mmol), Kaliumcarbonat (3,4 g, 24,6 mmol) und 1-Methyl-2-pyrrolidinon (20 ml) gerihrt
und erhitzt. Nach 2 Stunden wird die Reaktion auf 40°C abkihlen lassen und Kalium-tert-butoxid (300 mg, 2,7
mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion fir 1 Stunde riihren und dann zusatzliches Kalium-tert-butoxid (500 mg, 4,4
mmol) hinzufiigen. Uber Nacht auf Raumtemperatur abkiihlen lassen und die Reaktionsmischung auf Eis gie-
Ren. Es wird Wasser zum Aufldsen der Feststoffe in der Reaktionsflasche hinzugegeben und zu der geléschten
Reaktion hinzugefiigt. Den prazipitierten braunen Feststoff abfiltrieren und das Filtrat mit Ethylacetat extrahie-
ren. Den Extrakt mit Wasser (2x), Salzlake waschen und iber Magnesiumsulfat trocknen. Filtrieren und unter
Vakuum trocknen, um einen Rickstand zu erhalten, der mit Dichlormethan trituriert wird, um einen Feststoff zu
liefern. Den Feststoff sammeln, das Filtrat konzentrieren und den Feststoff an Kieselgel (10 g, Sepack-Kartu-
sche) mit Dichlormethan als Elutionsmittel chromatographieren. Die entsprechenden Fraktionen sammeln und
konzentrieren, um einen Feststoff zu erhalten. Mit dem vorher gesammelten Feststoff vereinen, um 136,7 mg
(7,5%) von der Titelverbindung zu ergeben. MS 223 (M+H).

Vergleichsbeispiel 3

NH,
Ci o)
N
N\ OC,H,
H

Schema B: 3-Amino-5-chlor-1H-indol-2-carbonsaureethylester
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Schritt B1: 2-Amino-N-tert-butyl-5-chlorbenzamid

[0176] Eine Losung aus 2-Amino-5-chlorbenzoesaure (1,21 g, 10 mmol) und N-Hydroxysuccinimid (1,38 g,
12 mmol) in Dichlormethan (12 ml) wird geruhrt und auf 0°C gekuhlt. Eine 1 M Lésung von Dicyclohexylcarbo-
diimid in Dichlormethan (12 ml, 12 mmol) wird tropfenweise hinzugefiigt und fiir 1 Stunde bei 0°C geruhrt. Mit-
tels einer Spritze wird tert-Butylamin (1,74 g, 23,79 mmol) hinzugefiigt und bei Umgebungstemperatur Gber
Nacht gertihrt. Die Reaktionsmischung wird gefiltert und das Filtrat mit wassrigem Natriumbicarbonat gewa-
schen. Die organische Phase wird mit MgSO, getrocknet und Gber Kieselgel chromatographiert, um durch Elu-
tion mit 4% Ethylacetat/Dichlormethan 1,74 g von der Titelverbindung zu liefern. MS 227 (M+H), m.p.
126-127°C.

Schritt B2: N-(4-Chlor-2-cyanophenyl)-2,2,2-trifluoracetamid

[0177] Eine Lésung von 2-Amino-N-tert-butyl-5-chlorbenzamid (5,07 g, 22,36 mmol) in Dichlormethan (200
ml) wird gertihrt und auf 0°C gekiihlt und dann tropfenweise Trifluoressigsaureanhydrid hinzugefiigt. Es wird
Uber Nacht bei Umgebungstemperatur gertihrt und dann unter reduziertem Druck konzentriert. Zwischen Chlo-
roform und wassrigem Natriumbicarbonat verteilen und die organische Schicht sammeln. Den Extrakt mit
MgSO, trocknen, filtrieren und das Lésemittel verdampfen. Den Rickstand mit Heptan triturieren und den wei-
Ren Feststoff sammeln, um 4,80 g (82%) von der Titelverbindung zu erhalten. MS 249 (M+H), m.p. 105-107°C.

Schritt B3: ((4-Chlor-2-cyanophenyl)-(2,2,2-trifluorethanoyl)amino)essigsaureethylester

[0178] Unter Stickstoff eine Lésung von N-(4-Chlor-2-cyanophenyl)-2,2,2-trifluoracetamid (4,80 g, 19,31
mmol) in Dimethylformamid (50 ml) rGhren, auf 0°C kuhlen und NaH (0,7 g, 29,1 mmol) hinzufiigen. Die Reak-
tion fur 1 Stunde bei Umgebungstemperatur riihren und Ethylbromacetat (4,3 ml, 38,77 mmol) mit Hilfe einer
Spritze hinzufligen. Bei 50°C uber Nacht rihren und dann die Reaktion in wassriges Ammoniumchlorid-Ethyl-
acetat gielen. Die organische Schicht mit Salzlake (2x) waschen, uber MgSO, trocknen, filtrieren und ver-
dampfen, um ein Ol zu erhalten. Das Ol chromatographieren und mit 20% Ethylacetat/Heptan und dann 30%
Ethylacetat/Heptan eluieren. Die entsprechenden Fraktionen konzentrieren und 6,0 g von einem Feststoff er-
halten. MS 335 (M+H), m.p. 71-73°C.

Schritt B4: 3-Amino-5-chlor-1-(2,2,2-trifluorethanoyl)-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0179] Unter Stickstoff wird eine Mischung aus [(4-Chlor-2-cyanophenyl)-(2,2,2-trifluorethanoyl)amino]essig-
saureethylester (93,34 g, 10 mmol) in Tetrahydrofuran (20 ml) gerthrt, auf 0°C gekuhlt und dann tropfenweise
eine 1 M Loésung von Kalium-tert-butoxid in Tetrahydrofuran (12 ml, 12 mmol) hinzugefligt. Die Reaktion bei
Umgebungstemperatur flr 2 Stunden rihren und dann zwischen wassrigem Ammoniumchlorid/Ethylacetat
verteilen. Die organische Schicht abtrennen, Gber MgSO, trocknen, filtrieren und zu einem Feststoff konzent-
rieren. Den Riickstand mit Heptan triturieren, den Feststoff filtrieren und an der Luft trocknen, um 2,86 g (86%)
von der Titelverbindung zu erhalten. MS 335 (M+H), m.p. 249-251°C.

Schritt B5: 3-Amino-5-chlor-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0180] Eine Mischung aus 3-Amino-5-chlor-1-(2,2,2-trifluorethanoyl)-1H-indol-2-carbonsaureethylester (3,34
g, 10 mmol), Ethanol (50 ml) und Kaliumcarbonat (1,50 g, 10,85 mmol) wird bei 70°C erhitzt und gerthrt. Nach
1,75 Stunden wird Wasser (20 ml) hinzugefugt und nach einer weiteren Stunde wird zusatzliches Kaliumcar-
bonat (0,58 g, 4,20 mmol) hinzugefligt. Die Reaktionsmischung wird auf Umgebungstemperatur abgekuihlt und
zwischen Wasser/Ethylacetat verteilt. Die organische Schicht abtrennen, tber MgSO, trocknen, filtrieren und
konzentrieren, um 1,70 g der Titelverbindung als Feststoff zu liefern. MS 239 (M+H).

Vergleichsbeispiel 4

NH,
F ]
N
N\ OC,H,
H

Schema B: 3-Amino-5-fluor-1H-indol-2-carbonsaureethylester
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Schritt B1: 2-Amino-N-tert-butyl-5-fluorbenzamid

[0181] Eine Losung aus 2-Amino-5-fluorbenzoesaure (7,75 g, 50 mmol), N-Hydroxysuccinimid (6,9 g, 60
mmol) und Dimethylaminopyridin (1,0 g) in Dichlormethan (200 ml) wird gerihrt und auf 0°C gekuhlt. Eine 1 M
Lésung von Dicyclohexylcarbodiimid in Dichlormethan (60 ml, 60 mmol) wird tropfenweise hinzugefiigt und fur
1 Stunde bei 0°C geruhrt. Mittels einer Spritze wird tert-Butylamin (20 ml, 190,3 mmol) hinzugefligt und bei 0°C
fur 3 Stunden und dann bei Umgebungstemperatur tber Nacht geriihrt. Auf eine Unterlage aus Kieselgel gie-
Ren und mit 5% Ethylacetat/Dichlormethan eluieren. Die dhnlichen Fraktionen vereinigen und konzentrieren,
um einen unverarbeiteten Feststoff zu erhalten. Den Ruckstand mit Heptan triturieren und filtrieren, um 7,7 g
(73%) von der Titelverbindung zu erhalten. MS 211 (M+H), m.p. 77-78°C.

Schritte B2-B5: 3-Amino-5-fluor-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0182] Der Prozedur von Beispiel 3 (Schritte B2-B5) folgen, um 3-Amino-5-fluor-1H-indol-2-carbonsauree-
thylester zu erlangen. MS 223 (M+H), TLC (Kieselgel, 4% Ethylacetat/Dichlormethan) R, = 0,50.

Vergleichsbeispiel 5

NH‘2
O

N
r\{H OC(CH,),

Schema B, Schritte B3-B5: 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butylester

[0183] Es wird der Prozedur von Beispiel 3 (Schritte B3-B5) gefolgt, aber mit N-(2-Cyanophenyl)-2,2,2-triflu-
oracetamid (Synthese beschrieben in J. Fluorine Chem. 1981, 18, (2), 185-95) und tert-Butylbromacetat ge-
startet, um die Titelverbindung zu erlangen: MS 310 (M+H), TLC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 7:1), R;
=0,38.

Vergleichsbeispiel 6

NH,
CH,O 0
N

N OC(CH,),
H

Schema B, Schritte B1-B5: 3-Amino-5-methoxy-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butylester
[0184] Es wird der Prozedur von Beispiel 3 gefolgt, aber mit 2-Amino-5-methoxy-benzoesaure gestartet und

in Schritt B3 wird tert-Butylbromacetat anstatt Ethylbromacetat verwendet, um die Titelverbindung zu erlangen:
MS 263 (M+H), m.p. 146-147°C.

Vergleichsbeispiel 7

F NH,

N OC(CH,),
H
Schema B, Schritte B3-B5: 3-Amino-4-fluor-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butylester

O

33/91



DE 603 13 769 T2 2008.03.06

[0185] Es wird der Prozedur von Beispiel 5 gefolgt, aber mit 3-Fluor-N-(2-cyanophenyl)-2,2,2-trifluoracetamid
(Synthese beschrieben in J. Fluorine Chem. 1981, 18, (2), 185-95) und tert-Butylbromacetat gestartet, um die
Titelverbindung zu erlangen: MS 251 (M+H), TLC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 7:1), R, = 0,38.

Vergleichsbeispiel 8

NH,
)
Ny
N OCH,
H

Schema C: 3-Amino-6-phenyl-1H-indol-2-carbonsaureethylester
Schritt C1: N-(5-Chlor-2-cyanophenyl)acetamid

[0186] Eine Mischung von 2-Amino-4-chlorbenzonitril (20,0 g, 131 mmol) und acetischem Anhydrid (80 mL)
wird fir 40 Minuten auf dem Dampfbad erhitzt. Es wird Wasser (300 ml) hinzugefiigt und fiir 1 Stunde gerthrt.
Der resultierende Feststoff wird filtriert, mit Wasser gewaschen und unter Vakuum bei 40°C getrocknet, um
22,9 g Produkt zu erlangen. Eine Probe von 12,8 g wird von Ethanol-Ethylacetat rekristallisiert und 9,83 g von
der Titelverbindung erhalten. MS 195 (M+H), TLC (Kieselgel, Ethylacetat/Heptan 1:1) R; = 0,38.

Schritt C2: N-(2-Cyanophenyl-5-phenyl)acetamid

[0187] Eine Mischung aus N-(5-Chlor-2-cyanophenyl)acetamid (0,389 g, 2,0 mmol), Phenylborsaure (0,366
g, 3,0 mmol), Palladium(ll)acetat (8,8 mg), 2-(Dicyclohexylphosphino)biphenyl (28,0 mg), Kaliumfluorid (0,348
g, 5,99 mmol) und Tetrahydrofuran (5 ml) wird bei Umgebungstemperatur tiber Nacht gerihrt. Die Reaktions-
mischung wird in eine wassrige Ldsung von Kaliumcarbonat (30 ml) gegossen und mit Ethylacetat (2 x 25 ml)
extrahiert. Die Extrakte werden vereinigt und mit Wasser und Salzlake gewaschen, tiber MgSO, getrocknet
und unter Vakuum getrocknet, um einen gelbbraunen Feststoff zu erlangen. Der Feststoff wird mit Ether tritu-
riert und 0,365 g (77%) von der Titelverbindung als ein cremefarbenes Pulver gesammelt. MS 237 (M+H), m.p.
168-170°C.

Schritt C3: 3-Amino-1-(ethanoyl)-6-phenyl-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0188] Eine Losung von N-(2-Cyanophenyl-5-phenyl)acetamid (15,0 g, 63,5 mmol) in 1-Methyl-2-pyrrolidinon
(150 ml) wird auf 4°C gekihlt und tropfenweise eine 1 M Lésung von Kalium-tert-butoxid in Tetrahydrofuran
(77,0 ml, 77,0 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion wird bei 0°C fiir 30 Minuten gealtert und dann Ethylbromacetat
(12,0 g, 72,1 mmol) hinzugeflgt. Es wird Gber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt und die Reaktion in Wasser
(600 ml) abgeschreckt. Die wassrige Mischung wird mit Ether (3 x 300 ml) extrahiert, die Extrakte vereinigt, die
Extrakte werden mit Wasser und Salzlake gewaschen und tber MgSO, getrocknet. Die Extrakte werden filtriert
und unter Vakuum konzentriert, um 20,6 g von einem dunklen Ol zu erlangen. Es wird (iber eine Waters
Prep-Pak Kieselgel-Kartusche (500 g) chromatographiert und mit einem Stufengradienten von 5%, 10%, be-
ziehungsweise 20% Ethylacetat/Dichlormethan eluiert. Die Fraktionen, die das Startmaterial enthalten, werden
konzentriert und ein gelber Festsstoff erhalten. Der Feststoff wird mit Ether trituriert und filtriert, um 2,61 g eines
weilen Feststoffes zu liefern.

[0189] Die Filtrate von oben werden mit den Fraktionen von der Chromatographie, die das Produkt erhalten,
vereinigt und konzentriert, um 16,2 g von einem dunklen Ol zu liefern. Das Ol wird tiber eine Waters Prep-Pak
Kieselgel-Kartusche chromatographiert und mit einem Stufengradienten von 2%, 5%, beziehungsweise 10%
Ethylacetat/Dichlormethan eluiert. Ahnliche Fraktionen werden vereinigt und konzentriert, um 7,33 g von der
Titelverbindung zu ergeben. MS 323 (M+H), TLC (Kieselgel, 20% Ethylacetat/Dichlormethan) R, = 0,67.

Schritt C4: 3-Amino-6-phenyl-1H-indol-2-carbonsaureethylester
[0190] Eine Mischung aus 3-Amino-1-(ethanoyl)-6-phenyl-1H-indol-2-carbonsaureethylester (7,3 g, 22,6

mmol) 20% wassrigem Kaliumcarbonat (100 ml) und Ethanol (100 ml) wird far 1,75 Stunden unter Ruckfluss
erhitzt. Die Reaktion wird bei Umgebungstemperatur Uber Nacht stehen gelassen und mit Wasser (500 ml) ver-
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dinnt. Es wird auf 0°C abgekuhlt und ein violetter Feststoff gesammelt. Der Feststoff wird mit Wasser gewa-
schen und bei 40°C unter Vakuum getrocknet und 5,7 g eines violetten Feststoffes erhalten. Der Feststoff wird
mit Dichlormethan (40 ml) trituriert, filtriert und mit Dichlormethan und Ethylacetat gewaschen und dann bei
40°C unter Vakuum getrocknet, um 2,5 g der Titelverbindung als einen Feststoff zu ergeben. ESI/MS 281
(M+H), HPLC: R, = 183 min., m.p. 181-183°C.

Beispiel 9
NH,
CH,O O
N
CH,O N\ - OCH,
H

Schema D: 3-Amino-5,6-dimethoxy-1H-indol-2-carbonsaureethylester
Schritt D1: (2-Cyano-4,5-dimethoxyphenylamino)essigsaureethylester

[0191] Unter N, wird 2-Amino-4,5-dimethoxybenzonitril (2,0 g, 12,25 mmol) in Ethanol (50 ml) suspendiert und
Natriumbicarbonat (3,09 g, 36,78 mmol) in einer Portion hinzugefugt. Mit Hilfe einer Spritze wird langsam Ethyl-
bromacetat (2,72 ml, 24,5 mmol) hinzugefiigt und dann Natriumiodid (10 mg). Die Reaktion wird bei 65°C er-
hitzt und dann auf Umgebungstemperatur abgekuhlt. Der resultierende Feststoff wird filtriert und mit Ethylace-
tat gewaschen, um die organischen Anteile zu I6sen. Das Filtrat wird konzentriert, um 0,66 g (23%) von der
Titelverbindung zu ergeben; MS 265 (M+H).

Schritt D2: 3-Amino-5,6-dimethoxy-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0192] Unter N, wird eine Mischung aus (2-Cyano-4,5-dimethoxyphenylamino)essigsaureethylester (0,124 g,
0,47 mmol) in Tetrahydrofuran (6 ml) gertihrt und dann tropfenweise eine 1 M Lésung von Kalium-tert-butoxid
in Tetrahydrofuran (0,66 ml, 0,66 mmol) hinzugefligt. Es wird fir 1 Stunde bei Umgebungstemperatur gertihrt
und dann in Eis/Wasser gegossen. Es wird mit Ethylacetat extrahiert, der Extrakt iber MgSO, getrocknet, filt-
riert und unter Vakuum zu einem Feststoff konzentriert. Diese wird an einer Sep-Pak Kieselgel-Kartusche (2 g)
chromatographiert und mit Dichlormethan und dann mit 2:1 Heptan/Ethylacetat eluiert. Ahnliche Fraktionen
werden vereinigt und konzentriert, um 61,9 mg (49%) von der Titelverbindung als einen Feststoff zu ergeben.
MS 265 (M+H).

