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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sed-gersona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple ver expediente No. © 8- 066,193
Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos).

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

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

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conOC|m|entos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta
solicitud.

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

Otros. Busqueda Internacional

FIGURA CARACTERISTICA:

4 O

N /
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- NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIRM

Solicito la concesion de la patente,

C.C. 79%782.747 Bta T.P. 74.295

Instruccnones para el dlhgenC|am|ento del presente formularlo ver reverso de esta pagma
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TRADUCCION OFICIAL DE UN DOCUMENTO QUE ESTA ORIGINALMENTE EN INGLES -
Vi

7/

Nota del traductor: : : =

El documento adjunto de poder de Novartis AG a Carlos R. Olarte y/o J.
Ian Raisbeck y/o Ana Maria Frieri y/o Juan Guillermo Moure y/o Natalia

Castro lleva los siguientes datos en inglés.
CERTIFICACION NOTARIAL

1. En esta fecha, dia 30 de Agosto de 2006, yo, el suscrito Notario
Publico certifico por medio del presente la autenticidad de las ﬁrrr;as
del sefior Arthur Canonica, ciudadano de Corticiasca, Suiza, residehte‘
en Wisen/S0O, Suiza, y del Sr. Pascal Traub, ciudadano de Riehen,
Suiza, residente en Basilea, Suiza, ambos personas mayores de edad
y con direccion comercial en Lichstrasse 35, 4056, Basilea, Suiza. La
autenticidad de |la firmés fue establecida por medio de la
comparacion. _ -

2. Ademas, yo, el Notario Publico, certifico por el presente que las.
anteriores personas han ejecutado el anterior documento como
apoderados de Novartis AG.

. . o,
. Ademas, yo, el Notario Publico certifico por el presente que Novartis.

w

AG, con su principal lugar de negocios en Basilea, Suiza, esta

—

&

debidamente constituida, estd actualmente vigente y que los
propositos para los cuales se otorgd el Documento de Poder estan

dentro del alcance de sus propositos corporativos.

Traductor Ofic
JORGE E. SIERRA
ticencio 376 ~ 1993 |



4. Ademads, yo, el Notario Publico, certifico por el presente que[llas

anteriores personas tienen la autoridad para ejecutar el docum

de Poder y que por este instrumento, su representacion es legal.

L3

La base para mis certificaciones de los puntos 2, 3 y 4 fue la exhibicién
de los siguientes documentos auténticos: )

- Documento de Poder de Novartis AG fechado el 19 de junio de

2006 y -
- Extracto del Registro de Comercio del Canton de la ciudad de
Basilea para Novartis AG, en Basilea, fechado el 25 de enero de

2006.
Basilea, Suiza, este dia 30 de Agosto de 2006.

(Firmado) Dr. Matthias Staehelin, Notario Piablico del Cantén de la

-

ciudad de Basilea, Suiza.

Mi licencia vence el 11 de Marzo de 2009.

-

Hay una Apostilla de Suiza, firmada por Heidi Fischer, bajo el No.

8049/13584.

_ Traductor Ofici
- JORGE E. SIERRA
Licencia 376 ~- 1993 A



. - L \
Certificacion: , L

Certifico que la presente es una traduccion verdadera y completa del

documento adjunto: “Novartis”
Fecha: 12 de Septiembre de 2006.

Traductor: Jorge Enrique Sierra Reyes.

Licencia No. 376 de 1993, del Ministerio de Justicia. -

Direccion: Carrera 15 No. 99-13 Oficina 411. Bogota, Colombia.

~) .

Teléfono: (57-1) 2182308, (57-1) 6232925.

E-mail: treseserl@yahoo.com. No. 8346

- Traductor Ofici
JORGE E. SIERRA
Licencia 376 - 1993 A

o~



OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Power of Attorney

The undersigned,

Poder

El suscrito,

NOVARTIS AG

domiciled in

domiciliado en

Lichtstrasse 35, CH-4056 Basel / Switzetland

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Ian Raisbeck and/or
Ana Maria Frieri and/or Juan Guillermo

Moure and/or Natalia Castro full and
sufficient Power of Attorney to file, prosecute,
obtain, defend and enforce any and all of the
company’s Patents for Inventions, Utility Models,
Layout-Designs  (topographies) of Integrated
Circuits, Industrial  Designs, Trademarks,
- Advertising Slogans, Trade Names, Commercial
Emblems, Geographical Indications, Protection of
Trade Secrets, . Obtainer’s Certificates,
Copyrights, Registration of Domain Names,
Health Registrations, or any other intellectual
property right in the Republic of Colombia, to
which end it-empowers them to take all steps
necessary before any administrative or judicial
authority of any class for the objects stated, to file
petitions, recourses, rteplies and oppositions, pay
taxes and annuities, request testimonies, receive
documents and securities, abandon applications and
collect refunds. Sufficient power is hereby granted
to receive notifications on behall of the Company, to
conler powers on those who are to represent the
company judicially and extrajuditially, to answer in
coutt in the matter of all claims and demands that
may be presented in connection with the objects
stated, giving them likewise power to substitute these
presents and revoke such substitutions.

Signature/Firma:

Date/Fecha: June 27,2000

City,Country/Ciudad,Pais: Basel, Switzerland

f—//—//') vt Conontech

por medio del presente otorga a Carlos R.
‘Olarte y/o J. lan Raisbeck y/o Ana
Maria Frieri y/o Juan .Guillermo
Moure y/o Natalia Castro poder especial,
amplio y suficiente para presentar, tramitar,
obtener, defender y hacer respetar todas y
cualquiera de las Patentes de Invencién, Modelos
de Utilidad, Esquemas de Trazados de
Circuitos Imtegrades, Diseios Industriales,
Marcas, Lemas Comerciales, Nombres
Comerciales, Enseiias Comerciales,
Denominaciones de Origen, Proteccién de
Secretos Lmpresariales, Certificados de
Obtentor, Derechos de Autor, Registro de
Nombres de Dominio, Registros Sanitarios, o
cualquier otro bien de propiedad intelectual de
la compaiiia en la Repiblica de Colombia, a cuyo
efecto los facilta para dar todos los pasos
necesarios ante ;cualquicr autoridad administrativa
0 judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendadjo, elevar solicitudes, Tecursos,
respuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades, ;solicilar testimonios,  recibir
documentos y alores, desistir y percibir, Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compaiifa, otorgar poderes a
quiénes vayan a representar a la compaiiia judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamacionés o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, déandoles
asimismo facultad para sustituir el presente y
revocar dichas sustituciones.

