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1H-pirazol-5-olato sédico sustituido

La presente solicitud se refiere a 1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il}-4-(1H-1,2,3-
triazol-1-il)-1H-pirazol-5-olato sédico, a procedimientos para su preparacion, a su
uso para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades como también su uso para
la preparacion de medicamentos para el tratamiento y/o la profilaxis de
enfermedades, especialmente de enfermedades cardiovasculares y hematologicas,
de enfermedades renales como también para ayudar a la curacion de heridas.
El compuesto de formula (1), 1-[6-(morfolin-4-il) pirimidin-4-il]-4-(1H-1,2,3-
triazol-1-il)-1H-pirazol-5-ol (forma enol; férmula (la)) o bien 2-[6-(morfolin-4-
ipirimidin-4-il]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,2-dihidro-3H-pirazol-3-ona (forma ceto;
férmula (Ib)), se conoce del documento WO 2008/067871. . |
@) N 0O
e = S ‘“YYQ
| |

NN NN

(1a) (1) (ib)

El compuesto de formula (1) actta como inhibidor de las HIF-prolil-4-hidroxilasas y
debido a este mecanismo de accion especifico en vivo después de la
administracion por via parenteral u oral produce la induccién de genes blanco HIF,
como p. €j. eritropoyetina, y los procedimientos bioldégicos causados por ello,
como p. €j., la eritropoyesis.

El compuesto de férmula (I) es higroscopico y en condiciones normales del
entorno (20-35 °C, presiéon normal) ya absorbé hasta aproximadamente el 6 % en
peso de agua si la humedad ambiente relativa excede 20 % hr. La absorcion de 6
% en peso de agua se cumple practicamente con una humedad ambiental de 30
% hr. Un compuesto de formula (I) que contiene agua, cede nuevamente parte del
agua contenida cuando la humedad ambiental es menor del 30 % hr. Esta
absorcion de agua o bien cesién de agua dificulfa el manejo del compuesto de
formula (1), p. €j., los procedimientos de pesaje, y la preparacion del compuesto de

formula (I) en una forma definida, estable y constante para el uso en



10

15

20

25

medicamentos o bien la preparacién de medicamentos que contienen el
compuesto de formula (I). De esa manera aumenta especiaimente el dispendio
técnico durante la preparaciéon de formas de aplicacion que contienen el
compuesto de férmula (1), como p. ej. comprimidos, granulados o soluciones
bebibles, dado que para una concentraciéon constante del compuesto de férmula (1)
es necesario tomar medidas para el control y para la regulacién de la humedad
ambiental.

Ahora se encontré sorprendentemente que del compuesto de formula () se puede
preparar una sal sédica que presenta ventajas decisivas respecto del compuesto
de formula (1).

La presente invencion proporciona el compuesto 1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il]-4-
(1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-pirazol-5-olato sodico que corresponde al compuesto de

férmula (11)

—~—

N o)

_ ‘ (\
NN N\)

=Y

+ 0 NN
Na

(1)

En el marco de la presente invenciéon el 1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il]-4-(1H-
1,2,3-triazol-1-il)-1H-pirazol-5-olato  sodico (compuesto de formula (ll))
preferentemente se presenta en forma cristalina.

Mediante el uso de acuerdo con la invencién del compuesto de férmula (Il) se
asegura que se logra en comparacioén con el compuesto de formula (1) conocido
una estabilidad significativamente mas elevada respecto de la absorcién o bien la
cesion de agua al variar la humedad ambiental. El 1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-if}-
4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-pirazol-5-olato sédicq (compuesto de férmula (lI))
contiene menos del 0,5 % en peso de agua, no es higroscopico y en condiciones
de entorno usuales (20-35 °C, presiéon normal) incluso con humedad ambiental

elevada de hasta el 90 % hr, solo varia minimamente su contenido de agua, es
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decir menos del 0,5 % en peso. El compuesto de formula (Il) técnicamente es de
manipulacion mas sencilla, es decir en los procedimientos de pesaje, y
especialmente cuando se trata de garantizar una concentracion constante del
compuesto de férmula (II) en una forma de aplicacion, como p. ej. un granulado,
una solucién bebible o un comprimido. Ademas, el compuesto de férmula (ll)
presenta respecto del compuesto de formula (l) una solubilidad en agua mas
elevada.
La invencion proporciona ademas un procedimiento para la preparacion del
compuesto de acuerdo con la invencion de férmula (ll), que estad caracterizado
porque el compuesto de férmula (1)
o j 4 9
N o= O N

N\%N © NN

z—2ZT

(la) (1) (Ib)
se hace reaccionar en un disolvente con hidroxido de sodio o soda caustica acuosa
0 una sal sédica, en su caso con la adicién de una base.
Es de preferencia un procedimiento para la preparacion del compuesto de acuerdo
con la invencion de formula (1), caracterizado porque el compuesto de férmula () se
hace reaccionar en un disolvente con soda caustica acuosa, en su caso con la
adicién de una base.
Se prefiere especialmente un procedimiento para la preparacion del compuesto de
acuerdo con la invencién de férmula (ll), caracterizado porque el compuesto de
formula (1) se hace reaccionar en un disolvente con soda caustica acuosa, con la
adicion de trietilamina.
La reaccion con hidroxido de sodio o soda caustica acuosa o una sal sodica por lo
general se produce en un disolvente, preferentemente en un rango de temperatura
de 20 °C a 120 °C, de preferencia especial en un rango de temperatura de 40 °C a
70 °C, a presiéon normal. El compuesto de férmula (ll) se aisla de la suspension

obtenida a una temperatura entre -20 °C y 80 °C, preferentemente a una
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temperatura de 0 °C a 20 °C, a presion normal mediante filtracién y después de
estQ se seca.

En caso que la reaccion se produzca con la adicién de una base, el compuesto de
formula (1) por lo general en primer lugar se disuelve con la adicién de una base
organica en un disolvente a una temperatura de 20 °C a 120 °C, preferentemente
a una temperatura de 40 °C a 70 °C, a presiéon normal y después de esto se
produce el precipitado del compuesto de formula (Il) mediante la adicion de
hidréxido de sodio o soda caustica acuosa o una sal sédica a una temperatura de
20 °C a 120 °C, preferentemente a una temperatura de 40 °C a 70 °C, a presion
normal. El compuesto de férmula (Il) se aisla de la suspension obtenida a una
temperatura ‘entre -20 °C y 80 °C, preferentemente a una temperatura de 0 °C a
20 °C, a presion normal por filtracion y después de esto se seca.

Se usaron el hidroxido de sodio y la soda caustica acuosa y la sal sédica en una
proporcion molar de 0,8 a 2 equivalentes molares respecto del compuesto de
formula (1). Preferentemente se usan el hidréoxido de sodio y la soda caustica
acuosa y la sal sédica en una proporcion molar de 1,0 a 1,4 equivalentes molares
respecto del compuesto de férmula (1).

Como sal sédica son adecuadas por ejemplo las sales de acidos organicos como
carboxilatos de sodio, como por ejemplo acetato de sodio o citrato de sodio, o
sales de acidos inorganicos como por ejemplo carbonato de sodio, hidrocarbonato
de sodio, fosfato de sodio, hidrofosfato de sodio o cloruro de sodio.

Como disolventes son adecuados los alcoholes de bajo peso molecular como por
ejemplo metanol, etanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, sec-butanol, iso-
butanol, 1-pentanol, o tetrahidrofurano, o acetonitrilo, o tolueno, o 1,4-dioxano o
mezclas de los disolventes mencionados, o mezclas de los disolventes indicados
con agua. Preferentemente son metanol, etanol, 2-propanol, tetrahidrofuranc o
mezclas de los disolventes mencionados con agua. De preferencia especial son
las mezclas de metanol con agua o etanol con agua en una relacién entre 1: 1y

50 : 1 (v/v), de preferencia muy especial so las mezclas de metanol con agua en
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Como bases organicas son adecuadas las aminas terciarias como por ejemplo
trietilamina o diisopropiletilamina. Preferentemente es la trietilamina. La base
organica se usa en una proporcion de 0 a 4 equivalentes molares respecto del
compuesto de formula (I). Preferentemente se usa la base organica en una
proporcion de 0,7 a 1,5 equivalentes molares respecto del compuesto de férmula
.

La preparacion del compuesto de acuerdo con la invencién de formula (ll) puede

explicarse mediante el siguiente esquema de reaccion:
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Explicaciones de las figuras:

Figura 1: Espectros IR del compuesto de férmula (1l) y del compuesto de férmula (1)
Figura 2: Espectros Raman del compuesto de formula (ll) y del compuesto dé
férmula (1)

Figura 3: Espectros UV/VIS del compuesto de formula (Il) y del compuesto de
férmula (1)

Figura 4: Espectro '"H RMN del compuesto de férmula (l1)

Figura 5: Espectro 'H RMN del compuesto de formula (1)

Figura 6: Espectro '*C RMN del compuesto de férmula (11)

Figura 7: Espectro *C RMN del compuesto de formula (1)

Figura 8: Espectro de masa del compuesto de férmula (ll)

Figura 9: Espectro de masa del compuesto de férmula (1)
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Figura 10: Difractograma de rayos X del compuesto de férmula (11)

Figura 11: Difractograma de rayos X del compuesto de formula (1)

El compuesto de férmula (Il) de acuerdo con la invenciébn muestra un espectro de
accion farmacolégico valioso, no previsible. Por lo tanto, es adecuado para el uso
como medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades en
humanos y en animales.

El compuesto de formula (Il) de acuerdo con la invencién se distingue como
inhibidor especifico de las HIF-prolil-4-hidroxilasas.

El compuesto de féormula (1) de acuerdo con la invencion debido a sus propiedades
farmacolégicas puede usarse para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades
cardiovasculares, especialmente de insuficiencia cardiaca, enfermedad cardiaca
coronaria, angina de pecho, infarto de miocardio, apoplejia, arterioesclerosis,
hipertonia esencial, pulmonar y maligna asi como también enfermedad oclusiva
arterial periférica.

El compuesto de férmula (If) de acuerdo con la invencién por lo demas es adecuado
para el tratamiento y/o la profilaxis de trastornos de la hematopoyesis, como p. €;.
anemias idiopaticas, anemia renal y anemias concomitantes de una enfermedad
tumoral (especialmente una anemia inducida por quimioterapia), de una infeccion
(especialmente infeccién por VIH) u otra enfermedad inflamatoria, como p. ej. artritis
reumatoidea. El compuesto de férmula (Il) de acuerdo con la invencién por lo demas
es adecuado para el tratamiento de apoyo de anemias a causa de pérdida de
sangre, anemia por carencia de hierro, anemia por carencia de vitaminas (p.ej. a
causa de carencia de vitamina B12 o a causa de carencia de &cido félico), anemia
hipoplasica y aplasica, anemia hemolitica o para el tratamiento de apoyo de anemias
a causa de trastornos del metabolismo de hierro (anemia sideroacréstica) o anemias
a causa de otros trastornos endocrinos (p. €j., hipotireosis).

El compuesto de férmula (II) de acuerdo con la invencién ademas es adecuado para
incrementar el hematocrito con el objeto de obtener sangre ?)ara la autodonacion

antes de intervenciones quirlrgicas.
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E! compuesto de formula (1) de acuerdo con la invencién ademas puede usarse para
el tratamiento y/o la profilaxis de condiciones isquémicas causados por
intervenciones quirlirgicas y sus secuelas después de intervenciones quirurgicas,
especialmente operaciones cardiacas usando una maquina cardiopulmonar (p. €j.,
intervenciones de bypass, implantes de valvulas cardiacas), intervenciones en las
carétidas, intervenciones en la arteria aorta e intervenciones con apertura mediante
instrumental o penetracion de la calota craneal. EI compuesto de formula (ll) de
acuerdo con la invenciéon es adecuado ademas para el tratamiento general y/o la
profilaxis en intervenciones quirdrgicas con la finalidad de acelerar la sanaci6n de
heridas y abreviar el tiempo de convalecencia.

El compuesto de formula (Il) de acuerdo con la invencion ademas es adecuado para
el tratamiento y la profilaxis de secuelas de estados isquémicos agudos vy
prolongados del cerebro (p. €j., apoplejia, asfixia de parto).

El compuesto de formula (1) de acuerdo con la invencién ademas puede usarse para
el tratamiento y/o la profilaxis de cancer y para el tratamiento y/o la profilaxis de una
afeccion del estado de salud que se manifiesta durante el tratamiento del cancer
especialmente después de la terapia con citoestaticos, antibidticos y radiacion.

El compuesto de férmula (Il) de acuerdo con la invencién es apropiado ademas para
el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades de tipo reumatico y de otras formas
de enfermedad que pertenecen a las enfermedades autoinmunes, y especialmente
para el tratamiento y/o la profilaxis de una afeccién del estado de salud que se
manifiesta durante el tratamiento de tales enfermedades.

Por lo demas, el compuesto de férmula (ll) de acuerdo con la invencién puede
usarse para el tratamiento y/o la profilaxis de afecciones oculares (p. €j., glaucoma),
del cerebro (p. €j., Parkinson, Alzheimer, demencia, sensacion dolorosa cronica), de
enfermedades renales crénicas, de insuficiencia renal y de falla renal aguda, como
también para ayudar a la curacién de heridas.

El compuesto de férmula (ll) de acuerdo con la invencién ademas es adecuado para

el tratamiento y/o la profilaxis de una debilidad fisica general que incluso puede llegar
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a la caquexia, que se manifiesta con mayor frecuencia a edad mas avanzada.
Adicionalmente, el compuesto de férmula (Il) de acuerdo con la inyencic’)n es
adecuado para el tratamiento y/o la profilaxis de disfuncion sexual.

Ademas el corhpuesto de formula (Il) de acuerdo con la invencion es adecuado para
el tratamiento y/o la profilaxis de Diabetes mellitus y sus afecciones secundarias,
como p. €j. Macro- y microangiopatia diabética, nefropatia diabética y neuropatia.
Por lo demas, el compuesto de férmula (ll) de acuerdo con la invencién es adecuado
para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades fibrésicas p. €j. del corazén, del
pulmén y del higado.

El compuesto de formula (I1) de acuerdo con la invencién también es especialmente
adecuado para la profilaxis y el tratamiento de la retinopatia de los prematuros
(Retinopathia praematurorum).

La presente invencién proporciona ademas el uso del compuesto de acuerdo con la
invencién de formula (1) para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades,
especialmente de las enfermedades antes indicadas.

La presente invencion proporciona ademas el uso del compuesto de acuerdo con la
invencion de férmula (il) para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
y/o la prevencidon de enfermedades, especialmente de las enfermedades antes
indicadas.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para el tratamiento y/o
la prevencion de enfermedades, especiaimente de las enfermedades antes
indicadas usando una cantidad efectiva del compuesto de acuerdo con la invencion
de formula ().

El compuesto de férmula (1) de acuerdo con la invencién puede usarse solo o en
caso necesario en combinacion con otros principios activos. La presente invencién
proporciona ademas medicamentos, que contienen el compuesto de formula (I1) de
acuerdo con la invencién y uno o varios otros principios activos, especialmente para
el tratamiento y/o la prevencién de las enfermedades antes indicadas. Como

principios activos adecuados para la combinacion se indican preferentemente a
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modo de ejemplo: inhibidores de ACE, antagonistas del receptor de angiotensina |,

bloqueadores de beta receptores, antagonistas de calcio, inhibidores de PDE, .

antagonistas del receptor de corticoides minerales, diuréticos, aspirina, suplementos
de hierro, suplementos de vitamina B12 y acido félico, estatinas, derivados de
Digitalis (Digoxina), quimioterapéuticos tumorales como también antibiéticos.

En una realizacion preferente de la invencién, se administra el compuesto de formula

(Il) de acuerdo con la invencién en combinacion con inhibidor de ACE, como

preferentemente y a modo de ejemplo enalapril, captopril, lisinopril, ramipril, delapril,

fosinopril, quinopril, perindopril o trandopril.

En una realizacién preferente de la invencion se administra el compuesto de férmula
() de acuerdo con la invencion en combinacién con un antagonista All de
angiotensina, como preferentemente y a modo de ejemplo losartan, candesartan,
valsartan, telmisartan o embusartan.

En una realizacién preferente de la invencion se administra el compuesto de férmula
() de acuerdo con la invencidn en combinacion con un bloqueador de beta
receptores, como preferentemente y a modo de ejemplo propranolol, atenolol,
timolol, pindolol, alprenolol, oxprenolol, penbutolol, bupranolol, metipranolol, nadolol,
mepindolol, carazalol, sotalol, metoprolol, betaxolol, celiprolol, bisoprolovl, carteolol,
esmolol, labetalol, carvedilol, adaprolof, landiolol, nebivolol, epanolol o bucindolol.

En una realizacion preferente de la invencién se administra el compuesto de férmula
() de acuerdo con la invencidon en combinacion con un antagonista de calcio, como
preferentemente y a modo de ejemplo nifedipina, amiodipina, verapamilo o diltiazem.
En una realizacién preferente de la invencién se administra el compuesto de férmula
(i) de acuerdp con la invencibn en combinacién con un inhibidor de Ila
fosfodiesterasa (PDE), como preferentemente y a modo de ejemplo milrinona,
amrinona, pimobendan, cilostazol, sildenafilo, vardenafilo o tadalafilo.

En una realizacion preferente de la invencién se administra el compuesto de férmula
(Il) de acuerdo con la invencién en combinacién con un antagonista del receptor de

corticoides minerales, como preferentemente y a modo de ejemplo espironolactona,
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eplerenona, canrenona o canrenoato de potasio.

En una realizacion preferente de la invencidn se administra el compuesto de férmula
(1) de acuerdo con la invencion en combinacion con un diurético, como
preferentemente y a modo de ejemplo furosemida, bumetanida, torsemida,
bendroflumetiazida, clorotiazida, hidroclototiazida, hidroflumetiazida, meticlotiazida,
politiazida, triclorometiazida, clorotalidoné, indapamida, metolazona, quinetazona,
acetazolamida, diclorofenamida, metazolamida, glicerina, isosorbida, manitol,
amitorida o triamtereno.

En una realizacion preferente de la invencion se administra el compuesto de formula
(Il) de acuerdo con la invenciéon en combinacion con un inhibidor de HMG-CoA
reductasa de la clase de las estatinas, como preferentemente y a modo de ejemplo
lovastatina, simvastatina, pravastatina, fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina,
cerivastatina o pitavastatina.

En una realizacion preferente de la invencion se administra el compuesto de féormula
(I) de acuerdo con la invencién en combinacién con un agente quimioterapéutico
tumoral, como preferentemente y a modo de ejemplo del grupo de los complejos de
platino, como p. e€j. cisplatino y carboplatino, de los alquilantes, como p. ej.
ciclofosfoamida y clorambucilo, de los antimetabolitos, como p. €j. 5-fluoruracilo y
metotrexato, de los inhibidores de topoisomerasa, como p. ej. etoposida y
camptotecina, de los antibiéticos, como p. €j. doxorubicina y daunorubicina, o de los
inhibidores de quinasa, como p. €j., sorafenib y sunitinib.

En una realizacién preferente de la invencién se administra el compuesto de férmula
() de acuerdo con la invencidbn en combinacidbn con un antibiético, como
preferentemente y a modo de ejemplo del grupo de las penicilinas, cefalosporinas o
quinolonas, como p. gj. ciprofloxacina y moxifloxacina.

La presente invencién proporciona ademas medicamentos que contienen el
compuesto de férmula (Il) de acuerdo con la invencién, en general junto con uno o
varios adyuvantes inertes, no téxicos, adecuados para uso farmacéutico, como

también su uso para los fines antes enunciados.
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El compuesto de férmula (ll) de acuerdo con la invencion puede presentar una
accion sistémica y/o local. A este fin se lo puede aplicar de manera adecuada, como
p. €. por via oral, parenteral, pulmonar, nasal, sublingual, lingual, bucal, rectal,
dérmica, transdérmica, conjuntiva, ética o como implante o bien como protesis
endovascular.

Para estas vias de aplicacion, el compuesto de férmula (Il) de acuerdo con la
invencion puede administrarse en formas de aplicacién adecuadas.

Para la administracion oral son adecuadas formas de aplicacion eficientes de
acuerdo con el estado de la técnica que liberan el compuesto de formula (Il) de
acuerdo con la invencién de modo rapido y/o modificado, como p. €j. comprimidos
(comprimidos recubiertos o no recubiertos, por ejemplo recubrimientos resistentes
a jugos gastricos o de disolucién lenta o con recubrimiento insolubles, que
controlan la liberacion del compuesto de acuerdo con la invencién), comprimidos,
obleas/laminas, liofilizados/laminas, capsulas que se desintegran rapidamente en
la cavidad bucal (por ejemplo, capsulas de gelatina dura o blanda), grageas,
granulados, pellets, polvos, emulsiones, suspensiones, aerosoles o soluciones.

La administracion por via parenteral se puede realizar evitando el paso de
absorcion (p. ej.,, por via intravenosa, intrarterial, intracardial, intraespinal o
intralumbar) o usando la absorcién (p. ej., por via intramuscular, subcutanea,
intfracutanea, percutanea o intraperitoneal). Para la administracién por Avia
parenteral sor; adecuadas entre otras las formas de aplicaciébn con preparados
inyectables o para infusién en forma de soluciones, suspensiones, emulsiones,
liofilizados o polvos estériles.

Para otras vias de administracién son adecuadas, p. €j. formas farmacéuticas para
inhalacion (entre otros, inhaladores en polvo, nebulizadores), gotas, soluciones o
aerosoles nasales, comprimidos para uso lingual, sublingual o bucal,
obleas/laminas o capsulas, supositorios, preparados 6ticos u oculares, capsulas
vaginales, suspensiones acuosas (lociones, mezclas agitables), suspensiones

lipdfilas, unglientos, cremas, sistemas terapéuticos transdérmicos (p. €j., parches),
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leches, pastas, espumas, talco para espolvorear, implantes o protesis
endovasculares.

Preferentemente es la administracion por via oral o parenteral, especialmente la
administracion por via oral y por via intravenosa.

El compuesto de formula () de acuerdo con la invencion puede ser transformado
a las formas de aplicacién indicadas. Ello puede suceder de un modo en si
conocido al mezclarlo con adyuvantes inertes, no toxicos, adecuados para uso
farmacéutico. Forman parte de estos adyuvantes entre otros sustancias
portadoras (por ejemplo celulosa microcristalina, lactosa, manitol), disolventes (p.
ej., polietilenglicoles liquidos), emulsionantes y agentes de dispersion o
reticulacion (por ejemplo dodecilsulfato de sodio, polioxisorbitanoleato),
aglutinantes (por ejemplo polivinilpirrolidona), polimeros sintéticos y naturales (por
ejemplo albumina), estabilizadores (p. €j., antioxidantes como por ejemplo acido
ascérbico), colorantes (p. €j., pigmentos inorganicos, como por ejemplo éxidos de
hierro) y sustancias mejoradoras del gusto y/o del olor.

En general resultdé ventajoso administrar por via parenteral cantidades de
aproximadamente 0,001 a 1 mg/kg, de preferencia aproximadamente 0,01 a 0,5

mg/kg de peso corporal para lograr resultados efectivos. Para la aplicacion por via

oral, la dosificacion es aproximadamente 0,01 a 100 mg/kg, de preferencia '

aproximadamente 0,01 a 20 mg/kg y de preferencia muy especial de 0,1 a 10
mg/kg de peso corporal.

A pesar de ello, en su caso puede ser necesario apartarse de las cantidades
indicadas y concretamente en relacién con el peso corporal, la via de aplicacion, la
reaccion individual frente al prindipio activo, la forma y el momento de la
preparacion o bien el intervalo, en el que se realiza la aplicacion. De esa manera,
puede ser suficiente en algunos casos, administrar menos que la cantidad minima
antes indicada‘, mientras gue en otros casos es necesario exceder el limite superior
mencionado. En caso de aplicar cantidades mas elevadas puede ser recomendable,

distribuir estar en varias dosis individuales a lo largo del dia.

[



10

-13 -

L 4

Los ejemplos de realizaciéon indicados a continuacion explican la invencion. La
invencién no se limita a los ejemplos.

Los datos en porcentaje en los siguientes ensayos y ejemplos son, salvo indicacion
en contrario, porcentajes en peso; las partes son partes en peso. Las proporciones
de disolventes, de dilucién y los datos de la concentracién de las soluciones

liquido/liquido en cada caso se refieren al volumen.

A. Ejemplos
Abreviaturas:
ACN Acetonitrilo
bS singulete ancho (en espectros RMN)
D . doblete (en espectros RMN)
DSC calorimetria diferencial dinamica (Differential Scanning
Calorimetry)
% en peso  porcentaje en peso
M multiplete (en espectros RMN)
n.d. no detectado
RMN resonancia magnética nuclear (nuclear magnetic resonance)
hr humedad relativa
S singulete (en espectros RMN)
seg. Segundos
T triplete (en espectros RMN)
viv volumen/volumen
0 oscilaciones de deformacion
v oscilaciones de elongaciéon

Compuestos de partida:

Ejemplo 1A

Ester metilico del acido 2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)acrilico

Se disolvieron 450 g de éster etilico del acido 2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)acético en 3,5
| de metanol, se diluy6é con 30 g de trietilamina y se agit6 durante 16 h a 22 °C. A
continuacion se eliminaron por destilacion al vacio todos los disolventes. Se
obtuvieron 410 g del compuesto del titulo en forma de aceite.