Vergleichsbeispiel 10

O

N
N
\

Cl OC,H,

H

Schema D: 3-Amino-6-chlor-1H-indol-2-carbonsaureethylester
Schritt D4: 3-Amino-1-(ethanoyl)-6-chlor-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0193] Eine Mischung aus N-(5-Chlor-2-cyanophenyl)acetamid (siehe Beispiel 8, 1,0 g, 5,14 mmol) und THF
(10 ml) wird gerihrt, auf 0°C gekuhlt und Kalium-tert-butoxid (6,2 ml einer 1 M Lésung in THF) hinzugefiigt und
bei 0°C fir 30 Minuten gerihrt. Dann wird Bromethylacetat (0,6 ml) in einer Portion hinzugefugt. Es wird bei
Raumtemperatur fur 2 Stunden gerthrt. Die Reaktion wird mit Wasser (40 ml) abgeschreckt und mit Ethylace-
tat gertihrt. Die Schichten werden getrennt und die wassrige mit Ethylacetat nochmals extrahiert. Die organi-
schen Extrakte werden vereinigt und mit Wasser und Salzlauge gewaschen. Es wird tiber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck konzentriert, um einen braunen Feststoff zu ergeben. Der Feststoff wird mit
Ether trituriert und ein beiger Feststoff gesammelt. Der Feststoff wird an Kieselgel mit 2% Ethylacetat/Dichlor-
methan chromatographiert, gefolgt von 10% Ethylacetat/Dichlormethan, um 0,65 g (45%) von der Titelverbin-
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dung als einen beigen Feststoff zu erhalten. MS 281 (M+H), HPLC: R, = 3,20 min., TLC (Kieselgel, 10% Ethyl-
acetat/Dichlormethan) R, = 0,53.

Schritt D5: 3-Amino-6-chlor-1-H-Indol-2-carbonsaureethylester

[0194] Es wird eine 1 N ethanolische Kaliumhydroxidlésung (100 ml) zu 3-Amino-1-(ethanoyl)-6-chlor-1H-in-
dol-2-carbonsaureethylester (3,5 g, 12,5 mmol) hinzugefligt und die Reaktion fir 20 Minuten stehen lassen.
Die resultierende Aufschlammung wird unter schnellem Riihren in Wasser bei 5°C gegossen. Es wird bei 0°C
fur 10 Minuten altern lassen, der Feststoff gesammelt, mit Wasser gewaschen, bei 40°C unter Vakuum getrock-
net und 2,42 g (81%) von der Titelverbindung erhalten: MS 239 (M+H).

Beispiele 11-21

[0195] Schema E, Schritt E1: Tabelle 12 veranschaulicht 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureester
der vorliegenden Erfindung, die ahnlich zu der in der US-Patentschrift Nr. 5,328,920 offenbarten Methode syn-
thetisiert werden kénnen. Dementsprechend produziert die Reaktion von dem entsprechenden 3-Amino-in-
dol-2-carboxylat mit 4-Chlorpyridinhydrochlorid in 1-Methyl-2-pyrrolidinon die gewlinschten Verbindungen. An-
derungen der Reaktionszeiten und Temperaturen von der mit Verweisen versehenen Prozedur sind in der Ta-
belle vermerkt. Tabelle 13 listet die entsprechenden physikalischen Eigenschaften auf.

*i‘ —
X N—@N

5 ;\/\Y(ORZ

Y . 0O
Tabelle 12 Reaktionsbedingungen
[(C.) = Vergleichend)]

Beispiel X Y Z R R, Temp. °C Zeit Std.
11 (C.) H H NH H C,H, 165° 6
12 (C.) 6-CF, H NH H C,H; 80 18
13 (C.) 6-ClI H NH H C,H; 100 5
14 (C.) 5-Cl H NH H C,H, 100 4.5
15 (C.) 6-F H NH H C,H; 80 d
16 (C.) 5-F H NH H C,H, 100 2
17 (C.) 4-F H NH H C(CH,), 75 16
18 (C.) 6-Phenyl H NH H C,H; 100 d
19 (C.) H H NH H C(CH,), 100 2
20 5-OCH, 6-OCH, NH H C,H; 80 6
21 (C.) 5-OCH, H NH H C(CH,), 80 3,5

d = Uber Nacht, etwa 16-20 Std.
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Tabelle 13 Physikalische Eigenschaften

Beispiel MS (M+H) Retentionszeit Minuten mp°C
(HPLC)

11 282 248-250

12 350

13 316 1,90 258-261(dec)

14 316

15 300

16 300

17 328 1,58 210-212

18 358 241-243

19 310

20 342 1,20

21 340 1,13 217-219

Vergleichsbeispiel 22
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Schema E, Schritt E1: 3-(2-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0196] Eine Mischung aus 3-Aminoindol-2-carboxylat (250 mg, 1,2 mmol) und 2-Bromopyridin (1,0 ml, 10
mmol) wird bei 150°C fur 1 Stunde erhitzt. Die Reaktion wird gekihlt und zwischen wassrigem Ammoniumchlo-
rid und Ethylacetat partitioniert. Die organische Schicht wird abgetrennt und konzentriert, um eine unverarbei-
tete Mischung zu liefern. Die Mischung wird mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel chromatographiert,
um durch Elution mit 25% Ethylacetat/Dichlormethan 50 mg von der Titelverbindung zu liefern. MS 282 (M+H).

Vergleichsbeispiel 23
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Schema E, Schritt E1: 3-(Pyrimidin-2-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0197] Eine Mischung aus Ethyl-3-aminoindol-2-carboxylat (204 mg, 1,0 mmol) und 2-Chlorpyrimidin (1,2 g,
10,5 mmol) wird bei 100°C flir 16 Stunde erhitzt. Die Reaktion wird gekuhlt und wassriges Ammoniumchlorid
und Ethylacetat hinzugefiigt. Der Uberschuss von 2-Chlorpyrimidin wird abfiltriert, die organischen Schichten
getrennt, mit MgSO, getrocknet, filtriert und konzentriert, um eine unaufbereitete Mischung zu liefern. Die Mi-
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schung wird mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel chromatographiert, um durch Elution mit 25% Ethyl-
acetat/Dichlormethan 50 mg von der Titelverbindung zu liefern. MS 283 (M+H), TLC (Kieselgel, 25% Ethylace-
tat/Dichlormethan) R; = 0,44.

Vergleichsbeispiel 24
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Schema F, Schritt F8: 5-Fluor-1-methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0198] Eine Mischung aus 5-Fluor-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester (0,195 mg, 0,65
mmol) in Dimethylformamid (3,0 ml) wird bei 0°C gerihrt und dann eine 1 M Losung von Kalium-tert-butoxid in
Tetrahydrofuran (0,8 ml, 0,8 mmol) hinzugeflgt. Es wird fiir 0,5 bis 1 Stunde bei 0°C gerihrt und dann lodme-
than (0,05 ml, 0,78 mmol) hinzugefiigt. Nach 1 Stunde wird gesattigte wassrige Ammoniumchloridlésung (5 ml)
und Ethylacetat (10 ml) hinzugefligt. Die Schichten werden getrennt und mit Ethylacetat nochmals extrahiert.
Die organischen Schichten werden vereinigt und mit Wasser (3x), Salzlake gewaschen und uber MgSO, ge-
trocknet. Der Extrakt wird konzentriert, um 60 mg (30%) von der Titelverbindung als einen braunen Feststoff
zu erhalten: ESI/MS 314 (M+H), HPLC: R, = 1,50 min.

Vergleichsbeispiel 24A
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Schema F, Schritt F8: 1-Methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0199] Die Prozedur von Beispiel 24 wird im Wesentlichen in diesem Beispiel wiederholt, auRer dass das ver-
wendete Startmaterial 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester ist. Diese Verbindung ist auch in
der US-Patentschrift Nr. 5,328,920 beschrieben. Das Maleatsalz von dieser Verbindung weist einen m.p. von
169-170°C (dec) auf.
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Vergleichsbeispiel 25
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Schema F, Schritt F8: 4-Fluor-1-methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsdure-tert-butylester
[0200] Es wird der Prozedur von Beispiel 24 gefolgt, aber mit 4-Fluor-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbon-
saure-tert-butylester gestartet und Tetrahydrofuran flr Dimethylformamid substituiert, um die Titelverbindung
zu erhalten. ESI/MS 342 (M+H), HPLC: R, = 1,41 min.

Vergleichsbeispiel 26
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Schema F, Schritt F8: 5-Chlor-1-methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0201] Es wird der Prozedur von Beispiel 24 gefolgt, mit 5-Chlor-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsau-
re-tert-butylester gestartet und die Titelverbindung erhalten. ESI/MS 330 (M+H), HPLC: R, = 1,58 min.

Vergleichsbeispiel 27
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Schema F, Schritt F8: 6-Chlor-1-methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester
[0202] Es wird der Prozedur von Beispiel 24 gefolgt, mit 6-Chlor-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsau-

reethylester gestartet und die Titelverbindung erhalten. ESI/MS 330 (M+H), HPLC: R, = 1,64 min, m.p.
154-155°C.
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Vergleichsbeispiel 28
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Schema G: 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure
Schritt G1: (2-Cyanophenylamino)essigsaureethylester

[0203] Ein 30-Gallonen-Reaktor wird mit einer Mischung aus 10,0 kg (84,6 mol) Anthranilonitril, 21,2 kg (127,0
mol, 1,5 Aquivalente) Ethylbromacetat, 12,0 kg (143,0 mol, 1,7 Aquivalente) NaHCO, 10,0 g (katalytisch) Na-
triumiodid und 33,0 L Ethanol beschickt. Die Reaktionsmischung wird erhitzt und bei 78-80°C unter Stickstoff
gehalten. Der Fortschritt der Reaktion wird durch HPLC (Saule — 150 x 3,9 mm Waters Symmetry C18, 5 Mi-
krometer; Mobile Phase — 60% Acetonitril/40% 0,1% TFA in Wasser; Flussgeschwindigkeit — 1,0 ml/min; Wel-
lenlange — 225 nm; R;: Anthranilonitril — 1,8 Min. (2-Cyanophenylamino)essigsédureethylester — 2,7 Min.) tber-
wacht. Typischerweise wird eine 70-72%ige Umsetzung in etwa 40-44 Stunden erreicht. Die Mischung wird
auf 60°C abklhlen lassen und warm filtriert, um die anorganischen Feststoffe zu entfernen. Der Filterkuchen
wird mit 10,0 L warmem (70°C) Ethanol gewaschen. Das Filtrat wird gekuhlt und bei —20°C fir 4 Stunden ge-
halten. Der Feststoff, der sich gebildet hat, wird abfiltriert und mit 6,0 L kaltem (-20°C) Ethanol gewaschen und
luftgetrocknet, um 11,02 kg, 64,0% Ausbeute von der Titelverbindung zu ergeben: HPLC-Analyse 100% rein.

Schritt G2: 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0204] Ein 30-Gallonen Reaktor wird mit insgesamt 30,0 L Tetrahydrofuran unter Stickstoff beschickt. Es wer-
den insgesamt 4,0 kg (32,72 mol, 1,045 Aquivalente) Kalium-tert-butoxid hinzugefiigt. Es wird eine exotherme
Reaktion auf 25°C von 20°C beobachtet. Die Mischung wird auf 20°C gekuhlt. Es werden insgesamt 6,40 kg
(31,3 mol) (2-Cyanophenylamino)essigsaureethylester in 30,0 L Tetrahydrofuran geldst und tuber 5 Stunden
bei 20-25°C hinzugefugt. Die Reaktionsmischung wird bei 20-23°C fur 18 Stunden geruhrt. Der Fortschritt der
Reaktion wird durch HPLC (Saule — 150 x 3,9 mm Waters Symmetry C18, 5 Mikrometer; Mobile Phase — 60%
Acetonitril/40% 0,1% TFA in Wasser; Flussgeschwindigkeit — 1,0 ml/Min.; Wellenldnge — 225 nm; R;: 3-Ami-
no-1H-indol-2-carbonsaureethylester — 1,5 Min.; (2-Cyanophenylamino)essigsaureethylester — 2,7 Min.) Gber-
wacht. Typischerweise wird eine 97%ige Umsetzung erreicht. Die Mischung wird bei 30°C/50 Torr zu einem
Feststoffrickstand konzentriert. Es werden insgesamt 60,0 L Wasser zu dem Ruickstand hinzugefiigt und die
Mischung fir 2 Stunden bei 23°C geruhrt. Der Feststoff wird abfiltriert und mit 60,0 L Wasser gewaschen und
luftgetrocknet. Ferner wird der Feststoff in einem zwangsbellfteten Ofen bei 55°C fiir 24 Stunden getrocknet,
um 4,45 kg, 69,5% Ausbeute, von der Titelverbindung zu ergeben. HPLC-Analyse 79,2% rein.

Schritt G3: 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0205] Ein 30-Gallonen Reaktor wird mit 4,0 kg (19,56 mol) 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaureethylester, 4,10
kg (27,33 mol, 1,4 Aquivalente) 4-Chlorpyridinhydrochlorid und 8,0 L 1-Methyl-2-pyrrolidinon beschickt und un-
ter Stickstoff auf 100°C erhitzt. Der Fortschritt der Reaktion wird durch HPLC (Saule — 150 x 3,9 mm Waters
Symmetry C18, 5 Mikrometer; Mobile Phase — 60% Acetonitril/40% 0,1% TFA in Wasser; Flussgeschwindigkeit
— 1,0 ml/min; Wellenlange — 225 nm; R;: 3-Amino-1H-indol-2-carbonséureethylester — 1,5 Min. 3-(4-Pyridinyl-
amino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester — 6,0 Min.; 4-Chlorpyridin — 1,1 Min.) Gberwacht. Typischerweise
wird eine 99%ige Umsetzung innerhalb 1 Stunde erreicht. Die Mischung wird auf 20°C abkuhlen lassen und
insgesamt 55 L Wasser hinzugefligt. Die Mischung wird mit insgesamt 20,0 L Ethylacetat extrahiert und die
Schichten getrennt. Der pH-Wert der wassrigen Phase wird auf pH = 9,3 unter Verwendung von 25% Natrium-
hydroxidlésung eingestellt. Der Feststoff, der sich bildet, wird abfiltriert und mit 45,0 L Wasser gewaschen und
luftgetrocknet. Ferner wird der Feststoff in einem zwangsbellfteten Ofen bei 50°C fiir 24 Stunden luftgetrock-
net, um 4,20 kg, 77% Ausbeute, von der Titelverbindung zu ergeben. HPLC-Analyse 95,8% rein.
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Schritt G4: 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-Kaliumsalz

[0206] Ein 30-Gallonen Reaktor wird mit einer Mischung aus 7,50 kg (26,66 mol) 3-Amino-1H-indol-2-carbon-
saureethylester, 37,5 L Ethanol und 37,5 L 4 M KOH beschickt und bei 75°C Uber 30 Minuten erhitzt. Der Fort-
schritt der Reaktion wird durch HPLC (Saule — 150 x 3,9 mm Waters Symmetry C18, 5 Mikrometer; Mobile Pha-
se — 20% Acetonitril/80% 0,1% TFA in Wasser; Flussgeschwindigkeit — 1,0 ml/Min.; Wellenlange — 225 nm; R;:
3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure-Kaliumsalz — 3,3 Min.; 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaureethylester — 6,0
Min.) Uberwacht. Typischerweise wird eine 100%ige Umsetzung innerhalb von 3 Stunden erreicht. Die Mi-
schung wird auf 25°C Uber 2 Stunden abgekuhlt und bei 50-60°C/50 Torr zu einem Riickstand konzentriert. Es
werden insgesamt 37,5 L Wasser hinzugefligt und die Mischung auf 85°C erhitzt und dort fir 30 Minuten ge-
halten. Die Mischung wird auf 10°C Uber 2 Stunden abgekiihlt und dann weiter auf 5°C gekihlt und dort flir 2
Stunden gehalten. Der Feststoff, der sich bildet, wird abfiltriert, mit insgesamt 10 L 4 M KOH-Lésung gewa-
schen und luftgetrocknet. Ferner wird der Feststoff in einem zwangsbelifteten Ofen bei 35°C fiir 72 Stunden
getrocknet, um 10,9 kg, 140% Ausbeute, von der Titelverbindung zu ergeben. HPLC-Analyse 70,7% rein.