T

Carlos R. Olart

J. Tan Raisbecl

Ana Matia Frier

Juan Guillenmo Moure
“"Natalia Castrc

* Zayde Chahiv

“~ Jacqueline Chaparxc
José Luis Londoiic
Felil)c Mendoz:

Simén Salina

e ' Of Counse
Guilleomo Chahin
Gracicla Melo

World Trade Center - Torre A, Calle 100 No. 8A — 37, Piso 10, Bogoti D.C., Colombia

Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, oﬂ”ncc(&)ulan«l'raisbcck.coim www.olaricraisbeck.com
|
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On this date, the 30"

Attestation

(thirtiet:h) day of August 2006 (two thousand and six), I, the

undersigned Notary Public cer'tify herewith the authenticity of the sighatures of Mr.
Arthur Canonica, citizen of Cort|c1asca Switzerland, residing in Wisen/S0O, Switzer-
land and of Mr. Pascal Traub citizen of Riehen, Switzerland, residing in Basel,

Switzerland, both of |

egal age and with business address at, Lichtstrasse 35, 4056

Basel, Switzerland. The authenticity of the signatures was established by means of

comparlson

Further, I, the Notary
cuted the foregoing dc

Further, I, the Notary
place of business loca
existence, and that t

within the scope of its

Further, I, the Notary
thority to execute the
tation is legal.

The foundation _for m

(four) was the exhibitil

Public certify herewith that the foregoing persons have exe-
cument as proxy holders for Novartis AG. "

Public certify herewith that Novartis AG, having its principal
ted in Basel / Switzerland, is duly incorporated, is currently in
he purposes for which the Power of Attorney is granted are
corporate pdrposes.

Public certify herewith that the foregoing persons have the au-
Power of Attorney and that for this instrument their represen-

y certifications contained in points 2 (two), 3 (three) and 4
on of the following authentic documents:

- Power of Attorney by Novartis AG dated June 19 (nineteen), 2006 (two thou-

sand and six); aI

- Extract from the

nd

Register of Commerce of the Canton of Basel-City for Novartis

AG, in Basel, dated January 25 (twenty-five), 2006 (two thousand and six).

Leg.Prot.Nr. 975 /2006

-

BASEL, Switzerland, this 30" (thirtieth) day. of August 2006 (two thousand and six)

\ ¥, i .
M O o . i 1
Aadlo Ve
7
Dr. Matthias Staehelin, Notary Public
in the Canton of Basel-City, Switzerland

\ \ My license expires on March 11 (eleven), '
\ 2009 (two thousand and nine).
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. Country: Switzerly
. is signed by

. in his/her function ag

4. and U‘rlllltd&’fj{gl‘]\b 5

. in Basel (Béle)
by the State %L(@' (2::1‘11(. Canton of Bdsd—SLadt ........

0. o /Zf) Jﬂy /.-/—

~ APOSTILLE
(Hague Conventicn ol October 5th, 1961)

Schweiz/ Suisse) !

This official décy

Scal /stamp:

»
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(19) World Intellectual Property Organization i

International Burcau

(43) International Publication Date

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)
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(10) International Publication Number

4 September 2008 (04.09.2008) WO 2008/104595 Al

(51) International Patent Classification: 33, 79104 Freiburg (DE). PETERSEN, Holger [DE/DE];
AGIK 31/5377 (2006.01)  AGIP 35/00 (2006.01) Akazienweg 1, 79591 Eimeldingen (DE). ZHENG,
CO7D 295/00 (2006.01) Weijia [CN/US]; Novartis Institutes for BioMedical, 250
Massachusetts Avenue, Cambridge, Massachusetts 02139

(21) International Application Number: (US).

PCT/EP2008/052443

(74) Agent: GRAFF, Alan; Novartis Pharma AG, Patent De-

(22)

(25)
(26)

(30

an

(72)
(75)

International Filing Date:

28 February 2008 (28.02.2008)
Filing L.anguage: English
Publication Language: English

Priority Data:
(7103346.8 1 March 2007 (01.03.2007)  EP
Applicants (for all designated States except US): NOVAR-
TIS AG [CH/CH]; Lichtstrasse 35, CH-4056 Basel (CH).
VERNALIS (R & D) LTD. [GB/GB]; Oakdene Court, 613

Reading Road, Winnersh, Berkshire RG41 SUA (GB).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): DRYSDALE,
Martin James [GB/GB]; Vernalis R & D) Ltd., Oakdene
Court, 613 Recading Road, Winnersh, Berkshire RG41
5UA (GB). DYMOCK, Brian William [GB/SG]; S*BIO
Pte 1.td., 1 Science Park Road, #05-09 The Capricorn, Sin-
gapore Science Park 11, Singapore 117528 (SG). KRELL,
Christoph [CH/CH]; Breisacherstrasse 71/2, CH-4057
Basel (CH). MUTZ, Michael [DE/DE]; Mozartstrasse

(81)

(34)

partment, CI1-4002 Basel (CH).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA,
CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO, DZ, EC, EE,
EG, ES, F1, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID,
IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC,
LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN,
MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH,
PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SV,
SY, TJ, T™M, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,
ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARTPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, 7ZM,
ZW), Furasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TI, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DX, EE, ES, FI,
FR, GB,GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, .U, LV, MC, MT, NL,
NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG,
CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

with international search report

(54) Title:

ACID ADDITION SALTS, HYDRATES

AND POLYMORPHS OF 5-(2,‘4-DIHYDROXY;5-ISO-
PROPYL-PHENYL)-4-(4-MORPHOLIN-4-YLMETHYL-PHENYL)-ISOXAZOLE-3-CARBOXYLIC ACID ETHYLAMIDE
AND FORMULATIONS COMPRISING THESE FORMS

(57) Abstract: The present invention relates to new salt forms of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4- morpholin4-yl-
methyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide, in particular the mesylate, hydrochloride, tartrate, phosphate and hemi
fumarate salt thereof, to crystalline forms of such salts; to polymorphs of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-
ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carhoxylic acid ethylamide; to hydrates and polymorphs of the new salt forms mentioned above;
1o the use of the new salt forms mentioned above for the manufacture of a medicament for the treatment of a disorder mediated
by Hsp90; 1o 4 method for treating a disorder mediated by Hsp90 using the new salt forms; to formulations comprising such salt
forms, in particular aqueous solutions suitable for intravenous administration; and to amber glass containers being filled with such
formulations.
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Acid addition saits. hydrates and polymorphs of 5-(2.4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-

morpholin-4-yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide and formulations

comprising these forms

The present invention relates to new salt forms and polymorphs of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-pheny!)-4—(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)—isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide,
to hydrates and polymorphs of such new salt forms and to new formulations comprising such

salt forms.