Ejemplo 2A

Ester metilico del acido 3-(Dimetilamino)-2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)acrilico

Se diluyeron 400 g de éster metilico del acido 2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)acrilico con
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522 g de dimetilformamida-dimetilacetal y se calentaron hasta la ebullicion. Se
eliminaron por destilacion las sustancias de bajo punto de ebullicion que se
formaban. Al cabo de 4 h se enfrié a 55 °C y se agregaron 1050 ml de ter-butiléter
de metilo/ 2-propanol (3 : 1 v/v). La suspension resultante se enfrié a 22 °C y se
filtr6. La torta de filtro se lavé varias veces con ter-butiléter de metilo y se seco al
vacio a 40 °C. Se obtuvieron 493 g del compuesto del titulo como sélido.

Ejemplo 3A
1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-pirazol-5-01  (forma
enol; formula (la)) o bien 2-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il}-4-(1H-1,2,3-triazol-1-
il)-1,2-dihidro-3H-pirazol-3-ona (forma ceto; férmula (Ib))

Se mezclaron 20 g de 4-(6-hidrazinopirimidin-4-il)morfolino y 24,6 g de éster
metilico del acido (2E/Z)-3-(dimetilamino)-2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)acrilico en 210 mi
de acetato de etilo con 5,84 g de acido trifluoroacético y se agité 24 h bajo reflujo.
La suspension resultante se enfrié a 0 °C y se filtr6. La torta de filtro se lavo con
acetato de etilo, se aspir6 intensamente y después de esto en 160 mi de agua. La
suspension se ajusté mediante la adicion de 4,5 ml de acido acético a un valor
aproximado de pH 5, se agité otros 15 minutos y se filtr6. La torta de filtro se lavo
dos veces con 50 m! de agua y después de esto se secd al vacio a 40 °C.
Rendimiento: 26,0 g (79,4 % del tedrico) del compuesto del titulo.

La preparacion de los compuestos 4-(6-hidrazinopirimidin-4-ilymorfolin (Ejempio N°
16A), éster etilico del acido 2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)acético (Ejemplo N° 39A) y éster
etilico del acido 3-(dimetilamino)-2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)acrilico (Ejemplo N° 3A) ya
se describié en el documento WO 2008/067871.

La preparacion del compuesto 2-(6-morfolin-4-ilpirimidin-4-il)-4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-
1,2-dihidro-3H-pirazol-3-ona a partir de 4-(6-hidrazinopirimidin-4-il)morfolina y éster
etilico del acido 3-(dimetilamino)-2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)acrilico también se describié
en el documento WO 2008/067871 (Ejemplo N° 71).

Ejemplos de realizacion:

Ejemplo 1
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1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-pirazol-5-olato

sodico (compuesto de formuia ()

Ejemplo 1.1

Se suspendieron 10 g del compuesto del ejemplo 3A en 50 ml de metanol/agua (9
- 1 vlv). A la suspension se afiadié bajo agitacion 3,4 g de soda caustica al 45 % y
se anadié ademas 50 ml de metanol/agua (9 . 1 v/v). La suspensién se calent6 a
50 °C y se agitdé durante 2 h a 50 °C. Después de esto se enfri6 a 0 °C, se
continué agitando durante 1 h a 0 °C y se filtr6. La torta de filtro obtenida se lavo
con metanol/agua (9 : 1 v/v) y se seco. Rendimiento: 10,1 g del compuesto de
formula (l1); 6,8 % en peso de Na

Ejemplo 1.2

Se suspendieron 5 g del compuesto del ejemplo 3A en 60 ml de etanol/agua (1 : 1
v/v) y se diluyeron a 22 °C con 1,41 g de soda caustica al 45 %. La suspension se
agitd durante 3 dias a 50 °C y durante 2 h a 20 °C. El sélido se separd por
filtracion, se lavé con 10 ml de agua y se secé. Rendimiento: 4 g del compuesto de
féormula (I1).

Ejemplo 1.3

Se suspendieron 30,25 g del compuesto del ejemplo 3A en 150 ml metanol/agua (9
: 1 viv) a 22 °C. Se afadieron 13,3 ml de trietilamina y la mezcla se calenté a 60 °C.
Al cabo de 15 min se filtré la solucion obtenida practicamente clara, se lavé el filtro
con 10 ml de metanol/agua (9 : 1 v/v) y se mezcld el producto filtrado recolectado a
60 °C lentamente con 10,3 g de soda caustica al 45 %. La suspension resultante se
mezclé con poca cantidad de cristales del compuesto de formula (1), se continué
agitando durante 1 h a 60 °C, después de esto se enfri6 lentamente a 0 °C y se filtro.
La torta de filtro se lavé con 15 ml de metanol/agua (9 : 1 v/v) y se secd al vacio a 40
°C. Rendimiento: 25,1 g del compuesto de formula (Il).

Ejemplo 1.4

Se suspendieron 25 g del compuesto del ejemplo 3A en 150 ml de metanol/agua

(1: 1 viv) y se mezclé con 11 mi de trietilamina. La solucién obtenida se calent6 a
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60 °C y se mezcl6 con 8,5 g de soda caustica al 45 %. La suspension resultante
se enfrié lentamente a 22 °C, se agité durante 2 ha 22 °C y después de esto 1 h a
0-5 °C. Después de la filtracién se lavo la torta de filtro con 15 mi de metanol/agua

(1: 1 vlv) y se secd al vacio a 40 °C. Rendimiento: 26 g del compuesto de formula

.

Calorimetria diferencial dinamica (DSC):

Los termogramas se obtuvieron usando un calorimetro de barrido diferencial DSC 7
o bien Pyris-1 y un dispositivo para el analisis termogravimétrico TGA 7 de la
empresa Perkin-Elmer.

Calorimetro de barrido diferencial DSC 7 o bien Pyris-1; fabricante: Perkin-Elmer;
velocidad de calentamiento: 2 y 20 K/min: gas de barrido: nitrégeno; crisol: crisoles
de aluminio no herméticos al gas; preparacion de muesfras: ninguna.

Dispositivo para el analisis termogravimétrico TGA 7; fabricante: Perkin-Elmer;
velocidad de calentamiento: 10 Kmin™'; gas de barrido: nitrégeno, 20-30 ml/min;
crisol: crisol de platino abierto; preparacién de muestras: ninguna.

El 1{6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il]-4-(1H-1,2, 3-triazol-1-il)-1H-pirazol-5-olato  sédico
(compuesto de férmula (I1)) se disgrega a una temperatura superior a los 300 °C sin
fundirse.

Adsorcion y desorcién de vapor de agua:

La isotérmica de absorcion de humedad se registré con un dispositivo analizador
de vapor Dynamic Vapour Sorption Analyzer IGA Sorp de la empresa Hiden
Analytical. La temperatura de medicién fue de 25 °C. No hubo ninguna
preparacion de muestras.

Tabla 1: adsorcion y desorcién de vapor de agua de 1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-

il]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-i)-1H-pirazol-5-olato sédico (compuesto de férmula (l1))

Compuesto de férmula (1) Compuesto de formula (1)
reT;nﬁsgad amblente | Adsorcion Desorcidn Adsorcion Desorcion
0% hr 0% 0% 0,1 % 01 % (5 %
10 % hr 0% 0% 0,2 % 0,1 %
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20 % hr 0,1% 0 % 0,3 % 0,2 %
30 % hr 0,1% 0,1 % 4,8 % 4,7 %
40 % hr 0.2 % 0.2 % 5.1 % 52 %
50 % hr 0,2 % 0,3% 53 % 5.4 %
60 % hr 0,2 % 0,3 % 5.4 % 5.6 %
70 % hr 0,4 % 0,4 % 5,6 % 5,6 %
80 % hr 0,4 % 0,5 % 57 % 57 %
90 % hr 0,8 % 0,8 % 5,9 % 59 %

Datos de solubilidad:

Procedimiento; Se prepararon soluciones saturadas de la sustancia de ensayo

mediante la agitacién durante 16 horas de una suspension en agua a 25 °C. Las

suspensiones obtenidas después se filtraron y se determind el contenido en el

fitrado mediante medicién por HPLC.

ua

Tabla 2: Solubilidad en ag

Compuesto de
formula (1)

Compuesto de
férmula (1)

Solubilidad en agua a 25
°C [mg/100ml]

2800

14,3

Espectroscopia IR y Raman:

Para la medicion de las espectroscopias IR y Raman del compuesto de formula (l1)

se usaron espectrometros FT/IR IFS 66v de Bruker y espectrometros FT/Raman

MultiRAM de Bruker con los siguientes parametros:

IR Raman
Resolucidén espectral 2cm” 2cm”
Numero de mediciones 32 64
individuales (escaneos)
Intervalo del nimero de ondas 4000 - 500 cm’” 3500 - 200 cm’™’
[Preparacion de muestras comprimido KBr ninguna

Tabla 3: Asignacién de bandas de oscilacion caracteristicas en los espectros IR o

bien Raman del compuesto de férmula (11)

|Elemento estructural Ubicacién de bandas IR | Ubicacién de bandas Raman
(cm™) (cm™)

v =C-H 3153 — 3006 3153 - 3010

v C-H 2976 — 2855 2978 — 2856

v C=C, v C=N 1630 — 1439 1623 — 1401
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v C-N v 1241 1244
v C-O 1112 1118
6 =C'H en fase 987 988

Para la medicién de espectros IR y Raman del compuesto de férmula (1) se usaron
espectrometros FT/IR Vertex 80v de Bruker y espectréometros FT/Raman

MultiRAM de Bruker con los siguientes parametros:

IR Raman
Resolucién espectral 2 cm™” 2cm’
Ndmero de mediciones] 32 64
individuales (escaneos)
Intervalo del numero de ondas 4000 - 500 cm”’ 3500 - 100 cm”
Preparacion de muestras comprimido KBr ninguna

Tabla 4: Asignacién de bandas de oscilaciéon caracteristicas en los espectros IR o

bien los espectros Raman del compuesto de férmula (1)

Elemento estructural Ubicacién de bandas |Ubicacién de bandas Raman
IR (cm™) (cm™)

v O-H ‘ 3441 -

v =C-H 3135 -3108 3134 — 3006

v C-H 2965 — 2884 2967 - 2884

v C=C, v C=N, 6 C-H 1636 — 1345 1650 — 1345

v C-Ogter 1257 1259

Espectroscopia UV/VIS:

Los espectros UV/VIS se midieron en un espectrometro Perkin Elmer (Lambda
40P) con las siguientes condiciones o bien parametros:

Cubeta: longitud de pasaje 1 cm; vidrio de cuarzo

Rango de cantidad de ondas: 200 - 800 nm

Ranura de apertura: 1 nm

Preparacion de mueétras: aprox. 1 mg/100 ml de acetonitrilo/agua 1:1

Bandas: 285; 249 nm de compuesto de férmula (Il) y 289,3; 248,2 nm de
compuesto de formula (l)

Tabla 5: Calculo de la absorcion especifica y del coeficiente de absorcién molar

Compuesto | Disolvente | Longitud Absorcion Coeficiente de
de férmula de onda | especifica A", | absorcion molar €
(nm) (litro/g * cm) (litro/mol * cm)

3V,
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() acetonitrilo/ 249 111 34928
agua 1:1

(I acetonitrilo/ 284 501.2 16855
agua 1:1

Espectroscopia RMN:

. Los espectros de RMN se registraron en un espectrémetro RMN (Advance) de

Bruker en las siguientes condiciones o bien parametros:

Compuesto de Espectro 'H RMN Espectro *C-RMN

formula (I1) :

Frecuencia de trabajo 500,13 MHz 125,76 MHz

Disolvente acido trifluoroacético acido trifluoroacético

Concentracion 6,84 mg/ml 42,7 mg/ml

Estandar interno tetrametilsilano (TMS) tetrametilsilano (TMS)

Diametro del tubito de 5mm 5mm

ensayo '

Temperatura 25°C 25 °C

Técnica Técnica de transformada de | Técnica de transformada de

Fourier Fourier

Ancho espectral 20,65 ppm 245,41 ppm

Resolucién digital 0,079 Hz/Pt 0,4710 Hz/Pt

Duracién del pulso 2,83 psec, 30° angulo de 9,1 ysec, 90° angulo de
excitacion excitacion

Tiempo de absorcion 6,399 sec 1,06 sec

Tiempo de relajacion 0,5 sec 4 sec

Numero de caidas libres 32 128

de induccion

Compuesto de formula (1) Espectro '"H RMN Espectro °C RMN

Frecuencia de trabajo 500,13 MHz 125,76 MHz

Disolvente Dimetilsulfoxido-ds (DMSQ) | Dimetilsulféxido-ds (DMSO)

Concentracion 6,3 mg/ml 35,8 mg/mi

Estandar interno tetrametilsilano (TMS) tetrametilsilano (TMS)

Diametro del tubito de 5 mm 5mm

ensayo '

Temperatura 25°C 27 °C

'Técnica Técnica de transformada de| Técnica de transformada de
Fourier Fourier

Ancho espectral 20,65 ppm 240,89 ppm

Resolucién digital 0,079 Hz/Pt ~ 0,9248 Hz/Pt

Duracién del pulso 3,1 pysec, 30° angulo de 7,0 usec, 90° angulo de
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excitacion excitacion
Tiempo de absorcidn 6,344 sec 1,08 sec
Tiempo de relajacion 0,5 sec 4 sec
Numero de caidas libres 32 1024
de induccidn

Formulas estructurales del compuesto de formula (Il) y del compuesto de férmula

(I) con asignacion de las respectivas sefiales RMN

N N3
3 2 O" 3 2
N:p{ ) 5 — N NIN\ OH ﬁN1
5
NN~ /N1 4\N///z AN N~7 N7 N J/z
5 . p /
3 Nz ? s N 8

(I ()
Tabla 6: Espectro '"H RMN del compuesto de formula () - desplazamiento
5 quimico, multiplicidad de sefal, nimero relativo de protones (la numeracién de los

atomos H se refiere a la formula estructural para la asignacion de las respectivas

sefales RMN)

Atomos H Desplazamiento Multiplicidad y Numero de

quimico & (ppm) constante de los protones
acoplamiento /molécula

1-[6-(morfolin-4-il)

H-2; H-3;H-5; H-6 |  4,00-4,25 M 8

pirimidin-4-il]-

H-2 8,72 S

H-5 7,77 S

4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-

H-4 8,64 DJ=14Hz

H-5 8,98 DJ=14Hz

1H-pirazol-5-olato sédico

H-3 | 8,68 I S | 1

Tabla 7: Espectro 'H RMN del compuesto de férmula (1) - desplazamiento quimico,
multiplicidad de sefial, nimero relativo de protones (la numeracién de los atomos

10 H se refiere a la férmula estructural para la asignacion de las respectivas sefales

RMN)

Atomos H Desplazamiento Multiplicidad y Numero de los
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quimico constantes de protones
3 (ppm) acoplamiento /molécula
1-[6-(morfolin-4-il)
H-2; H-3; H-5; H-6 3,71 S 8
pirimidin-4-il]-
H-2 8,55 S 1
H-5 7,42 S 1
4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-
H-4 7,86 D (0,6Hz) 1
H-5 8,38 D (0,6Hz) 1
1H-pirazol-5-ol
H-3 8,27 S 1
5-OH | n.d. (c) nd, 1

Tabla 8. Espectro °C RMN del compuesto de formula (Il) - desplazamiento
quimico, multiplicidad de sefial, numero relativo de nucleos C en el compuesto de
férmula (1) (la numeracion de los atomos C se refiere a la féormula estructural para

la asignacion de las respectivas sefiales RMN)

Atomos C Desplazamiento Multiplicidad y Numero de
quimico constantes de nicleos C /
S (ppm) acoplamiento molécula

1-[6-(morfolin-4-il)

C-2,C-6 67,80 T 2
C-3;C-5 48,21 T 2
pirimidin-4-il]-

C-2 151,65 D 1
C-+4 152,01 S 1
C-5 91,48 D 1
C-6 159,90 S 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-
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C-4 130,03 D 1
C-5 129,57 D 1

1H-pirazol-5-olato sédico

C-3 138,03 D 1
C-4 : 106,99 S 1
C-5 157,43 S 1

Tabla 9: Espectro C RMN del compuesto de formula (I) - desplazamiento
quimico, multiplicidad de sefial, nimero relativos de nucleos C en el compuesto de
formula (1) (la numeracion de los atomos C se refiere a la formula estructural para

la asignacion de las respectivas sefales RMN)

Atomos C Desplazamiento Multiplicidad y Numero de los
quimico constantes de nucleos C
d (ppm) acoplamiento /molécula

1-[6-(morfolin-4-il

C-2,C-6 65,56 T 2
C-3,C-5 44,29 T 2
pirimidin-4-il]-

C-2 154,08 D 1
C-4 152,43 S 1
C-5 85,62 D 1
C-6 161,99 s 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-

C-4 132,94 D 1
C-5 123,68 D 1
1H-pirazoi-5-ol

C-3 135,84 D 1
C-4 102,82 S 1
C-5 154,70 S 1

5 Espectroscopia de masa:
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El espectro de masa se registrdé en un espectrémetro de masa de Waters (ZQ) en

las condiciones o bien parametros indicados a continuacion:

Procedimientos de‘ESI (Electronic Spray lonization)

ionizacion

Disolvente

acetonitrilo / agua

Tabla 10: Interpretacién del espectro de masa del compuesto de férmula (l1)

Numero de masa (MZ)

315
337

Formacion de iones M+H C13H14N80O2 + H
Formacion de iones M+Né C13H14N802 + Na

Tabla 11: Interpretacion del espectro de masa del compuesto de formula (1)

Numero de masa (MZ2)

315

Formacion de iones M+H C13H15N802

Analisis elemental:

Tabla 12: Resultados del analisis elemental del compuesto de férmula (Il)

Elemento | medido (%) |[calculado (%) diferencia (%)
C 46,1 46,4 0,3
H 4,0 39 0,1
N 33,1 33,3 0,2

10 Tabla 13: Resultados del

andlisis elemental del compuesto de formula (1)

Elemento | medido (%) |calculado (%) |diferencia (%)
Cc 49,5 49,7 0,2
H 44 45 0,1
N 35,5 35,7 0,2
0 12,6 10,2 24

Difractometria de rayos X:

Difractémetro de transmisién PANalytical X'Pert PRO con contador PlXcel
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(Muitichannel):
Radiacion: cobre, K alfa
Monocromador primario: espejo de rayos X para focalizacion
Longitud de onda (K1): 1,5406 A
Longitud de onda (K2): 1,5444 A
Parametros del generador: 40 kV, 40 mA
Rango de medicién: 2-38°
Condiciones ambientales: 25°C,40-60 % hr
o bien
sistema de difraccién de polvo STOE:
Difractémetro: transmision
Monocromador: germanio curvado (111)
Generador X 45 kV, 35 mA
Longitud de onda: 1.540598 Cu
Detector: PSD lineal
Modo de escaneo: transmision/ PSD mévil / omega fijo
Tipo de escaneo: 2Theta:Omega
Condiciones ambientales: 25°C,40-60 % hr

Tabla 14: Difractometria de polvo por rayos X del compuesto de formula (11)

Compuesto vde férmhla (ll)

Reflejos [2 Theta] -
5,7 23,6
11,5 25,3
13,2 26,4
13,7 26,9
15,8 27,7
16,4 27,7
18,4 29,4
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Compuesto de formula (Il)
Reflejos [2 Theta]
18,9 29,9
19,3 30,0
21,0 30,7
22,0 31,5
23,1 31,6

Tabla 15: Difractometria de polvo por rayos X del compuesto de férmula (1)

Compuesto de férmula (I)
Reflejos [2 Theta]
5,6 24,6
14,4 24,8
14,9 251
16,3 26,3
16,5 26,8
17,6 28
17,8 28,5
18,2 29
18,5 29,9
19 32,4
19,7 32,7
21,6 33,2
22 33,8
22,4 34,7
22,9 35,7
24 36,4
24,5 ‘ 36,7

B. Evaluacion de la efectividad farmacolégica
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Las propiedades farmacolégicas de los compuestos de acuerdo con la invencion se

pueden mostrar en los siguientes ensayos:

Abreviaturas:

DMEM medio de Eagle modificado por Dulbecco

FCS suero fetal de ternero
TMB 3,3',5,5'-tetrametilbencidina
Tris tris(hidroximetil)-aminometano

1. Ensayos in vitro para la determinacion de la actividad y la selectividad de

los inhibidores de HIF-prolil-4-hidroxilasa

1.a) Inhibicion de la actividad de la HIF-prolilhidroxilasa:

La HIF hidroxilada se enlaza especificamente con el complejo-C de Hippel-Lindau
proteina-elongina B-elongina (complejo VBC). Esta interaccién sélo se produce
cuando la HIF esta hidroxilada en un radical prolilo conservado. Constituye la base
para la determinacidon bioquimica de la actividad de la HIF-prolilhidroxilasa. El
ensayo se describe en la forma descrita [Oehme F., Jonghaus W., Narouz-Ott L,
Huetter J., Flamme I, Anal. Biochem. 330 (1), 74-80 (2004)]:

Se incub6 una placa de microtitulacién clara de 96 cavidades recubierta con
NeutrAvidin HBC (empresa Pierce) durante 30 minutos con caseina bloqueante.
Después de esto se lavo la placa tres veces con cada vez 200 pl de tampon de
lavado (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, caseina bloqueante 10 % (v/v), 0,05 %
(viv) Tween 20) por cavidad: El péptido biotina-DLDLEMLAPYIPMDDDFQL
(empresa Eurogentec, 4102 Seraing, Bélgica) se agrega en una concentracién de
400 nM en 100 pl de tamp6n de lavado. Este péptido se usa como sustrato para la
hidroxilacion de prolilo y se une a la placa de microtitulacion. Después de 60 minutos
de incubacion se lava la placa tres veces con tampén de lavado, se incuba durante
30 minutos con biotina 1 mM en caseina bloqueante y a continuacion se lava tres
veces con tampon de lavado.

Para realizar las reacciones de la prolilhidroxilasa, se incuba al sustrato de péptido
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ligado a la placa durante 1 a 60 minutos con un lisato celular que contiene
prolithidroxilasa. Las reacciones se producen en 100 pl de tampon de reaccion (Tris
20 mM, pH 7,5, KCI 5 mM, MgCl, 1,5 mM, 2-oxoglutarato 1 yM—1 mM, FeSO4 10 pM,
ascorbato 2 mM) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién ademas contiene
el inhibidor de la prolilhidroxilasa en diferentes concentraciones. La sustancia de
ensayo se usa preferentemente, pero no exclusivamente en concentraciones entre 1
nM y 100 uM. Mediante el lavado triple de la placa con el tamp6n de lavado se
detienen las reacciones.

Para la determinacion cuantitativa de la hidroxilacién de prolilo se adiciona una
proteina de fusidn, que contiene tanto la tioredoxina a partir de E. coli como también
el complejo VBC, en 80 pl de tamp6n de enlace (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 120 mM).
Al cabo de 15 minutos se afiaden 10 pl de una solucién de anticuerpo anti-
tioredoxina policlonal de conejo en tamp6n de enlace. Después de otros 30 minutos
se adiciona 10 pl de una solucidon de inmunoglobulina anti-conejo acoplada con
peroxidasa de rabano picante en tampén de enlace. Después de 30 minutos de
incubacién a temperatura ambiente se lava tres veces con tampén de lavado para
eliminar el complejo VBC sin ligar y anticuerpos. Para determinar la cantidad de
complejo VBC ligado, se incuba durante 15 minutos con TMB. La reaccion cromatica
se finaliza con la adicion de 100 pl de acido sulfurico 1 M. Al medir la densidad 6ptica
a 450 nm se determina la cantidad de complejo VBC enlazado. Es proporcional a la
cantidad de prolina hidroxilada en el sustrato péptido.

Para la deteccion de la hidroxilacion de prolilo se puede usar alternativamente un
complejo VBC acoplado con europio (empresa Perkin Eimer). En ese caso se
determina la cantidad de complejo VBC ligado mediante fluorescencia resuelta en el
tiempo. Ademas es posible usar complejo VBC marcado con [*°S]-metionina. Para
ello el complejo VBC con marcacién radioactiva puede prepararse mediante la
transcripcion traslacién in vitro en lisato de reticulocitos.

El compuesto de férmula (Il) de acuerdo con la invencion inhibe la actividad de la

HIF-prolilhidroxilasa en este ensayo con un valor ICs; de 0,47 uM (valor medio

v
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para EGLN2/PHD1) o bien 0,14 uM (valor medio para EGLN1/PHD2).

1.b) Ensayo in vitro celular, funcional:

La cuantificacion de la efectividad del compuesto de acuerdo con la invencion se
realiza mediante una linea celular recombinante. La célula se deriva originariamente
de una linea celular de carcinoma pulmonar humano (A548, ATCC: American Type
Culture Collection, Manassas, VA 20108, EE.UU.). La linea celular de ensayo se
transforma de manera estable con un vector que contiene el gen reportero de la
Photinus piralis-luciferasa (denominado en adelante luciferasa) bajo el control de un
promotor minimo artificial. EI promotor minimo se compone de dos elementos
responsables de la hipoxia corriente arriba de la caja TATA [Oehme F., Ellinghaus
P., Kolkhof P., Smith T.J., Ramakrishnan S., Hutter J., Schramm M., Flamme |,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 296 (2), 343-9 (2002)]. Bajo la acci6n de la
hipoxia (p. €j., cultivo en presencia del 1 % de oxigeno durante 24 horas) o bajo la
accion de inhibidores de dioxigenasa no selectivos (p. ej., desferroxamina en una
concentracion de 100 uM, cloruro de cobalto en una concentracion de 100 pM o
éster dietilico de N-oxalilglicina en una concentracion de 1 mM) la linea celular de
ensayo produce luciferasa, que puede ser detectada y cuantificada con ayuda de
reactivos de bioluminiscencia adecuados (p. ej., Steady-Glo® Luciferase Assay
System, Promega Corporation, Madison, Wl 53711, EE.UU.) y de un luminémetro
adecuado.