Schritt G5: 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure

[0207] Ein mit Glas ausgekleideter 30-Gallonen Reaktor wird mit einer Mischung aus insgesamt 10,9 kg (37,4
mol, 140% Ausbeute fur Esterhydrolyse) 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure-Kaliumsalz und 75,0 L Wasser be-
schickt. Die gerihrte Mischung wird mit 75,0 L (3 x 25,0 L) Ethylacetat extrahiert. Der pH-Wert der wassrigen
Phase wird durch Zugabe von 7,0 L 6 N HCI bei 20-22°C auf pH = 6,0 eingestellt und die Reinheit des Produk-
tes durch HPLC (Saule — 150 x 3,9 mm Waters Symmetry C18, 5 Mikrometer; Mobile Phase — 20% Acetonit-
ril/80% 0,1% TFA in Wasser; Flussgeschwindigkeit — 1,0 ml/Min.; Wellenlange — 225 nm; R;: 3-Amino-1H-in-
dol-2-carbonsaure — 3,3 Min.) Uberwacht. Die Mischung wird fiir 45 Minuten gerihrt und dann der pH-Wert ge-
messen, dass der pH = 6,0 ist. Der Feststoff, der sich bildet, wird abfiltriert, mit insgesamt 50 L Wasser gewa-
schen und luftgetrocknet. Ferner wird der Feststoff in einem zwangsbelifteten Ofen bei 35°C fiir 24 Stunden
getrocknet, um 6,15 kg, 65,5% Ausbeute, von 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure zu ergeben. Die HPLC-Analy-
se zeigte, dass die Verbindung 93,8% rein ist. Ein 30-Gallonen Reaktor wird mit insgesamt 6,15 kg (24,28 mol)
von dem Produkt, 11,3 kg (97,35 mol, 4,0 Aquivalente) Maleinséure, 62,0 L Methanol und 6,2 L Wasser be-
schickt und unter Stickstoff auf 70°C erhitzt und dort fiir 45 Minuten gehalten. Die Mischung wird auf 30°C Uber
1,5 Stunden abgekuhlt und bei 60°C/50 Torr zu einem feuchten Feststoff konzentriert. Es werden insgesamt
20,0 L IPA hinzugefigt und die Mischung bei 60°C/50 Torr zu einem Feststoff konzentriert. Dieser Prozess wird
wiederholt. Es werden insgesamt 50,0 L IPA zu dem Rickstand hinzugefligt und die Mischung auf 70°C erhitzt
und dort fir 60 Minuten gehalten, dann wird auf 20°C lber 16 Stunden abgekuhlt. Die Mischung wird auf 2°C
gekuhlt und dort fir 1 Stunde gehalten. Die Reinheit des Produktes wird durch HPLC (Saule — 150 x 3,9 mm
Waters Symmetry C18, 5 Mikrometer; Mobile Phase — 20% Acetonitril/80% 0,1% TFA in Wasser; Flussge-
schwindigkeit — 1,0 ml/min; Wellenldnge — 225 nm; R;: 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure — 3,3 Min.; Maleinsau-
re — 1,2 Min.) Uberwacht. Der Feststoff wird abfiltriert, mit 10,0 L kaltem (5°C) IPA gewaschen und bei 35°C in
einem zwangsbelufteten Ofen getrocknet, um 5,4 kg, 60,6% Ausbeute, von 3-Amino-1H-indol-2-carbonsau-
re-Maleatsalz zu ergeben. HPLC-Analyse 99,0% rein.

[0208] Ein 30-Gallonen Reaktor wird mit insgesamt 7,9 kg (5,4 kg + 2,5 kg aus zwei Laufen) 3-Amino-1H-in-
dol-2-carbonsaure-Maleatsalz und 50,0 L 4 M KOH beschickt und auf 70°C erhitzt und dort gehalten. Es wer-
den insgesamt 12,0 L Ethanol bis die Mischung bei 70°C homogen wird, hinzugefugt. Die Mischung wird auf
20°C Uber 2 Stunden abgekiihlt. Die Mischung wird weiter auf 4°C abgekihlt und dort fiir 1 Stunde gehalten.
Die Reinheit des Produktes wird durch HPLC (Saule — 150 x 3,9 mm Waters Symmetry C18, 5 Mikrometer;
Mobile Phase — 20% Acetonitril/80% 0,1% TFA in Wasser; Flussgeschwindigkeit — 1,0 ml/Min.; Wellenlange —
225 nm; R;: 3-Amino-1H-indol-2-carbonséure-Kaliumsalz — 3,3 Min.) Gberwacht. Der Feststoff wird abfiltriert
und mit 10,0 L 4 M KOH (22,5%ige Lésung) gewaschen und unter Stickstoff getrocknet, um 9,4 kg, 151% Aus-
beute, von 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure-Kaliumsalz zu ergeben. HPLC-Analyse 97,4% rein.

[0209] Ein 30-Gallonen Reaktor wird mit insgesamt 18,1 kg (9,4 kg + 8,7 kg aus zwei Laufen) 3-Amino-1H-in-
dol-2-carbonsaure-Kaliumsalz und 100,0 L Wasser beschickt. Der pH-Wert der Mischung wird durch Hinzufu-
gen von 13,0 L 6 N HCI bei 23-27°C auf pH = 5,95 eingestellt.

[0210] Die Mischung wird fur 1,5 Stunden bei 22-25°C geruhrt. Der Feststoff, der sich bildet, wird abfiltriert
und mit 60,0 L Wasser gewaschen. Die Reinheit des Produktes wird durch HPLC (S&ule — 150 x 3,9 mm Wa-
ters Symmetry C18, 5 Mikrometer; Mobile Phase — 20% Acetonitril/80% 0,1% TFA in Wasser; Flussgeschwin-
digkeit — 1,0 ml/Min.; Wellenldnge — 225 nm; R;: 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure — 3,3 Min.) tberwacht. Der
Feststoff wird bei 60°C/50 Torr getrocknet, um 10,2 kg, 41,1% Ausbeute, von der Titelverbindung zu ergeben:
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HPLC-Analyse 98,4% rein.
Analyse: Berechnet fur C,,H,,N;0,-1,21 H,0:%C 61,15%; %H 4,91%; %N 15,28%. Gefunden, %C 60,83%;
%H 5,05%; %N 15,37%.

Vergleichsbeispiel 29
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Salzbildung: 1-Methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-Maleat

[0211] Eine Mischung aus 1-Methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester (Praparation be-
schrieben in Beispiel 24A, siehe auch US-Patentschrift 5,328,920; 0,5 g, 1,69 mmol) Lithiumhydroxid-Hydrat
(0,106 g, 2,53 mmol) und Wasser — Ethanol, 1:4 wird unter N, bei 50°C fiir 4 Stunden gerihrt. Es wird ein Anteil
von dem Ethanol entfernt und die Reaktionsmischung bei ungefahr 5°C iber Nacht gelagert. Der resultierende
Feststoff wird filtriert, mit Wasser gewaschen und bei 40°C unter Hochvakuum getrocknet, um 0,41 g von ei-
nem weilten Feststoff zu erhalten. Der Feststoff wird in Methanol suspendiert und Maleinsaure (0,346 g) hin-
zugefluigt und fiir 0,5 Stunden stehen gelassen. Das Filtrat wird filtriert und konzentriert, um einen gelbbraunen
Feststoff zu erlangen. Der Feststoff wird von Methanol/Ethylacetat rekristallisiert und 0,19 g (29%) der Titelver-
bindung erhalten. MS 224 (-CO,, M+H), m.p. 192-194°C (dec).

Analyse: Berechnet fur C,;H,,;N;0,-C,H,0O,: 59,53 %C; 4,47 %H; 10,96 %N; Gefunden: 59,47 %C; 4,47 %H;
10,86 %N.

Vergleichsbeispiel 30

Z N
H I
F WX
o
N CF,CO,H
N ©OH
H

Schema F, Schritt F3: 4-Fluor-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-Trifluoracetat-Salz

[0212] Eine Losung von 4-Fluor-3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butylester (Beispiel 17,
0,15 g, 0,458 mmol) in 35% Trifluoressigsaure/Dichlormethan wird bei Umgebungstemperatur fir 3 Stunden
geruhrt. Die Reaktion wird unter Vakuum konzentriert, um einen grauen Feststoff zu erhalten. Der Feststoff wird
bei 40°C unter Vakuum getrocknet und dann mit heiem Ethylacetat trituriert. Es wird auf Umgebungstempe-
ratur abkiihlen lassen und ein hellgraues Pulver gesammelt. Das Pulver wird bei 45°C unter Vakuum fiir 2 Stun-
den getrocknet und 0,15 g (88%) von der Titelverbindung erhalten. MS 272 (M+H), m.p. 231-234°C (dec.).
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Vergleichsbeispiel 31
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Schema F, Schritt F3: 4-Fluor-1-methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure Trifluoracetat-Salz
[0213] Es wird der Prozedur von Beispiel 30 gefolgt, wobei mit 4-Fluor-1-methyl-3-(4-pyridinylamino)-1H-in-

dol-2-carbonsaure-tert-butylester (Beispiel 25) gestartet wird, um die Titelverbindung als cremefarbenes Pul-
ver zu erhalten. MS 286 (M+H), m.p. 197-199°C.

Vergleichsbeispiel 32
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Schema F, Schritt F3: 5-Methoxy-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-Trifluoracetat-Salz
[0214] Es wird der Prozedur von Beispiel 30 gefolgt, wobei mit 5-Methoxy-3-(4-pyridinylamino)-1H-in-
dol-2-carbonsaure-tert-butylester (Beispiel 21) gestartet wird, um die Titelverbindung als weiles Pulver zu er-
halten. ESI/MS 284 (M+N), m.p. 211-213°C.

Vergleichsbeispiel 33
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Schema F, Schritt F8: 1-Ethoxycarbonylmethyl-3-(pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0215] Eine Mischung von Ethyl-3-(4-pyridinylamino)indol-2-carboxylat (siehe US-Patentschrift Nr.
5,328,920; 0,20 g, 0,711 mmol) in Dimethylformamid (5 ml) wird unter Stickstoff gerihrt und auf 0°C gekuhlt.
Eine 1 M L6sung von Kalium-tert-butoxid in Tetrahydrofuran (0,75 ml, 0,75 mmol) wird in einer Portion hinzu-
geflgt, fur 10 Minuten gerthrt und dann Ethylbromacetat (0,12 g, 0,72 mmol) in einer Portion hinzugefiigt. Es
wird bei 0°C fiir 50 Minuten gerthrt und die Reaktion in Wasser (30 ml) abgeschreckt. Die wassrige Mischung
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wird mit Ethylacetat (2 x 20 ml) extrahiert, die Extrakte vereinigt, mit Wasser (25 ml), Salzlake (25 ml) gewa-
schen und uber MgSO, getrocknet. Es wird unter Vakuum konzentriert, der Ruckstand an einer Redisep Kie-
selgel-Kartusche (10 g) chromatographiert, wobei mit 5% Methanol/Dichlormethan bis 20% Methanol/Dichlor-
methan eluiert wird. Nicht-homogene Fraktionen werden vereinigt, konzentriert und wieder wie oben chroma-
tographiert. Alle homogenen Fraktionen werden vereinigt und konzentriert, um 0,13 g (50%) von der Titelver-
bindung als einen weilen Feststoff zu ergeben. MS 368 (M+H).

Vergleichsbeispiel 34

Cl

Schema F, Schritt F8: 6-Chlor-1-diethylcarbamoylmethyl-3-(pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethyl-
ester

[0216] Eine Mischung von 6-Chlor-3-(4-pyridinylamino)indol-2-carboxylat (0,50 g, 1,58 mmol) in Dimethyl-
formamid (5 ml) wird unter Stickstoff geriihrt und auf 0°C gekuhlt. Eine 1 M Lésung von Kalium-tert-butoxid in
Tetrahydrofuran (1,7 ml, 1,7 mmol) wird eine Zeitspanne von 2 Minuten hinzugefugt und fir 10 Minuten geruhrt.
2-Chlor-N,N-diethylacetamid (0,22 ml, 1,6 mmol) wird in einer Portion hinzugefiligt und bei Umgebungstempe-
ratur Uber Nacht gerthrt. Die Reaktion wird in Wasser (35 ml) abgeschreckt und die wassrige Mischung mit
Ethylacetat (2 x 20 ml) extrahiert. Die Extrakte werden vereinigt, mit Wasser (25 ml), Salzlake (25 ml) gewa-
schen und Uber MgSO, getrocknet. Es wird unter Vakuum konzentriert und der Rickstand an einer Redisep
Kieselgel-Kartusche (10 g) chromatographiert, wobei mit 5% Methanol/Dichlormethan bis 20% Methanol/Di-
chlormethan eluiert wird. Alle homogenen Fraktionen werden vereinigt und konzentriert, um einen Feststoff zu
erhalten. Der Feststoff wird von Ethylacetat rekristallisiert und 0,1 g der Titelverbindung als ein weif3er Feststoff
erhalten. MS 429 (M+H), m.p. 212-214°C.

Vergleichsbeispiel 35
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Schema F, Schritt F5: 3-(Pyrimidin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurepentafluorphenylester

[0217] Eine Suspension aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonséure (0,2 g, 0,78 mmol) in Dimethyl-
formamid wird unter N, gerGhrt, Pyridin (0,13 ml, 1,6 mmol) hinzugefligt und dann tropfenweise Pentafluorphe-
nyltrifluoracetat (0,31 g, 1,13 mmol) hinzugefuigt. Die Reaktion wird Giber Nacht bei Umgebungstemperatur ge-
rihrt und dann in Wasser abgeschreckt. Die wassrige Mischung wird mit Ethylacetat extrahiert, mit 5% wass-
rigem Kaliumcarbonat und Salzlake gewaschen und ber MgSO, getrocknet. Es wird unter Vakuum konzent-
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riert, um einen unbearbeiteten Feststoff zu liefern, der mit Ether trituriert wird, um 0,13 g (41%) der Titelverbin-
dung zu erhalten. MS 420 (M+H).

Vergleichsbeispiel 36
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Schema F, Schritt F7: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-diethylaminoethylester

[0218] Eine Suspension von NaH (29 mg, 0,72 mmol einer 60%igen Oldispersion) in 1-Methyl-2-pyrrolidinon
(15 ml) wird unter Stickstoff bei 0°C gerihrt und langsam N,N-Diethylethanolamin (0,095 ml, 0,72 mmol) hin-
zugefigt. Es wird fir 10 Minuten geriihrt und dann tropfenweise 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsau-
repentafluorphenylester (100 mg, 0,24 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion wird auf Umgebungstemperatur kom-
men lassen und Uber Nacht gerthrt. Es wird in Wasser abgeschreckt und mit Ethylacetat extrahiert. Der Extrakt
wird mit Wasser und Salzlake gewaschen, getrocknet (MgSO,), filtriert und unter Vakuum konzentriert, um das
unbearbeitete Produkt zu erlangen. Es wird an Kieselgel (10 g, Sepack-Kartusche) chromatographiert und 1:1
Methanol/Ethylacetat als Elutionsmittel verwendet. Ahnliche Fraktionen werden vereinigt und unter Vakuum
konzentriert, um 26,3 mg (31%) von der Titelverbindung zu erhalten. MS 353 (M+H).

Vergleichsbeispiel 37
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Schema F, Schritt F7: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsauredimethylaminoethylester

[0219] Es wird der Prozedur von Beispiel 36 gefolgt, wobei mit N,N-Dimethylethanolamin gestartet, um die
Titelverbindung als einen Feststoff zu erhalten. MS 325 (M+H).

Vergleichsbeispiel 38
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-piperidin-1-ylethylester

[0220] Eine Suspension aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (0,25 g, 1 mmol), Benzotria-
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zol-1-yloxytris(pyrrolidino)phosphoniumhexafluorphosphat (0,52 g, 1 mmol), Diethylisopropylamin (0,175 ml, 1
mmol) und 1-Methyl-2-pyrrolidinon (4,0 ml) wird unter N, bei 0°C gertihrt. Es wird 1-Piperidinethanol (0,50 ml,
3,8 mmol) in einer Portion hinzugefligt und bei Umgebungstemperatur fir 18,5 Stunden gerihrt. Die Reaktion
wird in 5% wassriges Kaliumcarbonat gegossen und mit Ethylacetat (2 x 20 ml) extrahiert. Der vereinigte Ex-
trakt wird mit Wasser (20 ml) und Salzlake (20 ml) gewaschen, Gber MgSO, getrocknet, filtriert und unter Va-
kuum zu einem dunklen Rickstand konzentriert. Es wird tiber Kieselgel (Redisep-Kartusche, 30 g) chromato-
graphiert und mit einem Stufengradienten von 10% Methanol/Dichlormethan (150 ml) bis 20% Methanol/Di-
chlormethan eluiert. Ahnliche Fraktionen werden unter Vakuum zu einem Ol konzentriert. Das Ol wird unter
Hochvakuum bei Umgebungstemperatur getrocknet und 0,14 g von der Titelverbindung als ein gelbbrauner
Schaum erhalten. MS 365 (M+H), TLC (Kieselgel, 0,5/9,5/90 Ammoniumhydroxid/Methanol/Dichlormethan) R,
=0,25.

Vergleichsbeispiel 39

——
. H\ N
N/
N—co,et
S

Schema H, Schritt H1: 3-(4-Pyridinylamino)benzo(b)thiophen-2-carbonsaureethylester

[0221] Eine Losung aus wasserfreiem Tetrahydrofuran (25 ml) und 3-(4-Pyridyl)amino)benzo(b)thiophen HCI
(siehe US-Patentschrift Nr. 5,328,920; 298 mg, 1,09 mmol) wird auf —78°C gekuihlt und eine 2 molare Lésung
von Lithiumdiisopropylamid in Heptan/Tetrahydrofuran/Ethylbenzol (1,9 ml, 3,8 mmol) hinzugefiigt. Nach 2
Stunden wird Diethylcarbonat (1,2 ml, 9,89 mmol) hinzugeflgt. Die Reaktion wird fir weitere 3 Stunden gerihrt
wahrend die Temperatur auf —-40°C steigt. Das Kaltebad wird entfernt und nach 30 Minuten wird die Reaktion
durch Zugabe von Wasser (10 ml) abgeschreckt. Die Reaktion wird mit Ethylacetat extrahiert. Die organische
Schicht wird abgetrennt, mit Salzlake gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der
Rickstand wird an einer ISCO RediSep 10-Gramm Kieselgel-Kartusche mit Ethylacetat-50% Heptan und
Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und konzen-
triert, um Ethyl-3-[(4-pyridyl)amino]benzo[b]thiophenyl-2-carboxylat als einen gelbbraunen Feststoff (289 mg,
86%) zu ergeben. ESI/MS 299 (M+H); 'H-NMR & 1,41-1,43 (m, 3H), 4,11-4,43 (m, 2H), 6,81 (2H), 7,23-7,52
(m, 1H), 7,60 (d, J = 9 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 9 Hz, 1H), 8,36 (br d, 2H), 8,43 (s, 1H, NH); *C-NMR & 14,29,
61,44, 112,61, 113,92, 123,36, 124,11, 125,15, 127,86, 132,53, 139,49, 141,75, 149,68, 150,36, 164,53.