The Hsp90 family of chaperones is comprised of four known members: Hsp90a and Hsp90p
both in the cytosol, grp94 in the endoplasmic reticulum and trap-1 in the mitochondria. Hsp90

is an abundant cellular chaperone required for the ATP-dependent refolding of denatured or

“unfolded” proteins and for the conformational maturation of a variety of key proteins involved

in the growth response of the cell to extracellular factors. These proteins, which are called
client proteins, include the steroid receptors as well as various protein kinases. Hsp90 is
essential for eukaryotic cell survival and is overexpressed in many tumors. Cancer cells
seem to be sensitive to transient inhibition of Hsp90 ATPase activity suggesting that Hsp90
inhibitors could have a potential as new anticancer drugs. Each Hsp90 family member
possesses a conserved ATP-binding site at its N-terminal domain, which is found in few
other ATP-binding proteins. The weak ATPase activity of Hsp90 is stimulated upon its
interaction with various co-chaperone proteins. Several natural compounds such as
geldanamycin or radicicol bind at the ATP-binding site of Hsp90 inhibiting its ATPase activity.
In cellular systems and in vivo, these drugs upon binding to Hsp90 prevent the folding of the
client proteins, which are then degraded in the proteasome. 17-allylamino-17-demethoxy-
geldanamycin (17-AAG), a geldanamycin derivative, is tested in Phase | clinical trials. Initial
clinical experiences with 17-AAG have offered preliminary evidence that concentrations of s
the drug associated with activity in pre-clinical systems can be achieved in humans with
tolerable toxicity, and provided early evidence of target modulation in at least certain
surrogate and tumor compartments. The dose limiting toxicity of 17-AAG is hepatic toxicity.
17-AAG's poor solubility makes it difficult to formulate/administer and its synthesis is difficult
(it is generally obtained by fermentation). Therefore alternative compounds with better
physicochemical properties and maybe of higher specificity (17-AAG inhibits all these the
four Hsp90 paralogs) are needed. WO 2004/072051 discloses such alternative compounds,



e

WO 2008/104593 PCT/EP2008/052443

more specifically a series of isoxazoles derivatives with inhibition properties for heat shock

proteins.

5-(2,4-Dihydroxy—5-isopropy|—phenyl)—4-(4—morpholin-4-y|methyl-phenyI)-isoxazoIe—3-
carboxylic acid ethylamide is a Hsp90 inhibitors described in WO 2004/072051 (Example
78). The compound can be prepared, for instance, as disclosed in such publication. 5-(2,4-"-.
Dihydroxy—5—isopropyl—phenyl)—4-(4-morpholin—4-ylmethyl-phenyl)—isoxazole—3-carboxylic acid
ethylamide is a poorly water soluble compound, which shows a solubility in water of less than
0.1 mg/ml. The solubility of the free base in 0.1 N HCl is about 1 — 2.5 mg/ml. Furthermore,
the free base is slightly hygroscopic showing a maximum uptake of 1.8 % of water at 80%
relative humidity (r.h.) at 25 °C. '

Surprisingly, new salt forms of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-
yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide were found including the
hydrochloride, tartrate, phosphate, hemi fumarate and the mesylate salt. These salts and the
free base were found to be crystalline rendering these forms particularly suitable for

pharmaceutical development.

Neither of 5—(2,4-dihydroxy-5—isopropy|-phenyl)-4-(4-morpho|in-4—y|methyl-phehyl)—isoxazole—
3-carboxylic acid ethylamide mesylate and 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hydrochloride was

found to be hygroscopic.

Furthermore, it was found that 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-
ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate is superior compared to
the free base as well as other salts in terms of solubility. Besides the advantage of exhibiting
a high water solubility, the mesylate salt is also suitable to be manufactured reproducibly in a
clear acid/base ratio. This finding renders the mesylate salt particularly suitable for the use in

liquid formulations for oral as well as for intravenous formulations.

All of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3- -
carboxylic acid ethylamide salts show higher solubility compared with the free base.

The solubility of the hydrochloride salt in water is 2.5-5 mg/ml, at pH 5 it is approximately 1 -
2.5 mg/ml and is less than 1 mg/mlin 0.1 N HCI.
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The solubility of the tartrate salt in water is more than 2 mg/mi.
The solubility of the phosphate salt in water is approximately 0.5 — 1.0 mg/ml.
The solubility of the hemi fumarate salt in water is approximately 0.1 — 0.25 mg/mi.

The solubility of the mesylate salt at pH 5 is approximately 1 = 2.5 mg/ml and 10-20 mg/ml in
0.1 N HCI. The solubility in water at pH 4 was found to be 33.5 mg/ml.

In addition to the above, it has been found that 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate can be
obtained in the form of hydrates. Modification A is an anhydrous form of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide
mesylate and forms Ha and Hg are hydrated forms of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-
(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate.

As a further aspect of the present invention, it has been found that different crystalline forms
of the free base and of the mesylate salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide can be obtained.

Finally, it was found that the crystalline form 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hydrochloride did not
change by equilibration in suspension over a range of applied conditions. Lack of
polymorphism is a beneficial property for a solid form designated to be developed as a

medicament.

Hence, in a first aspect, the present invention relates to new salts of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide,
more specifically to 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-
isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate, 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hydrochloride, 5-(2,4-
dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid
gthy!amide tartrate, 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-

\
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isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide phosphate and 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-
4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hemi fumarate.

In a second aspect, the present invention relates to new crystalline forms and hydrates of 5-
(2,4—dihydroxy-5-isopropy|-phenyl)-4—(4-morpholin—4-ylmethyl-phenyl)—isoxazole-3-carboxylic

acid ethylamide mesylate.

In a third aspect, the present invention relates to new crystalliné forms of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morphoIin-4-ylmethyl—phenyl)-isoxazole—3-oarboxylic acid ethylamide

free base.

Additionally, the present invention relates to the use of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-
4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate, 5-(2,4-
dihydroxy-5-isopropy|-phenyI)—4-(4—morphoIin-4-ylmethyl-pheny|)-isoxazole-3-carboxylic acid
ethylamide hydrochloride, 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide tartrate, 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-
4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide phosphate and 5-
(2,4—dihydroxy-5—isopropy|—phenyl)_—4-(4-morpholin—4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic
acid ethylamide hemi fumarate for the manufacture of a medicament for the treatment of a

disorder mediated by Hsp90.

The general terms used hereinbefore and hereinafter preferably have within the context of

this disclosure the following meanings, unless otherwise indicated.

The expression “disorders mediated by Hsp90” as used herein denotes disorders, such as
tumor diseases, which result from overexpression, activation or dysregulation of Hsp90 or

wherein such overexpression, activation or dysregulation play a prominent role.