Desarrollo_del ensayo: Las células se colocan el dia previo al ensayo en una

cantidad exacta de medio de cultivo (DMEM, 10 % FCS, glutamina 2 mM) en una
placa de microtitulacién de 384 o0 1536 cavidades y se mantienen en un incubador de
células (96 % humedad ambiental, 5 % v/iv CO,, 37 °C). El dia del ensayo se
adicionan al medio de cultivo las sustancias de ensayo en concentraciones
escalonadas. En preparados que se usan como control negativo no se agrega
ninguna sustancia de ensayo a las células. Como control positivo para determinar la
sensibilidad de la célula a los inhibidores se adiciona p. ej. desferroxamina en

concentraciones finales de 100 uyM. -De 6 a 24 horas después de pasar las
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sustancias de ensayo a las cavidades de la placa de microtitulacion se mide la sefal
luminica resultante en el luminémetro. Mediante los valores de medicién se elabora
una relacién dosis-efecto que se usa como base para la determinacion de las
concentraciones efectivas de la mitad del maximo (denominado valor ECsp).

El compuesto de féormula (Il) de acuerdo con la invencidén presenta en el ensayo
aqui descrito un valor ECsg de 7 M.

1.c) Ensayo in vitro celular, funcional para modificar la expresiéon génica:
Para estudiar la modificacién de la expresion de ARNm especificos en lineas
celulares humanas después del tratamiento con sustancias de ensayo, se cultivan
las siguientes lineas celulares en placas de 6 o 24-cavidades: células de hepatoma
humano (HUH, JCRB Cell Bank, Japén), fibroblastos renales embrionales humanos
(HEK/293, ATCC, Manassas, VA 20108, EE.UU.), células de carcinoma cervical
humano (HeLa, ATCC, Manassas, VA 20108, EE.UU.), células endoteliales de
venas de cordén umbilical (HUVEC, Cambrex, East Rutherford, New Jersey 07073,
EE.UU.). Al cabo de 24 horas después de la adicién de las sustancias de ensayo se
lavan las células con solucién salina con tampéon de fosfato y de ellas se obtiene el
ARN total usando un procedimiento adecuado (p. €j., reactivo Trizol®, Invitrogen
GmbH, 76131 Karlsruhe, Alemania).

Para un experimento de analisis tipico se produce la digestion con DNasa | de 1 ug
por vez del ARN total obtenido de ese modo y se traduce usando una reaccién de
transcriptasa inversa adecuada (ImProm-lI Reverse Transcription System, Promega
Corporation, Madison, WI 63711, EE.UU.) en un ADN complementario (DNAc). Se
usa en cada caso 2,5 % del preparado de ADNc asi obtenido para la reaccion en
cadena de polimerasa. El nivel de expresién del ARNm de los genes a estudiar se
analiza mediante la real time quantitative polymerase chain reaction [TagMan-PCR;
Heid C.A., Stevens J., Livak K.J., Williams P.M., Genome Res. 6 (10), 986-94 (1996)]
usando un instrumento de deteccion de secuencia ABI Prism 7700 (empresa Applied
Biosystems, Inc.). Las combinaciones de sondas primer usadas para ello se generan

mediante el software Primer Express 1.5 (empresa Applied Biosystems, Inc.). En
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detalle se analizan los ARNm de eritropoyetina, carboanhidrasa IX, lactato
deshidrogenasa A y el factor de crecimiento de endotelio vascular.

2. Ensayos in vivo para la comprobacion del efecto en el sistema

cardiovascular

2.a) Ensayo in vivo para modificar la expresion génica:

Se administra a ratones o a ratas los compuestos de ensayo disueltos con
disolventes adecuados, ya sea por via oral mediante administracion por sonda
esofagica, o por via intraperitoneal o intravenosa. Las dosificaciones tipicas son 0,1,
0,5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 y 300 mg de sustancia por peso corporal y administracion.
A los animales de control solo se les administr6 disolvente. A las 4, 8 o 24 horas
después de la administracion de la sustancia de ensayo se sacrificé a los animales
con una sobredosis de isoflurano y a continuacioén con rotura de cuello y se retiraron
los 6rganos a analizar. Algunas partes de los 6rganos se congelaron subitamente en
nitrogeno liquido. De las partes de érganos se obtiene ARN total tal como se
describié en B.1.a) y se traduce ese en un ADNc. El nivel de expresion del ARNm de
los genes a analizar se estudia mediante la real time quantitative polymerase chain
reaction [TagMan-PCR; Heid C.A., Stevens J., Livak K.J., Williamé P.M., Genome
Res. 6 (10), 986-94 (1996)] empleando un instrumento de deteccién de secuencia
ABI Prism 7700 (empresa Applied Biosystems, Inc.).

La sustancia de acuerdo con la presente invencién en comparacion con el control
con placebo después de la administraciéon oral o parenteral, produée un aumento
significativo, dependiente de la dosis, del ARNm de la eritropoyetina en el rifién.

2.b) Determinacion del nivel de eritropoyetina en suero:

A los ratones o a las ratas se les administra la sustancia de ensayo en un disolvente
adecuado ya sea por via intraperitoneal u oral una o dos veces por dia. Las
dosificaciones tipicas son 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 y 300 mg de sustancia por
peso corporal y administracién. A los animales de control solo se les administro
disolvente. Antes de la aplicacion y cuatro horas después de la Ultima administracion

de la sustancia se realiza a los animales bajo una anestesia breve una extraccion de
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sangre del plexo venoso retro orbital o de la vena de la cola. Mediante la adicion de
heparina de litio se evita la coagulacién de la sangre. Se obtiene plasma sanguineo
mediante centrifugacion. En el plasma sanguineo se determina el contenido de
eritropoyetina usando un ensayo ELISA para eritropoyetina (Quantikine® mouse Epo
Immunoassay, R&D Systems, Inc., Minneapolis, EE.UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los valores de mediciéon se convierten en pg/ml usando
una medicién de referencia realizada para eritropoyetina de raton.

La sustancia de acuerdo con la presente invencion después de la administracion oral
o parenteral, produce un aumento significativo, dependiente de la dosis, de la
eritropoyetina plasmatica respecto del valor inicial y del control con placebo.

2.c) Determinacion de la composicion celular de la sangre periférica:

A los ratones o a las ratas se les administra la sustancia de ensayo en un disolvente
adecuado ya sea por via intraperitoneal u oral una o dos veces por dia durante
varios dias. Las dosificaciones tipicas son 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 y 300 mg de
sustancia por peso corporal y administracién. A los animales de control solo se les
administré disolvente. Al final del ensayo se realiza a los animales bajo una
anestesia breve una extraccion de sangre del plexo venoso retro orbital o de la vena
de la cola y se evita la coagulacion mediante la adicion de citrato de sodio. En un
equipo de medicion electrénico adecuado se determina en las muestras de sangre
las concentraciones de eritrocitos, leucocitos y trombocitos. Las concentraciones de
los reticulocitos se determinan al realizar frotis de sangre que se colorean con una
solucién colorante adecuada para elic (empresa KABE Labortechnik, Nimbrecht),
mediante analisis microscopico de 1000 eritrocitos por vez. Para la determinacion del
hematocrito se extrae sangre del plexo venoso retro orbital usando un capilar para
hematocrito y se lee en forma manual el valor del hematocrito después de centrifugar
los capilares en una centrifuga adecuada para ello.

La sustancia de acuerdo con la presente invencion después de la administracién oral
o parenteral, produce un aumento significativo, dependiente de la dosis, del

hematocrito, del nimero de eritrocitos y de los reticulocitos respecto del valor inicial y
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del control con placebo.

C. Ejemplos de realizacion para composiciones farmacéuticas

Los compuestos de acuerdo con la invencion pueden ser transformadas de la
siguiente manera en preparaciones farmacéuticas:

Comprimido:

Composicién:

100 mg del compuesto de acuerdo con la invencion, 50 mg de lactosa
(monohidrato), 50 mg de almidén de maiz (nativo), 10 mg de polivinilpirrolidona
(PVP 25) (empresa BASF, Ludwigshafen, Alemania) y 2 mg de estearato de
magnesio.

Peso del comprimido 212 mg. Diametro 8 mm, radio de curvatura 12 mm.
Preparacion:

La mezcla del compuesto de acuerdo con la invencién, lactosa y almidén es
granulada con una solucién al 5 % (m/m) de la PVP en agua. El granulado se
mezcla después del secado con el estearato de magnesio durante 5 minutos. Esta
mezcla se comprime con una prensa usual para comprimidos (para el tamafio del
comprimido, ver arriba). Como valor de referencia para la compresiéon se usa una
fuerza de prensado de 15 kN.

Suspension de aplicacion oral:

Composicién:

1000 mg del compuesto de acuerdo con la invencién, 1000 mg de etanol (96 %),
400 mg de Rhodigel® (goma de xantano de la empresa FMC, Pennsilvania,
EE.UU.) y 99 g de agua.

Una dosis individual de 100 mg del compuesto de acuerdo con la invencién
equivale a 10 ml de suspensioén oral.

Preparacién:

Se suspende el Rhodigel en etanol, se agrega el compuesto de acuerdo con la
invencion a la suspension. Se agrega agua bajo agitacion. Hasta finalizar el

hinchamiento del Rhodigel se continta agitando durante aproximadamente 6 h.
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Solucion de aplicacion oral:

Composicion:

500 mg del compuesto de acuerdo con la invencién, 2,5 g de polisorbato y 97 g de
polietilenglicol 400. Una dosis individual de 100 mg del compuesto de acuerdo con
la invencion equivalen a 20 g de solucion oral.

Preparacion:

Se suspende el compuesto de acuerdo con la invencidon en la mezcla de
polietilenglicol y polisorbato bajo agitacién. ElI procedimiento de agitacion se
continlia hasta la completa disolucién del compuesto de acuerdo con la invencion.

Solucién i.v.:

Se disuelve el compuesto de acuerdo con la invencién en una concentraciéon
inferior a la solubilidad de saturacién en un disolvente fisioiégicamente compatible
(p. €j., solucién salina isotonica, solucién de glucosa al 5 % y/o solucién de PEG
400 al 30 %). La solucion se filtra de forma estéril y se envasa en viales para
inyeccion estériles y libres de pirbgenos.

Reivindicaciones

1. 1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il}-4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-pirazol-5-olato sédico
de acuerdo con el compuesto de férmula (l1)

. 9
- WJ

()
Na

2. Compuesto de férmula (ll) de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado

porque el compuesto de formula (1) se presenta en forma cristalina.

3. Procedimiento para la preparacién del compuesto de formula (If) de acuerdo

con la reivindicacién 1, caracterizado porque el compuesto de férmula (1)
P = D

N NN

(la) (1) (lb)
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se hace reaccionar en un disolvente con hidroxido de sodio o soda caustica
acuosa o una sal sédica, en su caso con la adicion de una base.

4. Procedimiento para la preparacién del compuesto de formula (Il) de acuerdo
con la reivindicacion 3, caracterizado porque el compuesto de férmula (l) se hace
reaccionar en un disolvente con soda caustica acuosa, en su caso con la adicién
de una base.

5. Procedimiento para la preparacion del compuesto de férmula (il) de acuerdo
con la reivindicacion 3, caracterizado porque el compuesto de formula (1) se hace
reaccionar en un disolvente con soda caustica acuosa, con la adicion de
trietilamina.

6. Compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2 para el tratamiento
y/o la profilaxis de enfermedades.

7. Uso del compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2 para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis .de
enfermedades.

8. Uso del compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2 para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de
enfermedades cardio-circulatorias, insuficiencia cardiaca, anemia, enfermedades
renales crénicas e insuficiencia renal.

9. Medicamento que contiene el compuesto de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 6 2 en combinacién con un adyuvante inerte, no téxico, adecuado
para uso farmacéutico .

10. Medicamento que contiene el compuesto de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 6 2 en combinacién con otro principio activo.

11. Medicamento de acuerdo con la reivindicacion 9 6 10 para el tratamiento y/o la
profilaxis de enfermedades cardio-circulatorias, insuficiencia cardiaca, anemia,

enfermedades renales cronicas e insuficiencia renal.
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1H-pirazol-5-olato sodico sustituido

Resumen

La presente solicitud se refiere a 1-[6-(morfolin-4-il)pirimidin-4-il]-4-(1H-1,2,3-
triazol-1-il)-1H-pirazol-5-olato sédicd, a procedimientos para su preparacion, su
uso para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades como también su uso para
la preparacion de medicamentos para el tratamiento y/o la profilaxis de
enfermedades, especialmente de enfermedades cardiovasculares y hematolégicas,
de enfermedades renales como también para ayudar a la curacién de heridas.
Figura 1: Espectros IR del compuesto de formula (ll) y del compuesto de

férmula ()
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Figura 2: Espectros Raman del compuesto de formula (ll) y del compuesto

de féormula (I)
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Figura 3: Espectros UV/VIS del compuesto de formula (ll) y del compuesto de

férmula (I)
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Figura 5: Espectro "H RMN del compuesto de férmula (1)
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Figura 7: Espectro "*C RMN del compuesto de formula (I)
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Fiqura 8: Espectro de masa del compuesto de formula (ll)
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Fiqura 9: Espectro de masa del compuesto de formula (I)
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Anmeldung betrifft Natrium-1-[6-{morpholin-4-y1)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-
yl)-111-pyrazol-5-olat, Verfahren zu dessen Herstellung, dessen Verwendung zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten
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Substituiertes Natrium-1H-pyrazol-5-olat

Die vorliegende Anmeldung betrifft Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-
triazol-1-y1)-1H-pyrazol-S-olat, Verfahren zu dessen Herstellung, dessen Verwendung zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten sowic dessen Verwendung zur Herstellung von
Arzneimitteln zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, insbesondere von
kardiovaskulidren und héimatologischen Erkrankungen, von Nierenerkrankungen sowie zur Férderung

der Wundheilung.

Die Verbindung der Formel (I), 1-[6-(Morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
1H-pyrazol-5-o0l (Enol-Form; Formel (Ia)) bzw. 2-[6-(Morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-on (Keto-Form; Formel (Ib)), ist aus WO 2008/067871
bekannt.

H
=N N 0
= 1 (\ = 7 (\
NN N\_/? = (\N N N\)
N‘::Nf \“/\\\I/ S N:____Nf W
o)

HO N 2N NN
(la) () (Ib)

Die Verbindung der Formel (I) wirkt als Hemmstoff der HIF-Prolyl-4-Hydroxylasen und fiihrt
aufgrund dieses spezifischen Wirkmechanismus in vivo nach parenteraler oder oraler
Verabreichung die Induktion von HIF-Zielgenen, wic zB. Erythropoctin, und der hierdurch

verursachten biologischen Prozesse, wie z.B. Erythropoese, herbei.

Die Verbindung der Formel (I) ist hygroskopisch und nimmt bei {iblichen Umgebungsbedingungen
(20-35°C, Normaldruck) bereits oberhalb einer relativen Luftfeuchtigkeit von 20 %rF bis zu etwa 6
Gew% Wasser auf. Die Aufnahme von 6 Gew% Wasser ist bei einer Luftfeuchte von 30 %rF
nahezu erreicht. Eine Wasser enthaltende Verbindung der Formel (I} gibt bei abnchmender
Luftfeuchte unterhalb von 30 %rF Teile des enthaltenen Wassers wieder ab. Diese
Wasseraufnahme beziehungsweise Wasserabgabe erschweren den Umgang mit der Verbindung der
Formel (I), z. B. Wigeprozesse, und die Herstellung der Verbindung der Formel (I) inm einer
gleichbleibenden, stabilen und definierten Form fiir den Einsatz in Arzneimitteln beziehungsweise
die Herstellung von Arzneimitteln enthaltend die Verbindung der Formel (I). Insbesondere erhéht
sich dadurch der technische Aufwand bei der Herstellung von Applikationsformen enthaltend die
Verbindung der Formel (I), wie zB, Tabletten, Granulaten oder Trinklosungen, da fiir eine
gleichbleibende Konzentration der Verbindung der Formel (I) Manahmen zur Kontrolle und zur
Regelung der Luftfeuchtigkeit erforderlich sind.

(O
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Es wurde nun iiberraschend gefunden, dass aus der Verbindung der Formel (I) ein Natriumsalz
hergestellt werden kann, das gegeniiber der Verbindung der Formel (I) entscheidende Vorteile

aufweist.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verbindung Natrium-1-[6-(morphelin-4-
yl)pyrimidin-4-y1]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrazol-5-olat entsprechend der Verbindung der

Formel (IT)
=N 0
= | A
(\N N\ N N\)
/
N=p {f T
i Q N\%

N
Na

(1)

Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung liegt Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-
4-y1]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrazol-5-olat (Verbindung der Formel (IT)) in kristalliner Form

vor.

Durch den erfindungsgemiflen Einsatz der Verbindung der Formel (II) wird sichergestellt, dass
cine im Vergleich zur bekannten Verbindung der Formel (I) signifikant hthere Stabilitidt gegeniiber
der Aufnahme bezichungsweise Abgabe von Wasser bei schwankender Luftfeuchtigkeit erreicht
wird,  Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrazol-5-olat
(Verbindung der Formel (I)) enthilt weniger als 0,5 Gew% Wasser, ist nicht hygroskopisch und
indert unter iiblichen Umgebungsbedingungen (20-35°C, Normaldruck) auch bei erhdhter
Luftfeuchte bis zu 90 %rF seinen Wassergehalt nur minimal, d. h. weniger als 0,5 Gew%. Die
Verbindung der Formel (1) ist technisch deutlich leichter handhabbar, d. h. bei Wigeprozessen,
und insbesondere wenn es darum geht, cine gleichbleibende Konzentration der Verbindung der
Formel (II) in einer Applikationsform, wie zB. einem Granulat, eincr Trinklésung oder einer
Tablette, zu gewihrleisten, Dariiber hinaus weist die Verbindung der Formel (II) gegeniiber der

Verbindung der Formel (I) eine erhohte Loslichkeit in Wasser auf,

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméfen Ver-
bindung der Formel (IT), dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel ()
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in einem Ldsungsmittel mit Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem Natrium-Salz,

gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umgesctzt wird.

Bevorzugt ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméflen Verbindung der Formel (1I),
dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Losungsmittel mit wéssriger

Natronlauge, gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umgesetzt wird.

Besonders bevorzugt ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméfien Verbindung der Formel
(I1), dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Ldsungsmittel mit

wissriger Natronlauge, unter Zusatz von Triethylamin, umgesetzt wird.

Die Umsetzung mit Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem Natrium-Salz erfolgt
im Allgemeinen in einem Ldsungsmittel, bevorzugt in einem Temperaturbereich von 20°C bis
120°C, besonders bevorzugt in einem Temperaturbereich von 40°C bis 70°C, bei Nermaldruck. Die
Verbindung der Formel (IT) wird aus der erhaltenen Suspension bei ciner Temperatur zwischen
-20°C und 80°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 0°C bis 20°C, bei Normaldruck durch
Filtration isoliert und anschlicBend getrocknet.

Findet die Umsetzung unter Zusatz einer Base sta&, wird die Verbindung der Formel (I) im
Allgemeinen zundchst unter Zugabe einer organischen Base in cinem Losungsmittel bei einer
Temperatur von 20°C bis 120°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 40°C bis 70°C, bei
Normaldruck geldst und anschlieBend die Verbindung der Formel (II) durch Zugabe von
Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem Natrium-Salz bei einer Temperatur von
20°C bis 120°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 40°C bis 70°C, bei Normaldruck geféllt. Die
Verbindung der Formel (IT) wird aus der erhaltenen Suspension bei einer Temperatur zwischen
-20°C und 80°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 0°C bis 20°C, bei Normaldruck durch
Filtration isoliert und anschlieflend getrocknet.

Natriumhydroxid und wissrige Natronlauge und das Natrium-Salz werden in einem Molverhiltnis
von (0,8 bis 2 Moliquivalenten beziiglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt. Bevorzugt
werden Natriumhydroxid und wissrige Natronlauge und das Natrium-Salz in einem Molverhiltnis

von 1,0 bis 1,4 Moldquivalenten beziiglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt.

7
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Als Natrium-Salz eigenen sich beispiclsweise Salze organischer Sduren wie Natriumcarboxylate,
wie beispiclsweise Natriumacetat oder Natriumcitrat, oder Salze anorganischer Siuren wie
beispiclsweise Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, Natriumphosphat, Natriumhydrogen-
phosphat oder Natriumchlorid.

Als Losungsmittel eignen sich niedere Alkohole wic beispielsweise Methanol, Ethanol, n-Propanol,
iso-Propanol, n-Butanol, sec-Butanol, iso-Butanol, 1-Pentanol, oder Tetrahydrofuran, oder
Acetonitril, oder Toluol, oder 1,4-Dioxan oder Gemische der genannten L&sungsmittel, oder
Gemische der genannten Losungsmitte]l mit Wasser. Bevorzugt sind Methanol, Ethanol, 2-
Propanol, Tetrahydrofuran oder Gemische der genannten Losungsmittel mit Wasser. Besonders
bevorzugt sind Mischungen von Methanol mit Wasser oder Ethanol mit Wasser in einem
Verhiltnis zwischen 1 : 1 und 50 : 1 (v/v), ganz besonders bevorzugt sind Mischungen von

Methanol mit Wasser in einem Verhéltnis zwischen 7 : 3 und 30 : 1 (v/v).

Als organische Basen eignen sich tertidfre Amine wie beispielsweise Triethylamin oder
Diisopropylethylamin., Bevorzugt ist Triethylamin. Die organische Base wird in einem Verhiltnis
von 0 bis 4 Moléquivalenten beziiglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt. Bevorzugt wird
dic organischc Base in cinem Verhiltnis von 0,7 bis 1,5 Molédquivalenten beziglich der

Verbindung der Formel (I) eingesetzt.

Die Herstellung der erfindungsgeméiien Verbiﬁdung der Formel (II) kann durch das folgende

Reaktionsschema veranschaulicht werden:

Schema

=N |/‘\
K\N A\ | 9 N\j
N=
N \"/\]/ Netriumhydroxid

/ N
HO N 2N oder
wassrige Natronlauge

(la}) ader =N
1 L Natrium-Salz K\N N lkl O
G s e \”/\\(

H Na+D B
e o
Ny W ()
o N\?N

(1b)
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Erklirungen zu den Abbildungen:

Abbildung 1: IR-Spcktren der Verbindung der Formel (IT) und der Verbindung der Formel (T)
Abbildung 2: Raman-Spektren der Verbindung der Formel (IT) und der Verbindung der Formel (T)
Abbildung 3: UV/VIS Spektren der Verbindung der Formel (IT) und der Verbindung der Formel (T)
Abbildung 4; "H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II)

Abbildung 5: "H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (1)

Abbildung 6: *C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II)

Abbildung 7: "C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (T)

Abbildung 8: Massenspektrum der Verbindung der Formel (II)

Abbildung 9: Massenspektrum der Verbindung der Formel (T)

Abbildung 10: Rontgendiffraktogramm der Verbindung der Formel (II)

Abbildung 11: Rontgendiffraktogramm der Verbindung der Formel {I)

Dic erfindungsgeméBe Verbindung der Formel (II) zeigt ein micht vorhersehbares, wertvolles
pharmakologisches Wirkspektrum. Sie eignet sich daher zur Verwendung als Arzmeimittel zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten bei Menschen und Tieren.

Die erfindungsgemilie Verbindung der Formel (IT) zeichnet sich als spezifischer Hemmstoff der HIF-
Prolyl-4-Hydroxylasen aus.

Dic erfindungsgemifle Verbindung der Formel (IT) kann aufgrund ihrer pharmakologischen Eigen-
schaften zur Behandlung und/oder Prophylaxe von kardiovaskuléren Krankheiten, insbesondere von
Herzinsuffizienz, koronarer Herzkrankheit, Angina pectoris, Myokardinfarkt, Schlaganfall, Artcrio-
sklerose, essentieller, pulmonaler und maligner Hypertonie sowie peripherer arterieller Verschluss-

krankheit cingesctzt werden.

Die erfindungsgemiéBe Verbindung der Formel (II) eignet sich weiterhin zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von Stdrungen der Blutbildung, wie z.B. idiopathischen Animien, renaler Anidmic und
Animien in Begleitung einer Tumor-Erkrankung (insbesondere ciner Chemotherapie-induzierten
Andimie), ciner Infektion (insbesondere HIV-Infcktion) oder einer anderen entziindlichen Erkrankung



WO 2012/065967 PCT/EP2011/070099

10

15

20

25

30

G

wie z.B. rheumatoider Arthritis. Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (1) ist dariiber hinaus
geeignet zur unterstiitzenden Behandlung von Andmien infolge Blutverlust, Eisecnmangel-Andmie,
Vitaminmangel-Anéimie (z.B. infolge Vitamin B12-Mangel oder infolge Folséure-Mangel), hypopla-
stischer und aplastischer Anéimie, himolytischer Andmic oder zur unterstiitzenden Behandlung von
Aniimicn in Folge von Eisenverwertungsstorungen (sideroachrestische Anémie) oder Andmien infolge

anderer endokriner Stérungen (z.B. Hypothyreose).