Vergleichsbeispiel 40
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Schema H, Schritt H1: 6-Fluor-3-(4-pyridinylamino)benzo(b)thiophen-2-carbonsaureethylester

[0222] Eine Lésung aus wasserfreiem Tetrahydrofuran (20 ml) und 6-Fluor-3-[(4-pyridyl)amino]benzo(b)thio-
phen (siehe US-Patentschrift Nr. 5,177,088; 181 mg, 0,741 mmol) wird auf —78°C gekuhlt und eine 2 molare
Lésung von Lithiumdiisopropylamid in Heptan/Tetrahydrofuran/Ethylbenzol (0,74 ml, 1,5 mmol) hinzugefiigt.
Nach 2 Stunden wird Diethylcarbonat (0,8 ml, 6,59 mmol) hinzugefligt. Die Reaktion wird fiir 1 weitere Stunde
geruhrt, sie sich langsam auf Raumtemperatur erwarmen lassen und tGber Nacht fortgesetzt zu riihren. Die Re-
aktion wird durch Zugabe von Wasser (10 ml) abgeschreckt. Es werden alle Lésemittel an einem Rotations-
verdampfer entfernt und der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen. Das Ethylacetat wird mit Wasser und
Salzlake gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Riickstand wird an einer
ISCO RediSep 10-Gramm Kieselgel-Kartusche mit Ethylacetat-50% Heptan und Ethylacetat-0,5% NH,OH als
Elutionsmittel gereinigt. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und konzentriert, um 6-Flu-
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or-3-[(4-pyridyl)amino]benzo[b]thiophenyl-2-carboxylat zu ergeben. ESI/MS 317 (M+H); '"H-NMR 6 1,40-1,43
(m, 3H); 4,35-4,42 (m, 2H); 6,80 (br d, 2H); 7,04-7,10 (m, 1H); 7,48-7,57 (m, 2H); 8,37 (br s, 2H); 8,43 (s, 1H,
NH); ®*C-NMR & 14,3; 61,5; 109,2 (Jor = 25 Hz); 112,7 (Jo = 4 Hz); 113,4; 113,7 (Joe = 25 Hz); 126,7 (Jor = 9
Hz); 129,0; 140,9 (Jr = 11 Hz); 141,4; 149,5; 150,5; 162,4 (Jo = 260 Hz); 164,1; ®F-NMR (282 MHz) -110,8.

Vergleichsbeispiel 41
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Schema H, Schritt H1: 3-[(4-Pyridyl)amino-N-methyl]benzo[b]thiophenyl-2-carbonsdureethylester

[0223] Eine Losung aus wasserfreiem Tetrahydrofuran (4 ml) und 3-[(4-Pyridyl)amino-N-methyl]benzo(b)thi-
ophen HCI (siehe US-Patentschrift Nr. 5,328,920; 50 mg, 0,18 mmol) wird unter Stickstoff auf -76°C gekuhlt
und eine 2 molare Lésung von Lithiumdiisopropylamid in Heptan/Tetrahydrofuran/Ethylbenzol (0,28 ml, 0,54
mmol) hinzugefigt. Nach 20 Minuten wird das Trockeneis/Aceton-Bad gegen ein Eis/Wasser-Bad ausge-
tauscht. Nach 1 Stunde mit Diethylcarbonat (0,27 ml, 2,23 mmol) hinzugefiigt und die Reaktion fir 4 Stunden
bei dieser Temperatur geriihrt und dann Uber Nacht bei Raumtemperatur. Die Reaktion wird durch Zugabe von
Wasser (3 ml) abgeschreckt. Die Reaktion wird mit Ether extrahiert und der Extrakt mit Salzlake gewaschen,
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Riickstand wird an einer ISCO RediSep 4-Gramm
Kieselgel-Kartusche mit Ethylacetat-3% Methanol-NH,OH als Elutionsmittel gereinigt. Die das Produkt enthal-
tenden Fraktionen werden vereinigt und konzentriert, um 3-[(4-pyridyl)amino-N-methyl]benzo[b]thiophe-
nyl-2-carbonsaureethylester als einen gelbbraunen Feststoff (30 mg, 53%) zu ergeben. ESI/MS 313 (M+H);
'H-NMR & 1,26 (t, 3H, J = 9 Hz), 3,38 (s, 3H, Me), 4,30 (q, 2H, J = 6 Hz), 6,42 (br s, 2H), 7,57 (m, 3H), 7,90 (d,
1H, J = 9 Hz), 8,21 (br s, 2H); *C-NMR & 14,1, 38,2, 61,6, 107,7, 123,3, 123,4, 125,2, 127,9, 135,8, 139,3,
142,6, 149,9, 153,5, 161,2.

Vergleichsbeispiel 42
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Schema H, Schritt H2: 3-(4-Pyridinylamino)-6-trifluor-methylbenzo(b)thiophen-2-carbonsaure-methansulfo-
nat-Salz

[0224] Eine Lésung aus wasserfreiem Tetrahydrofuran (60 ml) und 3-[(4-Pyridinylamino)-6-trifluormethyl-ben-
zo[b]thiophen (siehe US-Patentschrift Nr. 5,328,920; 0,47 g, 1,6 mmol) wird unter Stickstoff auf —78°C gekuhlt
und eine 2,5 molare Ldsung von n-Butyllithium in Hexan (1,3 ml, 3,25 mmol) mittels einer Spritze hinzugeflgt.
Die Reaktion wird fiir 2 Stunden geriihrt und in ein Becherglas gegossen, das 140 g Trockeneis und 10 ml was-
serfreies Tetrahydrofuran enthalt. Die Reaktion wird fir 1 Stunde gerihrt, Wasser (50 ml) hinzugefiigt und mit
10% wassrigem Natriumhydroxid auf pH 13-14 basisch gemacht. Die basische Losung wird mit Ether (2 x 10
ml) extrahiert und der wassrige Anteil mit 3% wassriger HCI angesauert. Bei etwa pH 7 prazipitiert ein weilder
Feststoff aus der Losung. Der Feststoff wird gesammelt und tiber Nacht unter Vakuum getrocknet, um 0,35 g
(65%) der freien Base der Titelverbindung zu liefern. Ein Anteil von der freien Base wird mit Methansulfonsaure
umgesetzt und 59,0 mg der Titelverbindung erhalten. ESI/MS 339 (M+H), HPLC: R, = 1,38 min. (95/5/0,1 (A)
5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensaure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1 ml/min Gradienten-Zusammensetzung:
100% A fur 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2 min, Halten bis 3,5 Min.)
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Vergleichsbeispiel 43
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Schema H, Schritt H2: 3-(4-Pyridinylamino)benzo[b]thiophen-2-carbonsaure-hydrochlorid-Salz
[0225] Es wird der Prozedur von Beispiel 42 gefolgt, wobei mit 3-(4-Pyridinylamino)-6-benzo[b]thiophen (sie-

he US-Patentschrift Nr. 5,328,920 zur Synthese) gestartet wird. Das Hydrochlorid-Salz wird in Methanol und
etherhaltiger HCI gebildet, um die Titelverbindung als weiflten Feststoff zu ergeben. ESI/MS 271 (M+H).

Vergleichsbeispiel 44
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Schema H, Schritt H1: 3-(4-Pyridinylamino)-6-trifluormethyl-benzo[b]thiophen-2-carbonsaureethylester-hydro-
chlorid-Salz

[0226] Es wird der Prozedur von Beispiel 40 gefolgt, wobei mit 3-(4-Pyridinylamino)-6-trifluormethylben-
zo[b]thiophen (siehe US-Patentschrift Nr. 5,328,920 zur Synthese) gestartet wird. Das Hydrochlorid-Salz wird
in etherhaltiger HCI gebildet, um die Titelverbindung als einen cremefarbigen Feststoff zu ergeben. MS 367
(M+H), TLC (Kieselgel, Ethylacetat/Methanol/Ammoniumhydroxid) R; = 0,80.

Vergleichsbeispiel 45

S OC,H,
Schema H, Schritt H1: 3-(Propyl-4-pyridinylamino)benzo[b]thiophen-2-carbonsaureethylester

[0227] Es wird der Prozedur von Beispiel 40 gefolgt, wobei mit 3-(Propyl-4-pyridinylamino)benzo[b]thiophen
(siehe US-Patentschrift Nr. 5,328,920 zur Synthese) gestartet wird. Die Titelverbindung wird als ein gelbbrau-
ner Feststoff erhalten. ESI/MS 341 (M+H), HPLC: R, = 1,53 min. (95/5/0,1 (A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Amei-
sensaure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1 ml/Min. Gradienten-Zusammensetzung: 100% A fur 0,1 Min. Linearer Gra-
dient bis 100% B bei 2 min Halten bis 3,5 Min.)
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Vergleichsbeispiel 46
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-(S)-1-methoxycarbonylethylester

[0228] Eine Suspension aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsdure (3,0 g, 12 mmol), Me-
thyl-(S)-(-)-lactat (2,3 ml, 24 mmol), 4-Methylmorpholin (2,6 ml, 24 mmol) und DMF (50,0 ml) wird bei 0°C ge-
ruhrt. Benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorphosphat (BOP, 5,32 g, 12 mmol) wird in
einer Portion hinzugefiigt und bei Umgebungstemperatur tber Nacht gerihrt. Es wird Salzlake (50 ml) hinzu-
gefligt und mit Ethylacetat (3 x 200 ml) extrahiert. Es wird unter Vakuum zu einem Ol konzentriert. Es wird tber
Kieselgel (5 g) chromatographiert und mit Dichlormethan, EtOAc und MeOH eluiert. Ahnliche Fraktionen wer-
den unter Vakuum zu einem Ol konzentriert. Das Ol wird mit HCI in Ether (10 ml) behandelt, zuséatzlicher Ether
(50 ml) hinzugeflgt und unter Vakuum zu einem Ol konzentriert. Das Ol wird mit 5% wéassrigem NAHCO, be-
handelt und mit EtOAc extrahiert. Der Extrakt wird (iber Na,SO, getrocknet, filtriert und zu einem Ol konzent-
riert. Das Ol wird in der Gegenwart von Ether mit einem Glasstab bearbeitet, um einen klebrigen Feststoff zu
erhalten. Es wird CH,CN hinzugefligt und dann Ether und die Titelverbindung als ein gelber Feststoff, 140 mg,
erhalten. MS 340 (M+H), R, = 2,73 Min. (95/5/0,1 (A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensaure YMC ODS-A 2
x 50 mm 1 ml/Min. Gradienten-Zusammensetzung: 100% A fur 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2
min Halten bis 3,5 Min.)

Vergleichsbeispiel 47
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-methoxyethylester

[0229] Es wird der Prozedur von Beispiel 46 gefolgt, aber die Reaktion auf —10 bis 15°C gekihlt, 2-Methoxy-
ethanol fur Methyl-(S)-(-)-lactat substituiert und durch Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt, wobei
mit 15% MeOH)/Dichlormethan eluiert wird, um die Titelverbindung zu erhalten. MS 312 (M+H), TLC (Kieselgel,
15% MeOH/Dichlormethan) R; = 0,53.
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Vergleichsbeispiel 48
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-3-ethoxypropylester
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[0230] Es wird der Prozedur von Beispiel 47 gefolgt, 2-Ethoxyethanol flir 2-Methoxyethanol substituiert und
durch Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt, wobei mit 8,5% MeOH/Dichlormethan eluiert wird, um
die Titelverbindung zu erhalten. MS 340 (M+H), TLC (Kieselgel, 8,5% MeOH/Dichlormethan) R; = 0,30.

Vergleichsbeispiel 49
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-ethoxycarbonylmethylester

[0231] Es wird der Prozedur von Beispiel 46 gefolgt, Ethylglycolat fir Methyl (S)-(-)-lactat und NMP fiir DMF
substituiert und durch Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt, wobei mit Dichlormethan, EtOAc und 1%
MeOH/Dichlormethan eluiert wird, um die Titelverbindung zu erhalten. MS 340 (M+H), R, = 1,19 Min. (95/5/0,1
(A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensaure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1 ml/Min. Gradienten-Zusammenset-
zung: 100% A fir 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2 min Halten bis 3,5 Min.) TLC R; = 0,51 (3:1
EtOAc:CH,0H, Kieselgel).

Vergleichsbeispiel 50
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureindan-5-ylester

[0232] Es wird der Prozedur von Beispiel 49 gefolgt, wobei 5-Indanol fir Ethylglycolat und Benzotriazol-1-ylo-
xytris(pyrrolidino)phosphoniumhexafluorphosphat (PYBOP) fiir BOP substituiert wird. Es wird durch Saulen-
chromatographie an Kieselgel gereinigt, wobei mit EtOAc eluiert wird, um die Titelverbindung zu erhalten. MS
370 (M+H), R, = 1,35 Min. (95/5/0,1 (A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensaure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1
ml/Min. Gradienten-Zusammensetzung: 100% A fir 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2 min Halten
bis 3,5 Min.) TLC R, = 0,52 (EtOAc, Kieselgel).
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Vergleichsbeispiel 51
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurediethylcarbamoylmethylester

[0233] Eine Mischung aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (2,0 g, 8 mmol), KI (10 mg) und
Cs,CO; (2,8 g, 8,6 mmol) in DMF (125 ml) wird bei 50°C fiir 10 Minuten geriihrt. Es wird auf Umgebungstem-
peratur abkuihlen lassen und dann in einem Eisbad gekuhlt. Es wird 2-Chlor-N,N-diethylacetamid (1,077 g, 0,9
mmol) hinzugefugt und auf Umgebungstemperatur erwarmen lassen. Salzlake wird zu der Reaktion hinzuge-
fugt und sie mit EtOAc (3X) extrahiert. Der Extrakt wird mit Salzlake und Wasser gewaschen, getrocknet
(MgSO0,), filtriert und unter Vakuum konzentriert, um ein halbfestes Produkt zu ergeben. Es wird eine
Flash-Chromatographie an Kieselgel durchgefihrt, wobei zuerst mit EtOAc und 10% MeOH/EtOAc eluiert wird
und 0,317 g der Titelverbindung als ein Feststoff erhalten wird: MS 367 (M+H), HPLC: R, = 4,75 min. (95/5/0,1
(A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensaure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1 ml/min Gradienten-Zusammensetzung:
100% A fir 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2 min Halten bis 3,5 Min.)

Vergleichsbeispiel 52
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-morpholin-4-yl-2-oxoethylester
Zwischenprodukt: 4-(Chloracetyl)morpholin

[0234] Es wird ein Quest 205 Parallel Synthesizer verwendet und zu einer Mischung aus Morpholin (2,6 g, 30
mmol), Dichlormethan (45 ml) und 2 M K,CO, wird langsam Chloracetylchlorid (3,73 g, 33 mmol) in Dichlorme-
than (10 ml) hinzugefuigt. Die Reaktion wird tGber Nacht bewegt und die organische Schicht abfiltriert. Die wass-
rige Schicht wird mit Dichlormethan (20 ml) extrahiert und zu der vorher gesammelten organischen Schicht hin-
zugeflgt. Die organische Phase wird getrocknet (MgSO,) und unter Vakuum konzentriert, um die Titelverbin-
dung zu erhalten.
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Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-morpholin-4-yl-2-oxoethylester

[0235] Es wird der Prozedur von Beispiel 51 gefolgt, wobei 4-(Chloracetyl)morpholin fur 2-Chlor-N,N-diethyl-
acetamid substituiert wird. Das Prazipitat, das sich in dem EtOAc-Extrakt bildet, wird gesammelt und mit Ether
gewaschen, um die Titelverbindung als einen Feststoff zu erhalten. MS 381 (M+H), HPLC: R, = 2,48 min.
(95/5/0,1 (A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensaure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1 ml/Min. Gradienten-Zusam-
mensetzung: 100% A fir 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2 min Halten bis 3,5 Min.)

Vergleichsbeispiel 53

Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-oxo-2-pyrrolidin-1-yl-ethylester
Zwischenprodukt: 1 Chloracetylpyrrolidin

[0236] Es wird der Prozedur von Beispiel 53 gefolgt, wobei Pyrrolidin fiir Morpholin substituiert und die Titel-
verbindung erhalten wird.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-oxo-2-pyrrolidin-1-yl-ethylester

[0237] Es wird der Prozedur von Beispiel 51 gefolgt, wobei 1-(Chloracetyl)pyrrolidin fir 2-Chlor-N,N-diethyl-
acetamid substituiert wird. Das Prazipitat, das sich in dem EtOAc-Extrakt bildet, wird gesammelt und mit Ether
gewaschen, um die Titelverbindung als einen Feststoff zu erhalten. MS 365 (M+H), HPLC: R, = 2,58 min.
(95/5/0,1 (A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensaure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1 ml/min Gradienten-Zusam-
mensetzung: 100% A fiir 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2 min Halten bis 3,5 Min.)

Vergleichsbeispiel 54
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure(benzylethylcarbamoyl)methylester
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Zwischenprodukt: 2-Chloro-N-ethyl-N-(phenylmethyl)acetamid

[0238] Es wird der Prozedur von Beispiel 53 gefolgt, wobei N-Benzyl-N-ethylamin fir Morpholin substituiert
und die Titelverbindung erhalten wird.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure(benzylethylcarbamoyl)methylester

[0239] Es wird der Prozedur von Beispiel 51 gefolgt, wobei 2-Chlor-N-ethyl-N-(phenylmethyl)acetamid fir
2-Chlor-N,N-diethylacetamid substituiert wird. Das Prazipitat, das sich in dem EtOAc-Extrakt bildet, wird ge-
sammelt und mit Ether gewaschen, um die Titelverbindung als einen gelben Feststoff zu erhalten. MS 429
(M+H), HPLC: R, = 2,72 min. (95/5/0,1 (A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensdure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1
ml/Min. Gradienten-Zusammensetzung: 100% A fur 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2 min Halten
bis 3,5 Min.)