The expression “free of any other salts” as used herein means that neither any salts derived
from inorganic or organic acids, such as sodium chloride, as isotonic agent nor any buffer
salts are present. It was observed that in the presence of such other salts crystals are forméd
sooner or later, which renders the solution of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylémide mesylate unstable and
which is in particular an unacceptable risk for a formulation designated to be used for

intravenous administration.
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The expression “chemically stable” as used herein means that 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-
phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide does not
undergo any chemical reactions, such as solvolysis, especially no hydrolysis,

rearrangements or oxidations.

Short Description of the Figures

Figures 1 to 13 X-ray diffraction diagrams of crystalline forms of the free base, the methane
sulphonic acid salt, the hydrochloric salt, the tartic acid salt, the phosphoric acid salt and the
hemi fumaric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide. In the X-ray diagrams, the angle of refraction
2theta are plotted on the horizontal axis (x-axis) and the relative line intensity (background-
corrected peak intensity) on the vertical (y-axis). X-ray powder diffraction patterns are

measured with Cu Ko, radiation source (Ka1 radiation, wavelength . = 1.54060 Angstrém).

Fig. 1 shows the X-ray diffraction diagram of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-pheny!)-4-(4-

morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide free base, form l.

Fig. 2 shows the X-ray diffraction diagram of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-

morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide free base, form I

Fig. 3 shows the X-ray diffraction diagram of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide free base, form Il

Fig. 4 shows the X-ray diffraction diagram of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide free base, form IV.

Fig. 5 shows the X-ray diffraction diagram of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide free base, form V.

Fig. 6 shows the X-ray diffraction diagram of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide free base, form VII.
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Fig. 7 shows the X-ray diffraction diagram of form | of the methane sulphonic acid salt of 5-
(2,4-dihydroxy-5-isopropyl—phenyl)—4—(4-morpholin-4—ylmethyl-phenyI)—isoxazole-S-carboxyIic
acid ethylamide.

Fig. 8 shows the X-ray diffraction diagram of hydrate form Ha of methane sulphonic acid salt
of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-

carboxylic acid ethylamide.

Fig. 9 shows the X-ray diffraction diagram of hydrate form Hg of methane sulphonic acid salt
of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-

carboxylic acid ethylamide.

Fig. 10 shows the X-ray diffraction diagram of the hydrochloric salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide.

Fig. 11 shows the X-ray diffraction diagram of the tartaric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide.

Fig. 12 shows the X-ray diffraction diagram of the phosphoric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide.

Fig. 13 shows the X-ray diffraction diagram of the hemi fumaric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-
5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid

ethylamide.

In a preferred embodiment, the form | of the essentially pure methane sulphodic acid salt of
5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-
carboxylic acid ethylamide shows the X-ray diffraction diagram indicated in Fig. 7.

High preference is also given for the form | of the methane sulphonic acid salt of 5-(2,4-
dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid
ethylamide which shows an X-ray diffraction diagram of the type shown in Fig. 7, with
significant peak intensities at 2-theta values: 16.7, 19.4 and 22,7 £ 0.2deg. In samples being

free of any additional materials (other crystal forms, hydrates, excepients), it should be
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possible to observe the following 2-theta values: 8.0, 11.9, 13.9, 14.2, 16.7, 18.5, 19.4, 22,7,
23.320.2deg.

In another preferred embodiment, the form H, of the essentially pure methane sulphonic acid
salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morphalin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-
carboxylic acid ethylamide shows the X-ray diffraction diagram indicated in Fig. 8.

High preference is also given for the form H, of the methane sulphonic acid salt of 5-(2,4-
dihydroxy—5-isopropy|—pheny|)—4-(4-morphoIin—4—y|methy|—phenyl)—isoxazole-S-carboxylic acid
ethylamide which shows an X-ray diffraction diagram of the type shown in Fig. 8, with
significant peak intensities at 2-theta values: 18.1 and 20.5, +0.2deg. In samples being free
of any additional materials (other crystal forms, anhydrate, excepients), it should be possible
to observe the following 2-theta values: 11.0, 11.6, 14.1, 18.1, 20.1, 20.5, 21.1, 21.7, 21.9,
25.8+0.2deg.

In a other preferred embodiment, the form Hg of the essentially pure methane sulphonic acid
salt of 5-(2,4-dihydroxy—5-isopropyl—phenyl)-4-(4-morphoIin-4-y|methyl-phenyl)-isoxazole-3-
carboxylic acid ethylamide shows the X-ray diffraction diagram indicated in Fig. 9.

High preference is also given for the form Hg of the methane sulphonic acid salt of 5-(2,4-
dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid
ethylamide which shows an X-ray diffraction diagram of the type shown in Fig. 9, with
significant peak intensity at the 2-theta value of 25.4 £0.2deg. In samples being free of any
additional materials (other crystal forms, anhydrate, excepients), it should be possible to
observe the following 2-theta values: 6.2, 10.1, 12.6, 14.5, 18.0, 18.5, 19.0, 20.4, 20.9, 21.8,
22.2, 25.4 £0.2deg.

In another preferred embodiment, the essentially pure hydrochloric salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide

shows the X-ray diffraction diagram indicated in Fig. 10.

High preference is also given for the hydrochloric salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-
phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide which

shows an X-ray diffraction diagram of the type shown in Fig. 10.
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In another preferred embodiment, the essentially pure tataric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-°
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide
shows the X-ray diffraction diagram indicated in Fig. 11.

High preference is also given for the tataric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-
4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide which shows an X-

ray diffraction diagram of the type shown in Fig. 11.

In another preferred embodiment, the essentially pure phosphoric acid salt of 5-(2,4-
dihydroxy-5—isopropy|-phenyl)—4—(4-morpho|in-4—y|methyl—phenyl)-isoxazole—3-carboxylic acid

ethylamide shows the X-ray diffraction diagram indicated in Fig. 12.

High preference is also given for the phosphoric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-
pheny!)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide which
shows an X-ray diffraction diagram of the type shown in Fig. 12.

“In another preferred embodiment, the essentially pure fumaric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-

isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide

shows the X-ray diffraction diagram indicated in Fig. 13.

High preference is also given for the fumaric acid salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-
phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide which

shows an X-ray diffraction diagram of the type shown in Fig. 13.

The term “essentially pure” is understood in the context of the present invention to mean
especially that at least 90, preferably at least 95, and most preferably at least 99 per cent by
weight of the crystals of an acid addition salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide are present in the

crystal form according to the invention.

In a further aspect the present invention provides a new formulation comprising 5-(2,4-
dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid
ethylamide mesylate. More specifically, the present invention provides an aqueous solution
qomprising 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-
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isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate being free of any other sallts. Preferably, the

aqueous solution has a pH between 3.2 and 5.2.