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II) ist ferner geeignet zur Steigerung des Himatokrits

mit dem Ziel der Gewinnung von Blut zur Eigenblutspende vor Operationen.

Die erfindungsgemife Verbindung der Formel (II) kann auBerdem zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von operationsbedingten Ischidmiezustinden und deren Folgeerscheinungen nach
chirurgischen Eingriffen, insbesondere Eingriffen am Herzen unter Verwendung einer Herz-
Lungenmaschine (z.B. Bypass-Operationen, Herzklappen-Implantationen), Eingriffen an den
Halsschlagadem, Eingriffen an der Korperschlagader (Aorta) und Eingriffen mit instrumenteller
Offoung oder Durchdringung der Schidelkalotte verwendet werden. Die erfindungsgemiBe
Verbindung der Formel (IT) eignet sich ferner zur allgemeinen Behandlung und/oder Prophylaxe bei
chirurgischen Eingriffen mit dem Zicl einer Beschleunigung der Wundheilung und Verkiirzung der

Rekonvaleszenzzeit.

Die erfindungsgeméfie Verbindung der Formel (IT) ist dariiber hinaus zur Behandlung und Prophylaxe
von Folgeerscheinungen akuter und protrahierter Ischdmiezusténde des Gehims geeignet (z.B.
Schlaganfall, Geburtsasphyxie).

Die erfindungsgemiifie Verbindung der Formel (II) kann ferner zur Behandlung und/oder Prophylaxe
von Krebs und zur Behandlung und/oder Prophylaxe einer im Zuge der Behandlung von Krebs
aufiretenden Beeintréchtigung des Gesundheitszustandes insbesondere nach Therapie mit Zytostatika,
Antibiotika und Bestrahlungen eingesetzt werden.

Die erfindungsgemie Verbindung der Formel (II) eignet sich ferner zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises und anderen den
Autoimmunerkrankungen zuzurechnenden Krankheitsformen und insbesondere zur Behandlung
und/oder Prophylaxe einer im Zuge der medikamentdsen Behandlung derartiger Erkrankungen
aufiretenden Beeintrichtigung des Gesundheitszustandes.

Weiterhin kann die erfindungsgemiéfie Verbindung der Formel (II) eingesetzt werden zur Behandlung
und/oder Prophylaxe von Erkrankungen des Auges (z.B. Glaukom), des Gehimns (z.B. Morbus Parkin-
son, Morbus Alzheimer, Demenz, chronisches Schmerzempfinden), von chronischen Nieren-

erkrankungen, Niereninsuffizienz und akutem Nierenversagen sowie zur Férderung der Wundheilung,
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Weiterhin eignet sich die erfindungsgemife Verbindung der Formel (IT) zur Behandlung und/oder
Prophylaxe einer insbesondere im héheren Lebensalter gehiuft auftretenden allgemeinen kdrperlichen

Schwiiche bis hin zur Kachexie.

Femer cignet sich die erfindungsgeméfie Verbindung der Formel (II) zur Behandlung und/oder
Prophylaxe sexueller Dysfunktion.

AuBerdem ist die erfindungsgeméiBe Verbindung der Formel (IT) zur Behandlung und/oder Prophylaxe
von Diabetes mellitus und seinen Folgeerkrankungen, wie zB. diabetischer Makro- und
Mikroangiopathic, diabetischer Nephropathie und Neuropathie, geeignet.

Weiterhin eignet sich die erfindungsgeméBe Verbindung der Formel (II) zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von fibrotischen Erkrankungen z.B. des Herzens, der Lunge und der Leber.

Insbesondere ist die erfindungsgemélle Verbindung der Formel (II) auch zur Prophylaxe und
Behandlung der Friihgeborenenretinopathie (Retinopathia praecmaturorum) geeignet.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgeméfien
Verbindung der Formel (IT) zur Behandlung und/oder Préivention von Erkrankungen, insbesondere der
zuvor genannten Erkrankungen.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemilien Ver-
bindung der Formel (IT) zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung und/oder Privention von

Erkrankungen, insbesondere der zuvor genannten Erkrankungen,

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Behandlung und/oder Pri-
vention von Erkrankungen, insbesondere der zuvor genannten Erkrankungen, unter Verwendung einer

wirksamen Menge der erfindungsgemiien Verbindung der Formel (II).

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (IT) kann allein oder bei Bedarf in Kombination mit
anderen Wirkstoffen eingesetzt werden. Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arznei-
mittel, enthaltend die erfindungsgeméle Verbindung der Formel (II) und einen oder mehrere weitere
Wirkstoffe, insbesondere zur Behandlung und/oder Priivention der zuvor genannten Erkrankungen.
Als gecignete Kombinationswirkstoffe seien beispielhaft und vorzugsweise genannt: ACE-Inhibitoren,
Angiotensin  II-Rezeptor-Antagonisten, Beta-Rezeptor-Blocker, Calcium-Antagonisten, PDE-
Inhibitoren, Mincralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten, Diuretika, Aspirin, Eisen-Supplements,
Vitamin B12- und Folsdure-Supplements, Statine, Digitalis (Digoxin)-Derivate, Tumor-
Chemotherapeutika sowic Antibiotika.
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Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemiBe Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem ACE-Inhibitor, wie beispielhaft und vorzugsweise Enalapril,
Captopril, Lisinopril, Ramipril, Delapril, Fosinopril, Quinopril, Perindopril oder Trandopril, verab-

reicht,

Bei ciner bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgeméBe Verbindung der
Formel (1) in Kombination mit einem Angiotensin AIl-Antagonisten, wie beispielhaft und vorzugs-
weise Losartan, Candesartan, Valsartan, Telmisartan oder Embusartan, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemée Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit cinem beta-Rezeptoren-Blocker, wie beispiclhaft und vorzugsweise
Proprano]ol, Atenolol, Timolol, Pindolol, Alprenolol, Oxprenolol, Penbutolol, Bupranolol, Meti-
pranolol, Nadolol, Mepindolol, Carazalol, Sotalol, Metoprolol, Betaxolol, Celiprolol, Bisoprolol,
Carteolol, Esmolol, Labetalol, Carvedilol, Adaprolol, Landiolol, Nebivolol, Epanolol oder Bucindolol,

verabreicht,

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgeméBe Verbindung der
Formel (IT) in Kombination mit einem Calcium-Antagonisten, wie beispielhaft und vorzugsweise Nife-

dipin, Amlodipin, Verapamil oder Diltiazem, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemifle Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitor, wie beispielhaft und vor-
zugsweise Milrinone, Amrinone, Pimobendan, Cilostazol, Sildenafil, Vardenafil oder Tadalafil, ver-

abreicht,

Bei einer bevorzugten Ausfiithrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemiifle Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten, wie beispielhaft und

vorzugsweise Spironolacton, Eplerenon, Canrenon oder Kalium-Canrenoat, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgeméle Verbindung der
Formel (IT) in Kombination mit einem Diuretikum, wie beispiclhaft und vorzugsweise Furosemid,
Bumctanid, Torsemid, Bendroflumethiazid, Chlorthiazid, Hydrochlorthiazid, Hydroflumethiazid,
Methyclothiazid, Polythiazid, Trichlormethiazid, Chlorthalidon, Indapamid, Metolazon, Quinethazon,
Acetazolamid, Dichlorphenamid, Methazolamid, Glycerin, Isosorbid, Mannitol, Amilorid oder

Triamteren, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfilbrungsform der Erfindung wird die erfindungsgeméfle Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit ¢inem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor aus der Klasse der Statine, wie
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beispielhaft und vorzugsweise Lovastatin, Simvastatin, Pravastatin, Fluvastatin, Atorvastatin, Rosu-

vastatin, Cerivastatin oder Pitavastatin, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemilfle Verbindung der
Formel (IT) in Kombination mit einem Tumor-Chemotherapeutikum verabreicht, beispielhaft und vor-
zugsweise aus der Gruppe der Platin-Komplexe, wie z.B. Cisplatin und Carboplatin, der Alkylantien,
wic z.B., Cyclophosphamid und Chlorambucil, der Antimetabolite, wie zB. 5-Fluoruracil und
Methotrexat, der Topoisomerase-Hemmer, wie z.B. Etoposid und Camptothecin, der Antibiotika, wie

z.B. Doxorubicin und Daunorubicin, oder der Kinase-Inhibitoren, wie z.B. Sorafenib und Sunitinib.

Bei ciner bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemiifle Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem Antibiotikum verabreicht, beispielhaft und vorzugsweise aus

der Gruppe der Penicilline, Cephalosporine oder Chinolone, wie z.B. Ciprofloxacin und Moxifloxacin.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arzneimittel, die die erfindungsgemife Verbin-
dung der Formel (I}, Gblicherweise zusammen mit einem oder mehreren inerten, michttoxischen,
pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen enthalten, sowie deren Verwendung zu den zuvor genannten

Zwecken,

Dic erfindungsgeméBe Verbindung der Formel (IT) kann systemisch und/oder lokal wirken. Zu diesem
Zweck kann sie auf geeignete Weise appliziert werden, wie zB. oral, parenteral, pulmonal, nasal,
sublingual, lingual, buccal, rectal, dermal, transdermal, conjunctival, otisch oder als Implantat bzw.
Stent.

Fiir diese Applikationswege kann die erfindungsgeméfe Verbindung der Formel (1) in geeigneten

Applikationsformen verabreicht werden,

Fiir dic orale Applikation eignen sich nach dem Stand der Technik funktionicrende, die erfin-
dungsgemiifie Verbindung der Formel (II) schnell und/oder modifiziert abgebende Applikations-
formen, wie z.B. Tabletten (nicht-iberzogene oder liberzogene Tabletten, beispielsweise mit
magensaftresistenten oder sich verzogert auflosenden oder unldslichen Uberziigen, die die Frei-
setzung der erfindungsgemifBen Verbindung kontrollieren), in der Mundhdhle schnell zerfallende
Tabletten oder Filme/Oblaten, Filme/Lyophylisate, Kapseln (beispielsweise Hart- oder Weich-
gelatinekapseln), Dragees, Granulate, Pellets, Pulver, Emulsionen, Suspensionen, Aerosole oder

Ldsungen,

Dic parenterale Applikation kann unter Umgehung eines Resorptionsschrittes geschehen (z.B.
intravends, intraartericll, intrakardial, intraspinal oder intralumbal) oder unter Einschaltung einer
Resorption (z.B. intramuskuldr, subcutan, intracutan, percutan oder intraperitoneal). Fiir die

o



WO 2012/065967 PCT/EP2011/070099

10

15

20

25

30

-10-

parenterale Applikation eignen sich als Applikationsformen u.a. Injektions- und Infusions-
zubereitungen in Form von Ldsungen, Suspensionen, Emulsionen, Lyophilisaten oder sterilen

Pulvern.

Fiir dic sonstigen Applikationswege eignen sich z.B. Inhalationsarzneiformen (u.a. Pulver-
inhalatoren, Nebulizer), Nasentropfen, -16sungen oder -sprays, lingual, sublingual oder buccal zu
applizierende Tabletten, Filme/Oblaten oder Kapseln, Suppositorien, Ohren- oder Augen-
préparationen, Vaginalkapseln, wiirige Suspensionen (Lotionen, Schiittelmixturen), lipophile
Suspensionen, Salben, Cremes, transdermale therapeutische Systeme (z.B. Pflaster), Milch, Pasten,
Schéume, Streupuder, Implantate oder Stents.

Bevorzugt sind die orale oder parenterale Applikation, insbesondere die orale und die intravendse

Applikation.

Die erfindungsgeméBe Verbindung der Formel (IT) kann in die angefiihrten Applikationsformen
iiberfiihrt werden. Dies kann in an sich bekannter Weise durch Mischen mit inerten, nichttoxi schen,
pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen geschehen. Zu diesen Hilfsstoffen zdhlen n.a. Trigerstoffe
(beispiclsweise mikrokristalline Cellulose, Lactose, Mannitol), Losungsmittel (z.B. fliissige Poly-
ethylenglycole), Emulgatoren und Dispergier- oder Netzmittel (beispiclsweise Natriumdodecyl-
sulfat, Polyoxysorbitanoleat), Bindemittel (beispielsweise Polyvinylpyrrolidon), synthetische und
natirliche Polymere (beispielsweise Albumin), Stabilisatoren (z.B. Antioxidantien wie beispiels-
weise Ascorbinsiure), Farbstoffe (z.B. anorganische Pigmente wie beispiclsweise Eisenoxide) und

Geschmacks- und/oder Geruchskorrigentien.

Im Allgemeinen hat es sich als vorteilhaft erwiesen, bei parenteraler Applikation Mengen von ctwa
0,001 bis 1 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,01 bis 0,5 mg/kg Korpergewicht zur Erzielung wirksamer
Ergebnisse zu verabreichen. Bei oraler Applikation betrdgt die Dosierung ctwa 0,01 bis 100 mg/kg,
vorzugsweise etwa 0,01 bis 20 mg/kg und ganz besonders bevorzugt 0,1 bis 10 mg/kg Korper-
gewicht,

Trotzdem kann es gegebenenfalls erforderlich sein, von den genannten Mengen abzuweichen, und
zwar in Abhédngigkeit von Korpergewicht, Applikationsweg, individuellem Verhalten gegeniiber
dem Wirkstoff, Art der Zubereitung und Zeitpunkt bzw. Intervall, zu welchem dic Applikation
crfolgt. So kann es in einigen Fillen ausreichend sein, mit weniger als der vorgenannten Mindest-
menge auszukommen, wihrend in anderen Fillen die genannte obere Grenze iiberschritten wcrdel_'l
muss. Im Falle der Applikation groBerer Mengen kann es empfehlenswert sein, diese in mehreren
Einzelgaben iiber den Tag zu verteilen.

59
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Die nachfolgenden Ausflihrungsbeispiele erldutern die Erfindung. Die Erfindung ist nicht auf die
Beispicle beschrinkt.

Die Prozentangaben in den folgenden Tests und Beispielen sind, sofern nicht anders angegeben,
Gewichtsprozente; Teile sind Gewichtsteile. Losungsmittelverhiltnisse, Verdiinnungsverhiltnisse und

5  Konzentrationsangaben von fliissig/fliissig-Losungen beziehen sich jeweils auf das Volumen.

50
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A, Beispicle
Abkiirzungen:
ACN Acetonitril
bS breites Singulett (in NMR Spektren)
D Dublett (in NMR Spektren)
DSC Dynamische Differenzkalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry)
Gew% Gewichtsprozent
M Multiplett (in NMR Spektren)
n.d. nicht detektiert
NMR Kernmagnetische Resonanz (nuclear magnetic resonance)
rF relative Feuchte
S Singulett (in NMR Spektren)
sec Sekunden
T Triplett (in NMR Spektren)
viv Volumen/Volumen
) Deformationsschwingungen
v Streckschwingungen

Ausgangsverbindungen:

5  Beispiel 1A
2-(1H-1,2,3-Triazol-1-yl)acrylsiuremethylester

450 g 2-(1H-1,2,3-Triazol-1-yl)essigsdureethylester wurden in 3,5 1 Methanol gelést, mit 30 g
Triethylamin versetzt und 16 h bei 22°C geriihrt. AnschlieBend wurden im Vakuum alle
Losungsmittel abdestilliert. Man erhielt 410 g der Titelverbindung als Ol

10 Beispiel 2A
3-(Dimethylamino)-2-(1H-1,2 3-triazol-1-yDacrylsiiuremethylester

400 g 2-(1H-1,2,3-Triazol-1-yl)acrylsiuremethylester wurden mit 522 g Dimethylformamid-
dimethylacetal versetzt und zum Sieden erhitzt. Entstchende Leichtsieder wurden abdestilliert.
Nach 4 h wurde auf 55°C abgekiihlt und 1050 ml Methyl-tert-butylether / 2-Propanol (3 : 1 v/v)

15  wurden zudosiert. Die erhaltene Suspension wurde auf 22°C abgekiihlt und filtriert, Der
Filterkuchen wurde mehrfach mit Methyl-tert-butylether gewaschen und im Vakuum bei 40°C
getrocknet. Man erhiclt 493 g der Titelverbindung als Feststoff.
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Beispiel 3A

1-[6{Morpholin4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazel-1-yl)-1H-pyrazol-5-ol (Enol-Form;
Formel (Ia)) bzw. 2-[6-(Morpholin-4-yD)pyrimidin-4-yl]-4«(1H-1,2,3-triazol-1-yI)-1,2-dihydro-3H-
pyrazol-3-on (Keto-Form; Formel (Ib))

20 g 4-(6-Hydrazinopyrimidin-4-yl)morpholin und 24,6 g (2E/Z)-3-(Dimethylamino)-2-(1H-1,2,3-
triazol-1-yl)acrylsduremethylester in 210 ml Ethylacetat wurden mit 5,84 g Trifluoressigsiure
versetzt und 24 h unter Riickfluss geriihrt. Die erhaltene Suspension wurde auf 0°C abgekiihlt und
filtriert. Der Filterkuchen wurde mit Ethylacetat gewaschen, scharf abgesaugt und anschlielend in
160 m] Wasser suspendiert. Die Suspension wurde durch Zugabe von 4,5 ml Essigsdure auf etwa
pH 5 cingestellt, weitere 15 Minuten geriihrt und filtriert, Der Filterkuchen wurde zweimal mit
50 ml Wasser gewaschen und anschliefend im Vakuum bei 40°C getrocknet. Ausbeunte: 26,0 g
(79,4 % d. Th.) der Titelverbindung,

Die Herstellung der Verbindungen 4-(6-Hydrazinopyrimidin-4-yl)morpholin (Beispiel Nr. 16A), 2-
(1H-1,2,3-Triazol-1-yl)essigsdurecthylester (Beispiel Nr. 39A) und 3-(Dimethylamino)-2-(15-1,2,3-
triazol-1-yl)acrylsiureethylester (Beispiel Nr. 3A) wurde bereits in WO 2008/067871 beschricben,

Die Herstellung der Verbindung 2-(6-Morpholin-4-ylpyrimidin4-yl)-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1,2-
dihydro-3H-pyrazol-3-on aus 4-(6-Hydrazinopyrimidin4-yl)morphelin und 3-(Dimethylamino)-2-
(1H-1,2,3-triazol-1-yl)acrylsiureethylester wurde ebenfalls in WO 2008/067871 beschrieben (Beispiel
Nr. 71).

Ausfithrungsbeispicle:
Beispiel 1

Natrium-1-[6-(morphelin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrazol-5-olat
(Verbindung der Formel (I1))

Beispiel 1.1

10 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 50 ml Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) susperndiert, Zu
der Suspension wurden 3,4 g 45%ige Natronlauge unter Riihren gegeben und weitere 50 ml
Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) hinzugefiigt. Die Suspension wurde auf 50°C erwdrmt und 2 h bei
50°C geriihrt. Anschliefend wurde auf 0°C abgekiihlt, 1 h bei 0°C nachgeriihrt und filtriert. Der
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crhaltene Filterkuchen wurde mit Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) gewaschen und getrocknet.
Ausbeute: 10,1 g der Verbindung der Formel (I); 6,8 Gew% Na

Beispicl 1.2

5 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 60 ml Ethanol/Wasser (1 : 1 v/v) suspendiert und
bei 22°C mit 1,41 g 45%iger Natronlauge versetzt. Die Suspension wurde 3 Tage bei 50°Cund 2 h
bei 20°C geriihrt. Der Feststoff wurde abfiltriert, mit 10 ml Wasser gewaschen und getrocknet.
Ausbeute: 4 g der Verbindung der Formel (ID).

Beispiel 1.3

30,25 g der Verbindung aus Beispicl 3A wurden in 150 ml Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) bei 22°C
suspendiert. 13,3 ml Triethylamin wurden zugegeben und die Mischung wurde auf 60°C erwirmt.
Nach 15 min. wurde die erhaltene fast klare Losung filtriert, der Filter mit 10 ml Methanol/Wasser (9 :
1 v/v) nachgewaschen und das gesammelte Filtrat bei 60°C langsam mit 10,3 g 45%iger Natronlauge
versetzt. Die crhaltene Suspension wird mit wenigen Kristallen der Verbindung der Formel (ID)
versetzt, 1 h bei 60°C nachgeriihrt, anschlieBend langsam auf 0°C abgekihlt und filtriert. Der
Filterkuchen wird mit 15 ml Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) gewaschen und im Vakuum bei 40°C
getrocknet. Ausbeute: 25,1 g der Verbindung der Formel (II).

Beispicl 1.4

25 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 150 ml Methanol/Wasser (1 : 1 v/v) suspendiert
und mit 11 ml Triethylamin versetzt. Die erhaltene Losung wurde auf 60°C erwirmt und mit 8,5 g
45%iger Natronlauge versetzt, Die erhaltene Suspension wurde langsam auf 22°C abgekiihlt, 2 h
bei 22°C und anschliefend 1 h bei 0-5°C geriihrt, Nach Filtration wurde der Filterkuchen mit 15 ml
Methanol/Wasser (1 : 1 v/v) gewaschen und im Vakuum bei 40°C getrocknet. Ausbeute: 26 g der
Verbindung der Formel {IT).

Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC):

Die Thermogramme wurden unter Verwendung eines Differential Scanning Calorimeters DSC 7 bzw.

Pyris-1 und Thermogravimetric Analyser TGA 7 der Fa. Perkin-Elmer erhalten,

Differential Scanning Calorimeter DSC 7 bzw. Pyris-1;Hersteller: Perkin-Elmer; Heizrate: 2 und
20 K/min: Spiilgas: Stickstoff; Tiegel: nicht gasdichte Aluminium-Tiegel; Probenvorbereitung:

keine.
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Thermogravimetric Analyzer TGA 7; Hersteller: Perkin-Elmer; Heizrate: 10 Kmin™; Spiilgas:
Stickstoff, 20-30 ml/min; Tiegel: offener Platin-Tiegel; Probenvorbereitung: keine.

Natrium-1-{6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol- 1-yl)-1H-pyrazol-5-olat
(Verbindung der Formel (IT)) zersetzt sich oberhalb von 300°C ohne zu schmelzen.

‘Wasserdampfadsorption und Wasserdampfdesorption:

Die Feuchtesorptionsisotherme wurde mit einem Dynamic Vapour Sorption Analyzer IGA Sorp
der Fa. Hiden Analytical aufgenommen. Die Messtemperatur betrug 25°C. Es gab keine

Probenvorbereitung.