Vergleichsbeispiel 55

o

Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-azetidin-1-yl-2-oxoethylester
Zwischenprodukt: 1-(Chloracetyl)azetidin

[0240] Zu einer rUhrenden Ldsung von Chloracetylchlorid und K,CO, (4,14 g, 30 mmol) in Dichlorme-
than-Wasser (45-15 ml) wird mittels einer Spritze langsam Azetidin (2,8 g, 30 mmol) hinzugefiigt. Nach der Zu-
gabe wird uber Nacht bei Umgebungstemperatur geriihrt. Die organische Schicht wird abgetrennt und mit H,O
(zweimal) und Salzlake (zweimal) gewaschen und dann unter vermindertem Druck konzentriert, um die Titel-
verbindung zu ergeben.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-azetidin-1-yl-2-oxoethylester

[0241] Es wird der Prozedur von Beispiel 51 gefolgt, wobei 1-(Chloracetyl)azetidin fiir 2-Chlor-N,N-diethyla-
cetamid substituiert wird. Das Prazipitat, das sich in dem EtOAc-Extrakt bildet, wird gesammelt und mit Ether
gewaschen, um die Titelverbindung als einen gelben Feststoff zu erhalten. MS 351 (M+H), HPLC: R, = 2,52
min. (95/5/0,1 (A) 5/95/0,1 (B) Wasser/CAN/Ameisensaure YMC ODS-A 2 x 50 mm 1 ml/Min. Gradienten-Zu-
sammensetzung: 100% A fir 0,1 Min. Linearer Gradient bis 100% B bei 2 min Halten bis 3,5 Min.)
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Vergleichsbeispiel 56
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-5-methyl-2-oxo-[1,3]dioxol-4-yImethyles-
ter

[0242] Es wird der Prozedur von Beispiel 51 gefolgt, wobei 4-(Brommethyl)-5-methyl-1,3-dioxol-2-on (was ge-
maf denin Saari, W. S., et al., J. Med. Chem., (1984), 27, 713-717 dargelegten Prozeduren hergestellt wurde)
fuir 2-Chlor-N,N-diethylacetamid substituiert wird. Es wird durch Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt,
wobei mit 10% MeOH/EtOAc und dann 15% MeOH/EtOAc eluiert wird, um die Titelverbindung als ein blass-
gelbes Pulver zu erhalten. MS 366 (M+H).

Vergleichsbeispiel 57
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurediethylcarbamoyloxymethylester
Zwischenprodukt: Chlormethyldiethylcarbamat

[0243] Zu einer geruhrten Lésung aus Chlormethylchlorformiat (7,09 g, 5,5 mmol) in Heptan (100 ml) wurde
bei —20°C eine Losung von Diethylamin (10,4 g, 14,7 mmol) in Heptan (50 ml) tropfenweise hinzugegeben. Die
Innentemperatur wird zwischen —15°C bis -5°C gehalten und nach 1 Stunde die Reaktion mit Wasser abge-
schreckt. Die Schichten werden getrennt und die organische Phase wird mit 10% wassriger HCI, Wasser und
NaHCO,-Lésung gewaschen. Die organische Phase wird getrocknet (MgSO,), filtriert und unter vermindertem
Druck konzentriert, um 8,3 g von der Titelverbindung zu erhalten.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurediethylcarbamoyloxymethylester

[0244] Eine Mischung aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonséaure (2,0 g, 8,0 mmol), Chlormethyldiet-
hylcarbamat (1,7 g, 10,4 mmol) und K,CO, in DMF (50 ml) wird bei Umgebungstemperatur tiber Nacht gerthrt.
Es wird EtOAc (400 ml) zu der Reaktionsmischung hinzugefligt, die organische Schicht mit Salzlake (400 ml)
gewaschen und zu einem Ol konzentriert. Es wird mittels Flash-Chromatographie tber Kieselgel (40 g) gerei-
nigt, wobei mit EtOAc und dann mit 10% MeOH/EtOAc eluiert wird. Ahnliche Fraktionen werden unter Vakuum
konzentriert, um ein Ol zu erhalten. Es wird aus Heptan-Ether kristallisiert, um 1,1 g (36%) von der Titelverbin-
dung als ein weilles Pulver zu erhalten: MS 383 (M+H).
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Vergleichsbeispiel 58
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurepiperidin-1-carbonyloxymethylester
Zwischenprodukt: 1-Piperidincarbonsaurechlormethylester

[0245] Es wird der Prozedur von Beispiel 57 gefolgt, wobei Piperidin fiir Diethylamin substituiert und die Titel-
verbindung erhalten wird.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurepiperidin-1-carbonyloxymethylester
[0246] Es wird der Prozedur von Beispiel 57, Schritt F4 gefolgt, wobei 1-Piperidincarbonsaurechlormethyles-
ter fir Chlormethyldiethylcarbamat substituiert wird, um die Titelverbindung als einen Feststoff zu erhalten; MS
395 (M+H).
Vergleichsbeispiel 59
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsauremorpholin-4-carbonyloxymethylester
Zwischenprodukt: 4-Morpholincarbonsaurechlormethylester

[0247] Es wird der Prozedur von Beispiel 57 gefolgt, wobei Morpholin fir Diethylamin substituiert und die Ti-
telverbindung erhalten wird.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsauremorpholin-4-carbonyloxymethylester
[0248] Es wird der Prozedur von Beispiel 57 gefolgt, wobei 4-Morpholincarbonsaurechlormethylester fir

Chlormethyldiethylcarbamat substituiert wird, um die Titelverbindung als einen Feststoff zu erhalten. MS 397
(M+H).
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Vergleichsbeispiel 60

Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-ethoxycarbonylamino-2-oxoethylester

[0249] Es wird der Prozedur von Beispiel 57 gefolgt, wobei N-Chloracetylurethan fiir Chlormethyldiethylcarb-
amat substituiert wird. Es wird mittels Saulenchromatographie gereinigt, wobei mit 10% MeOH/EtOAc und
dann 15% MeOH/EtOAc eluiert wird. Es wird aus CH,CN rekristallisiert, um die Titelverbindung als einen Fest-
stoff zu erhalten. MS 383 (M+H).

Vergleichsbeispiel 61
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurebenzylcarbamoyloxymethylester

Zwischenprodukt: (Phenylmethyl)carbaminsdurechlormethylester

[0250] Es wird der Prozedur von Beispiel 57 gefolgt, wobei Benzylamin fir Diethylamin substituiert und die
Titelverbindung erhalten wird.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurebenzylcarbamoyloxymethylester
[0251] Es wird der Prozedur von Beispiel 57, Schritt B gefolgt, wobei (Phenylmethyl)carbaminsdurechlorme-
thylester fur Chlormethyldiethylcarbamat substituiert wird. Es wird durch Sdulenchromatographie an Kieselgel

gereinigt, wobei mit 10% MeOH/EtOAc und dann 20% MeOH/EtOAc eluiert wird, um die Titelverbindung als
einen Feststoff zu erhalten: MS 417 (M+H).
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Vergleichsbeispiel 62
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureisopropoxycarbonyloxymethylester
Zwischenprodukt: Chlormethylkohlensaure-1-methylester

[0252] Eine Lésung aus Chlormethylchlorformiat (3,55 g, 27,5 mmol) in Dichlormethan (30 ml) wird gerihrt
und auf —15°C gekuhlt und eine Lésung aus Isopropylalkohol (1,51 g, 2,5 mmol) in Pyridin (2,18 g, 2,5 mmol)
wird tropfenweise hinzugefligt, um eine Innentemperatur von zwischen —18°C bis -5°C zu halten. Nach 2 Stun-
den wird in Wasser abgeschreckt, die Schichten getrennt und die organische Phase mit 10% wassriger HCI,
Wasser, NaHCO,-Lésung und Wasser gewaschen. Es wird mit MgSO, getrocknet, filtriert und konzentriert, um
die Titelverbindung als 3,6 g eines farblosen Ols zu erhalten.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureisopropoxycarbonyloxymethylester
[0253] Es wird der Prozedur von Beispiel 57 gefolgt, wobei Chlormethylcarbonsaure-1-methylester fiir Chlor-

methyldiethylcarbamat substituiert wird und Kl (100 mg) zu der Reaktionsmischung hinzugefiigt wird. Die Re-
aktion wird fir 3 Stunden fortschreiten lassen und die Titelverbindung als ein Feststoff erhalten. MS 370 (M+H).

Vergleichsbeispiel 63
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsdureadamantan-1-yloxycarbonyloxymethylester
Zwischenprodukt: Chlormethyl-1-adamantylcarbonat

[0254] Es wird der Prozedur von Beispiel 62 gefolgt, wobei 1-Adamantol fir Isopropylalkohol substituiert wird,
um die Titelverbindung zu erhalten.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureadamantan-1-yloxycarbonyloxymethylester
[0255] Es wird der Prozedur von Beispiel 62 gefolgt, wobei Chlormethyl-1-adamantylcarbonat fir Chlorme-

thylcarbonsaure-1-methylester substituiert wird, aber die Reaktion Gber Nacht fortschreiten lassen wird. Die Ti-
telverbindung wird als ein Feststoff erhalten. MS 462 (M+H).
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Vergleichsbeispiel 64
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-1,1,2-trimethylpropoxycarbonyloxymethylester

Zwischenprodukt: Carbonsaurechlormethylester-1,1,2-trimethylpropylester

[0256] Es wird der Prozedur von Beispiel 62 gefolgt, wobei 2,3-Dimethyl-2-butanol fiir Isopropylalkohol sub-
stituiert wird, um die Titelverbindung zu erhalten.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-1,1,2-trimethylpropoxycarbonyloxymethylester
[0257] Es wird der Prozedur von Beispiel 62 gefolgt, wobei Kohlensadurechlormethylester-1,1,2-trimethylpro-

pylester fur Chlormethylkohlensaure-1-methylester substituiert wird, aber die Reaktion iber Nacht fortschrei-
ten lassen wird. Die Titelverbindung wird als ein Feststoff erhalten. MS 412 (M+H).

Vergleichsbeispiel 65
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurecyclohexyloxycarbonyloxymethylester

Zwischenprodukt: Carbonsaurechlormethylester-1,1,2-trimethyl-propylester

[0258] Es wird der Prozedur von Beispiel 62 gefolgt, wobei Cyclohexanol fir Isopropylalkohol substituiert
wird, um die Titelverbindung zu erhalten.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurecyclohexyloxycarbonyloxymethylester
[0259] Es wird der Prozedur von Beispiel 62 gefolgt, wobei Chlormethylcyclohexylcarbonat flir Chlormethyl-

carbonsaure-1-methylester substituiert wird, aber die Reaktion Gber Nacht fortschreiten lassen wird. Die Titel-
verbindung wird als ein Feststoff erhalten. MS 410 (M+H).
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Vergleichsbeispiel 66
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Schema F, Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureacetoxymethylester

[0260] Eine Mischung aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (1,27 g, 5 mmol) in DMF (25 ml) wird
bei 50°C fir 10 Minuten gerihrt und Cs,CO, (1,63 g, 5 mmol) hinzugefligt. Nach 10 Minuten wird Brommethyl-
acetat (0,95 g, 6,21 mmol) hinzugefiigt und eine Minute danach in wassrige NH,CI-L6sung abgeschreckt. Es
wird mit EtOAc extrahiert und der Extrakt mit wassriger NaHCO,-Lésung gewaschen. Der Extrakt wird getrock-
net (MgSQO,), filtriert und unter Vakuum konzentriert, um einen Feststoff zu ergeben. Der Feststoff wird mit
EtOAc trituriert und die Titelverbindung als ein Feststoff erhalten. MS 326 (M+H).

R /=
N

Vergleichsbeispiel 67
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Schema F, Schritt F2: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2,2-dimethylpropionyloxymethylester

[0261] Eine Mischung aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure Kaliumsalz (1,0 g, 3,43 mmol), KI
(0,16 g) 2,2-Dimethylpropionsaurechlormethylester (0,63 g, 4,16 mmol) in DMF (20 ml) wird bei 50°C fir 1,5
Stunden geruhrt. Es wird abgekuhlt und zwischen H,O-EtOAc partitioniert. Der Extrakt wird mit wassriger
NaHCO,-Lésung gewaschen, der Extrakt wird getrocknet (MgSO,), filtriert und unter Vakuum konzentriert, um
das unbearbeitete Produkt zu liefern. Das Produkt wird an einer Kieselgelsdule chromatographiert, wobei mit
8% MeOH/EtOAc eluiert wird, um 0,64 g von der Titelverbindung als einen Feststoff zu erhalten: MS 326
(M+H), m.p. 223-224°C, TLC (Kieselgel, 8% MeOH/EtOAc) R, = 0,30.

Vergleichsbeispiel 68
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Schema F, Schritt F2: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaurepentanoyloxymethylester
[0262] Es wird der Prozedur von Beispiel 67 gefolgt, auBer dass Pentanonsdurechlormethylester fiir
2,2-Dimethylpropionsaurechlormethylester substituiert wird und die Reaktion Giber Nacht bei 50°C fortschreiten

lassen wird. Es wird durch Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt, wobei mit 5% MeOH/EtOAc eluiert
wird, um die Titelverbindung zu erhalten. MS 368 (M+H).
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Vergleichsbeispiel 69

Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-oxopiperidin-1-ylmethylester
Zwischenprodukt: N-(Chlormethyl)-2-piperidinon

[0263] Die Titelverbindung wird gemal den Prozeduren, die in Moreira, R. et al., Tet. Lett., (1994), 35,
7107-7110 dargelegt sind, hergestellt. Demzufolge wird eine Mischung aus 2-Piperidinon (1,0 g, 10,09 mmol)
und Paraformaldehyd (500 mg) unter Rickfluss in wasserfreiem THF (30 ml) und Chlortrimethylsilan (30 ml)
Uber Nacht unter N, erhitzt. Das Lésemittel wird unter Vakuum konzentriert, um N-(Chlormethyl)-2-piperidon
als ein Ol (1,30 g) zu ergeben.

Schritt F2: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-oxopiperidin-1-yl-methylester

[0264] Eine Suspension aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-Kaliumsalz (1,6 g, 5,49 mmol) in
wasserfreiem THF (30 ml) wird bei 50°C fiir 20 Minuten in einem Olbad erhitzt. Eine Lésung von N-(Chlorme-
thyl)-2-piperidon (850 mg, 5,76 mmol) in wasserfreiem THF (5 ml) wird tropfenweise hinzugefigt. Nach 30 Mi-
nuten wird die Reaktion auf Umgebungstemperatur abgekuihlt. Es wird Wasser (100 ml) hinzugefligt und mit
Ethylacetat (3 x 100 ml) extrahiert. Die organischen Schichten werden vereinigt, mit NaHCO, (sat), Wasser,
Salzlake gewaschen und Uber MgSO, getrocknet und dann konzentriert. Der Rickstand wird an einer ISCO
RediSep 35-Gramm Kieselgel-Kartusche gereinigt, wobei mit 5% Methanol in Ethylacetat und dann mit 20%
Methanol in Ethylacetat eluiert wird. Die Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und konzentriert,
um die Titelverbindung als einen weifl3en Feststoff zu geben (520 mg, 26%). MS 365 (M+H), TLC (Kieselgel,
MeOH/EtOAc 25:75) R, = 0,18, '"H-NMR (DMSO-d6) & 11,77 (1H, s), 8,46 (1H, s), 8,08 (2H, d, J = 5,7Hz), 7,50
(3H, m), 7,09 (1H, m), 6,58 (2H, d, J = 6Hz), 5,54 (2H, s), 3,27 (2H, br2), 2,23 (2H, brs), 1,66 (4H, brs). *C
NMR (DMSO-d6) & 170,00, 160,43, 152,25, 149,44, 135,54, 125,60, 122,96, 121,84, 120,22, 119,87, 118,99,
113,00, 108,59, 70,99, 47,00, 31,99, 22,39, 20,60.
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Vergleichsbeispiel 70
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure(benzoylethoxycarbonylmethylamino)methylester

Zwischenprodukt: N-(Chlormethyl)ethylbenzamidoacetat

[0265] Eine Mischung aus Ethylbenzamidoacetat (1,0 g, 4,83 mmol) und Paraformaldehyd (450 mg) in Chlor-
trimethylsilan (40 ml) wird (iber Nacht unter N, unter Rickfluss erhitzt. Das Lésemittel wird unter Vakuum kon-
zentriert, um N-chlormethylethylbenzamidoacetat als ein Ol (1,2 g, 98%) zu ergeben.

Schritt F2: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure(benzoylethoxycarbonylmethylamino)methylester

[0266] Eine Suspension aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-Kaliumsalz (1,3 g, 4,46 mmol) in
wasserfreiem THF (20 ml) wird bei 50°C fiir 20 Minuten in einem Olbad erhitzt. Eine Lésung von N-Chlorme-
thyl)ethylbenzamidoacetat (1,2 g, 4,69 mmol) in wasserfreiem THF (5 ml) wird tropfenweise hinzugefiigt. Nach
30 Minuten wird die Reaktion auf Umgebungstemperatur abgekiihit. Es wird Wasser hinzugefiigt und mit Ethyl-
acetat extrahiert. Die organische Schicht wird mit NaHCO, (sat), Wasser, Salzlake gewaschen, Gber MgSO,
getrocknet und dann konzentriert. Der Riickstand wird an einer ISCO RediSep 35-Gramm Kieselgel-Kartusche
gereinigt, wobei mit 50% Heptan/Ethylacetat (200 ml), 100% Ethylacetat (300 ml) und dann 1% Metha-
nol/Ethylacetat eluiert wird. Die Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und konzentriert, um die Ti-
telverbindung als einen gelben Feststoff zu geben (834 mg): MS 473 (M+H), '"H-NMR (DMSO-d6) & 11,81 (1H,
s), 8,47 (1H, s), 8,10 (2H, d, J = 5,8 Hz), 7,38 (8H, m), 7,08 (1H, m), 6,66 (2H, d, J = 6,0 Hz), 5,49 (2H, s), 4,30
(2H, s), 4,09 (2H, m), 1,99 (3H, m). "*C NMR (DMSO-d6) & 171,51, 168,86, 160,30, 152,07, 149,58, 135,72,
134,06, 130,51, 128,46, 127,13, 125,76, 122,65, 122,34, 120,50, 119,90, 118,51, 113,06, 108,89, 74,53, 60,79,
59,74, 47,52, 20,75, 14,07, 13,95.