Preferably, the formulation comprises between around 4.8 and 5.2 mg/m! solution, more
preferably 5.0 mg/ml solution, of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-
ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate. The pH of such a solution
is around 4.2 and therefore at the stability maximum of the mesylate salt. This surprising
finding renders the solution particularly suitable for pharmaceutical use. In particular, it allows
to use the solution without any other excipients, such as buffers, for stabilizing the drug
substance. Furthermore, in view of its high stability the solution comprising between around
4.8 and 5.2 mg/ml solution of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-
pheny!)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate can be subjected to autoclavation
(e.g. by heating to about 120 °C, for 20 to 40 minutes, e.g. 30 minutes, under a pressure of

around 2 bar) without causing any color changes or degradation products.

In one embodiment, the formulation consists of the mesylate salt of an isotonic aqueous
solution of 5-(2,4—dihydroxy—5-isopropy|-phenyl)-4—(4-morpholin-4—y|methyl-phenyl)—isoxazole-
3-carboxylic acid ethylamide and 5% wiw of glucose or mannitol. The latter embodiment has
the further advantage that crystal formation can be avoided even after longer storage time,
e.g. several months. Furthermore, the mesylate salt is chemically stable in this formulation.
Furthermore, the pH of such a solution prevents Maillard reactions during autoclavation of

the 5% glucose solution which would lead to discoloration at neutral pH.

In view of the surprising findings listed above, the present invention provides

e aformulation comprising 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-
ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate, which is preferably
an aqueous solution comprising 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-
4-yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate being free of any
other salts, having preferably a pH between 3.2 and 5.2;

« in particular a formulation consisting of an isotonic aqueous solution of the mesylate
salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-
isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide and 5% w/w of glucose or mannitol;
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e and in particular an aqueous formulation comprising 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-
phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide

mesylate in a concentration between around 4.8 and 5.2 mg/ml.

The aqueous solution described herein above is particularly useful for intravenous
administration of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-

isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate.

Furthermore, it was surprisingly found that 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyi-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate is light
sensitive as solid as well as in solution. Hence, in a further embodiment, the present
invention provides for amber glass containers being filled with the drug substance or the

aqueous formulations described herein above.

Furthermore, the present invention provides for a method for treating a disorder mediated by
Hsp90 comprising administering to a warm-blooded animal in need thereof a therapeutically
active amount of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-
isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate or 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-

(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hydrochloride.
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EXAMPLES
The following Examples illustrate the invention.

Temperatures are measured in degrees celsius (°C). Unless otherwise indicated, the

reactions take place at room temperature.

Abbreviations

EtOAC ethyl acetate

r.h. relative humidity

RT room temperature
TBME tert-butyl methyl ether

Example 1: 5-(2,4-Dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-

isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hydrochloric acid salt

5—(2,4-Dihydroxy-S—isopropyl—phenyl)-4-(4-morphoIin-4-y|methylophenyl)-isoxazole-3—
carboxylic acid ethylamide (4.19 g, 9 mmol) is dissolved in absolute alcohol (19.7 ml) under
gentle warming. After stirring for 5 min, 6N aqueous hydrochloric acid (1.5 ml, 9 mmol) is
added at RT (about 25°C). The clear solution is seeded with a very small amount of 5-(2,4-
dihydroxy-5—isopropyI-phenyI)-4-(4—morphoIin-4-yImethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxy|ic acid
ethylamide hydrochloric acid salt and ethyl acetate (2 ml) is added whereupon the mixture
becomes turbid slowly. After 1 h EtOAc (5 ml) is added in portions, and the suspension is
stirred at RT overnight. More EtOAc (2 ml) is added. The suspension is stirred for about 5 h
and filtered. The filter cake is washed with absolute alcohol/EtOAc 1:1 (v/v) and dried for 16
h at 45°C under reduced pressure to result in the title compound as a white powder.
Melting point (DSC): 237°C
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Example 2: 5-(2,4-Dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-

isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate — Conditions (A)

x HO,SCH,

A stirred suspension of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide (7.76 g, 15 mmol, containing about 9 wt%
TBME) in acetone (15 ml) is warmed to 35°C. To the mixture is added a solution of
methanesulfonic acid (1.43 g, 14.85 mmol) in water (3.33 g) over 20 min. After 15 min, the
solution is warmed to 45°C and clear filtered into a warm flask (about 45°C). The filter is
rinsed with acetone/water 9:1 (v/v, 12 ml). The 45°C warm filtrate is diluted with acetone (53
ml) over 30 min and seeded with 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-
ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide methanesulfonic acid salt (4 mg)
whereupon crystallization begins. After 1 h at 45°C acetone (30 ml) is added. The
suspension is stirred at 45°C for 1 h before it is cooled to 24°C over 90 min. TBME (20 ml) is
added, and the suspension is stirred at about 24°C for 15 h. Two more portions of TBME (20
ml each) are added followed by 2 h stirring each time. Thereafter, the suspension is cooled
to 0-5°C and stirred for 3 h before it is filtered. The filter cake is washed with acetone/ tert-
butyl methyl ether 3:1 (v/v) and dried under reduced pressure at 50°C for about 17 h to give
7.18 g (85 %) of the title compound as a white, crystalline powder.

Melting point: 233°C

When seeding is left out, the formed crystals are of the same form but may contain up to 1.5

wt% of acetone.

Example 3: 5-(2,4-Dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-

isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate — Conditions (B)

186.2 mg (0.4 mmol) of 5-(2,4-Dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-
phenyl-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide methane sulphonic acid are dissolved in 0.75
ml acetone. 154 mg of an aqueous solution (25 % w/w) of methane sulphonic acid (0.4
mmol) are added at RT resulting in a blue solution. After stirring for 2 h, 3.5 ml acetone and
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0.5 m! TBME are added. After the solution is stirred for further 12 h, further 3.5 ml of TBME is
slowly added, and stirring is continued for further 12 h. The obtained emulsion is filtrated and
the obtained solid washed with 0.5 m! TBME. The solid is dried for 16 h at 50 °C at 20 mbar ~

to provide 180 mg of the title compound.

Example 4: Hygroscopicity of the free base, the methane sulphonic acid salt and the
hydrochloric salt of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-

phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide

Hygroscopicity is measured using a Dynamic Water Sorption (DVS) apparatus.
Measurements are performed at 25 °C using about 8 — 10 mg of substance. The r.h. is
changed in steps of 10 % r.h. as follows: 40 — 0 — 95 — 0 — 40 % r.h. The minimum stage
time is 60 min, the maximum 180 min, if the change in mass of 10 min is less than

0.002 %/min, the r.h. is changed to the next step.