Tabelle 1: Wasserdampfadsorption und Wasserdampfdesorption von Natrium-1-[6-(morpholin-4-
yl)pyrimidin-4-yl}-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrazol-5-olat (Verbindung der Formel (1I))

Verbindung der Formel (IT) Verbindung der Formel (I)

Relative Adsorption Desorption Adsorption Desorption
0 %rF 0% 0% 0,1% 0,1 % (5 %rF)
10 YorF 0% 0% 0,2 % 0,1 %

20 %tF 0,1 % 0% 0,3 % 02 %

30 %tF 0,1 % 0,1 % 48 % 47 %

40 %F 0,2 % 02 % 51% 152%

50 %rF 0,2 % 0,3 % 53 % 54%

60 %rF 0,2% 0,3 % 5,4 % 5,6 %

70 YarF 0,4 % 04 % 5,6 % 56 %

80 %rF 0,4 % 0,5% 5,7% 57%

90 %rF 0,8 % 0,8% 59% 59 %

Lislichkeitsdaten:

Methode: Gesittigte Losungen der Prifsubstanz wurden durch 16stiindiges Riihren einer
Suspension in Wasser bei 25°C hergestellt, Die erhaltenen Suspensionen wurden anschlieBend

filtriert und der Gehalt im Filtrat wurde mittels HPLC-Messung bestimmt,
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Tabelle 2: Loslichkeiten in Wasser
Verbindung der Formel (IT) Verbindung der Formel (I)
Loslichkeit in Wasser bei
2800 14,3
25°C [mg/100mi]

IR and Raman Spektroskopie:

Fiir die Messung von IR- und Raman-Spektren der Verbindung der Formel (IT) wurden Bruker
5  FT/IR-Spektrometer IFS 66v und Bruker FT/Raman-Spektrometer MultiRAM mit folgenden

Parametern verwendet:

h’R Raman
Spektrale Auflésung 2 cm! 2 cm
/Anzahl der Einzelmessungen (Scans) B2 64
Wellenzahlbereich 4000 - 500 cm’’ 3500 - 200 cm™
Probenvorbereitung Br Pressling

|keine

Tabelle 3: Zuordnung charakteristischer Schwingungsbanden in den IR- bzw. Raman-Spektren der

Verbindung der Formel (IT)

Strukturelement [R-Bandenlage (cm™) Raman-Bandenlage (cm™)
v=C-H 3153 —3006 3153 —-3010

v C-H 2976 — 2855 2978 — 2856

v C=C, v C=N 1630 — 1439 1623 — 1401

v C-N 1241 1244

v C-0 1112 1118

O =C-H in phase 087 988
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Fiir die Messung von IR- und Raman-Spektren der Verbindung der Formel (I) wurden Bruker
FT/IR-Spektrometer Vertex 80v und Bruker FT/Raman-Spektrometer MultiRAM mit folgenden

Parametern verwendet:

hR Raman
Spektrale Auflosung D cm’! 2 cm’!
|Anzahl der Einzelmessungen (Scans) (32 04
Wellenzahlbereich 000 - 500 cm™ 3500 - 100 cm™
Probenvorbercitung KBr Pressling keine

Tabelle 4: Zuordnung charakteristischer Schwingungsbanden in den IR- bzw. Raman-Spcktren der

Verbindung der Formel (T)

Strukturelement [R—Bandenlage (cm™) Raman-Bandenlage (cm™)
v O-H 3441 -

v=C-H 3135-3108 3134 - 3006

v C-H 2965 — 2884 2967 — 2884

v C=C, v C=N, 6 C-H 1636 — 1345 1650 — 1345

v C-Ogther 1257 1259

UV/VIS-Spektroskopie:

UV/VIS-Spektren wurden auf einem Perkin Elmer Spektrometer (Lambda 40P) mit den folgenden

Bedingungen bzw, Parametern gemessen:

Kiivette: Durchgangslinge 1cm; Quartzglas
Wellenzablbereich: 200 - 800 nm

Offnungsspalt: 1 nm

Probenvorbereitung: Ca. 1 mg/100ml Acetonitril/Wasser 1:1

Banden: 285; 249 nm Verbindung der Formel (II) und 289,3; 248,2 nm Verbindung der Formel (I)
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Tabelle 5: Berechnung der spezifischen Absorption und des molaren Absorptionskoeffizienten

Verbindung der | Losungsmittel | Wellenldnge | Spezifische Molarer Ab-
Formel (nm) Absorption A", | sorptionskoeffizent &
(liter/g * cm) (liter/mol * cm)

M Acetonitril/ 249 1111 34928

Wasser 1:1
(m Acetonitxil/

284 501.2 16855
Wasser 1:1

NMR-Spektroskopie:

NMR-Spektren wurden auf einem Bruker NMR-Spektrometer (Advance) mit folgenden

5  Bedingungen bzw. Parametern aufgenommen:

Verbindung der Formel (Il  'H-NMR-Spektrum BC-NMR-Spektrum
Arbeitsfrequenz 500.13 MHz 125.76 MHz

Losungsmittel Trifluoressigsdure Trifluoressigséure
Konzentration 6.84 mg/ml 42.7 mg/ml

Interner Standard Tetramethylsilan (TMS) Tetramethylsilan (TMS)
Probenrdhrchen-Durchmesser 5 mm 5 mm

Temperatur 25°C 25°C

Technik Fouriertransformationstechnik ~ Fouriertransformationstechnik
Spektrale Breite 20.65 ppm 24541 ppm

Digitale Auflésung 0.079 Hz/Pt 0.4710 Hz/Pt

Pulsdauer 2.83 psec, 30° Anregungswinkel 9.1 psec,90° Anrcgungswinkel
Aufnahmedauer 6.399 sec 1.06 sec

Relaxationszeit 0.5 sec 4 sec

No. of free induction decays 32 128
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Verbindung der Formel (T) 'H-NMR-Spcktrum BC-NMR-Spektrum
Arbeitsfrequenz 500.13 MHz 125.76 MHz
Losungsmittel Dimelhylsufoxid-dg (DMSO)  Dimethylsulfoxid-ds (DMSO)
Konzentration 6.3 mg/ml 35.8 mg/ml
Interner Standard Tetramethylsilan (TMS) Tetramethylsilan (TMS)
Probenréhrehen-Durchmesser 5 mm 5 mm
Temperatur 25°C 27°C
Technik Fouriertransformationstechnik Fouriertransformationstechnik
Spektrale Breite 20.65 ppm 240.89 ppm
Digitale Auflosung 0.079 Hz/Pt 0.9248 Hz/Pt
Pulsdauer 3.1 pusec, 30° Anregungswinkel 7.0 psec, 0° Anregungswinkel
Aufnahmedauer 6.344 sec 1.08 sec
Relaxationszeit 0.5 sec 4 sec
No. of free induction decays 32 1024

Strukturformeln der Verbindung der Formel (IT) und der Verbindung der Formel (I) mit Zuordnung

der jewciligen NMR-Signale
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Tabelle 6: '"H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (IT) - Chemische Verschicbung,
Signalmultiplizitit, relative Protonenanzahl (Nummericrung der H-Atome bezieht sich auf die
Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

H-Atome Chem. Verschicbung  Multiplizitét und Anzahl der Protonen
S (ppm) Kopplungskonstanten Molekiil

Natrium-1-[6-(morpholin-4-y1)

H-2; H-3; H-5; H-6 4.00-4.25 M 8

pyrimidin-4-yl]-

H-2 8.72 S 1

H-5 731 S 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
H-4 8.64 DJ=14Hz 1
H-5 8.98 DJ=14Hz 1

1H-pyrazol-5-olat
H-3 8.68 S 1

5 Tabelle 7: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I) - Chemische Verschiebung,
Signalmultiplizitit, relative Protonenanzahl (Nummerierung der H-Atome bezieht sich auf die

Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

H-Atome Chem. Verschicbung Multiplizitiit und Anzahl der Protonen
S (ppm) Kopplungskonstanten ~ /Molekiil

1-[6-(morphelin-4-y1)

H-2; H-3; H-5; H-6 3.71 S 8

pyrimidin-4-yl]-
H-2 8.55 S 1
H-5 7.42 S 1
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4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-

H-4 7.86 D (0.6Hz) 1
H-5 8.38 D (0.6Hz) 1
1H-pyrazol-5-ol

H-3 8.27 S 1
5-OH n.d (c) n.d. 1

Tabelle 8: "*C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I) - Chemische Verschiebung,
Signalmultiplizitiit, relative C-Kemzahl in der Verbindung der Formel (II) (Nummerierung der C-
Atome bezieht sich auf die Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

C-Atome Chem. Verschiebung  Multiplizitét und Anzahl der C-Kerne
3 (ppm) Kopplungskonstanten ~ /Molekiil

Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)

C-2;C-6 67.80 T 2

C-3;C-5 48.21 T 2

pyrimidin-4-yl]-

C-2 151.65 D 1

C-4 152.01 S 1

C-5 91.48 D 1

C-6 159.90 S 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-y1)-

C-4 130.93 D 1
C-5 129.57 D 1
1H-pyrazol-5-olat

C-3 138.03 D 1
C-4 106.99 S 1

C-5 157.43 S 1




WO 2012/065967 PCT/EP2011/070099

-22 -

Tabelle 9: C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I) - Chemische Verschiebung,
Signalmultiplizitét, relative C-Kernzahl in der Verbindung der Formel () (Nummerierung der C-
Atome bezieht sich auf die Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

C-Atome Chem, Verschiebung Multiplizitét und Anzahl der C-Keme
o (ppm) Kopplungskonstanten ~ /Molekiil

1-[6-(morpholin-4-yl

C-2; C-6 65.56 T 2

C3,C-5 44,29 T 2

pyrimidin-4-y1}-

C-2 154.08 D 1

C4 152.43 S I

C-5 85.62 D 1

C-6 161.99 S 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-

C-4 132.94 D 1
C-5 123.68 D 1
1H-pyrazol-5-ol

C-3 135.84 D 1
Cc4 102.82 S 1
C-5 154.70 S 1

5  Massenspektroskopie:

Das Massenspektrum wurde auf einem Waters Massenspektrometer (ZQ) mit den nachfolgend

aufgefithrten Bedingungen bzw. Parametern aufgenommen:

Tonisationsmethode ESI (Electronic Spray Ionization)

Losungsmittel Acetonitril/Wasser
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Tabelle 10: Interpretation des Massenspektrums der Verbindung der Formel (II)

Massenzahl (MZ)
Tonenbildung M+H  CI3H14N8O2 + H 315
Tonenbildung M+Na C13H14N80O2 + Na 337

Tabelle 11: Interpretation des Massenspektrums der Verbindung der Formel (I)

Massenzahl (MZ)

Tonenbildung M+H C13H15N802 315

Elementaranalyse:

Tabelle 12: Ergebnisse der Elementanalyse der Verbindung der Formel (II)

Element gemessen (%)  berechnet (%)  Differenz (%)

C 46.1 46.4 0.3
H 4.0 3.9 0.1
N 33.1 33.3 0.2

Tabelle 13: Ergebnisse der Elementanalyse der Verbindung der Formel (I)

Element gemessen (%)  berechnet (%)  Differenz (%)

C 49.5 49.7 0.2
H 44 4.5 0.1
N 355 35.7 0.2
0] 12.6 10.2 24
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Rintgendiffraktometrie:

Transmissionsdiffraktometer PANalytical X'Pert PRO mit PIXcel-Zihler (Multichannel):

Strahlung: Kupfer, K alpha
Primér-Monochromator: fokussierender Rontgenspiegel
Wellenliinge (K1): 1,5406 A

Wellenliinge (K2): 1,5444 A

Generatorparameter; 40kV, 40 mA

Messbereich: 2-38°

Raumbedingungen: 25°C, 40 — 60 %rF

bzw.

STOE Pulver Diffraktions-System:

Diffraktometer : Transmission

Monochromator : Curved Germanium (111)

Gencrator : 45kV, 35mA

Wellenldnge : 1.540598 Cu

Detektor Linear PSD

Scan Mode Transmission / Moving PSD / Fixed omega
Scan Type : 2Theta:Omega

Raumbedingungen:  25°C, 40 — 60 %rF

Tabelle 14: Pulvcrriintacndifﬁ'aktometric der Verbindung der Formel (IT)

- Verbindung der Formel (IT)
5.7 23,6
11,5 25,3
13,2 26,4
13,7 26,9
158 27,7
16,4 27,7
18,4 29,4
18,9 29,9
19,3 30,0
21,0 30,7
22,0 31,5
23,1 31,6

75
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Tabelle 15: Pulverrdntgendiffraktometrie der Verbindung der Formel (I)

Verbindung der Formel (1)
Reflexc[2Theta]
5,6 24,6

14,4 24,8

14,9 25,1

16,3 26,3

16,5 26,8

17,6 28

17,8 28,5

18,2 29

18,5 29,9

19 324

19,7 32,7

21,6 33,2

22 33,8

22,4 34,7

22,9 35,7

24 36,4

24,5 36,7
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B, Bewertung der pharmakologischen Wirksamkeit

Die pharmakologischen Eigenscbaften der erfindungsgemiiien Verbindungen konnen in folgenden

Assays gezeipt werden:

Abkiirzungen;

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
FCS Fetal Calf Serum

TMB 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

5 In_vitre-Tests zur Bestimmung der Aktivitit und Selektivitit von HIF-Prolyl4-
Hydroxylase-Inhibitoren

1.a) Hemmung der Aktivitiit von HIF-Prolylhydroxylase:

Hydroxylierter HIF bindet spezifisch an den von Hippel-Lindau Protein-Elongin B-Elongin C-
Komplex (VBC-Komplex). Diese Interaktion tritt nur auf, wenn HIF an einem konservierten Prolylrest
hydroxyliert ist. Sie ist die Grundlage fiir die biochemische Bestimmung der HIF-Prolylhydroxylase-
Aktivitat. Der Test wird wie beschrieben durchgefihrt [Oehme F., Jonghaus W., Narouz-Ott L.,
Huetter 1., Flamme 1., Anal. Biochem. 330 (1), 74-80 (2004)]:

Eine klare, mit NeutrAvidin HBC beschichtete 96-Loch-Mikrotiterplatte (Fa. Pierce) wird fiir 30
Minuten mit Blocker-Casein inkubiert. Anschliefend wird die Platte dreimal mit je 200 pl Wasch-
puffer (50 mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10% (v/v) Blocker-Cascin, 0.05% (v/v) Tween 20) pro
Loch gewaschen, Das Peptid Biotin-DLDLEMLAPYIPMDDDFQL (Fa. Eurogentec, 4102 Seraing,
Belgien) wird in einer Konzentration von 400 nM in 100 pl Waschpuffer zugegeben. Dieses Peptid
dient als Substrat fiir die Prolylhydroxylierung und wird an die Mikrotiterplatte gebunden. Nach 60
Minuten Inkubation wird die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen, 30 Minuten mit 1 mM Biotin
in Blocker-Casein inkubiert und dann emeut dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

Zur Durchfiihrung der Prolylhydroxylase-Reaktion wird das an die Platte gebundene Peptidsubstrat 1
bis 60 Minuten mit einem Prolylhydroxylase-haltigen Zelllysat inkubiert. Die Reaktion findet in 100
1 Reaktionspuffer (20 mM Tris, pH 7.5, 5 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 1 pM-1 mM 2-Oxoglutarat, 10
uM FeSO,, 2 mM Ascorbat) bei Raumtemperatur statt. Die Reaktionsmischung enthilt auBerdem den
zu testenden Hemmstoff der Prolylhydroxylase in verschiedenen Konzentrationen. Die Testsubstanz
wird bevorzugt, aber nicht ausschlieBlich bei Konzentrationen zwischen 1 nM und 100 pM eingesetzt.
Durch dreimaliges Waschen der Platte mit Waschpuffer wird die Reaktion gestoppt.
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Zur quantitativen Bestimmung der Prolylhydroxylierung wird ein Fusionsprotein, das sowohl Thio-
redoxin aus E. coli als auch den VBC-Komplex enthilt, in 80 p1 Bindungspuffer (50 mM Tris, pH 7.5,
120 mM NaCl) zugegeben. Nach 15 Minuten werden 10 pl einer Losung von polyklonalem Anti-
Thioredoxin-Antikdrper aus Kaninchen in Bindungspuffer zugefiigt. Nach weiteren 30 Minuten setzt
man 10 pl einer Losung von mit Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem Anti-Kaninchen-Immunglobulin
in Bindungspuffer hinzu. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wird dreimal mit
Waschpuffer gewaschen, um ungebundenen VBC-Komplex und Antikorper zu entfernen. Um die
Menge an gebundenem VBC-Komplex zu bestimmen, wird 15 Minuten mit TMB inkubiert. Die
Farbreaktion wird durch Zugabe von 100 pl 1 M Schwefelsiure beendet. Durch Messung der
optischen Dichte bei 450 nm wird dic Menge an gebundenem VBC-Komplex bestimmt, Sie ist
proportional zur Menge an hydroxyliertem Prolin im Peptidsubstrat.

Zur Detektion der Prolylhydroxylierung kann alternativ ein mit Europium (Fa. Perkin Elmer)
gekoppelter VBC-Komplex verwendet werden. In diesem Fall wird die Menge an gebundenem VBC-
Komplex durch zeitaufgel6ste Fluoreszenz bestimmt. AuBerdem ist dic Verwendung von mit [*S]-
Methionin markiertem VBC-Komplex moglich. Hierfiir kann der radioaktiv markierte VBC-Komplex
durch in vitro-Transkription-Translation in Retikulozytenlysat hergestellt werden.

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (I[) hemmt die Aktivitit der HIF-Prolylhydroxylase
in diesem Test mit einem ICso-Wert von 0,47 pM (Mittelwert fiir EGLN2/PHD1) bzw. 0,14 pM
(Mittelwert flir EGLN1/PHD?2).

1.b)  Zelluliirer, funktioneller in vitro-Test:

Dic Quantifizierung der Wirksamkeit der erfindungsgemiBen Verbindungen erfolgt mit Hilfe einer
rckombinanten Zelllinie. Die Zelle leitet sich urspriinglich von einer humanen Lungencarcinom-
Zelllinie ab (A549, ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA 20108, USA). Die
Testzelllinie wird stabil mit einem Vektor transfiziert, der das Reportergen der Photinus pyralis-
Luciferase (im folgenden Luciferase genannt) unter der Kontrolle eines artifiziellen Minimalpromotors
enthiilt. Der Minimalpromotor besteht aus zwei Hypoxie-responsiblen Elementen stromaufwiirts einer
TATA-Box [Ochme F., Ellinghaus P., Kolkhof P., Smith T.J., Ramakrishnan 8., Hiitter J., Schramm
M., Flamme 1., Biochem. Biophys. Res. Commun. 296 (2), 343-9 (2002)]. Unter Einwirkung von
Hypoxie (z.B. Kultivierung in Gegenwart von 1% Sauerstoff fiir 24 Stunden) oder unter Einwirkung
unselektiver Dioxygenase-Inhibitoren (z.B. Desferroxamin in einer Konzentration von 100 pM,
Cobaltchlorid in einer Konzentration von 100 uM oder N-Oxalylglycindicthylester in eciner
Konzentration von 1 mM) produziert die Testzelllinie Luciferase, die mit Hilfe geeigneter
Biolumineszenz-Reagenzien (z.B. Steady-Glo® Luciferase Assay System, Promega Corporation,
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Madison, WI 53711, USA) und cines geeigneten Luminometers detektiert und quantifiziert werden

kann,

Testablauf: Die Zellen werden am Tag vor dem Test in einer exakt bemessenen Menge Kulturmedium
(DMEM, 10% FCS, 2 mM Glutamin) in 384- oder 1536-Loch-Mikrotiterplatten ausplattiert und in
cinem Zellinkubator (96% Lufifeuchtigkeit, 5% viv CO,, 37°C) gcehalten. Am Testtag werden dem
Kulturmedium die Testsubstanzen in abgestufien Konzentrationen zugesetzt. In als Negativkontrolle
dicnenden Ansdtzen wird den Zellen keine Testsubstanz zugesetzt. Als Positivkontrolle zur
Bestimmung der Empfindlichkeit der Zelle fiir Inhibitoren wird z.B. Desferroxamin in einer
Endkonzentration von 100 pM zugesetzt. Sechs bis 24 Stunden nach Ubertragung der Testsubstanzen
in dic Locher der Mikrotiterplatten wird das resultierende Lichtsignal im Luminometer gemessen.
Anhand der MeBwerte wird eine Dosiswirkungsbezichung aufgestellt, die als Grundlage fir die
Ermittlung der halbmaximalen Wirkkonzentration (als ECsp-Wert bezeichnet) dient.

Die erfindungsgeméfc Verbindung der Formel (II) weist in dem hier beschriebenen Test einen
ECsp-Wert von 7 uM auf.

1.c)  Zelluldrer, funktioneller in vitro-Test zur Veriinderung der Genexpression:

Um die Veréinderung der Expression spezifischer mRNAs in menschlichen Zelllinien nach Behand-
lung mit Testsubstanzen zu untersuchen, werden folgende Zelllinien auf 6- oder 24-Lochplatten
kultiviert: humane Hepatomzellen (HUH, JCRB Cell Bank, Japan), humane embryonale
Nierenfibroblasten (HEK/293, ATCC, Manassas, VA 20108, USA), humane Cervixcarcinomzellen
(HeLa, ATCC, Manassas, VA 20108, USA), humane Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVEC,
Cambrex, East Rutherford, New Jersey 07073, USA). 24 Stunden nach Zugabe der Testsubstanzen
werden die Zellen mit Phosphat-gepufferter Saline gewaschen und aus ihnen die Gesamt-RNA unter
Verwendung ciner geeigneten Methode gewonnen (z.B. Trizol®-Reagenz, Invitrogen GmbH, 76131
Karlsruhe, Deutschland).

Fiir ein typisches Analyseexperiment wird je 1 pg der so gewonnenen Gesamt-RNA mit DNase I
verdaut und unter Verwendung einer geeigneten Reversen-Transkriptase-Reaktion (ImProm-II
Reverse Transcription System, Promega Corporation, Madison, WI 53711, USA) in eine komple-
mentiire DNA (cDNA) iibersetzt, 2.5% des so gewonnenen cDNA-Ansatzes werden jeweils fiir die
Polymerase-Kettenrcaktion verwendet. Das Expressionsniveau der mRNA der zu untersuchenden
Gene wird mittels der real fime quantitative polymerase chain reaction [TagMan-PCR; Heid C.A,,
Stevens J., Livak K.J., Williams P.M., Genome Res. 6 (10), 986-94 (1996)] unter Verwendung eines
ABI Prism 7700 Sequenz-Detektionsinstruments (Fa. Applied Biosystems, Inc.) untersucht. Die

hierbei benutzten Primer-Sonden-Kombinationen werden mittels der Primer Express 1.5 Software (Fa.

7



WO 2012/065967 PCT/EP2011/070099

10

15

20

25

30

-29-

Applicd Biosystems, Inc.) gemeriert. Im ecinzelnen werden die mRNAs von Erythropoetin,
Carboanhydrase IX, Lactatdehydrogenase A und vaskuldrem Endothelzellwachstumsfaktor untersucht.

2. In vivo-Tests zum Nachweis der Wirkung im Kardiovaskularsystem

2.a)  Invivo-Test zur Verinderung der Genexpression:

Miusen oder Ratten werden die in geeigneten Losungsmitteln gelosten Priifverbindungen entweder
oral durch Schlundsonden-Applikation, intraperitoncal oder intravends verabfolgt. Typische
Dosierungen sind 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 und 300 mg Substanz pro kg Korpergewicht und
Verabfolgung. Kontrolltiere erhalten nur Losungsmittel. 4, 8 oder 24 Stunden nach Gabe der Priif-
substanz werden die Tiere mit einer Uberdosis Isofluran und anschlieBendem Genickbruch getétet und
die zu untersuchenden Organe entnommen. Teile der Organe werden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Aus den Organteilen wird wie unter B.1.a) beschrichen Gesamt-RNA gewonnen und
diese in einc cDNA iibersetzt, Das Expressionsniveau der mRNA der zu untersuchenden Gene wird
mittels der real time quantitative polymerase chain reaction [TaqMan-PCR; Heid C.A., Stevens J.,
Livak K.J., Williams P.M., Genome Res. 6 (10), 986-94 (1996)] unter Verwendung ecines ABI Prism
7700 Sequenz-Detektionsinstruments (Fa. Applied Biosystems, Inc.) untersucht.

Die Substanz geméB der vorliegenden Erfindung fiihrt im Vergleich mit der Placebo-Kontrolle nach
oraler oder parenteraler Verabreichung zu einem signifikanten, dosisabhdngigen Anstieg der mRNA

des Erythropoetins in der Niere.
2.b)  Bestimmung des Erythropoctin-Spiegels im Serum:

Miusen oder Ratten wird die Priifsubstanz in cinem geeigneten Lisungsmittel entweder intra-
peritoneal oder oral einmal oder zweimal tiglich verabreicht, Typische Dosierungen sind 0.1, 0.5, 1, 5,
10, 20, 50, 100 und 300 mg Substanz pro kg Korpergewicht und Verabfolgung, Placebo-Kontrolltiere
crhalten nur Losungsmittel. Vor der Applikation und vier Stunden nach der letzten Substanzgabe wird
den Ticren in Kurznarkose aus dem retroorbitalen Venenplexus oder der Schwanzvene Blut
entnommen. Das Blut wird durch Zusatz von Lithium-Heparin ungerinnbar gemacht. Durch
Zentrifugieren wird das Blutplasma gewonnen. In dem Blutplasma wird mit Hilfe eines Erythropoetin-
ELISA (Quantikine® mouse Epo Immunoassay, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) entsprechend
der Anleitung des Herstellers der Gehalt an Erythropoetin bestimmt, Die Mefwerte werden anhand
einer fiir Maus-Erythropoetin erhobenen Referenzmessung in pg/ml umgerechnet.

Die Substanz gemiB der vorliegenden Erfindung fiihrt nach oraler und parenteraler Verabreichung zu
cinem signifikanten, dosisabhéngigen Ansticg des Plasma-Erythropoetins gegeniiber dem Ausgangs-
wert und der Placebo-Kontrolle.
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2.c)  Bestimmung der zelluliren Zusammensetzung des peripheren Blutes:

Miusen oder Ratten wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Ldsungsmittel entweder intra-
peritoneal oder oral einmal oder zweimal téglich iiber mehrerc Tage verabreicht. Typische
Dosierungen sind z.B. 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 und 300 mg Substanz pro kg Korpergewicht und
Verabfolgung. Kontrolltiere erhalten nur Ldsungsmittel. Am Versuchsende wird den Tieren in
Kurznarkose aus dem Venenplexus des Augenwinkels oder der Schwanzvene Blut entnommen und
durch Zusatz von Natriumcitrat ungerinnbar gemacht. In einem geeigneten elektronischen Messgeriit
werden in den Blutproben die Konzentrationen von Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten
bestimmt. Die Konzentration der Retikulozyten wird anhand von Blutausstrichen, die mit einer dafiir
geeigneten Farblosung (Fa. KABE Labf'}rtechnik, Niimbrecht) gefirbt werden, durch mikroskopische
Durchmusterung von je 1000 Erythrozyten bestimmt. Fiir die Bestimmung des Hématokrits wird Blut
aus dem retroorbitalen Venenplexus mittels einer Himatokritkapillare entnommen und der
Hiimatokritwert nach Zentrifugieren der Kapillare in einer dafiir geeigneten Zentrifuge manuell

abgelesen,

Die Substanz gemil der vorliegenden Erfindung fiihrt nach oraler und parenteraler Verabreichung zu
cincm signifikanten, dosisabhingigen Ansticg des Hématokrits, der Erythrozytenzahl und der
Retikulozyten gegeniiber dem Ausgangswert und der Placebo-Kontrolle.
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C. Ausfiihrungsbeispiele fiir pharmazeutische Zusammensetzungen

Die erfindungsgemiBen Verbindungen kdnnen folgendermaBen in pharmazeutische Zubereitungen

iiberfiihrt werden:;
Tablette:

Zusammensetzung:

100 mg der erfindungsgeméBen Verbindung, 50 mg Lactose (Monohydrat), 50 mg Maisstiirke
(nativ), 10 mg Polyvinylpyrrolidon (PVP 25) (Fa. BASF, Ludwigshafen, Deutschland) und 2 mg

Magnesiumstearat,

Tablettengewicht 212 mg, Durchmesser 8 mm, Wolbungsradius 12 mm.,

Herstellung:

Die Mischung aus erfindungsgemiBer Verbindung, Lactose und Stérke wird mit einer 5%-igen
Losung (m/m) des PVPs in Wasser granuliert. Das Granulat wird nach dem Trocknen mit dem
Magnesiumstearat 5 Minuten gemischt. Diese Mischung wird mit einer iiblichen Tablettenpresse
verpresst (Format der Tablette siche oben). Als Richtwert fiir die Verpressung wird cine Presskraft

von 15 kN verwendet.