Vergleichsbeispiel 71
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-oxopyrrolidin-1-yl-methylester
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Zwischenprodukt: N-(Chlormethyl)-2-pyrrolidinon

[0267] Eine Mischung aus 2-Pyrrolidinon (1,0 g, 11,75 mmol) und Paraformaldehyd (500 mg) in Chlortrime-
thylsilan (40 ml) wird unter N, fur 2 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Das Lésemittel wird unter Vakuum ver-
dampft, um N-(chlormethyl)-2-pyrrolidon als ein Ol (1,55 g, 99%) zu ergeben.

Schritt F2: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-2-oxo-2-pyrrolidin-1-ylethylester

[0268] Eine Suspension aus 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure Kaliumsalz (2,0 g, 6,86 mmol) in
wasserfreiem THF (100 ml) wird bei 50°C fiir 20 Minuten in einem Olbad erhitzt. Eine Lésung von N-(Chlorme-
thyl)-2-pyrrolidon (1,10 g, 8,23 mmol) in wasserfreiem THF (5 ml) wird tropfenweise hinzugefugt. Nach 3 Stun-
den wird die Reaktion auf Umgebungstemperatur abgekuhlt. Es wird Wasser (100 ml) hinzugefiigt und mit
Ethylacetat (3 x 100 ml) extrahiert. Die organischen Schichten werden vereinigt, mit NaHCO, (sat), Wasser,
Salzlake gewaschen, (iber MgSO, getrocknet und dann konzentriert. Der Rlckstand wird an einer ISCO Redi-
Sep 10-Gramm Kieselgel-Kartusche gereinigt, wobei mit Ethylacetat und dann mit 5% Methanol in Ethylacetat
eluiert wird. Die Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und konzentriert, um die Titelverbindung als
einen gelbfarbenen Feststoff zu geben (205 mg). MS 313 (M+H), TLC (Kieselgel, MeOH/EtOAc 1:1), R, = 0,33,
'"H-NMR (DMSO-d6) & 11,78 (1H, s), 8,47 (1H, s), 8,09 (2H, d, J = 6,2 Hz), 7,49 (3H, m), 7,09 (1H, m), 6,59
(2H), 5,76 (restliches CH,Cl,), 5,44 (2H, s), 3,37 (2H, m), 2,22 (2H, m), 1,87 (2H, m).

Vergleichsbeispiel 72
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure[phenyl(toluen-4-sulfonyl)amino]methylester
Zwischenprodukt: N-Chlormethyl-N-phenyl-4-methylbenzolsulfonamid

[0269] Die Titelverbindung wird gemaR den in lley, J. et al., Bioorg. Med. Chem., (2000), 8, 1629-1636 dar-
gelegten Prozeduren hergestellt. Dementsprechend wird eine Mischung aus N-Phenyl-p-toluensulfonamid (3,0
g, 12,13 mmol) und Paraformaldehyd (600 mg) in Chlortrimethylsilan (50 ml) fir 3 Stunden unter Ruckfluss
erhitzt. Das Losemittel wird unter Vakuum konzentriert, um N-Chloromethyl-N-phenyl-4-methylbenzolsulfona-
mid als ein Ol (3,2 g) zu ergeben.

Schritt F2: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure[phenyl(toluen-4-sulfonyl)amino]methylester

[0270] 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-Kaliumsatz (2,2 g, 7,5 mmol) in einer Mischung aus was-
serfreiem THF und DMF (90:10 ml) wird unter N, bei 60°C aufgeldst. Es wird auf 0°C abgekuhlt und eine L6-
sung von N-Chlormethyl-N-phenyl-4-methylbenzolsulfonamid (2,6 g, 8,80 mmol) in wasserfreiem THF (5 ml)
tropfenweise hinzugefligt. Nach 20 Minuten wird Wasser (100 ml) hinzugefiigt und dann mit Ethylacetat (4 x
50 ml) extrahiert. Die organischen Schichten werden vereinigt, mit NaHCO, (sat), Wasser, Salzlake gewa-
schen, tber MgSO, getrocknet und dann konzentriert. Der Riickstand wird an einer ISCO RediSep 35-Gramm
Kieselgel-Kartusche gereinigt, wobei mit Ethylacetat und dann mit 30% Methanol/Ethylacetat eluiert wird. Die
Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und zu einem Feststoff konzentriert. Der Feststoff wird in
Methanol geldst und mit Ether prazipitiert, um die Titelverbindung als einen gelben Feststoff (390 mg) zu erge-
ben. ESI/MS 313 (M+H), '"H NMR (CD,0D) & 8,05 (2H, 2br d, J = 6,5 Hz, J = 6,8 Hz), 7,38 (14H, m), 6,61 (2H,
brd, J=7,0Hz), 5,93 (2H, s), 2,44 (3H, s).
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Vergleichsbeispiel 73
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure(benzolsulfonylmethylamino)methylester
Zwischenprodukt: N-Chlormethyl-N-methyl-4-methylbenzolsulfonamid

[0271] Eine Mischung aus N-Methylbenzolsulfonamid (2,0 g, 11,68 mmol) und Paraformaldehyd (600 mg) in
Chlortrimethylsilan (40 ml) wird fir 2,5 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Es wird unter Vakuum konzentriert, um
N-Chlormethyl-N-methyl-4-methylbenzolsulfonamid als einen weil3en Feststoff (2,5 g) zu ergeben.

Schritt F2: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure(benzolsulfonylmethylamino)methylester

[0272] 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure Kaliumsalz (2,2 g, 7,55 mmol) in einer Mischung aus
wasserfreiem THF und DMF (150:40 ml) wird unter N, bei 60°C aufgel6st. Es wird auf 0°C abgekihlit und eine
Lésung von N-Chlormethyl-N-methyl-4-methylbenzolsulfonamid (2,0 g, 9,10 mmol) in wasserfreiem THF (10
ml) tropfenweise hinzugefiigt. Nach 20 Minuten wird Wasser (100 ml) hinzugefiigt und dann mit Dichlormethan
(3 x 100 ml) extrahiert. Die organischen Schichten werden vereinigt, mit NaHCO, (sat), Wasser, Salzlake ge-
waschen, Uber MgSO, getrocknet und dann konzentriert. Der Rickstand wird an einer ISCO RediSep
35-Gramm Kieselgel-Kartusche gereinigt, wobei mit 50% Heptan/Ethylacetat, Ethylacetat und dann 10% Me-
thanol/Ethylacetat eluiert wird. Die Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und zu einem Ol konzen-
triert. Das Ol wird in Methanol geldst und Ether hinzugefiigt, um die Titelverbindung als einen weilken Feststoff
(800 mg) zu erhalten. MS 437 (M+H), 'H-NMR (DMSO-d6) & 11,52 (1H, s), 8,29 (1H, s), 8,04 (2H, d, J = 5,5
Hz), 7,76 (2H, d, J = 7,2 Hz), 7,43 (6H, m), 7,03 (1H, m), 6,46 (2H, d, J = 6,0 Hz), 5,60 (2H, s), 2,79 (3H, s).

Vergleichsbeispiel 74

Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure[methyl(toluen-4-sulfonyl)amino]lmethylester
Zwischenprodukt: N-Chlormethyl-N-methyl-4-methylbenzolsulfonamid
[0273] Eine Mischung aus N-Methyl-4-methylbenzolsulfonamid (2,3 g, 12,4 mmol) und Paraformaldehyd (600

mg) in Chlortrimethylsilan (40 ml) wird fur 2 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Es wird unter Vakuum konzentriert,
um N-Chlormethyl-N-methyl-4-methylbenzolsulfonamid als einen weiflen Feststoff (2,8 g) zu ergeben.
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Schritt F2: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure[methyl(toluen-4-sulfonyl)amino]methylester

[0274] 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-Kaliumsatz (2,0 g, 6,89 mmol), in einer Mischung aus
wasserfreiem THF und DMF (60:10 ml), wird unter N, bei 60°C aufgeldst. Es wird auf -5°C abgekuhlt und Pi-
peridinmethylpolystyrol HL-Harz (NOVA #01-64-0212, 30 mg) hinzugefiigt, tropfenweise gefolgt von einer Lo-
sung aus N-Chlormethyl-N-methyl-4-methylbenzolsulfonamid (1,9 g, 8,34 mmol) in wasserfreiem THF (10 ml).
Nach 30 Minuten wird Wasser (100 ml) hinzugeftigt und dann mit Dichlormethan (3 x 50 ml) extrahiert. Die
organischen Schichten werden vereinigt, mit NaHCO, (sat), Wasser, Salzlake gewaschen, liber MgSO, ge-
trocknet und dann konzentriert.

[0275] Der Rickstand wird an einer ISCO RediSep 35-Gramm Kieselgel-Kartusche gereinigt, wobei mit 50%
Heptan/Ethylacetat, Ethylacetat und dann 10% Methanol/Ethylacetat eluiert wird. Die Produkt enthaltenden
Fraktionen werden vereinigt und zu einem Feststoff (1,1 g) konzentriert. Der Feststoff wird mit Methanol/Ether
gewaschen und getrocknet, um die Titelverbindung als einen weillen Feststoff (720 mg) zu ergeben. TLC (Kie-
selgel, EtOAc/MeOH, 8:2), R, = 0,49, 'H-NMR (DMSO-d6) & 11,47 (1H, s), 8,32 (1H, s), 8,09 (2H, d, J = 5,7
Hz), 7,63 (2H, d, J = 8,3 Hz), 7,48 (1H, d, J = 8,3 Hz), 7,34 (2H, m), 7,14 (3H, m) 6,52 (2H, d, J = 6,0 Hz), 5,61
(2H, s), 2,83 (3H, s), 2,05 (3H, s).

H, —
N

Vergleichsbeispiel 75
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Schema F: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butoxycarbonyloxymethylester
Zwischenprodukt: tert-Butylchlormethylcarbonat

[0276] Es wird der Prozedur von Beispiel 62 gefolgt, wobei tert-Butanol fiir Isopropylalkohol substituiert wird,
um die Titelverbindung zu erhalten.

Schritt F4: 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butoxycarbonyloxymethylester
[0277] Es wird der Prozedur von Beispiel 62 gefolgt, wobei tert-Butylchlormethylcarbonat fiir Chlormethylcar-

bonsaure-1-methylester substituiert wird, aber die Reaktion wird Giber Nacht fortschreiten lassen. Die Titelver-
bindung wird als ein Feststoff erhalten. MS 384 (M+H), HPLC: R, = 2,94 min.

Vergleichsbeispiel 76
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3-((3-Phenylpropanoyl)methylamino)-1H-6-chlor-indol-2-carbonsdure

[0278] Eine Ldsung aus 3-((3-Phenylpropanoyl)methylamino)-1H-6-chlorindol-2-carbosaureethylester (213
mg, 0,55 mmol) und Lithiumhydroxid (35 mg, 0,83 mmol), geldst in einem Lésemittelgemisch aus 5 ml THF und
5 ml Wasser, wird bei Raumtemperatur Uber Nacht gerlhrt. Die Reaktionsmischung wird mit Wasser (~10 ml)
verdunnt und mit Ethylacetat gewaschen, um jegliche organischen Verunreinigungen zu entfernen. Die wéass-
rige Schicht wird mit 1 N Salzsdure angesauert, um die Titelverbindung zu préazipitieren. Die Titelverbindung
wird durch Filtrieren isoliert und unter Vakuum bei 60°C getrocknet, Ausbeute 197 mg (99% Ausbeute); mp
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220-221°C.
Vergleichsbeispiel 77
H.C
37\
] N
O

>—°
Cl N oH

3-((Benzoyl)methylamino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure

[0279] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 11 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 275°C.

Vergleichsbeispiel 78
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3-((Benzoyl)amino)-6-chlor-1H-indol-2-carbonsaure

[0280] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 4 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 205-210°C. (dec).

Vergleichsbeispiel 79

HN
| 0
N
N 0 /C Hy
Ci N AN

N

3-((Benzoyl)amino)-6-chlor-1H-indol-2-carbonsaure-2-dimethylaminoethylester.

[0281] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 5 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind.
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Vergleichsbeispiel 80
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3-((4-Chlorbenzoyl)methylamino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure

[0282] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 28Q von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 279-283°C. Analyse: Berechnet fur C,,H,,CI;N,O;: C, 51,35;
H, 2,79: N, 7,04; Gefunden: C, 51,30; H, 2,81; N, 7,00.

Vergleichsbeispiel 81

0
N
ci N OH

3-((Benzoyl)benzylamino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure

[0283] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 17 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 266°-267°C.

Vergleichsbeispiel 82
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3-((4-Piperidinacyl)amino)-6-chlor-1H-indol-2-carbonsaure

[0284] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in der US-Patentschrift
Nr. 5,675,018 dargelegt sind.
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Vergleichsbeispiel 83
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3-((Benzoyl)methylamino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsdureethylester

[0285] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 10 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 143°-144°C.

Vergleichsbeispiel 84
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N
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3-((Benzoyl)methylamino)-5,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure

[0286] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 41c von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind.

Vergleichsbeispiel 85

Cl
3-((Benzoyl)ethylamino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure

[0287] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 15 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 254°-256°C.
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Vergleichsbeispiel 86
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3-((Benzoyl)methylamino)-6-fluor-1H-indol-2-carbonsaure
[0288] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 4L von der

US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 142°-143°C. Analyse: Berechnet fiir C,;H,,FN,O,: C, 55,00;
H, 5,45; N, 11,66; Gefunden: C, 55,09; H, 5,19; N, 11,63.

Vergleichsbeispiel 87
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3-((2-Benzylbenzoyl)amino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure

[0289] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 21 von der

US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 234°-235°C. Analyse: Berechnet fur C,;H,,CI,N,O,: C,
62,88; H, 3,67: N, 6,38; Gefunden: C, 63,04; H, 4,05; N, 5,97.

Vergleichsbeispiel 88
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3-((3-Fluorbenzoyl)methylamino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure
[0290] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 28j von der

US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 270°-280°C. Analyse: Berechnet fur C,,H,,Cl,FN,O,: C,
53,57; H, 2,91: N, 7,35; Gefunden: C, 53,54; H, 3,15; N, 7,24.
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Vergleichsbeispiel 89
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3-((Benzoyl)benzylamino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaureethylester

[0291] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 16 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 174°-175°C.

Vergleichsbeispiel 90

Ci

3-((Phenylsulfonyl)amino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaureethylester.

[0292] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 29 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 245°-247°C.

Vergleichsbeispiel 91

Cl OH

3-((Phenylsulfonyl)amino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure.

[0293] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 30 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 229°-235°C.
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Vergleichsbeispiel 92

Ci OH

3-((Phenylsulfonyl)methylamino)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonséure

[0294] Fur die Herstellung der Titelverbindung wird den Prozeduren gefolgt, wie sie in Beispiel 32 von der
US-Patentschrift Nr. 5,675,018 dargelegt sind; mp 286°-290°C.

Vergleichsbeispiele 93-112

)
NR,
O

N\ O7<
H
Parallelsynthese von 1H-Indol-2-carbonsaure-3-[(carbonyl)amino]tert-butylestern
[0295] Ein Reaktionsgefald wird mit 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butylester (100 mg), dem entspre-
chenden Chlorformiat (0,5 mmol) und polymergebundenem Diisopropylethylamin (200 mg) beschickt und auf
eine Quest 210 Parallelsynthese-Apparatur platziert und tiber Nacht gerthrt. Es wird Trisamin (im Allgemeinen

in Uberschussmengen von etwa 2 bis 5 molaren Aquivalenten) hinzugefuigt, filtriert und unter Vakuum konzen-
triert, um die Titelverbindungen zu erhalten.

[0296] Tabelle 14 listet den Chlorformiat-Reaktanten, das resultierende Produkt und die zugehérigen analyti-
schen Daten fiir das Produkt auf.
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Tabelle 14
'Chlorformiat '
O
Beispiel C'/[LOR Produkt MS HPLC
R= R;= M+H) {min)*
93 /“i
o+ 333 2,11
94 —0—(CH,),CH, )C() 333 2,15
O—(CH,),CH,
95 —C,H; )(Z 305 1,95
0—C,H,
96 412 2,06

Neo

o
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0

97 )OL 317 1,97
A e
98 ; ; - 2,64
99 —{(CH,),CH o 319 2,05
){ O—(CH,),CH,
100 /[ /E 389 2,5
{CH,),CH i (CH,),CH,
101 —(CH,),CH, /i 361 2,35
O—(CH,),CH,
102 ol 383 2,05
L Hone )(0_@-%
103 o - 2,21
= | A )
O Br
104 o - 1,88
O~
105 j - -
> Tl )
ON o
2
106 o - 2,61
———@'—CH:, X
o) CH,
107 _@_ O - 2,07
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108 /\/\

331 2,16

109

~
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O
110 .
OMe /{
o} OMe
O,N OMe
O,N OMe
m |\ __ )OL 315 2,06
112 /K - 2,18

@ Retentionszeit in Minuten

Synthese von 3-(Sulfonyl)amino-1H-indol-2-carbonsaure- tert-butylestern

Vergleichsbeispiele 113-119

Allgemeines Verfahren (Beispiele 113 bis 118)

[0297] 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butylester (0,43 mmol) wird in Dichlormethan (1 ml) aufgeldst,
N-Methylmorpholin (0,2 ml) und dann das entsprechende Sulfonylchlorid (0,5 mmol), gel6st in Dichlormethan
(1 ml), hinzugefiigt. Es wird tGber Nacht geriihrt und zwischen 1 N NaOH und Dichlormethan partitioniert. Die
organische Schicht wurde abgetrennt und mit wassrigem NH,CI gewaschen. Die organische Phase wird uber
MgSO, getrocknet, filtriert und unter Vakuum konzentriert, um die Titelverbindungen zu erhalten.