Neither of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-
3-carboxylic acid ethylamide mesylate and 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethyle__zmide hydrochloride was
found to be hygroscopic. The free base is slightly hygroscopic showing a maximum uptake of
1.8 % of water at 80% relative humidity (r.h.) at 25 °C.

Example 5: Manufacturing of 50 mg / 10 mL liquid in ampoule of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid

ethylamide mesylate

391.95 g of AUY922 mesylate salt (which corresponds to 325 g free base) and 3.25 kg
glucose are dissolved in 65 L water for injection. A colorless to slightly yellowish solution is
obtained with a density of 1.018 + 0.005 g/mL at 20°C, an osmolarity of 315 + 15 mOsm/kg )
and a pH of 4.2 + 1.0. The solution is filtered through 0.22 ym. 10.5 £ 0.4 mL of the solution
are filled into an amber glass ampoule. The ampoule are sealed under nitrogen atmosphere

and autoclaved for 30 min at 121°C.
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Example 6: Dilution of the 50 mg/10 mL concentrate of Example 5

10 mL of the 50 mg/10 mL ampoule of Example 5 are diluted with commercially available 250
mL 5% glucose solution and administered via a gravimetric infusion line intravenously to the

patient.

Example 7: Solubility of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-

ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate

The solubitity of the 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-
isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide (AUY922) mesylate salt in different aqueous media
were determined and found to be as follows:

Water (pH of the saturated solution = 3.6) 37.5 mg/mL; 0.9% NaCl solution 12.8 mg/mL; 5%
glucose solution 39 mg/mL; 5% mannitol solution 39 mg/mL; 5% glucose solution pH 4 35.6
mg/mL; 5% glucose solution pH 7 37.5 mg/mL: Buffer solutions pH 4.0 (acetate buffer) 14.6
mg/mL: pH 5.0 (acetate buffer) 3.2 mg/mL; pH 6.0 (phosphate buffer) 0.6 mg/mL; pH 7.0
(phosphate buffer) 0.7 mg/mL; pH 8.0 (borate buffer) 1.8 mg/mL.

High solubilities were found in glucose and mannitol solutions. In buffered solutions a pH of 4

was leading to highest soiubilities.

Example 8: Stress tests in solution or suspensions of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-
phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide

mesylate

The stability of the AUY922 mesylate salt in different aqueous media were determined under
stress conditions (4 weeks at 50°C) and the following appearance/content recovery/sum of
by- and degradaticn products were found:

Water: colorless solution/97.0%/0.32%: 0.9% NaCl: solution colorless solution/98.5%/0.34%,;
5% glucose solution: colorless solution/99.6%/0.34%.

Buffer solutions pH1.0 (HCI): colorless solution/96.7%/2.83%; pH2.0 (citrate buffer): colorless
solution/97.8%/0.58%; pH3.0 (citrate buffer): colorless solution/99.2%/0.47%; pH 4.0
(acetate buffer): colorless solution/100.5%/0.36%; pH 5.0 (écetate buffer): colorless
solution/99.1%/0.50%; pH 6.0 (phosphate buffer): colorless suspension/96.2%/0.49%; pH
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6.8 (phosphate buffer): colorless suspension/96.3%/0.79%; pH8.0 (borate buffer): colorless

suspension/88.5%/0.26%.
This data demonstrate the stability maximum of the AUY922 mesylate salt at pH 4. Further it
was shown that 5% glucose solution resulted in max. stability compared to other aqueous

media.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. Use of 5-(2,4—dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)—4-(4—morpho|in-4-y|methyl—phenyl)—isoxazole-
3-carboxylic acid ethylamide mesylate, 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-
morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hydrochloride, 5-
(2,4-dihydroxy—5—isopropyl-phenyl)-4—(4-morphoIin-4—y|methy|—phenyl)—isoxazo|e-3—
carboxylic acid ethylamide tartrate, 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-
ylmethyl-phenyi)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide phosphate or 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid
ethylamide hemi fumarate for the manufacture of a medicament for the treatment of a

disorder mediated by Hsp90.

2. The use according to claim 1 wherein 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-

4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate is used.
3. The use according to claim 2, wherein the medicament is administered intravenously.

4. Method for treating a disorder mediated by Hsp90 comprisi'ng administering to a warm-
blooded animal in need thereof a therapeutically active amount of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid
ethylamide mesylate, 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hydrochloride, 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid
ethylamide tartrate, 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropy!-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide phosphate or 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-
phenyt)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hemi

fumarate.

5. 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-

carboxylic acid ethylamide mesylate.

6. 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-
carboxylic acid ethylamide hydrochloride.
7. 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-

carboxylic acid ethylamide tartrate.
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8. 5-(2,4—dihydroxy-5—isopropyl-phenyl)-4—(4-morpho|in-4—ylmethyl—phenyl)-isoxazole—3-
carboxylic acid ethylamide phosphate.

9. 5—(2,4—dihydroxy—5—isopropy|—phenyl)-4—(4-morpholin-4—y|methyl-phenyl)-isoxazole—3-
carboxylic acid ethylamide hemi fumarate. '

10. A crystalline form of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-

phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate.

11. The crystalline form according to claim 10, which is 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-
4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate
. anhydrate.

12. Crystalline form | of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethy!-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate anhydrate.

13. The crystalline form according to claim 13 which shows an X-ray diffraction diagram of
the type shown in Fig. 7, in which the relative peak intensities of each peak do not deviate

by more than 10% from the relative peak intensities in the diagram shown in Fig. 7.

14. The crystalline form according to claim 10, which is a hydrate of 5-(2,4-dihydroxy-5-
isopropyl-pheny!)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid
ethylamide mesylate.

15. Hydrate form Hp of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate.

16. The hydrate form according to claim 15 which shows an X-ray diffraction diagram of the
type shown in Fig. 8, in which the relative peak intensities of each peak do not deviate by
more than 10% from the relative peak intensities in the diagram shown in Fig. 8.

17. Hydrate form Hg of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate.
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18. The hydrate form ac¢cording to claim 17 which shows an X-ray diffraction diagram of the
type shown in Fig. 9, in which the relative peak intensities of each peak do not deviate by

more than 10% from the relative peak intensities in the diagram shown in Fig. 9.

19. A crystalline form of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-

phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hydrochloride.

20. A crystalline form according to claim 19 which shows an X-ray diffraction diagram of the
type shown in Fig. 10, in which the relative peak intensities of each peak do not deviate by

more than 10% from the relative peak intensities in the diagram shown in Fig. 10.

21. A crystalline form of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-yimethyl-

phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide tartrate.

22. A crystalline form according to claim 21 which shows an X-ray diffraction diagram of the
type shown in Fig. 11, in which the relative peak intensities of each peak do not deviate by

more than 10% from the relative peak intensities in the diagram shown in Fig. 11.