Oral applizierbare Suspension:
Zusammensetzung:

1000 mg der erfindungsgemifien Verbindung, 1000 mg Ethanol (96%), 400 mg Rhodigel®
{(Xanthan gum der Fa. FMC, Pennsylvania, USA) und 99 g Wasser.

Einer Einzeldosis von 100 mg der erfindungsgeméBen Verbindung entsprechen 10 ml orale

Suspension.

Herstellung:

Das Rhodigel wird in Ethanol suspendiert, die erfindungsgeméfe Verbindung wird der Suspension
zugefiigt. Unter Riihren erfolgt dic Zugabe des Wassers. Bis zum AbschluB der Quellung des
Rhodigels wird ca. 6 h geriihrt.

40
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Oral applizierbare Lisung:

Zusammensetzung:

500 mg der erfindungsgemiflen Verbindung, 2.5 g Polysorbat und 97 g Polyethylenglycol 400.
Einer Einzeldosis von 100 mg der erfindungsgeméfen Verbindung entsprechen 20 g orale Losung,

Herstellung:

Die erfindungsgemifle Verbindung wird in der Mischung aus Polyethylenglycol und Polysorbat
unter Rithren suspendiert. Der Rithrvorgang wird bis zur vollstindigen Aufldsung der erfindungs-

gemiillen Verbindung fortgesetzt.

L.v.-Losung:

Die erfindungsgemille Verbindung wird in einer Konzentration unterhalb der Sittigungsloslichkeit
in cinem physiologisch vertréiglichen Losungsmittel (z.B. isotonische Kochsalzlésung, Glucose-
losung 5% und/oder PEG 400-Losung 30%) geldst. Die Losung wird steril filtriert und in sterile
und pyrogenfreic Imjektionsbehéltnisse abgefiillt.
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Patentanspriiche

1. Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-y1]-4-(1H-1,2,3-triazol- 1-yl)-1H-pyrazol-5-olat
entsprechend der Verbindung der Formel (IT)

=N (\o

o N. 2N

(D

+

Na

at 2 Verbindung der Formel (IT) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Verbindung der Formel (1) in kristalliner Form vorliegt.

3. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 1, dadurch

gekennzeichnet, dass diec Verbindung der Formel (T)

H
(\)\'@E O ATS O
N= x —_— : X
\m/ )

=N N=p | ‘
HO N 2N N N
(la) (1) (Ib)
10 in einem Losungsmittel mit Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem

Natrium-Salz, gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umgesetzt wird.

4, Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Lésungsmittel mit wéssriger

Natronlauge, gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umgesetzt wird.

15 <5 Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Losungsmittel mit wissriger

Natronlauge, unter Zusatz von Triethylamin, umgesetzt wird.

0. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von
Krankheiten.

20 7. Verwendung der Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Herstellung cines

Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten,
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11,

-34-

Verwendung der Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Hemstellung eines
Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Herz-Kreislauf-Erkrankungen,

Herzinsuffizienz, Andmie, chronischen Nierenerkrankungen und Nicreninsuffizienz.

Arzneimittel enthaltend die Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 in Kombination

mit einem inerten, nichttoxischen, pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoff .

Arzneimittel enthaltend die Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 in Kombination

mit einem weitercn Wirkstoft.

Arzmeimittel nach Anspruch 9 oder 10 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, Herzinsuffizienz, Andmie, chronischen Nierenerkrankungen und

Niereninsuffizienz,

4
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Abb. 1 IR-Spektren der Verbindung der Formel (II) und der Verbindung der Formel (I)

! 'O_Absorptionsgrad
0.8
(I N
0.64
I
0.4 [
! ;
[LANTR AR
0.2 M’L Y l])‘fl” i | H!”'“
i T ey S e
I NV i
M./ i h
4Gb0 3500 3000 2500 2000 1500 ‘1060 500
Wellenzahl cm-1
Absorptionsgrad
0.8
0.7
)
0.6-
0.5 A
0.4 h} ‘
7] U | j L l
0.2 : \M‘h i\ H ?ﬂ
} | i t oA
0-1-\/\JL'“‘\\ B AN W 1Y »*fd\“ﬁ 0l
\\,J v \\! \ \W U&iﬁ“m.,!j'k‘-l'\,_}u
35|00 30100 25100 2030 15:00 10:‘30 500

Wellenzahl cm-1



WO 2012/065967 PCT/EP2011/070099

-2/9-

Abb. 2 Raman-Spektren der Verbindung der Formel (IT) und der Verbindung der Formel (T)
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Abb. 3 UV/VIS Spektren der Verbindung der Formel (IT) und der Verbindung der Formel (I)
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Abb. 4: "H-NMR-Spekirum der Verbindung der Formel (IT)
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Abb. 5: "TH-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (T)
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Abb. 6: PC-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (IT)
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Abb. 7: PC-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (T)
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Abb. 8: Massenspektrum der Verbindung der Formel (I)
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Abb. 10: Rontgendiffraktogramm der Verbindung der Formel (II)
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Substituiertes Natrium-1H-pyrazol-5-olat

Die vorliegende Anmeldung betrifft Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl}-4-(1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-1H-pyrazol-5-olat, Verfahren zu dessen Herstellung, dessen Verwendung zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten sowie dessen Verwendung zur Herstellung von
Arzneimitteln zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, insbesondere von
kardiovaskuldren und hdmatologischen Erkrankungen, von Nierenerkrankungen sowie zur Férderung

der Wundheilung.

Die Verbindung der Formel (1), 1-[6-(Morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
1H-pyrazol-5-ol (Enol-Form; Formel (Ia}) bzw. 2-[6-(Morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-
tl‘iazol-I-—y!)-l,2~dihydr0-3Hprra20[-3—on (Keto-Form; Formel (Ib)), ist aus WO 2008/067871

bekannt.

|
N
N= = E—— - XX
VAT LT Y
AN ; 0 N =N
: (1a) (1) (Ib) !

Die Verbindung der Formel (I) wirkt als Hemmstoff der HIF-Prolyl-4-Hydroxylasen und fithrt
aufgrund dieses spezifischen Wirkmechanismus in vivo nach parenteraler oder oraler
Verabreichung die Induktion von HIF-Zielgenen, wie z.B. Erythropoetin, und der hierdurch

verursachten biologischen Prozesse, wie z.B. Erythropoese, herbei.

Die Verbindung der Formel (I) ist hygroskopisch und nimmt bei iblichen Umgebungsbedingungen
(20-35°C, Normaldruck) bereits oberhalb einer relativen Ll..lﬂfeuchtigkeit von 20 %rF bis zu etwa 6
Gew% Wasser auf. Die Aufnahme von 6 Gew% Wasser ist bei einer Luftfeuchte von 30 %rF
nahezu erreicht. Eine Wasser enthaltende Verbindung der Formel (I) gibt bei abnehmender
Luftfeuchte unterhalb von 30 %rF Teile des enthaltenen Wassers wieder ab. Diese
Wasseraufnahme beziehungsweise Wasserabgabe erschweren den Umgang mit der Verbindung der
Formel (1), z. B. Wiageprozesse, und die Herstellung der Verbindung der Formel (I) in einer
gleichbleibenden, stabilen und definierten Form fiir den Einsatz in Arzneimitteln beziehﬁngsweise
die Herstellung von Arzneimitteln enthaltend die Verbindung der Formel (I). Insbesondere erhéht
sich dadurch der technische Aufwand bei der Herstellung von Applikationsformen enthaltend die
Verbindung der Formel (I), wie z.B. Tabletten, Granulaten oder Trinkldsungen, da filr eine
gleichbleibende Konzentration der Verbindung der Formel (I) Mafinahmen zur Kontrolle und zur

Regelung der Luftfeuchtigkeit erforderlich sind.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Es wurde nun iiberraschend gefunden, dass aus der Verbindung der Formel (I) ein Natriumsalz
hergestellt werden kann, das gegeniiber der Verbindung der Formel (1) entscheidende Vorteile

aufweist.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verbindung WNatrium-1-[6-(morpholin-4-
yD)pyrimidin-4-y1}-4-(1H-1,2,3-triazol- 1-yl)-1H-pyrazol-5-olat entsprechend der Verbindung der
Formel (I1)

=N : @)
QN \_ 'LJ\“/\(Q

% = N 2N

Na
(n)

Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung liegt Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-
4-yl}-4-(1H-1,2,3-triazol- 1-yl)-1H-pyrazol-S-olat (Verbindung der Formel (II)) in kristalliner Form

var.

Durch den erfindungsgeméBen Einsatz der Verbindung der Formel (II) wird sichergestellt, dass
eine im Vergleich zur bekannten Verbindung der Formel (I) signifikant hghere Stabilitit gegentiber
der Aufnahme beziehungsweise Abgabe von Wasser bei schwankender Luftfeuchtigkeit erreicht
wird.  Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol- 1-yl)-1H-pyrazol-5-olat
(Verbindung der Formel (II)) enthilt weniger als 0,5 Gew% Wasser, ist nicht hygroskopisch und
dndert unter Ublichen Umgebungsbedingungen (20-35°C, Normaldruck) auch bei erhéhter
Lufifeuchte bis zu 90 %rF seinen Wassergehalt nur minimal, d. h. weniger als 0,5 Gew%. Die
Verbindung der Formel (II) ist technisch deutlich leichter handhabbar, d. h. bei Wageprozessen,
und insbesondere wenn es darum geht, eine gleichbleibende Konzentration der Verbindung der
Formel (II) in einer Applikationsform, wie z.B. einem Granulat, einer Trinkldsung oder einer
Tablette, zu gewidhrleisten. Darliber hinaus weist die Verbindung der Formel (II) gegeniiber der
Verbindung df::r Formel () eine erhthte Loslichkeit in Wasser auf,

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemien Ver-

bindung der Formel (IT), dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I)

DRN:2010111999000020EP ARZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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in einem Lsungsmittel mit Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem Natrium-Salz,

gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umsetzt wird.

Bevorzugt ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemiBen Verbindung der Formel (II),
dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Losungsmittel mit wissriger

Natronlauge, gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umsetzt wird.

Die Umsetzung mit Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem Natrium-Salz erfolgt
im Allgemeinen in einem Lésungsmittel, bevorzugt in einem Temperaturbereich von 20°C bis
120°C, besonders bevorzugt in einem Temperaturbereich von 40°C bis 70°C, bei Normaldruck. Die
Verbindung der Formel (IT) wird aus der erhaltenen Suspension bei einer Temperatur zwischen
-20°C und 80°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 0°C bis 20°C, bei Normaldruck durch

Filtration isoliert und anschlieBend getrocknet.

Findet die Umsetzu'ng unter Zusatz einer Base statt, wird die Verbindung der Formel (I) im
Allgemeinen zunichst unter Zugabe einer organischen Base in einem Losungsmittel bei einer
Temperatur von 20°C bis 120°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 40°C bis 70°C, bei
Normaldruck gel6st und anschlieBend die Verbindung der Formel (II) durch Zugabe von
Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem Natrium-Salz bei einer Temperatur von
20°C bis 120°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 40°C bis 70°C, bei Normaldruck gefilit. Die
Verbindung der Formel (II) wird aus der erhaltenen Suspension bei einer Temperatur zwischen
-20°C und 80°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 0°C bis 20°C, bei Normaldruck durch

Filtration isoliert und anschlieflend getrocknet.

Natriumhydroxid und wassrige Natronlauge und das Natrium-Salz werden in einem Molverhiltnis
von 0,8 bis 2 Moldquivalenten bezilglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt. Bevorzugt
werden Natriumhydroxid und wissrige Natronlauge und das Natrium-Salz in einem Molverhiltnis

von 1,0 bis 1,4 Moliquivalenten bez{iglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt.

Als Natrium-Salz eigenen sich beispielsweise Salze organischer Sduren wie Natriumcarboxylate,
wie beispielsweise Natriumacetat oder Natriumcitrat, oder Salze anorganischer Siuren wie
beispielsweise Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, Natriumphosphat, Natriumhydrogen—.

phosphat eder Natriumchlorid.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Als Losungsmittel eignen sich niedere Alkohole wie beispiclsweise Methanol, Ethanol, n-Propanol,
iso-Propanol, n-Butanol, sec-Butanol, iso-Butanol, I—Pentahol, oder Tetrahydrofuran, oder
Acetonitril, oder Toluol, oder 1,4-Dioxan oder Gemische der genannten Lsungsmittel, oder
Gemische der genannten Losungsmittel mit Wasser. Bevorzugt sind Methanol, Ethanol, 2-
5  Propanol, Tetrahydrofuran oder Gemische der genannten Losungsmittel mit Wasser. Besonders
bevorzugt sind Mischungen von Methanol oder Ethanol mit Wasser in einem Verhéltnis zwischen
1 : 1und 50 : 1 (v/v), ganz besonders bevorzugt sind Mischungen von Methanol mit Wasser in

einem Verhiltnis zwischen 7 : 3 und 30 : 1 (v/v).

Als organische Basen eignen sich tertiire Amine wie beispielsweise Triethylamin oder
10  Diisopropylethylamin. Bevorzugt ist Triethylamin. Die organische Base wird in einem Verhéltnis
von 0 bis 4 Moliquivalenten beziiglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt. Bevorzugt wird
die organische Base in einem Verhiltnis von 0,7 bis 1,5 Moldquivalenten beziliglich der

Verbindung der Formel (I) eingesetzt.

Die Herstellung der erfindungsgem#Ben Verbindung der Formel (11) kann durch das folgende

15 Reaktionsschema veranschaulicht werden:

Schema

(\ a0 52
NTRUN \)
\"/.\’/ Natriumhydroxid
N =N oder
, wissrige Natronlauge
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o
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Erkldrungen zu den Abbildungen:

20  Abbildung 1:IR-Spektren der Verbindung der Formel (II) und der Verbindung der Formel (T)
Abbildung 2: Ram.an-Spektren der Verbindung der Formel (1I) und der Verbindung der Formel (1)
Abbildung 3: UV/VIS Spektren der Verbindung der Formel (II) und der Verbindung der Formel (I)

Abbildung 4: "H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II)

DRN:2010111999000020EP ARZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Abbildung 5: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I)
Abbildung 6: *C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II)
Abbildung 7: "C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I)
Abbildung 8: Massenspektrum der Verbindung der Formel (II)
Abbildung 9: Massenspektrum der Verbindung der Formel (I)
Abbildung 10: Rﬁntgendifﬁ'aktogr;mun der Verbindung der Formel (II)

Abbildung 1 1: Réntgendiffraktogramm der Verbindung der Formel (T)

Die erfindungsgemife Verbindung der Formel (II) zeigt ein nicht vorhersehbares, wertvolles
pharmakologisches Wirkspektrum. Sie eignet sich daher zur Verwendung als Arzneimittel zur

Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten bei Menschen und Tieren.

Die erfindungsgemifle Verbindung der Formel (II) zeichnet sich als spezifischer Hemmstoff der HIF-
Prolyl-4-Hydroxylasen aus.

Die erfindungsgemifle Verbindung der Formel (II) kann aufgrund ihrer pharmakologischen Eigen-
schaften zur Behandlung und/oder Prophylaxe von kardiovaskuliren Krankheiten, insbesondere von
Herzinsuffizienz, koronarer Herzkrankheit, Angina pectoris., Myokardinfarkt, Schlaganfall, Arterio-
sklerose, essentieller, pulmonaler und maligner Hypertonie sowie peripherer arterieller Verschluss-

krankheit eingesetzt werden.

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II) eignet sich weiterhin zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von Storungen der Blutbildung, wie z.B. idiopathischen Andmien, renaler Andmie und
Anidmien in Begleitung einer Tumor-Erkrankung (insbesondere einer Chemotherapie-induzierten

Animie), einer Infektion (insbesondere HI'V-Infektion) oder einer anderen entziindlichen Erkrankung

wie z.B. theumatoider Arthritis. Die erfindungsgem#f3e Verbindung der Formel (II) ist dariiber hinaus

geeignet zur unterstiitzenden Behandlung von Animien infolge Blutverlust, Eisenmangei-Antimie,
Vitaminmangel-Anédmie (z.B. infolge Vitamin B12-Mangel oder infolge Folsiure-Mangel), hypopla-
stischer und aplastischer Andmie, hdmolytischer Andmie oder zur unterstiitzenden Behandlung von
Andmien in Folge von Eisenverwertungsstdrungen (sideroachrestische Anémie) oder Anémien infolge

anderer endokriner Stérungen (z.B. Hypothyreose).

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Die erfindungsgeméfie Verbindung der Formel (II) ist ferner geeignet zur Steigerung des Hdmatokrits

mit dem Ziel der Gewinnung von Blut zur Eigenblutspende vor Operationen.

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II) kann auBerdem zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von operationsbedingten Ischimiezustinden und deren Folgeerscheinungen nach
chirurgischen Eingriffen, insbesondere Eingriffen am Herzen unter Verwendung einer Herz-
Lungenmaschine (z.B. Bypass-Operationen, Herzklappen-Implantationen), Eingriffen an den
Halsschlagadern, Eingriffen an der Korperschlagader (Aorta) und Eingriffen mit instrumenteller
Offnung oder Durchdringung der Schidelkalotte verwendet werden. Die erfindungsgemifie
Verbindung der Formel (II) eignet sich ferner zur allgemeinen Behandlung und/oder Prophylaxe bei
chirurgischen Eingriffen mit dem Ziel einer Beschleunigung der Wundheilung und Verklrzung der

Rekonvaleszenzzeit.

Dic erfindungsgemiBc Verbindung der Formel (1) ist dartiber hinaus zur Behandlung und Prophylaxe

von Folgeerscheinungen akuter und protrahierter Ischimiezustinde des Gehirns geeignet (z.B.

Schlaganfall, Geburtsasphyxie).

Die erfindungsgemiifle Verbindung der Formel (II) kann ferner zur Behandlung und/oder Prophylaxe
von Krebs und zur Behandlung und/oder Prophylaxe einer im Zuge der Behandlung von Krebs
auftretenden Beeintrichtigung des Gesundheitszustandes insbesondere nach Therapie mit Zytostatika,

Antibiotika und Bestrahlungen eingesetzt werden.

Die erfindungsgemifie Verbindung der Formel (II) eignet sich ferner zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises und anderen den
Autoimmunerkrankungen zuzurechnenden Krankh;eitsformen und insbesondere zur Behandlung
und/oder Prophylaxe einer im Zuge der medikamenttsen Behandlung derartiger Erkrankungen

auftretenden Beeintriichtigung des Gesundheitszustandes.

Weiterhin kann die erfindungsgeméBe Verbindung der Formel (II) eingesetzt werden zur Behandlung
und/oder Prophylaxe von Erkrankungen des Auges (z.B. Glaukom), des Gehims (z.B. Morbus Parkin-
son, Morbus Alzheimer, Demenz, chronisches Schmerzempfinden), von chronischen Nieren-

erkrankungen, Niereninsuffizienz und akutem Nierenversagen sowie zur Férderung der Wundheilung.

Weiterhin eignet sich erfindungsgemife Verbindung der Formel (II) zur Behandlung und/oder
Prophylaxe einer insbesondere im hiheren Lebensalter gehiiuft auftretenden allgemeinen kérperlichen

Schwiiche bis hin zur Kachexie.

Ferner eignet sich erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II} zur Behandlung und/oder

Prophylaxe sexueller Dysfunktion.

4
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AuBerdern ist die erﬁndi.mgsgeméiﬁe Verbindung der Formel (II) zur Behandlung und/oder Prophylaxe
von Diabetes mellitus und seinen Folgeerkrankungen, wie z.B. diabetischer Makro- und

Mikroangiopathie, diabetischer Nephropathie und Neuropathie, geeignet.

Weiterhin eignet sich die erfindungsgemaBe Verbindung der Formel (II) zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von fibrotischen Erkrankungen z.B. des Herzens, der Lunge und der Leber.

Inshesondere ist die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II) auch zur Prophylaxe und
Behandlung der Frithgeborenenretinopathie (Retinopathia praematurorum) geeignet.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemafien
Verbindung der Formel (II) zur Behandlung und/oder Priivention von Erkrankungen, insbesondere der

zuvor genannten Erkrankungen.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgeméfen Ver-
bindung der Formel (IT) zur Hcrstcllﬁng eines Armeimittels zur Behandlung und/oder Privention von

Erkrankungen, insbesondere der zuvor genannten Erkrankungen.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Behandlung und/oder Pri-
vention von Erkrankungen, insbesondere der zuvor genannten Erkrankungen, unter Verwendung einer

wirksamen Menge der erfindungsgemiBen Verbindung der Formel (II).

Die erfindungsgemiifie Verbindung der Formel (11} kann allein oder bei Bedarf in Kombination mit
anderen Wirkstoffen eingesetzt werden. Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Aranei-
mittel, enthaltend die erfindungsgemife Verbindung der Formel (II) und einen oder mehrere weitere
Wirkstoffe, insbesondere zur Behandlung und/oder Privention der zuvor genannten Erkrankungen.
Als geeignete Kombinationswirkstoffe seien beispielhaft und vorzugsweise genannt: ACE-Inhibitoren,
Angiotensin II-Rezeptor-Antagonisten, Beta-Rezeptor-Blocker, Calcium-Antagonisten, PDE-
Inhibitoren, Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten, Diuretika, Aspirin, Eisen-Supplements,
Vitamin B12- und Folsdure-Supplements, Statine, Digitalis (Digoxin)-Derivate, Tumor-

Chemotherapeutika sowie Antibiotika.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemifie Verbindung der
Formel (I1) in Kombination mit einem ACE-Inhibitor, wie beispielhaft und vorzugsweise Enalapril,
Captopril, Lisinopril, Ramipril, Delapril, Fosinopril, Quinopril, Perindopril oder Trandopril, verab-

reicht,

Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemiBe Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem Angiotensin AIl-Antagonisten, wie beispielhaft und vorzugs-

weise Losartan, Candesartan, Valsartan, Telmisartan oder Embusartan, verabreicht.
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Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung wird die erfindungsgeméfle Verbindung der
Formel (I1) in Kombination mit einem beta-Rezeptoren-Blocker, wie beispielhaft und vorzugsweise
Propranolol, Atenolol, Timolol, Pindolol, Alprenolol, Oxprenolol, Penbutolol, Bupranolol, Meti-
pranolol, Nadolol, Mepindolol, Carazalol, Sotalol, Metoprolol, Betaxolol, Celiprolol, Bisoprolol,
Carteolol, Esmolol, Labetalol, Carvedilol, Adaprolol, Landiolol, Nebivolol, Epanolol oder Bucindolol,

verabreicht,

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird die erfindungsgeméfie Verbindung der
Formel (I1) in Kombination mit einem Calcium-Antagonisten, wie beispielhaft und vorzugsweise Nife-

dipin, Amlodipin, Verapamil oder Diltiazem, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfilhrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemidBe Verbindung der
Formel (1) in Kombination mit einem Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitor, wie beispielhaft und vor-
zugsweise Milrinone, Amrinone, Pimobendan, Cilostazol, Sildenafil, Vardenafil oder Tadalafil, ver-

abreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird die erfindungsgeméBe Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten, wie beispielhafl und

vorzugsweise Spironolacton, Eplerenon, Canrenon oder Kalium-Canrenoat, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemafe Verbindung der
Formel (11) in Kombination mit einem Diuretikum, wie beispielhaft und vorzugsweise Furosemid,
Bumetanid, Torsemid, Bendroflumethiazid, Chlorthiazid, Hydrochlorthiazid, Hydroflumethiazid,
Methyclothiazid, Polythiazid, Trichlormethiazid, Chlorthalidon, Indapamid, Metolazon, Quinethazon,
Acetazolamid, Dichlorphenamid, Methazolamid, Glycerin, Isosorbid, Mannitol, Amilorid oder

Triamteren, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung wird die erfindungsgem#fe Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor aus der Kiasse der Statine, wie
bcispic_lhaﬁ und vorzugsweise Lovastatin, Simvastatin, Pravastatin, Fluvastatin, Atorvastatin, Rosu-

vastatin, Cerivastatin oder Pitavastatin, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemifBe Verbindung der
Formel (IT) in Kombination mit einem Tumor-Chemotherapeutikum verabreicht, beispielhaft und vor-
zugsweise aus der Gruppe der Platin-Komplexe, wie z.B. Cisplatin und Carboplatin, der Alkylantien,
wie z.B. Cyclophosphamid und Chlorambucil, der Antimetabolite, wie z.B. 5-Fluoruracil und
Methotrexat, der Topoisomerase-Hemmer, wie z.B. Etoposid und Camptothecin, der Antibiotika, wie

z.B. Doxorubicin und Daunorubicin, oder der Kinase-Inhibitoren, wie z.B. Sorafenib und Sunitinib.
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Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemafe Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem Antibiotikum verabreicht, beispielhaft und vorzugsweise aus

der Gruppe der Penicilline, Cephalosporine oder Chinolone, wie z.B. Ciprofloxacin und Moxifloxacin.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arzneimittel, die die erfindungsgemifie Verbin-
dung der Formel (1I), iiblicherweise zusammen mit einem oder mehreren inerten, nichttoxischen,

pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen enthalten, sowie deren Verwendung zu den zuvor genannten

Zwecken.