[0298] 3-Amino-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butylester (0,43 mmol) wird in Dichlormethan (2 ml) aufgelost,
N-Methylmorpholin (0,2 ml) und dann das entsprechende Sulfonylchlorid (0,5 mmol), gelést in Dichlormethan
(1 ml), hinzugefiigt. Es wird auf einer JKEM-Blockapparatur fiir 4 Stunden bei Umgebungstemperatur geschiit-
telt. Die Reaktion wird mit geséattigter NH,CI-L6sung abgeschreckt, die organische Schicht abgetrennt und un-

Allgemeines Verfahren (Beispiel 119)
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ter Vakuum verdampft. Der resultierende Feststoff wird in Dichlormethan geldst, filtriert und das Filtrat unter
Vakuum verdampft, um die Titelverbindungen zu, erhalten.

[0299] Tabelle 15 listet den Sulfonylchlorid-Reaktanten, das resultierende Produkt und die zugehérigen ana-
lytischen Daten fur das Produkt auf.

Tabelle 15
Sulfonylchiorid
7
Beispie! | o™ - Produkt MS | HPLC
° R Rs Q4+H) | (min)®

113 o) 399 2,27

: o 520
114 _@-mn—@-mm,), -8 N:N—@-N(cu,;z 2,28
115 O O 423 2,08
i

) -
I
e}
116 - -
i 3
-5 i
o] i o 3
T T [T
H H
118 = N— - -
N /4 o 3 /
i
-8
H] .
0
1o 466 | 2,16
N(CH,), O N(CH,),

0
o:u‘mo
C

@ Retentionszeit in Minuten,
® Schmelzpunkt = 179-181°C
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Vergleichsbeispiele 120-124
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Synthese von 3-(substituierten Sulfonyl)amino-1H-indol-2-carbonsauren
Allgemeines Verfahren

[0300] Ein 3-(substitutierter Sulfonyl)amino-1H-indol-2-carbonsaure-tert-butylester wird in Dichlormethan (2
ml) gel6st, Trifluoressigsaure (1 ml) hinzugefiigt und bei Umgebungstemperatur fiir 2 Stunden gerihrt. Die Re-
aktionsmischung wird unter Vakuum konzentriert und der Ruckstand zwischen EtOAc und Wasser partitioniert.
Die organische Phase wird gesammelt und Gber MgSO, getrocknet, filtriert und unter Vakuum konzentriert, um
die Titelverbindungen zu erhalten.

[0301] Wahlweise, fiir die Beispiele 123 und 124, wird die Reaktion unter Vakuum konzentriert und der Riick-
stand mit Ether trituriert. Es wird filtriert und das Produkt als ein Trifluoressigsaure-Salz gesammelt.

[0302] Tabelle 16 listet die 3-(substitutierten Sulfonyl)amino-1H-indol-2-carbonsauren und die zugehdrigen
analytischen Daten auf.
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Tabelle 16
Beispiel Produkt MS HPLC
R (M+H) (min)?
0
120 0 464 1,95
-$ N=N N(CH,},
£
121 ? i 367 1,72
-4
1]
0
O
il
122 3 391 1,65
o]
0]
N
AW
123 i S N/< 395 1,52
H
+ CF,COOH
o N\ 4
124 1] 368 1,58
i
0 - CF,CO0H
@ Retentionszeit in Minuten
Vergleichsbeispiel 125
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3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsauremethoxymethylamid

[0303] Zu einer Losung von 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (1,77 g, 7,0 mmol) in DMF (15 ml),
die bei Raumtemperatur gerihrt wird, wird ein Kopplungsreagenz, 1,1'-Carbonyldiimidazol (GDI) (1,13 g, 7
mmol), hinzugefiigt und das Rihren wird fir etwa 30 bis 40 Minuten fortgesetzt. Dann wird N-Methoxy-N-me-
thylaminhydrochlorid (680 mg, 7 mmol) hinzugefiigt und die Reaktionsmischung iber Nacht riihren lassen. Die
Reaktion wird mittels TLC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 7:3, v/v) Gberwacht. Das Ausgangsmaterial ist
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nach dem Ruhren tber Nacht verbraucht. Es wird wéassrige NH,CI-Ldsung, Ethylacetat und Salzlake hinzuge-
fugt. Der sich bildende Feststoff wird abfiltriert und verworfen. Die wassrige Schicht wird mehrere Male mit
Ethylacetat extrahiert. Die Extrakte werden mittels Flash-Chromatographie unter Verwendung von Dichlorme-
than/Methanol gereinigt, um 300 mg (15%) eines gelben amorphen Feststoffes der Titelverbindung zu erhal-
ten. Die NMR- und LC-MS-Daten sind in Ubereinstimmung mit den erwarteten Daten fiir die Titelverbindung.

Vergleichsbeispiel 126

—
N
HN_J
N\ _H
N o
H

3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carboxaldehyd

[0304] Eine Suspension aus 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsauremethoxymethylamid (2,72 g, 7,2
mmol) in THF (35 ml) wird bei 0°C gerihrt und eine 1 M Losung von LAH in THF (14,5 ml, 14,5 mmol) hinzu-
gefugt. Es wird auf Raumtemperatur erwarmen lassen und fiir 20 Stunden weiter gertihrt. Es wird wassrige
NH,CI, gefolgt von Dichlormethan hinzugefiigt. Die Aluminiumsalze werden abfiltriert, die organische Phase
abgetrennt und unter Vakuum konzentriert, um ein braunes Ol zu erhalten. Das Ol wird einer Flash-Chromato-
graphie unterworfen, um 0,62 g (36%) von der Titelverbindung als eine gelbe Festsubstanz zu ergeben:
'H-NMR (DMSO0-d6) & 11,8 (1H, s), 9,95 (1H, s), 9,1 (1H, s), 8,18 (2H, brs), 7,4 (3H, m), 7,1 (1H, dd), 6,7 (2H,
brd).

Vergleichsbeispiel 127

N
HN
CH,OH
N
\
H

[3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-ylJmethanol

[0305] Eine Suspension aus 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaureethylester (1,4 g, 5 mmol) in THF
(15 ml) wird bei 0°C geriihrt und eine 1 M Losung von LAH in THF (8 ml, 8 mmol) hinzugefligt. Die Reaktion
wird auf Raumtemperatur erwarmen lassen und fir zusatzliche 0,5 Stunden geriihrt. Es wird wassrige
NH,CI-Lésung, Ethylacetat und Salzlake hinzugeflgt. Der Feststoff, der sich in der zweiphasigen Mischung bil-
det, wird filtriert, um 0,56 g (47%) von der Titelverbindung als einen beigen Feststoff zu erhalten. MS 240
(M+H), HPLC: R, = 1,04 min.; TLC (Kieselgel, Dichlormethan/MeOH, 4:1), R; = 0,6.
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Vergleichsbeispiel 128

-

_, N
HN
S _NH,
N

O

3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carboxamid

[0306] Eine Suspension aus 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carbonsaure (1,26 g, 3,0 mmol) in DMF (12 ml)
wird bei —20°C gerihrt und BOP (1,32 g, 3,0 mmol) und dann Diisopropylethylamin (0,8 ml, 4,5 mmol) hinzu-
geflgt. Die Reaktion wird fur 0,25 Stunden gerlhrt und eine Lésung aus 7 M NH, in MeOH (0,43 ml, 3,0 mmol)
hinzugefligt. Die Reaktion wird bei Raumtemperatur Gber Nacht riihren lassen und dann EtOAc hinzugefiigt.
Die organische Lésung wird mit wassrigem NaHCO, und Salzlake gewaschen und tiber MgSO, getrocknet. Es
wird filtriert und das Filtrat unter Vakuum konzentriert, um einen Feststoff zu erhalten. Der Feststoff wird von
EtOAc rekristallisiert, um 0,425 g der Titelverbindung als einen gelben Feststoff zu erhalten. MS 253 (M+H),
m.p. 230°C (Zerfall); TLC (Kieselgel, Dichlormethan/MeOH/Ammoniumhydroxid, 8:2:0,1 v/v), R, = 0,39.

Vergleichsbeispiel 129

N

NN Y
N

N NH,
H

(2-Aminomethyl-1H-indol-3-yl)pyridin-4-ylamin

[0307] Eine Lésung aus 3-(Pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-carboxamid (1,26 g, 5 mmol) in THF (10 ml) wird bei
0°C gerihrt und eine 1 M Losung von LAH in THF (25 ml, 25 mmol) tropfenweise hinzugefiigt. Die Reaktion
wird auf Raumtemperatur erwarmen lassen und dann Gber Nacht unter Riickfluss erhitzt. Es wird eine wassrige
10%ige Rochellesalzldsung hinzugefiigt und die wassrige Mischung mit EtOAc extrahiert. Der Extrakt wird un-
ter Vakuum konzentriert und 0,5 g eines unbearbeiteten gelben Feststoffes isoliert. Der Feststoff wird durch
praparative HPLC gereinigt und 0,2 g der Titelverbindung als ein Feststoff erhalten. MS 239 (M+H).

Patentanspriiche

1. Verbindungen der Formel (1):

N\

X N-R,
N _OR,
z

Y o}

wobei

X und Y gleich oder verschieden sind und unabhangig voneinander aus der aus Halogen, Amino, Hydroxy,
C,s-Alkoxy, C, ,-Perfluoralkoxy und Phenyl bestehenden Gruppe ausgewahlt sind, wobei Phenyl gegebenen-
falls durch einen oder zwei jeweils unabhangig aus C,,-Alkyl, C,-Perfluoralkyl, Halogen, Hydroxy und
C, s-Perfluoralkoxy ausgewahlte Substituenten substituiert ist;
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Z fir N-R steht, wobei R aus der aus Wasserstoff, C, -Alkyl und C, s-Alkylcarbonyl bestehenden Gruppe aus-
gewabhlt ist;

R, fur Wasserstoff steht;

R, fur

~N

==
steht und

R, fir C,s-Alkyl steht
und deren pharmazeutisch unbedenkliche Salze.

bRs F F
v HN
(@] F
S
Y N OF F
H (1)

mit Trifluoressigsaurepentafluorphenylester umsetzt;

(b) die Verbindung der Formel (14) unter Bildung einer Verbindung der Formel (11A) mit R,OH umsetzt;
wobei

X und Y gleich oder verschieden sind und unabhangig voneinander aus der aus Wasserstoff, Halogen, Nitro,
Amino, Hydroxy, C,s-Alkyl, C,s-Alkenyl, C, ;-Alkinyl, C, -Alkoxy, C, c-Perfluoralkyl, C, -Perfluoralkoxy, Phenyl
und Benzyl bestehenden Gruppe ausgewahlt sind, wobei Phenyl bzw. Benzyl gegebenenfalls durch einen oder
zwei jeweils unabhangig voneinander aus C, ,-Alkyl, C, s-Perfluoralkyl, Halogen, Hydroxy oder C, s-Perfluoralk-
oxy ausgewahlte Substituenten substituiert ist;

R, aus der aus Wasserstoff, C, o-Alkyl, C, s-Perfluoralkyl, Perfluoraryl, Indanyl, C, ;-Alkoxy-C, ¢-alkyl, C, s-Acy-
loxy-C, g-alkyl, C, s-Alkoxycarbonyl-C, s-alkyl, C, ;-Alkoxycarbonyloxy-C, s-alkyl, C, .-Cycloalkyl, C, ;-Cycloalk-
oxycarbonyloxy-C, s-alkyl, Adamantyloxycarbonyloxy-C,c-alkyl, C,,-Cycloalkoxycarbonyl-C, ;-alkyl, Mono-
oder Di-C, s-alkylamino-C, s-alkyl, C,4-Azacycloalkyl-C, ¢-alkyl, Mono- oder Di-C, ¢-alkylcarbamoyl-C, s-alkyl,
C,g-Azacycloalkylcarbonyloxy-C, c-alkyl, Benzyl-C, ;-alkylcarbamoyl-C, ¢-alkyl, Mono- oder Di-C, s-alkylcarba-
moyloxy-C, s-alkyl, C, ;-Azacycloalkylcarbonyloxy-C, ¢-alkyl, Benzyl-C, ¢-alkylcarbamoyloxy-C, ;-alkyl, Benzyl-
carbamoyloxy-C, ¢-alkyl, C,¢-Alkoxycarbonylaminooxo-C, s-alkyl,
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Ry

—_— Hz;‘_‘ \; ,CH;——
A N—( T
\ / o 0 (0]

und

i
RS CHy—
I

! -

bestehenden Gruppe ausgewahlt ist;

wobei

R, fur Wasserstoff oder C, -Alky! steht,

R, fur C, 4-Alkyl oder Phenyl steht,

R, fir Wasserstoff, C, o-Alkyl oder C, ;-Alkoxycarbonyl-C, s-alky! steht,
R11 fur C, ¢-Alkyl, Phenyl oder Tolyl steht und

A fir CH,, NH oder O steht und

R, fur
B SN
=
steht.

2. Verbindung nach Anspruch 1, bei der es sich um 5,6-Dimethoxy-3-(4-pyridinylamino)-1H-indol-2-car-
bonsaureethylester handelt.

3. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 11A:

/R3
X HN
O.—.
A R,
Y N ©
H (11A)

bei dem man:
(a) eine Verbindung der Formel (13):
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3
X HN/

AN
N o
H (13)

unter Bildung einer Verbindung der Formel (14):

R, F F
% HN
o
PR F
% "{H o F F
(14)

mit Trifluoressigsaurepentafluorphenylester umsetzt;

(b) die Verbindung der Formel (14) unter Bildung einer Verbindung der Formel (11A) mit R,OH umsetzt;
wobei

X und Y gleich oder verschieden sind und unabhangig voneinander aus der aus Wasserstoff, Halogen, Nitro,
Amino, Hydroxy, C, s-Alkyl, C, ,-Alkenyl, C, ;-Alkinyl, C, ,-Alkoxy, C, s-Perfluoralkyl, C, s-Perfluoralkoxy, Phenyl
und Benzyl bestehenden Gruppe ausgewahlt sind, wobei Phenyl bzw. Benzyl gegebenenfalls durch einen oder
zwei jeweils unabhangig voneinander aus C, s-Alkyl, C, s-Perfluoralkyl, Halogen, Hydroxy oder C, -Perfluoralk-
oxy ausgewahlte Substituenten substituiert ist;

R, aus der aus Wasserstoff, C, s-Alkyl, C, s,-Perfluoralkyl, Perfluoraryl, Indanyl, C, -Alkoxy-C, ;-alkyl, C, ,-Acy-
loxy-C, ¢-alkyl, C, c-Alkoxycarbonyl-C, s-alkyl, C, s-Alkoxycarbonyloxy-C, c-alkyl, C, ;-Cycloalkyl, C, 4-Cycloalk-
oxycarbonyloxy-C, s-alkyl, Adamantyloxycarbonyloxy-C, c-alkyl, C,,-Cycloalkoxycarbonyl-C, ;-alkyl, Mono-
oder Di-C, s-alkylamino-C, s-alkyl, C, 4-Azacycloalkyl-C, c-alkyl, Mono- oder Di-C, ;-alkylcarbamoyl-C, s-alkyl,
C,¢-Azacycloalkylcarbonyloxy-C, c-alkyl, Benzyl-C, c-alkylcarbamoyl-C, ;-alkyl, Mono- oder Di-C, ;-alkylcarba-
moyloxy-C, s-alkyl, C, ,-Azacycloalkylcarbonyloxy-C, (-alkyl, Benzyl-C, -alkylcarbamoyloxy-C, ;-alkyl, Benzyl-
carbamoyloxy-C, -alkyl, C, -Alkoxycarbonylaminooxo-C, s-alkyl,

R
— H— N—
A N‘( o
— o .

O
o]
C—
|

N/ H2
~5

CH;—

und

Nn=0

Rﬁ

—

CH;—
~

Q

. '

bestehenden Gruppe ausgewahlt ist;
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wobei

Rq fir Wasserstoff oder C, -Alky! steht,

R, fur C, 4-Alkyl oder Phenyl steht,

R, fir Wasserstoff, C, s-Alkyl oder C, s-Alkoxycarbonyl-C, s-alky! steht,
R, fur C,s-Alkyl, Phenyl oder Tolyl steht und

A fir CH,, NH oder O steht und

R, fur
SN
==
steht.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei Schritt (a) in Gegenwart einer organischen Base durchgeflhrt wird.
5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei es sich bei der Base um Pyridin handelt.

6. Verfahren nach Anspruch 3, wobei Schritt (b) in Gegenwart einer Base in einem geeigneten organischen
Lésungsmittel durchgefiihrt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei es sich bei der Base um Natriumhydrid und bei dem Lésungsmittel
um 1-Methyl-2-pyrrolidinon (NMP) oder Dimethylformamid (DMF) handelt.

8. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 11A:

/R3
X HN
\__ TR
Y N ©
H (114)

bei dem man:
(a) eine Verbindung der Formel (13):

/R3
X HN
H
\ O
y N ©
H (13)

unter Bildung einer Verbindung der Formel (11A)

mit R,OH umsetzt;

wobei

Xund Y gleich oder verschieden sind und unabhangig voneinander aus der aus Wasserstoff, Halogen, Nitro,
Amino, Hydroxy, C,s-Alkyl, C,s-Alkenyl, C, ,-Alkinyl, C, -Alkoxy, C, ,-Perfluoralkyl, C, -Perfluoralkoxy, Phenyl
und Benzyl bestehenden Gruppe ausgewahlt sind, wobei Phenyl bzw. Benzyl gegebenenfalls durch einen oder
zwei jeweils unabhangig voneinander aus C, 5-Alkyl, C, ,-Perfluoralkyl, Halogen, Hydroxy oder C, ,-Perfluoralk-
oxy ausgewahlte Substituenten substituiert ist;

R, aus der aus Wasserstoff, C, -Alkyl, C, s-Perfluoralkyl, Perfluoraryl, Indanyl, C, ;-Alkoxy-C, ¢-alkyl, C,s-Acy-
loxy-C, g-alkyl, C, s-Alkoxycarbonyl-C, ;-alkyl, C, ;-Alkoxycarbonyloxy-C, s-alkyl, C, ,-Cycloalkyl, C, ,-Cycloalk-
oxycarbonyloxy-C, s-alkyl, Adamantyloxycarbonyloxy-C, s-alkyl, C,.-Cycloalkoxycarbonyl-C,s-alkyl, Mono-
oder Di-C, s-alkylamino-C, ;-alkyl, C,4-Azacycloalkyl-C, ¢-alkyl, Mono- oder Di-C, c-alkylcarbamoyl-C, s-alkyl,
C,s-Azacycloalkylcarbonyloxy-C, c-alkyl, Benzyl-C, ;-alkylcarbamoyl-C, ¢-alkyl, Mono- oder Di-C, s-alkylcarba-
moyloxy-C, ;-alkyl, C, -Azacycloalkylcarbonyloxy-C, ;-alkyl, Benzyl-C, s-alkylcarbamoyloxy-C, ¢-alkyl, Benzyl-
carbamoyloxy-C, s-alkyl, C, -Alkoxycarbonylaminooxo-C, ;-alkyl,
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Ry

A N—(
\ / o o__0O

o)
Q. SH H,C—
N 2
S o~
H,C o
\N< .
Rs Ryo
und
0
Ry S CH;—
I
O\N s

bestehenden Gruppe ausgewahlt ist;
wobei

R, fur Wasserstoff oder C, -Alky! steht,
R, fur C, 4-Alkyl oder Phenyl steht,

2008.03.06

R, fir Wasserstoff, C, o-Alkyl oder C, s-Alkoxycarbonyl-C, s-alky! steht,

R, fur C,s-Alkyl, Phenyl oder Tolyl steht und
A fur CH,, NH oder O steht und

R, far
SN
=
steht.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Umsetzung in Gegenwart eines geeigneten Carbonsaureaktivie-

rungsmittels durchgefiihrt wird.

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei es sich bei dem Aktivierungsmittel um Benzotriazol-1-yloxytris(di-
methylamino)phosphoniumhexafluorphosphat (BOP) oder Benzotriazol-1-yloxytris(pyrrolidino)phosphonium-

hexafluorphosphat (PYBOP) handelt.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIG. 1
Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsiure (Beispiel 28)
auf BALF-Cytokine und Lungenentziindung in Mzusen
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FiG.2
Inhibierung von Allergen-induzierter Lungenentziindung in der Ratte durch
3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsiure (Beispiel 28)

140
) rib Gruppe

120 {
B Senslbilisiert, n = 12

& Sensibllisiert/Belastet, n = 13
B CsA 30 mg/kg, n =14

8 Dex 10 mg/kg, n =13

8 Beispiel 28 2 mgikg, n =15
& Beisplel 28 6 mg/kg, n = 16
@ Belspiel 28 20 mg/kg, n =15
= Beispiel 28 60 mg/kg, n =15

100 1

80 -

% Kontrolle

80 4

40 A
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FIG.3
Wirkung von 3-(4-Pyridinylamino)-1H-indol-2-carbonsiiure
(Beispiel 28) auf allergische pulmonale Reaktionen der friihen
und spiite Phase in Schafen nach Belastung mit Ascaris suwm Antigen

~~@-= KONTROLLE
—O— Beispiel 28
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FIG. 4

SEQ ID NO:1 - Ein 6,7 kb Fragment, das die Nukleotide -6635 bis
+66 des menschlichen Interleukin-4 Genpromotors umfasst

GAATTCCTTCCTGTGCGAGATCCAAGAACTCTCTCGGGGTCT GAATCGGGACCCC
TTTTTCCAGCAACACTGTGTTCTTCCCCTTGGCTTAGTCACCCT CCATGTCTACTIGC
CTGCAGGCTGGACCCTCCCCTGTTCTCAGAGTATGGCCCGTAGCAGCCCCT CAGCT
GGTGGCTCCCACCCGCCGCCTGCCCTCTCCCCTGCCTCCT! CCCCAAGCCAGAGACC
TGGGGCCACCTGCGACTTCCTGCTCICCCTCACCCCCACATTCAGTCACTTCCAAG
TGCTATTAATGATGATGGTGGTGGTGATGGTGATTGCT! GGCATTTTCCGGGGGCTT
GCAATATGCCGGTCACCACACCAAACACTTCATATTTGTCACCTTCT ATAGTATTC
CCTCGCCCCTGTAATCAGCCCAGTTITACAGAGAAGCCTGGATGGGGGAACTTET
CCAAGGTCACCCAGAGCT GGGATTCAGAACCAGTCAGGTCCCGTGGGCACCAAG
ACACCAGGTCTTAACCTAGACACTGTGCTGGGCCAAATGACT CAAGAGCCCACAG
CTCTCCCTGCCACCATCCCACCCGATTCGCGCCAGCTGCCTCT GTCACGGGCGCCT
GCAATGCTCTGGCTGGGTCCCCTCGGCCCGTGCTCCCCTCCT! GGGAGCCCTCTCTT
CAGTGACCTCGGGGCCTTCCACCTGTCTGTCCCTTGCCCGCACT CACCCCACCCTG
CAGCCCCTGCTCCTGGCTAAAGCCGGCTCATCCCTAACTCTGCTT AAGTGCCCCTC
CCTCAGAGAAGTCTCACCTTTTTCCATGACTAAGCCT GTGGGGGTTGGAAAGCAC
TCTCCTGGGTGCTGGCCTGCAGGACT! GACAGAAGAGGAGGGAGGTGAGATTCAC .
CCGACTCGGACCACAGGAATGGCT! GGGACAGCAAGCATCAATGAACGAGGCCCG
TGGAGACTGGGCTGCATTGTGCGACCTGTATTCCTTTCTCCT AGTTGACTGCCGCG
TTTCTGACTCCTTTGAAGCGAGCATCT GGCTTFTCCAA’ITAGATGAAGG CTGACAA
GCT GTGGAGGGGAGGGCGGCAGATACCATGTACCTGGTCA’I‘TCAGACTAGGGGT
GTCCTT GAGCAGACTCATGGTGTGGAAGTCAGACCGGGAGTCTCCTGGAGCAGAC
TCAC AGTGTAGGGGGTCAGCAGAGGCAGCAGCTTTGGAATCCCGGCACTGCAGCC
TCAGGGGTGGCTCGCTGAGTGGGTCAGGTCTTT AGGGTTCTGGGCCCAGCCTGGA
GCCTGCCCCTCCAGCCCTCCTGACATTCTTAGAAGCACCT ACTTTCCTGCCTAAAT
CCTTTCCTGACTAAAGCACCCACAGCTGTGTCTGTTCCCCT GTAATGAATCCAGAT
ACTAAAGTAGGCGGGCTGCAGTGTGGAGACCGTGACCCACCAGAAACAAGGACG
GCAACTCAAAGACGGAGGAGGCACATCCAGGAGGAACCT! GTGGGGAGGGCCCGT
CTGGCCAGATCTCCACTGCCCTGTCCAGACTTGGGCTTGCCT. AATAGATGAAGCA
TCAGTC ATTTCAGCAACTCAAGATAGGAGTCATCATTATCATCATCACACT CACTG
TGTGCCAGGCACTATTCTAAATACTTGAAAACTTT AAATGTATTCATTCCTCAGAG
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CAACTTCATGAGACAGGGACAGCTATGACCCCT ATTTCACAGATGAGGCTGAGTA
GCGTGCCCAAGGTCACACAGCCAGGAGGCACAGCAGCCAGGCCT GACAGACCAC
CTGGGCCCAGCGTCCGCTCTCTTAGCCACCGTGTACT ATAGCAGCCTCTGTTAACA
GACCCCTTTCTGGATGACACATGCC AAGTACTTTCCATGGAACCACTCACTTGCTC
CTCACAAGGAAGAGCCACATTATTCCC ATTTCACAGGTGAGAAAATCGAGACCCA
GAGAGAGTTAATGATCTACT CATGGTCACAGAGTTGATAAGGGCTCATTTGCTGG
ACTCCCAAACGCAGTGCTCATAACT GCTACGTTCCAGGGCCTGAAGGAAAAACTC
TGCATCCATGGAGGGGCCGGCGCTGGTTCTCAGCTCT CACACAGGGGAGGGGAA
GGGGCCT GTGACCGACACAGCCAGAGACAGCAGTATTCACCTCCCTCCT! GAACTT
TGGTGTCAGGCCCACCACACCCCGCCAAGGCACTGCCCATGGCCCT GAGGCTCGG
AGACTCCTTCGCAGTGGTGGTAGTGGTGGTGATCACT GCCCTCCTCTTIGTCCCTG
CAATGCAGGCACCCACCTTCCCCATCTCTACCCACCT GCCGCACCTGCAGCTGCCA
TGGTGCTGTCCCTGCAGGCGAGGATGGCCCATCCCCCACTICT! GCCCTCTGGGGA
GACTCCTGGTCACT CTCGAATGTTCTGGACAGTTTATCCTTTCATCTTTGGCCTCAT
TTCACCATTGAAACAAACAAAAAAGCTGGATTCTGCTTCT! GAGCTGAAGGTGCCC
ACCTAATATTCCCTTTTCACTCACCAGCTCT CCCTCAGAGCCTCAAGCCCAGGGTC
TGCCCTTTAGTGGGTGCTT. AGAAAAACACCAGATGGACCATAAATGGCTGTTCCA
CTGCCCCCACAGACGCCCCAGAACCCCGCCCT CCCCACCAGCTCCCCTTCTGCATC
CCCGACTCTCCTT! GAGAACCTATTTGGCAGAAGCTCTCCACCCAGCAAGTCCGCA
GCTTGATGAGCTCCCTCCTGTGTTAACT! GGAACCGCTGCTGTACTT! CATTCCACAT
AATAGTTATCGGATCCAAAGTCCCCACCTGCTTT! GGAAGCAACCACCTGCTCTTICT
CATAACTCTCCT CCATTTGTGCAGTGAAGAATCAACCTTT ATCCAAGAAGTCTGGC
CTTTGTCCTGGCTCTTGGGAGGTCCTACCAGCT ACAAACCCTTGGAGTAAACA

FIG. 4 (FORTS.)
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ACGTGGCTAGTCCTTGTCACCAGTTCCCAGGAGGTAGCCCCAAATTCCTAGGGAT
TTCCCAAGTGATAGGAGTATCTTATTATTCATGGTGGTCTCTGAGAGTTTATGCGA
GTGAAGTGACTCATGGTGGGCCCTAGGTAGTTTTTGCTGACAATACGACATGGAG
GGGCTGGCCACGCCACTGAGGTTCTGTGATATCAGCCTGGCCTCCCGGAAGGAGA
CAGGAAGATGAGTTCAACCCAGTGGCCAATGAGTCCATCAACCACACCTATATGA
TAAGACTCAAATAAAAACTCTGGACCCCAAAGCTCAAGTGAGCCTCCCTGCTTAG
AAATAGTCAGCATTTTGTCACACGTCAAAGTGCTGAGAAGGTGATGCCTCTGACG
CCACACGGGGAAGACAATGAGACTTTGTGTTTGGGCCCCTCCTCCATCTCGCCCCT
GTGTCTCCTCTTTTGGCTGGTTCTGATTITGATGCTTITGTTATGATAAAACTGTGGC
CTTACGTATAGCACTCTCCTGAGTTCTGTCAGTCATCCAGTGCATTCTGGAACCTG
AGGGGTAGTGGAAACTCCCAGATTTGCAGCCAGTCAGCAGTGAGGTGGGCTGGG
AACCCCTGAATGTGCAACTGGCGTCTGAAGCAAGGGCAGTGTTGTGGGGGACCAT
ACCCCTCACCTGTGAGGTGTGGCTCATCTCAGGTGGTTTGGCATCTGAAGCCACTG
CATTTGTTTGGTAACCTTGCTGCCCAGTCCCAATGGAAGGATCCTAAATATGGTCT
AAGGACCTCCTGTAACAATTATCCAGATTCTCTCCTTCACAGAACTTGAGGCACTG
CGATAAGATCCAAAACTATTATACACAGTGGAATCCTATACAGCCTTAAAAAAGA
AGGAAACGCTGTCATTCACCACAACAGGATGAACCTGGAGGACATTATGCTAAGT
GAAAAAATCCAGGCACAGACAGACAAATACCACATGATCTCACGCATATGTGAA
ATATAAAAAAGCCAAACTCAGGGAGGCAGAGAGTAGGATGAGTCACCAGGGCCT
GGGAGGGTGGTGATCAGGAAGATGTTGCTCAAAGGATATAAAATTTCAATGGGA
GGAGTTAAGTTAAAGAGAGCCATTGTACGACATGGTGACAACAGTTGATATCAAT
GTTTGTATACTTAAAAATCATGAAGACAGGCCAGGCGCAGTGGCTCACACCTGTA
ATCCCAGCACTGCAGGGGCTGAGGTGGGTAGATCACCTGAGGTCAGGAGTTCGA
GACCAGCCTGGCCAACATGGTAAAACCCTGTCTCTATTAAAAATACAAAAATTAG
CTGGGCGTGGTGGCAGGCACCTGTAACCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAG
AATTGCTTGAGCTCAGGAGGCAGAGGTTGCAGTGGCTGAGACTGCGCCATTGCAC
TCCAGTCTGGGCAACAGAGCAAGACTCTATCTCAAAATAAATATAAATCACAGAG

TAGATTTTAAATGTTCTTACC
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AAAAATAAATATGTGAAGTA'I'I’GTATAAGTAGC’I’I‘GATGTAGCAATTCCATAACA
TGCACATTTCAAAACA’I'TATATCATACAGCACAAATATGTGCAATACTT ATTTGTC
AATI'TAATAATAATAATAATAAGGGAAGAAAAGATCCAAAACAGGCAAAACC’IT
GGCCGGGCATGGTGGTTCACGCCTATAATCCCAGCACTTT GGGAGGCTGAGGGGG
TGGATCA'ITITGAGGCCAGGAG’ITCGACACCAGCCTAGCCAACATGGTGAAACCC
CATCTT ACTAAAAAAAAAAAAAAAATACAGAAATTAGCCAGGCGTGGTGGCATG
TGCCTGTAATCCCGCTACTCGGGAAGCTGAGGCTGGAG AATGCCTTGAGCCCAGG
AGATCAAGGCTACAGAAAGCTATGATCACCACTGCACT CCAGCCTGGGTGACAGA
GTATGGGGGCAGGGGGTGGTGAGGGGGGCGGGGAAGTGGAACAGAGCCAAAAC
CTTAGCAACACACATTTTTAGATGATCTT CCAGAATATTCATAGGGAGGCCCAGG
CACAGTGGCTCACGCCT GTAATCCCAGCAC’ITT.GGGAGGCCGAGCAGGCGGATC A
CGAGGTCAGGAGATGGAGACCATCCTGGCT AACACGGTGAAACCCCGTCTCTACT
AAAAATACAAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGGCAGGTGCCT GTAGTCCCAGCTACT
CGGGAGGCTGAGGCAGGAGAACGGCATGAACCCAGGAGGCGGAGCTT GCAGTGA
ACTAAGATCCGCCACTGCACTCCAGCCT GGGTGACAGAGCAAGATTCCATCTCAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAGAAA’ITCATAGGGAAAAGAAGGTCAGAGACCAAGGG
AAGGGAAGGTTICT! GGGAGAAAAGCGGGGCAGGCAGGGCCCAAGAATCCTGCTGC
CCATGAGCCCTTACTGGGAGGTGGGGTGGCCTGC ACAGGGCCCAGGCACCTGAGT
GAGTGGTGGGGTCCTTACGTTICACT GCTGGGGTGAGGCATGAGCACCTTATTIGTG
TCCACATGAATI'CAATAAAAAACAAGCAGGGCGCGTGGTGGGGCACTAGGAGGG_
CT GAT'I'TGTAAGTTGGTAAGACTGTAGCTCTFTYTCCTAATFAGCTGAGGATGTGT
TAGGTTCCATTCAAAAAGTGGGCATTCCT GGCCAGGCATGGTGGCTCACACCTGT
AATCTCAGGCTTTGGGAGACT GAGGTAGGAGGATCACTTGAGCCCAGGAATTTGA
GATGAGCCTAGGCAACATAGTGAGACTCTTATCTCT ATCAAAAAATAAAAATAAA
AATGAGCCAGGCATGGTGCGGTGACCACGCACCTACT GCTAGGGGGGCTGAGGT
GGGAGGATCATTGAGCCTGGGAGGTTG AGGTGCAGTGATCCCTGATCAAACATTG
CATTTCAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACCCTGTCTCAGAAAAAAAAAAAAAAGT
CATTCCTGAAACCTCAG
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AATAGACCTACCTTGCCAAGGGCTTCCTTAGGGTAAGGACCTTATGGACCTGCTG
GGACCCAAACTAGGCCTCACCTGATACGACCTGTCCTCTCAAAACACTAAACTTG
GGAGAACATTGTCCCCCAGTGCTGGGGTAGGAGAGTCTGCCTGTTITCTGCCTCTAT
GCAGAGAAGGAGCCCCAGATCATCTITTCCATGACAGGACAGTTTCCAAGACCAC
CTGTACTTGGAAGAAGCCAGGTTAAAATACTTTTCAAGTAAAACTTTCTTGATATT
ACTCTTCTTTCCCCAGGAGGACTGCATTACAACAAATTCGGACACCTGTGGCCTCT
CCCTTCTATGCAAGCAAAAAGCCAGCAGCAGCCCCAAGCTGATAAGATTAATCTA
AAGAGCAAATTATGGTGTAATTTCCTATGCTGAAACTTTGTAGTTAATTTTTTAAA
AAGGTTTCATTTTCCTATTGGTCTGATTCACAGGAACATTTTACCTGTITGTGAGG
CATTTTTTCTCCTGGAAGAGAGGTGCTGATTGGCCAGTGACTGACAATCTGGTGTA
ACGAAAATTTCCAATGTAAACTCATTTTCCCTCGGTTTCAGCATTTAAATCTATAT
ATAGAGATATCTTTGTCAGCATTGCATCGTTAGCTTCTCCTGATAAACTAATGCCT
CACATTGTCACTGCAAATCGACACCTATTA

FIG. 4 (FORTS.)

91/91



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