23. A crystalline form of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylimethyl-
phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide phosphate.

24. A crystalline form according to claim 23 which shows an X-ray diffraction diagram of the
type shown in Fig. 12, in which the relative peak intensities of each peak do not deviate by
more than 10% from the relative peak intensities in the diagram shown in Fig. 12.

25. A crystalline form of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-

phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide hemi fumarate.

26. A crystalline form according to claim 25 which shows an X-ray diffraction diagram of the
type shown in Fig. 13, in which the relative peak intensities of each peak do not deviate by

more than 10% from the relative peak intensities in the diagram shown in Fig. 13.

27. A formulation comprising 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-

phenyl)-isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate.
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28. The formulation according to claim 27, which is an aqueous solution comprising 5-(2,4-
dihydroxy-5-isopropyl-pheny|)-4-(4—morpholin—4—y|methyl-pheny|)-isoxazole-3-oarboxylic

acid ethylamide mesylate being free of any other salts.
29. The formulation according to claim 28 having a pH between 3.2 and 5.2 pH.

30. A formulation consisting of an isotonic aqueous solution of the mesylate salt of 5-(2,4-
dihydroxy-5-isopropyl—pheny|)-4-(4—morpho|in-4-y|methyl-phenyl)-isoxazole-3—carboxylic

acid ethylamide and 5% w/w of glucose.

31. A formulation consisting of an isotonic aqueous solution of the mesylate salt of 5-(2,4-
dihydroxy-5-isopropyl-phenyl )-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-isoxazole-3-carboxylic

acid ethylamide and 5% w/w of mannitol.

32. The formulation according to any one of claims 28 to 30 comprising between around 4.8
and 5.2 mg/ml of 5-(2,4-dihydroxy-5-isopropyl-phenyl)-4-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-

isoxazole-3-carboxylic acid ethylamide mesylate.

33. An amber glass container being filled with a formulation according to any one of claims
27 to 31.



WO 2008/104595 PCT/EP2008/052443

Fig. 113

CER
2060

8333 ]
1666 ]
7900 ]
6333 _]
REHE
5000
43335 i
3G56 {
3000 { i
2333 i
1666 ]
1069 ]
3331 i

e N
T PRy

i l T i I 1 ] T
2.0 5.0 8.0 11.¢ 14.6 17.0 20.¢ 23.06 26.0 £%.¢6 32,0 35.0 38.0
Dexy .

4

13

! i :
4 M e b R
) 'wi.ﬁf;lﬂx Y L*'\ W (Y v S A S o oAt

T




WO 2008/104595

opg
HERQAO

FETTT
172000
ASSQO:

25000

ERELLN
g |
FE U
i

IRA00.

IGEQN
330&?
2500
£600..

5404

Fig. 2/13

PCT/EP2008/052443

Tog -



WO 2008/104593 PCT/EP2008/052443

Fig. 3/13




WO 2008/104595

Fig. 4/13

PCT/EP2008/052443




WO 2008/104595 PCT/EP2008/052443

Fig. 5/13

g anTe

o 1
¥ R

3840
Dag.




WO 2008/104595 PCT/EP2008/052443

Fig. 6/13




. ’é"

WO 2008/104593

Fig. 7/13

PCT/EP2008/052443

.-

P8 |
23560 _]

2166 ]
2833,

]
2500,
2166_]

1833

1560
1166
B3]

500

i ten

166+

o

) a
AP A 4
R } ¥ P d Qoo e M A A

ed V%

]
2. 25.0

T TRt St ey S
2%.6 32.0 35.6 38.0
Deqg.




WO 2008/104595 PCT/EP2008/052443

Fig. 8/13

ops
3130

37e8.]
3120
3650
2700
2340

1986

1629
1260
980

540 )
t

180 ., 4

<
oot Ed (o, 4 s
R ONIRY. SIS NUPR A UL VAL LA AN

ey T A H { ! H : i 1 i
2.0 5.0 8.;0 1.0 4.0 0. 26 . 2 32.0 5.0 3%.0
Deg.




WO 2008/104595 - PCT/EP2008/052443

Fig. 9/13

TPs g
1610

1476
1530
1199
1050

320

770

630}
i :
23 '. \ [y ¥ (J ‘:s

350

iy g
g B M
Vit RAVEE S W W NSW O,

- ey ] LA A e et — T - ——r——
2.4 5.0 B.U 11.90 4.9 1.0 28.¢ 23.0 26.8 2%.0 3z.0 350 I8.0
Deg .




WO 2008/104595 PCT/EP2008/052443

Fig. 10/13

cps
320
40 _
150
540
600 E
420 i
§
4 7‘\ . 140 i
N i
L".

w\l ‘311 f
. ME

N Wl
W kﬁ Sl

MW&('\WJ;W'«("V o RN

i
ey L A s e aens it s S I e S S s S e S e L M - T
. H ] “. 0 @8 1.9 4.8 17.90 20.0 2.0 26.0 29.0 32.9 35.8 38.0.
; Beg.




)
jeed

WO 2008/104595 PCT/EP2008/052443




S

WO 2008/104595

Fig. 12/13

PCT/EP2008/052443

cps
2487 ..

2362
2137
1912 ]
1687
14562
1437 .
1012

787 .

62

®37.3

13124

5

Al i
W

A
5, s
l\uj ‘1\4[ \4\_/ \:A».“‘w

{
35.

0

™
38.0
Dog,




WO 2008/104595

Fig. 13/13

PCT/EP2008/052443

HE50 .
4750
4250 ]
3750
3250
2760_]

2250

bl
! a

£ i?t\’ 3
WA A NSl
WV N o «-’\,u"\"'v “"»N(A’v PR

2%,6  26.0

7 7 R i
23,0 3z.¢ 3%.9 38.0
Deqg.




5
10
®
15
20
®
25

SALES DE ADICION DE ACIDO, HIDRATOS Y POLIMORFOS DE LA

ETIL-AMIDA DEL ACIDO 5-(2,4-DIHIDROXI-5-ISOPROPIL-FENIL)-4-

(4-MORFOLIN-4-IL-METIL-FENIL)-ISOXAZOL-3-CARBOXILICO, Y

FORMULACIONES QUE COMPRENDE‘N ESTAS FORMAS

La presente invencién se refiere a nuevas formas de sal y

polimorfos de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-

-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, a hidratos

y polimorfos de estas nuevas formas de sal, y a nuevas
formulaciones que comprenden estas formas de sal.