Die erfindungsgemifie Verbindung der Formel (IT) kann systemisch und/eder lokal wirken. Zu diesem
Zweck kann sie auf geeignete Weise appliziert werden, wie z.B. oral, parenteral, pulmonal, nasal,

sublingual, lingual, buccal, rectal, dermal, transdermal, conjunctival, otisch oder als Implantat bzw.

Stent.

Filr diese Applikationswege kann die erfindungsgemiifie Verbindung der Formel (II) in geeigneten

Applikationsformen verabreicht werden.

Fr die orale Applikation eignen sich nach dem Stand der Technik funktionierende, die erfin-
dungsgemiBe Verbindung der Formel (II) schnell und/oder modifiziert abgebende Applikations-
formen, wie z.B. Tabletten (nicht-liberzogene oder ilberzogene Tabletten, beispielsweise mit
magensafiresistenten oder sich verzogert auflosenden oder unloslichen Uberziigen, die die Frei-
setzung der erfindungsgemifen Verbindung kontrollieren), in der Mundhthle schnell zerfallende
Tabletten oder Filme/Oblaten, Filme/Lyophylisate, Kapseln (beispielsweise Hart- oder Weich-
gelatinekapseln), Dragees, Granulate, Pellets, Pulver, Emulsionen, Suspensionen, Aerosole oder

Losungen.

Die parenterale Applikation kann unter Umgehung eines Resorptiensschrittes geschehen (2.B.
intravends, intraarteriell, intrakardial, intraspinal oder intralumbal) oder unter Einschaltung einer
Resorption (z.B. intramuskulir, subcutan, intracutan, percutan oder intraperitoneal). Filr die
parenterale Applikation eignen sich als Applikationsformen u.a. Injektions- und Infusions-
zubereitungen in Form von Losungen, Suspensionen, Emulsionen, Lyophilisaten oder sterilen

Pulvem.

Fir die sonstigen Applikationswege eignen sich z.B. Inhalationsarzneiformen (u.a. Pulver-
inhalatoren, Nebulizer), Nasentropfen, -lsungen oder -sprays, lingual, sublingual oder buccal zu
applizierende Tabletten, Filme/Oblaten oder Kapseln, Suppositorien, Ohren- oder Augen-
priparationen, Vaginalkapseln, wifrige Suspensionen (Lotionen, Schilttelmixturen), lipophile
Suspensionen, Salben, Cremes, transdermale therapeutische Systeme (z.B. Pflaster), Milch, Pasten,

Schiume, Streupuder, Implantate oder Stents.
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Bevorzugt sind die orale oder parenterale Applikation, insbesondere die orale und die intravendse

Applikation.

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II) kann in die angefiihrten Applikationsformen
tiberfiihrt werden. Dies kann in an sich bekannter Weise durch Mischen mit inerten, nichttoxischen,
pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen geschehen. Zu diesen Hilfsstoffen zdhlen u.a. Trégerstoffe
(beispielsweise mikrokristalline Cellulose, Lactose, Mannitol), Losungsmittel (z.B. flissige Poly-
emylengljco!e), Emulgatoren und Dispergier- oder Netzmittel (beispielsweise Natriumdodecyl-
sulfat, Polyoxysorbitanoleat), Bindemittel (beispielsweise Polyvinylpyrrolidon), synthetische und
nattirliche Polymere (beispielsweise Albumin), Stabilisatoren (z.B. Antioxidantien wie beispiels-
weise Ascorbinsaure), Farbstoffe (z.B. anorganische Pigmente wie beispielsweise Eisenoxide) und

Geschmacks- und/oder Geruchskorrigentien.

Im Allgemeinen hat es sich als vorteilhaft erwiesen, bei parenteraler Applikation Mengen von etwa
0,001 bis 1 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,01 bis 0,5 mg/kg Korpergewicht zur Erzielung wirksamer
Ergebnisse zu verabreichen. Bei oraler Applikation betrigt die Dosierung etwa 0,01 bis 100 mg/kg,
vorzugsweise etwa 0,01 bis 20 mg/kg und ganz besonders bevorzugt 0,1 bis 10 mg/kg Korper-

gewicht.

Trotzdem kann es gegebenenfalls erforderlich sein, von den genannten Mengen abzuweichen, und
zwar in Abhingigkeit von Kérpergewicht, Applikationsweg, individuellem Verhalten gegenitber
dem Wirkstoff, Art der Zubereitung und Zeitpunkt bzw. Intervall, zu welchem die Applikation
erfolgt. So kann es.in einigen Fillen ausreichend sein, mit weniger als der vorgenannten Mindest-
menge auszukommen, wihrend in anderen Fillen die genannte obere Grenze ilberschritten werden
muss. Im Falle der Applikation griBerer Mengen kann es empfehlenswert sein, diese in mehreren

Einzelgaben iiber den Tag zu verteilen.

Die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele erldutern die Erfindung. Die Erfindung ist nicht auf die

Beispicele beschrankt.

Die Prozentangaben in den folgenden Tests und Beispielen sind, sofern nicht anders angegeben,
Gewichtsprozente; Teile sind Gewichtsteile. Losungsmittelverhiltnisse, Verdiinnungsverhiltnisse und

Konzentrationsangaben von flissig/flissig-Losungen beziehen sich jeweils auf das Volumen.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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A, Beispiele

Abkiirzungen:

ACN Acetonitril

bS breites Singulett

D Dublett

DSC Dynamische Differenzkalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry)
Gew?% Gewichtsprozent

n.d. nicht detektiert

NMR Kernmagnetische Resonanz (nuclear magnetic resonance)
rF relative Feuchte

5 Singulett

sec Sekunden

T Triplett

viv Volumen/Volumen

B Deformationsschwingungen

v Streckschwingungen

Ausgangsverbindungen:

5  Beispiel 1A
2-(1H-1,2,3-Triazol-1-yl)acrylsiuremethylester

450 g 2-(1H-1,2,3-Triazol-1-yl)essigsiureethylester wurden in 3,5 | Methanol gelést, mit 30 g
Triethylamin versetzt und 16 h bei 22°C geriihrt. AnschlieBend wurden im Vakuum alle

Losungsmittel abdestilliert. Man erhielt 410 g der Titelverbindung als Ol.

10  Beispiel 2A
3-(Dimethylamino)-2~(1H-1,2,3-triazol-1-yl)acrylsiuremethylester

400 g 2-(1H-1,2,3-Triazol-1-yl)acrylsiuremethylester wurden mit 522 g Dimethylformamid-
dimethylacetal versetzt und zum Sieden erhitzt. Entstehende Leichtsieder wurden abdestilliert.
Nach 4 h wurde auf 55°C abgekiihlt und 1050 ml Methyl-tert-butylether / 2-Propanol (3 : 1 v/v)

15 wurden zudosiert. Die erhaltene Suspension wurde auf 22°C abgekiihlt und filtriert. Der
Filterkuchen wurde mehrfach mit Methyl-tert-butylether gewaschen und im Vakuum bei 40°C
getracknet. Man erhielt 493 g der Titelverbindung als Feststoff.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangedatum:18.11.2010
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Beispiel 3A

1-[6-(Morpholin-4-yD)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)- 1H-pyrazol-5-0 | ( E n o I-Form;
Formel (Ia)) bzw. 2-]6-(Morpholin-4-yDpyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl}-1,2-dihydro-3H-
pyrazol-3-on (Keto-Form; Formel (Ib))

5 20 g 4-(6-Hydrazinopyrimidin-4-yl)morpholin und 24,6 g (2E/Z)-3-(Dimethylamino)-2-(1H-1,2,3-
triazol-1-yl)acrylsiuremethylester in 210 ml Ethylacetat wurden mit 5,84 g Trifluoressigsdure
versetzt und 24 h unter Riickfluss geriihrt. Die erhaltene Suspension wurde auf 0°C abgekiihlt und
filtriert. Der Filterkuchen wurde mit Ethylacetat gewaschen, scharf abgesaugt und anschliefend in
160 ml Wasser suspendiert. Die Suspension wurde durch Zugabe von 4,5 ml Essigsdure auf etwa

10 pH 5 eingestellt, weitere 15 Minuten gerithrt und filtriert. Der Filterkuchen wurde zweimal mit
50 ml Wasser gewaschen und anschlieffend im Vakuum bei 40°C getrocknet. Ausbeute: 26,0 g

(79,4 % d. Th.) der Titelverbindung.

Die Herstellung der Verbindungen 4-(6-Hydrazinopyrimidin-4-yl)morpholin (Beispiel Nr. 16A), 2-
15 (1H-1,2,3-Triazol-1-yl)essigsdureethylester (Beispiel Nr. 39A) und 3-(Dimethylamino)-2-(1/-1,2,3-
triazol- 1-yDacrylsiureethylester (Beispiel Nr. 3A) wurde bereits in WO 2008/067871 beschrieben.

Die Herstellung der Verbindung 2-(6-Morpholin-4-ylpyrimidin-4-yl)}-4-(1/-1,2,3-triazol-1-yl)}-1,2-

dihydro-3H-pyrazol-3-on aus 4-(6-Hydrazinopyrimidin-4-yl)morpholin und 3-(Dimethylamino)-2-

(1H-1,2,3-triazol- 1-yDacrylsiureethylester wurde ebenfalls in WO 2008/067871 beschrieben (Beispiel
20 Nr.70).

Ausfiihrungsbeispiele:

Beispiel 1
Natrium-1-[6-(morpholin-d-yl)pyrimidin-4-yl}-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl}-1H-pyrazol-5-olat
25 (Verbindung der Formel (1))

Beispiel 1.1

10 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 50 ml Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) suspendiert. Zu
der Suspension wurden 3,4 g 45%ige Natronlauge unter Rithren gegeben und weitere 50 ml
Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) hinzugefiigt. Die Suspension wurde auf 50°C erwirmt und 2 h bei
30 50°C gerthrt. AnschlieBend wurde auf 0°C abgekiihlt, 1 h bei 0°C nachgerithrt und filtriert. Der

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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erhaltene Filterkuchen wurde mit Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 10,1 g der Verbindung der Formel (II); 6,8 Gew% Na

Beispiel 1.2

5 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 60 ml Ethanol/Wasser (1 : 1 v/v) suspendiert und
bei 22°C mit 1,41 g 45%iger Natronlauge versetzt. Die Suspension wurde 3 Tage bei 50°Cund 2 h
bei 20°C geriihrt. Der Feststoff wurde abfiltriert, mit 10 ml Wasser gewaschen und getrocknet.
Ausbeute: 4 g der Verbindung der Formel (II).

Beispiel 1.3

30,25 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 150 ml Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) bei 22°C
suspendiert. 13,3 ml Triethylamin wurden zugegeben und die Mischung wurde auf 60°C erwdrmt.
Nach 15 min. wurde die erhaltene fast klare Losung filtriert, der Filter mit 10 ml Methanol/Wasser (9 :
1 v/v) nachgewaschen und das gesammelte Filtrat bei 60°C langsam mit 10,3 g 45%iger Natronlauge
versetzt. Die erhaltene Suspension wird mit wenigen Kristallen der Verbindung der Formel (II)
versetzt, | h bei 60°C nachgeriihrt, anschliefend langsam auf 0°C abgekithlt und filtriert. Der
Filterkuchen wird mit 15 ml Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) gewaschen und im Vakuum bei 40°C
getrocknet. Ausbeute: 25,1 g der Verbindung der Formel (I1).

Beispiel 1.4

25 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 150 ml Methanol/Wasser (1 : 1 v/v) suspendiert
und mit 11 ml Triethylamin versetzt. Die erhaltene Lisung wurde auf 60°C erwirmt und mit 85g
45%iger Natronlauge versetzt. Die erhaltene Suspension wurde langsam auf 22°C abgekiihit, 2 h
bei 22°C und anschtieflend | h bei 0-5°C geriihrt. Nach Filtration wurde der Filterkuchen mit 15 ml
Methanol/Wasser (1 : 1 v/v) gewaschen und im Vakuum bei 40°C getrocknet. Ausbeute: 26 g der
Verbindung der Formel (I1).

Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC):

Die Thermogramme wirden unter Verwendung eines Differential Scanning Calorimeters DSC 7 bzw.

Pyris-1 und Thermogravimetric Analyser TGA 7 der Fa. Perkin-Elmer erhalten.

Differential Scanning Calorimeter DSC 7 bzw. Pyris-1;Hersteller: Perkin-Elmer; Heizrate: 2 und
20 K/min: Splilgas: Stickstoff; Tiegel: nicht gasdichte Aluminium-Tiegel; Probenvorbereitung:

keine.
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Thermogravimetric Analyzer TGA 7; Hersteller: Perkin-Elmer; Heizrate: 10 Kmin™; Spiilgas:
Stickstoff, 20-30 ml/min; Tiegel: offener Platin-Tiegel; Probenvorbereitung: keine.

Natrium- 1 -[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol- 1 -yl)- IH-pyrazol-5-olat
(Verbindung der Formet (1)) zersetzt sich oberhalb von 300°C ohne zu schmelzen.

Wasserdampfadsorption und Wasserdampfdesorption:

Die Feuchtesorptionsisotherme wurde mit einem Dynamic Vapour Sorption Analyzer IGA Sorp

der Fa. Hiden Analytical aufgenommen. Die Messtemperatur betrug 25°C. Es gab keine

Probenvorbereitung.

Tabelle 1: Wasserdampfadsorption und Wasserdampfdesorption von Natrium-1-[6-(morpholin-4-
yDpyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol- 1-yl)- 1H-pyrazol-5-olat (Verbindung der Formel (II))

Verbindung der For;ncl an Verbindung der Formel (1)

Relative Adsorption Desorption Adsorption Desorption
0 %rF 0% 0% 0,1% 0,1 % (5 %F)
10 %rF 0% 0% 0,2 % 0,1 %

20 %F 0,1% 0% 0,3 % 0,2 %

30 %rF 0,1 % 0,1% 4,8 % 4,7 %

40 %rF 0,2% 0,2% 51% 5,2 %

50 %rF 0,2 % 0,3% 53% 54 %

60 %rF 0,2 % 0,3 % 54 % 5,6 %

70 %rF 0,4 % 0,4 % 5,6 % 5,6 %

80 %rF 0.4 % 0,5% 57% 57%

90 %rF 10,8% 0,8 % 5,9 % 59%

Loslichkeitsdaten:

Methode: Gesdttigte Losungen der Prufsubstanz wurden durch 16stindiges Rithren einer
Suspension in Wasser bei 25°C hergestellt. Die erhaltenen Suspensionen wurden anschlieend

filtriert und der Gehalt im Filtrat wurde mittels HPLC-Messung bestimmt,

AXKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Tabelle 2: Lslichkeiten in Wasser

Verbindung der Formel (II) Verbindung der Formel (I}

Lyslichkeit in Wasser bei

2800 14,3
25°C [mg/100ml]

IR and Raman Spektroskopie:

Fir die Messung von IR~ und Raman-Spektren der Verbindung der Formel (II) wurden Bruker
5  FT/IR-Spektrometer IFS 66v und Bruker FT/Raman-Spektrometer MultiRAM mit folgenden

Parametern verwendet:

[lR man
Spektrale Auflésung R cm’”’ 2 cm”
lAnzahl der Einzelmessungen (Scans) [32 54
Wellenzahlbereich 4000 - 500 cm’™ 3500 - 200 cm™
Probenvorbereitung - [KBr Pressling lkeine

Tabelle 3: Zuordnung charakteristischer Schwingungsbanden in den IR- bzw. Raman-Spektren der
Verbindung der Formel (IT)

Strukturelement !lR—Bandenlagc (cm™) Raman-Bandenlage (cm™)
v =C-H 3153 - 3006 3153 —3010
v C-H 976 — 2855 2078 ~ 2856
v C=C, v C=N 1630 - 1439 1623 — 1401
v C-N 1241 1244
v C-O 1112 1118
6 =C-H in e 087 088
10
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Fiir die Messung von IR- und Raman-Spektren der Verbindung der Formel (I) wurden Bruker
FT/IR-Spektrometer Vertex 80v und Bruker FT/Raman-Spektrometer MultiRAM mit folgenden

Parametern verwendet:

TR [Raman
Spektrale Auflésung 2 cm' D em™
lAnzahl der Einzelmessungen (Scans) B2 64
Wellenzahlbereich 4000 - 500 cm’” 3500 - 100 cm™
Probenvorbereitung KBr disc non

5  Tabelle 4: Zuordnung charakteristischer Schwingungsbanden in den IR- bzw. Raman-Spektren der
Verbindung der Formel (1)

Strukturelement IR-Bandenlage (cm™") Raman-Bandenlage (cm™)
v O-H 3441 2

v =C-H 31353108 3134 —3006

v C-H 2965 — 2884 2967 — 2884

v C=C, v C=N, 3 C-H 1636 — 1345 | 1650 — 1345

v C-Ogher 1257 : 1259

UV/VIS-Spektroskopie:

UV/VIS-Spektren wurden auf einem Perkin Elmer Spektrometer (Lambda 40P) mit den folgenden

10 -~ Bedingungen bzw. Parametern gemessen:

Kiivette: Durchgangslinge 1cm; Quartzglas
Wellenzahlbereich: 200 - 800 nm
Offnungsspalt: 1 nm :
Probenvorbereitung: Ca. 1 mg/100ml Acetonitril/Wasser 1:1
15 Banden: 285; 249 nm Verbindung der Formel (II) und 289,3; 248,2 nm Verbindung der Formel (T)

DRN:20101119995000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Tabelle 5: Berechnung der spezifischen Absorption und des molaren Absorptionskoeffizienten

Verbindung der | Losungsmittel | Wellenldnge | Spezifische Molarer Ab-
Formel (nm) Absorption A'%,., | sorptionskoeffizent €
(liter/g * cm) (liter/mol * cm)

O Acetonitril/ 249 1111 34928

Wasser 1:1
amn Acetonitril/

284 501.2 16855
Wasser [:1 :

NMR-Spcktroskopie:

NMR-Spektren wurden auf einem Bruker NMR-Spektrometer (Advance) mit folgenden

Bedingungen bzw, Parametern aufgenommen:

Verbindung der Formel (1)  "H-NMR-Spektrum PC-NMR-Spektrum

Arbeitsfrequenz 500.13 MHz 125.76 MHz

Losungsmittel Trifluoressigsiure Trifluoressigsiure

Konzentration 6.84 mg/ml 42.7 mg/ml

Interner Standard Tetramethylsilan (TMS) Tetramethylsilan (TMS)

Probenrshrchen-Durchmesser 5 mm ' 5 mm

Temperatur 25°C 25°C

Technik Fouriertransformationstechnik ~ Fouriertransformationstechnik

Spektrale Breite 20.65 ppm 245.41 ppm

Digitale Aufldsung 0.079 Hz/Pt 0.4710 Hz/Pt

Pulsdauer 2.83 psec, 30° Anregungswinkel 9.1 psec, 90° Anregungswinkel

Aufnahmedauer 6.399 sec 1.06 sec

Relaxationszeit 0.5 sec 4 sec

No. of free induction decays 32 128
AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Verbindung der Formel (I) "H-NMR-Spektrum *C-NMR-Spektrum
Arbeitsfrequenz 500.13 MHz 125.76 MHz
Losungsmittel Dimelhylsufoxid-ds (DMSO)  Dimethylsulfoxid-ds (DMSO)
Konzentration 6.3 mg/ml 35.8 mg/ml
Interner Standard Tetramethylsilan (TMS) Tetramethylsilan (TMS)
Probenrghrchen-Durchmesser S mm 5mm
Temperatur 25°C 27°C
Technik Fouriertransformationstechnik  Fouriertransformationstechnik
Spektrale Breite 20.65 ppm 240.89 ppm
Digitale Aufldsung 0.079 Hz/Pt 0.9248 Hz/Pt
Pulsdauer 3.1 psec, 30° Anregungswinkel 7.0 psec, 90° Anregungswinkel
Aufnahmedauer 6.344 sec 1.08 sec
Relaxationszeit 0.5 sec 4 sec
No. of free induction decays 32 1024

Strukturformeln der Verbindung der Formel (IT) und der Verbindung der Formel (I) mit Zuordnung

der jeweiligen NMR-Signale
L
B

3

(n
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Tabelle 6: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II) - Chemische Verschicbung,
Signalmultiplizitat, relative Protonenanzahl (Nummerierung der H-Atome bezieht sich auf die

Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

H-Atome : Chem. Verschiebung  Multiplizitat und Anzahl der Protonen
o (ppm) Kopplungskonstanten Molekil

Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)
H-2; H-3; H-5; H-6 4.00-4.25 M 8

pyrimidin-4-yl]-
H-2 8.72 S 1
H-5 .77 S 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
H-4 8.64 DI=14Hz 1
H-5 8.98 DIJ=14Hz 1

1H-pyrazol-5-olat
H-3 8.68 S 1

5 Tabelle 7: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I) - Chemische Verschicbung,
Signalmultiplizitét, relative Protonenanzahl (Nummerierung der H-Atome bezicht sich auf dic

Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

H-Atome Chem. Verschiebung  Multiplizitét und Anzahl der Protonen

3 (ppm) Kopplungskonstanten ~ /Molekiil

1-[6-(morpholin-4-yl)

H-2; H-3; H-5; H-6 3.71 S 8
pyrimidin-4-yi]- _

H-2 8.55 S 1
H-5 7.42 S 1

DRN:20101119995000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-

H-4 7.86
H-5 8.38
1H-pyrazol-5-ol

H-3 8.27
5-OH n.d (c)

-20-

D (0.6Hz)
D (0.6Hz)

Tabelle 8: “C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II) - Chemische Verschiebung,
Signalmultiplizitdt, relative C-Kernzahl in der Verbindung der Formel (II) (Nummerierung der C-
Atome bezieht sich auf die Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

C-Atome Chem. Verschiebung Multiplizitit und Anzahl der C-Kerne
& (ppm) Kopplungskonstanten ~ /Molekiil

Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl) '

C-2;C-6 67.80 T 2

C-3;C-5 48.21 T 2

pyrimidin-4-yl]-

C-2 151.65 D 1

C-4 152.01 S I

C-5 91.48 D 1

C-6 159.90 S 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-

C-4 130.93 D 1

C-5 129.57 D 1

1H-pyrazol-5-olat

C-3 138.03 1

C4 106.99 . S 1

C-5 157.43 S 1

AKZ:102010044131.7
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Tabelle 9: “C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I) - Chemische Verschiebung,
Signalmultiplizitat, relative C-Kernzahl in der Verbindung der Formel (I) (Nummerierung der C-

Atome bezieht sich auf die Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

Anzahl der C-Keme

C-Atome Chem. Verschiebung ~ Multiplizitat und
5 (ppm) Kopplungskonstanten  /Molekiil

1-[6-(morpholin-4-yl

C-2;C-6 65.56 T

C-3,C-5 44.29 T 2

pyrimidin-4-yl]-

C-2 154.08 D i

C-4 152.43 S 1

C-5 85.62 D 1

C-6 161.99 S 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-y1)-

C-4 132.94 D 1

C-5 123.68 D 1

1H-pyrazol-5-ol

C3 135.84 D 1

C-4 102.82 1

C-5 154.70 1
Massenspektroskopic:

Das Massenspektrum wurde auf einem Waters Massenspektrometer (ZQ) mit den nachfolgend

aufgefuhrten Bedingungen bzw. Parametern aufgenommen:

Ionisationsmethode ESI (Electronic Spray Ionization)

Lgsungsmittel Acetonitril/Wasser

DRN:2010111959000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Tabelle 10: Interpretation des Massenspektrums der Verbindung der Formel (1I)

Massenzahl (MZ)
fonenbildung M+H CI13HI4N8O2 + H 315
Ionenbildung M+Na C13H14N80O2 + Na 337

Tabelle 11: Interpretation des Massenspektrums der Verbindung der Formel (I)

Massenzahl (MZ)

lonenbildung M+H CI3HI5SN8O2 315

Elementaranalyse:

Tabelle 12: Ergebnisse der Elementanalyse der Verbindung der Formel (IT)

Element gemessen (%)  berechnet (%)  Differenz (%)

C 46.1 46.4 0.3
H 4.0 3.9 0.1
N 33.1 333 0.2

Tabelle 13: Ergebnisse der Elementanalyse der Verbindung der Formel (I)

Element gemessen (%)  berechnet (%)  Differenz (%)

e 49.5 49.7 0.2
H 4.4 4.5 0.1
N 35.5 357 0.2
0] 12.6 10.2 24
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Réntgendiffraktometrie:

Transmissionsdiffraktometer PANalytical X'Pert PRO mit PIXcel-Zzhler (Multichannel):

Strahlung: Kupfer, K alpha
Primér-Monochromator: fokussierender Rontgenspiegel
5  Wellenlinge (K1): 1,5406 A
Wellenkinge (K2): 1,5444 A
Generatorparameter: 40 kV, 40 mA
Messbereich: 2-38°
Raumbedingungen: 25°C, 40 — 60 %rF
10 bzw.
STOE Pulver Diffraktions-System:
Diffraktometer : Transmission
Monochromator : Curved Germanium (111)
Generator : 45KV, 35 mA
15 Wellenlinge : 1.540598 Cu
Detektor Linear PSD
ScanMode Transmission / Moving PSD / Fixed omega
ScanType : 2Theta:Omega

Raumbedingungen:  25°C, 40 — 60 %rF

20  Tabelle 13: Pulverrontgendiffraktometrie der Verbindung der Formel (I

Verbindung der Formel (II)
Reflexe [2 Theta]
57 23,6
11,5 25,3
13:2 26,4
13,7 26,9
15,8 27,7
16,4 27
18,4 29,4
18,9 29,9
19,3 30,0
21,0 30,7
22,0 31,5
23,1 3,6

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7
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Tabelle 14: Pulverrdntgendiffraktometrie der Verbindung der Formel (1)

DRN:2010111999000020EP

Verbindung der Formel (I)
Reflexe [2 Theta]
5,6 24,6
14,4 24,8
14,9 25,1
16,3 26,3
16,5 26,8
17,6 28
17,8 28,5
18,2 29
18,5 29,9
19 324
19,7 32,7
21,6 33,2
22 33,8
22,4 34,7
22,9 35,7
24 36,4
24,5 36,7

ARZ:102010044131.7
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B. Bewertung der pharmakologischen Wirksamkeit

Die pharmakologischen Eigenschaften der erfindungsgemiaBen Verbindungen kénnen in folgenden

Assays gezeigt werden:

Abkiirzungen:

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

FCS Fetal Calf Serum

T™B 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

1. In_vitro-Tests zur Bestimmung der Aktivitit und Selektivitiit von HIF-Prolyl-d-

Hydroxylase-Inhibitoren

1.a) Hemmung der Aktivitiit von HIF-Prolylhydroxylase:

Hydroxylierter HIF bindet spezifisch an den von Hippel-Lindau Protein-Elongin B-Elongin C-
Komplex (VBC-Komplex). Diese Interaktion tritt nur auf, wenn HIF an einem konservieren Prolylrest
hydroxyliert ist. Sie ist die Grundlage fiir die biochemische Bestimmung der HIF-Prolylhydroxylase-
Aktivitit. Der Test wird wic beschrieben durchgefiibrt [Oehme F., Jonghaus W., Narouz-Ott L.,
Huetter J., Flamme 1., Anal. Biochem. 330 (1), 74-80 (2004)}:

Eine klare, mit NeutrAvidin HBC beschichtete 96-Loch-Mikrotiterplatte (Fa. Pierce) wird fir 30
Minuten mit Blocker-Casein inkubiert. AnschlieBend wird die Platte dreimal mit je 200 pl Wasch-
puffer (50 mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10% (v/v) Blocker-Casein, 0.05% (v/v) Tween 20) pro
Loch gewaschen. Das Pepitid Biotin-DLDLEMLAPYIPMDDDFQL (Fa. Eurogentec, 4102 Seraing,
Belgien) wird in einer Konzentration von 400 nM in 100 pl Waschpuffer zugegeben. Dieses Peptid
dient als Substrat fiir die Prolylhydroxylierung und wird an die Mikrotiterplatte gebunden. Nach 60
Minuten Inkubation wird die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen, 30 Minuten mit | mM Biotin

in Blocker-Casein inkubiert und dann erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

Zur Durchfithrung der Prolylhydroxylase-Reaktion wird das an die Platte gebundene Peptidsubstrat 1
bis 60 Minuten mit einem Prolylhydroxylase-haltigen Zelllysat inkubiert. Die Reaktion findet in 100
pl Reaktionspuffer (20 mM Tris, pH 7.5, 5 mM KC], 1.5 mM MgCl,, 1 pM-1 mM 2-Oxoglutarat, 10
UM FeSO;, 2 mM Ascorbat) bei Raumtemperatur statt. Die Reaktionsmischung enthélt auerdem den
zu testenden Hemmstoff der Prolylhydroxylase in verschiedenen Konzentrationen. Die Testsubstanz
wird bevorzugt, aber nicht ausschlieBlich bei Konzentrationen zwischen 1 nM und 100 pM eingesetzt.

Durch dreimaliges Waschen der Platie mit Waschpuffer wird die Reaktion gestoppt.
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Zur quantitativen Bestimmung der Prolylhydroxylierung wird ein Fusionsprotein, das sowohl Thio-
redoxin aus E. coli als auch den VBC-Komplex enthiilt, in 80 pl Bindungspuffer (50 mM Tris, pH 7.5,
120 mM NaCl) zugegeben. Nach 15 Minuten werden 10 ul einer Losung von polyklonalem Anti-
Thioredoxin-Antikérper aus Kaninchen in Bindungspuffer zugefiigt. Nach weiteren 30 Minuten setzt
man 10 pl einer Lésung von mit Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem Anti-Kaninchen-Immunglobulin
in Bindungspuffer hinzu. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wird dreimal mit
Waschpuffer gewaschen, um ungebundenen VBC-Komplex und Antikdrper zu entfernen. Um die
Menge an gebundenem VBC-Komplex zu bestimmen, wird 15 Minuten mit TMB inkubiert. Die
Farbreaktion wird durch Zugabe von 100 pl 1 M Schwefelsdure beendet. Durch Messung der
optischen Dichte bei 450 nm wird die Menge an gebundenem VBC-Komplex bestimmt.- Sie ist

proportional zur Menge an hydroxyliertem Prolin im Peptidsubstrat.

Zur Detektion der Prolylhydroxylierung kann alternativ ein mit Europium (Fa. Perkin Elmer)
gekoppelter VBC-Komplex verwendet werden. In diesem Fall wird die Menge an gebundenem VBC-
Komplex durch zeitaufgelste Fluoreszenz bestimmt. AuBerdem ist die Verwendung von mit [*s]-
Methionin markiertem VBC-Komplex méglich. Hierfur kann der rﬁdioaktiv markierte VBC-Komplex

durch in vitro-Transkription-Translation in Retikulozytenlysat hergestellt werden.

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (I} hemmt die Aktivitit der HIF-Prolylhydroxylase
in-diesem Test mit einem ICso-Wert von 0,47 pM (Mittelwert fiir EGLN2/PHDI1) bzw. 0,14 uM
(Mittelwert fiir EGLN1/PHD?2).

1.b)  Zclluliirer, funktioneller in vitro-Test:

Die Quantifizierung der Wirksamkeit der erfindungsgemiBen Verbindungen erfolgt mit Hilfe einer
rekombinanten Zelllinie. Die Zelle leitet sich urspriinglich von einer humanen Lungencarcinom-
Zelllinie ab (A549, ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA 20108, USA). Die
Testzelllinie wird stabil mit einem Vektor transfiziert, der das Reportergen der Photinus pyralis-
Luciferase (im folgenden Luciferase genannt) unter der Kontrolle eines artifiziellen Minimaipromotors
enthiilt. Der Minimalpromotor besteht aus zwei Hypoxie-responsiblen Elementen stromaufwirts einer
TATA-Box [Ochme F., Ellinghaus P., Kolkhof P., Smith T.J., Ramakrishnan S., Hiitter J., Schramm
M., Flamme 1., Biochem. Biophys. Res. Commun. 296 (2), 343-9 (2002)]. Unter Einwirkung von
Hypoxie (z.B. Kultivierung in Gegenwart von 1% Sauerstoff fiir 24 Stunden) oder unter Einwirkung
unselektiver Dioxygenase-Inhibitoren (z.B. Desferroxamin in einer Konzentration von 100 uM,
Cobaltchlorid in einer Konzentration von 100 pM oder N-Oxalylglycindiethylester in einer
Konzentration von | mM) produziert die Testzelllinie Luciferase, die mit Hilfe geeigneter

Biolumineszenz-Reagenzien (z.B. Steady-Glo® Luciferase Assay System, Promega Corporation,
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Madison, WI 53711, WSA) und eines geeigneten Luminometers detektiert und quantifiziert werden

kann,

Testablauf: Die Zellen werden am Tag vor dem Test in einer exakt bemessenen Menge Kulturmedium
(DMEM, 10% FCS, 2 mM Glutamin) in 384- oder 1536-Loch-Mikrotiterplatten ausplattiert und in
einem Zellinkubator (96% Luftfeuchtigkeit, 5% v/v CO,, 37°C) gehalten. Am Testtag werden dem
Kulturmedium die Testsubstanzen in abgestufien Konzentrationen zugesetzt, In als Negativkontrolle
dienenden Ansidtzen wird den Zellen keine Testsubstanz zugesetzt. Als Positivkontrolle zur
Bestimmung der Empfindlichkeit der Zelle fur Inhibitoren wird z.B. Desferroxamin in einer
Endkonzentration von 100 pM zugesetzt. Sechs bis 24 Stunden nach Ubertragung der Testsubstanzen
in die Locher der Mikrotiterplatten wird das resultierende Lichtsignal im Luminometer gemessen.
Anhand der MeBwerte wird cine Dosiswirkungsbeziehung aufgestellt, die als Grundlage fiir die
Ermittlung der halbmaximalen Wirkkonzentration (als ECso-Wert bezeichnet) dient.

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II) weist in dem hier beschriebenen Test einen

ECs-Wert von 7 pM auf.
1.c)  Zellulirer, funktioneller in vitro-Test zur Verinderung der Genexpression:

Um die Veriinderung der Expression spezifischer mRNAs in menschlichen Zelllinien nach Behand-
lung mit Testsubstanzen zu untersuchen, werden folgende Zelllinien auf 6- oder 24-Lochplatten
kultiviert: humane Hepatomzellen (HUH, JCRB Cell Bank, Japan), humane embryonale
Nierenfibroblasten (HEK/293, ATCC, Manassas, VA 20108, USA), humane Cervixcarcinomzellen
(HeLa, ATCC, Manassas, VA 20108, USA), humane Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVEC,
Cambrex, East Rutherford, New Jersey 07073, USA). 24 Stunden nach Zugabe der Testsubstanzen
werden die Zellen mit Phosphat-gepufferter Saline gewaschen und aus ihnen die Gesamt-RNA unter
Verwendung einer geeigneten Methode gewonnen (z.B. Trizol®-Reagenz, Invitrogen GmbH, 76131

Karlsruhe, Deutschland).

Fiir ein typisches Analyseexperiment wird je 1 pg der so gewonnenen Gesamt-RNA mit DNase |
verdaut und unter Verwendung einer geeigneten Reversen-Transkriptase-Reaktion (ImProm-II
Reverse Transcription System, Promega Corporation, Madison, WI 53711, USA) in eine komple-
mentire DNA (cDNA) tibersetzt. 2.5% des so gewonnenen cDNA-Ansatzes werden jeweils fllr die
Polymerase-Kettenreaktion verwendet. Das Expressionsniveau der mRNA der zu untersuchenden
Gene wird mittels der real time quantitative polymerase chain reaction [TagqMan-PCR; Heid C.A.,
Stevens J., Livak K.J., Williams P.M., Genome Res. 6 (10), 986-94 (1996)] unter Verwendung eines
ABI Prism 7700 Sequenz-Detektionsinstruments (Fa. Applied Biosystems, Inc.) untersucht. Die

hierbei benutzten Primer-Sonden-Kombinationen werden mittels der Primer Express 1.5 Software (Fa.

DRN:2010111999000020EP ARZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Applied Biosystems, Inc.) generiert. Im einzelnen werden die mRNAs von Erythropoetin,

Carboanhydrase IX, Lactatdehydrogenase A und vaskulirem Endothelzellwachstumsfaktor untersucht.

2. In vivo-Tests zum Nachweis der Wirkung im Kardiovaskularsystem

2.a)  Invivo-Test zur Verinderung der Genexpression:

Miusen oder Ratten werden die in geeigneten Losungsmitteln geldsten Pritfverbindungen entweder
oral durch Schlundsonden-Applikation, intraperitoneal oder intravends verabfolgt. Typische
Dosierungen sind 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 und 300 mg Substanz pro kg Kérpergewicht und
Verabfolgung. Kontrolltiere erhalten nur Lésungsmittel. 4, 8 oder 24 Stunden nach Gabe der Priif-
substanz werden die Tiere mit einer Uberdosis Isofluran und anschlieBendem Genickbruch getétet und
die zu untersuchenden Organe entnommen. Teile der Organe werden in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Aus den Organteilen wird wie unter B. 1.a) beschrieben Gesamt-RNA gewonnen und

diese in eine cDNA Ubersetzt. Das Expressionsniveau der mRNA der zu untersuchenden Gene wird

mittels der real time quantitative polymerase chain reaction [TagqMan-PCR; Heid C.A., Stevens J.,
Livak K.J., Williams P.M., Genome Res. 6 (10), 986-94 (1996)] unter Verwendung eines ABI Prism -

7700 Sequenz-Detektionsinstruments (Fa. Applied Biosystems, Inc.) untersucht.

Die Substanz gemif der vorliegenden Erfindung fithrt im Vergleich mit der Placebo-Kontrolle nach
oraler oder parenteraler Verabreichung zu einem signifikanten, dosisabhéingigen Anstieg der mRNA

des Erythropoetins in der Niere.
2.b) Bestimmung des Erythropoetin-Spiegels im Serum:

Miusen oder Ratten wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Losungsmittel entweder intra-
peritoneal oder oral einmal oder zweimal tiglich verabreicht. Typische Dosierungen sind 0.1, 0.5, 1, 5,
10, 20, 50, 100 und 300 mg Substanz pro kg Kérpergewicht und Verabfolgung. Placebo-Kontrolltiere
erhalten nur Lsungsmittel. Vor der Applikation und vier Stunden nach der letzten Substanzgabe wird
den Tieren in Kurznarkose aus dem retroorbitalen Venenplexus oder der Schwanzvene Blut
entnommen. Das Blut wird durch Zusatz von Lithium-Heparin ungerinnbar gemacht. Durch
Zentrifugieren wird das Blutplasma gewonnen. In dem Blutplasma wird mit Hilfe eines Erythropaoetin-
ELISA (Quantikine” mouse Epo Immunoassay, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) entsprechend
der Anleitung des Herstellers der Gehalt an Erythropoetin bestimmt. Die Mewerte werden anhand

einer fiir Maus-Erythropoetin erhobenen Referenzmessung in pg/ml umgerechnet.

Dic Substanz geméB der vorliegenden Erfindung fiihrt nach oraler und parenteraler Verabreichung zu
einem signifikanten, dosisabhingigen Ansticg des Plasma-Erythropoetins gegeniiber dem Ausgangs-

wert und der Placebo-Kontrolle.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatm¥18.11.2010
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2.c)  Bestimmung der zelluliren Zusammensetzung des peripheren Blutes:

Maiusen oder Ratten wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Losungsmittel entweder intra-
peritoneal oder oral einmal oder zweimal taglich tiber mehrere Tage verabreicht. Typische
Dosierungen sind z.B. 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 und 300 mg Substanz pro kg Kérpergewicht und
Verabfolgung. Kontrolitiere erhalten nur Losungsmittel. Am Versuchsende wird den Tieren in
Kurznarkose aus dem Venenplexus des Augenwinkels oder der Schwanzvene Blut entnommen und
durch Zusatz von Natriumcitrat ungerinnbar gemacht. In cinem geeigneten elcktronischen Messgerit
werden in den Blutprobcen dic Konzentrationen von Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten
bestimmt. Dic Konzentration der Retikulozyten wird anhand von Blutausstrichen, die mit einer dafiir
geeigneten Farbidsung (Fa. KABE Labortechnik, Nimbrecht) gefirbt werden, durch mikroskopische
Durchmusterung von je 1000 Erythrozyten bestimmt. Filr die Bestimmung des Hématokrits wird Blut
aus dem retroorbitalen Venenplexus mittels einer Himatokritkapillare entnommen und der
Hzmatokritwert nach Zentrifugieren der Kapillare in einer dafiir geeigneten Zentrifuge manuell

abgelesen.

Die Substanz gemiB der vorliegenden Erfindung fithrt nach oraler und parenteraler Verabreichung zu
einem signifikanten, dosisabhiingigen Anstieg des Himatokrits, der Erythrozytenzahl und der
Retikulozyten gegeniiber dem Ausgangswert und der Placebo-Kontrolle.

DRN:2010111999000020EP ARZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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C. Ausfiithrungsheispiele fiir pharmazeutische Zusammensetzungen

Dic erfindungsgemiBen Verbindungen kénnen folgendermaBen in pharmazeutische Zubereitungen

iiberfiihrt werden:
Tablette:

Zusammensetzung:

100 mg der erfindungsgemiBen Verbindung, 50 mg Lactose (Monohydrat), 50 mg Maisstérke
(nativ), 10 mg Polyvinylpyrrolidon (PVP 25) (Fa. BASF, Ludwigshafen, Deutschland) und 2 mg

Magnesiumstearat.

Tablettengewicht 212 mg. Durchmesser 8 mm, Wolbungsradius 12 mm.,

Herstellung:

Die Mischung aus erfindungsgemiBer Verbindung, Lactose und Stérke wird mit einer 5%-igen
Lésung (m/m) des PVPs in Wasser granuliert. Das Granulat wird nach dem Trocknen mit dem
Magnesiumstearat 5 Minuten gemischt. Diese Mischung wird mit einer iiblichen Tablettenpresse
verpresst (Format der Tablette siehe oben). Als Richtwert fiir die Verpressung wird eine Presskraft

von 15 kN verwendet,

Oral applizierbare Suspension:

Zusammensetzung:

1000 mg der erfindungsgemiBen Verbindung, 1000 mg Ethanol (96%), 400 mg Rhodigel®
(Xanthan gum der Fa. FMC, Pennsylvania, USA) und 99 g Wasser.

Einer Einzeldosis von 100 mg der erfindungsgemaBen Verbindung entsprechen 10 ml orale

Suspension.

Herstellung:

Das Rhodigel wird in Ethanol suspendiert, die erfindungsgemiBe Verbindung wird der Suspension
zugefligt. Unter Ruhren erfolgt die Zugabe.des Wassers. Bis zum Abschluff der Quellung des
Rhodigels wird ca. 6 h gerithrt.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Oral applizierbare Losung:

Zusammensetzung:

500 mg der erfindungsgemiBen Verbindung, 2.5 g Polysorbat und 97 g Polyethylenglycol 400.

Einer Einzeldosis von 100 mg der erfindungsgemiBen Verbindung entsprechen 20 g orale Losung.

5  Herstellung:

Die erfindungsgemifie Verbindung wird in der Mischung aus Polyethylenglycol und Polysorbat
unter Rithren suspendiert. Der Rithrvorgang wird bis zur vollstindigen Auflsung der erfindungs-

gemiBen Verbindung fortgesetzt.

i.v.-Losung:

10  Die erfindungsgemiBe Verbindung wird in einer Konzentration unterhalb der Sattigungslislichkeit
in cinem physiologisch vertriglichen Ldsungsmittel (z.B. isotonische Kochsalzlgsung, Glucose-
l6sung 5% und/oder PEG 400-Losung 30%) geldst. Die Losung wird steril filtriert und in sterile
und pyrogenfreie Injektionsbehiltnisse abgefilllt.

DRN:2010111999000020EP ARZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Patentanspriiche

1. Natrium- 1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)- | H-pyrazol-5-olat
entsprechend der Verbindung der Formel (11}

(\o
(\N \ N\(\\‘l/ an

N N
Na

Sy Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die

Verbindung der Formel (II) in kristalliner Form vorliegt.

3 Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 1, dadurch

gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I)

i l/\o /N/Hi I/\O
Y = Qe

N\?N O N\JN
(la) (1) (Ib)
10 in einem L&sungsmittel mit Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem

Natrium-Salz, gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umsetzt wird.

4. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 3, dadurch

gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Losungsmittel mit wissriger

Natronlauge, gegebenenfalls unter Zusatz ciner Base, umsetzt wird.

154 5 Verbindung nach einem der Ansprilche 1 oder 2 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von
Krankheiten,
6. Verwendung der Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Herstellung eines

Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten.

7. Verwendung der Verbindung nach einem der Anspriiche | oder 2 zur Herstellung eines
20 Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
Herzinsuffizienz, Aniimie, chronischen Nierenerkrankungen und Niereninsuffizienz.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010



. BHC 101047
233-

8. Arzneimitte! enthaltend die Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 in Kombination

mit einem inerten, nichttoxischen, pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoff..

9. Arzneimittel enthaltend die Verbindung nach einem der Anspriiche |1 oder 2 in Kombination

mit einem weiteren Wirkstoff.

5 10 Arzneimittel nach Anspruch 8 oder 9 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, Herzinsuffizienz, Animie, chronischen Nierenerkrankungen und

Niereninsuffizienz.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Substituiertes Natrium-1H-pyrazol-S-olat

Zusammenfassung

Die vorliegende Anmeldung betrifft Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl}-4-(1H-1,2,3~
triazol-1-yl)-1H-pyrazol-5-olat, Verfahren zu dessen Herstellung, dessen Verwendung zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten sowie dessen Verwendung zur Herstellung von
5  Arzneimitteln zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, insbesondere von
kardiovaskuliren und hiimatologischen Erkrankungen, von Nierenerkrankungen sowie zur Férderung

der Wundheilung.

DRN:2010111999000020EP AKZ:102010044131.7 Eingangsdatum:18.11.2010
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Abb. 1 IR-Spektren der Verbindung der Formel (II) und der Verbindung der Formel (I}
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Abb. 2 Raman-Spektren der Verbindung der Formel (I) und der Verbindung der Formel (I)
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Abb. 3 UV/VIS Spektren der Verbindung der Formel (II) und der Verbindung der Formel (I)
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Abb. 4: "H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II)
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Abb. 5: 'H-NMR-Spcktrum der Verbindung der Formel (I)
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Abb. 6: *C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II)
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Abb. 7: PC-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I}

Cisa

DRN:2010111999000020EP

-79 -

ppm

w4 =]

10

20

30

J
40

50

ARZ:102010044131.7

}_.

b

-4

i

T

3

— i
T e | | =

=i

. Y e
180 170 150 150 340 130 120 110 100 80 B0 70 60

210 200 190

Eingangsdatum:18.11.2010



BHC 10 1 647

-8/9-

Abb. 8: Massenspektrum der Verbindung der Formel (II)
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Abb. 10: Rintgendiffraktogramm der Verbindung der Formel (II)
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Abb. 11: Rontgendiffraktogramm der Verbindung der Formel (I)

STOE Pulver Diffraktion

400
[]

350 4
o

00
o

50
[}

200 §oenn
[

150
[

40

o

i i
1.0 16.0 00

o

i
8.0

prt)

2Thata

DRN:2010111999000020EP

ARZ:102010044131.7

145
i

Eingangsdatum:18.11.2010



24

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2

i
RO e CAJR No. 13 - 0040803

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 30 de 2013 - 14:33:12

RECIBIDO DE : POSSE HERRERA & RUIZ S_A.

NI 830.022.196

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BCGOTA 062754387 194828760 26/04/2013 6.836.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT.  RENTISTICO CONCEPTO VEUNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
IENCIB $500.000.00

SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

dedek

Recibo

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

IR

=000

T

LRI

J!:‘ooo

2
Fecha: 2013-04-30 14:42:
T 14 PATENTEIIK‘}i“ZSS Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

74
Act 411 PRESENTACION — Folige: 146 ACIONALT

Sodo Contre: Carrera 13 No. 27 - 00 Piscs 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia

Waob: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Conter: (571) 6513240
, Abril 30 de 2013 - 14:32:14




[c\g

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
S

"_-r
-
q

Industrlay Comercw
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0040804

Bogota D.C., Abril 30 de 2013 - 14:33:12

RECIBIDO DE : POSSE HERRERA & RUIZ S.A.

NI 830.022.196

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA Nao. PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 194828760 26/04/2013 6.836.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO
5 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 150.000.00
ICIONAL ATAS 0 INIC $150.000.99~__

SON: *CIENTO CINCUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Res onsable

Web: www.sic.gov.co o-mal: info@sic.gov.co Conmutladoer: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {S71) 6513240

o Abril 30 de 2013 - 14:33:14

do al Expediente No.

Sede Centro: Carrora 13 No. 27 - 00 Pisos 34,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia

5 ENAC ONALS




o T — a5
%MJ%M‘ I ; : SUPERINTENDENC! ;
Industria 3 Comexcio Al g witsopovpe ADE "NDUSTR'A Y ‘?OMERCPO
S NI
PATENTE DE INVENCION [ ] MODELO DE’ UTILI Fecti: 201 q’rg}b 30 14256 EVE;?%%D 20 O uEvascs

OO0

: Act. 411 PR ESENTACION Follos: 145
Indicacién que se solicita una patente. s SN
Datos de Identificacién del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencidn
Dibujos de ser estos pertin_enfes

Comprobante de pago de [as tasas establecidas (De ser el caso formato de descuénto) .
Completa ° I::] : NG Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELQ DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

NINEEEN

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,

reivindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pagoe de Ias tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa * [ ] ‘Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 113 Decisién 486/00)

L]
L]

[]
L]

Indicacion que se solicita Disefio industrial
Datos de identificacién del solicitants o de la persona que preseﬁta la solicitud

Representacion gréfica yfotogréﬁca del Disefic industrial o muestra del material que incorpora el
disefio y

Comprobante-de pago de las tasas establecidas

Completa D ' " Incompleta [:’

ESQUEMA DE TRAZADO {_] " (Art.92 Decisin 486/00)

-

HINRNIN

Indicacion que se solicita un esquema de trazado j
Datos de identificacion del solicitante o dela persbna que presenta la solicitud-
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D by fncomg!eta D

Fi02-F08 (2009-11-18)