La familia de chaperonas Hsp90 esta comprendida de Cl]atro
miembros conocidos: Hsp90a y Hsp90B, ambos en el citosol, grp94
en el reticulo endoplasmico, y trap-1 en fa mitocondria. Hsp90 es una
chaperona celular abundante requerida para repliegue dependiente '
del ATP de las proteinas de_snaturalizadas o “desplegadas”, y para I;é
maduracién conformacional de una variedad de proteinas clave
involucradas en la respuesta de crecimiento de la célula a los
factores extracelulares. Estas proteinas, que se denominan c.:vomo
proteinas cliente, incluyen los receptores de esteroides, asi como
diferentes cinasas de proteina. Hsp90 es esencial para la
sobrevivencia celular eucariodtica, y se shobre-expresa en muchos
tumores. Las células de cancer parecen ser sensibies a la inhibicidn
transitoria de ta actividad de ATPasa de Hsp90, sugiriendo que los
inhibidores de Hsp90 podrian tener un potencial como nuevos

farmacos contra el cancer. Cada miembro de la familia HspS0 posee
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un sitio de enlace de ATP conservado en su dominio N-terminal, que
se encuentra en otras pocas proteinas de enlace de ATP. La débil
actividad de la ATPasa de Hsp90 se estimula después de su
interaccion con diferentes proteinas co-chaperonas. Varios
compuestos naturales, tates como geldanamicina o radicicol, se
enlazan en el sitio de enlace de ATP de Hsp90, inhibiendo su
actividad de ATPasa. En los sistemas celular e in vivo, estos
farmacos, al enlazarse con Hsp90, impiden el pliegue de las
proteinas cliente, las cuales entonces se degradan en el proteasoma.
La 17-alil-amino-17-desmetoxi-geldanamicina (17-AAG), un derivadg
de geldanamicina, se prueba en estudioé clinicos en Fase |. Lés
experiencias clinicas iniciales con la 17-AAG han ofrecido una
evidencia preliminar de que se pueden alcanzar concentracioné”é del
farmaco asociadas con la actividad en sistemas pre-clinicos en seres
humanos con una toxicidad tolerable, y han proporcionado una
primera evidencia de la modulacién objetivd en cuando menos ciertos
compartimientos subrogados y tumorales. La toxicidad Iimiténte de la
dosis de la 17-AAG es la toxicidad hepatica. La pobre solubilidad de
la 17-AAG la hace dificil de formular/administrar, y es -dificil su
sintesis (en general se obtiene mediante fermentacion). Por
consiguiente, se necesitan compuestos alternativos con mejores
propiedades fisicoquimicas, y tal vez de una especificidad mas alta
(ta 17-AAG inhibe los cuatro paralogos de Hsp90). La Publicacién
Internacional Numero WO 2004/072051 da a conocer estos

compuestos alternativos, mas especificamente una serie de
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derivados de isoxazol con propiedades de inhibicion para las
proteinas de chogue por calor.

La etil-amida del acido 5-(2,4-dihidr’oxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico es un inhibidor de
Hsp90 descrito en la Publicacion Internacional Numero WO
2004/072051 (Ejemplo 78). EI covmpuesto se puede prep'arar, por
ejemplo, como se da a conocer en esta publicacidén. La etil-amida del
acido 5—(2,4-dihidroxi—5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin—4—iI—metil-f'énil):
isoxazol-3-carboxilico es un compuesto pobremente soluble en agua,
gue muestra wuna solubilidad en agua de menos de 0.1
miligramos/mililitro. La solubilidad de la base libre.en HCI 0.1N es de
aproximadamente 1 a 2.5 miligramos/mililitro. Adicionaimente, la
base libre es ligeramente higroscépica, mostrando una méxim?
absorcion del 1.8 por ciento de agua con una humedad relativa del
80 por ciento (r. h.) a 25°C.

De una manera sorprendente, se encontraron nuevas formas de
sal de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropi|-fenil)-4;(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, incluyendo la sal de
clorhidrato, tartrato, fosfato, hemi-fumarato, y mesilato. Se encontré
gue estas sales y la base libre son cristaI‘inas, ha.ciendo que estas
formas sean particularmente adecuadas para el desarrollo
farmaceutico.

No se encontré que el mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-

carboxilico ni el clorhidrato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidr6‘xi-5-
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isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico

fueran higroscépicos.

Adicionalmente, se encontré que el mesilato de etil-amida del

acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico es superior, comparandose con la base Ili‘;bre_,
asi como con otras sales en términos de solubilidad. Ademas de la
ventaja de exhibir una alta solubilidad en agua, la sal de mesilato
también es adecuada para fabricarse de una manera reproducible en
una clara proporcion de acido/base. Este hallazgo hace que la sal d(;
mesilato sea particularmente adecuada para utilizarse en
formulaciones liquidas para administracién oral, asi como para
formulaciones intravenosas. \

Todas las sales de etil-amida del &acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico
muestran una solubilidad mas alta, comparéndose cbn la base libre.

La solubilidad de la sal de clorhidrato en agua es de 2.5 a 5
miligramos/mililitro; a un pH de 5 es de aproximadamente 1 a 2.5
miligramos/mililitro, y es menor de 1 miligramo/mililitro en HCI| 0.1N.

La solubilidad de la sal de tartrato en agua es mayor de 2
miligramos/mililitro.

La sal de fosfato en agua es de aproximadamente 0.5 a 1.0
miligramos/mililitro.

La solubilidad de la sal de hemi-fumarato en agua es de
aproximadamente 0.1 a 0.25 miligramos/mililitro.

La solubilidad de la sal de mesilato a un pH de 5 es de

bt

W
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aproximadamente 1 a 2.5 miligramos/m._ililitro, y de 10 a 26
miligramos/mililitro en HCI 0.1N. Se encontré que la solubilidad en
agua a un pH de 4 es de 33.5 miligramos/mililitro.

En adicion a lo anterior, se ha encontrado que el mesilato de
etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-
il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, se puede obtener en la forma de
hidratos. La modificacion A es una forma anhidra del mesilato de etil-
amida del écido.5-(2,4-dihidroxi-5-isopropiI—fenil)-4-(4-morfo|in-_4v-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y las formas Ha y Hg son las
formas hidratadas del mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico.

Como un aspecto adicional de la presente invencidén, se ha
encontrado que se pueden obtener diferentes formas cristalinas de la
base libre y de la sal de mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico.

Finalmente, se encontré que la formq cristalina del clorhidrato
de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-iI-metil—fenil)'-isoxazol-3-carboxilico‘no cambiaba mediante
su equilibrio en suspensién sobre un intervalo de condiciones
aplicadas. La falta de polimorfismo es una propiedad benéfic;a para
una forma sélida disefiada para desarrollarse como un medicamento.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invéhcién

se refiere a nuevas sales de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
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isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,
mas especificamente al mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico, clorhidrato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,
tartrato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fénil)-4-(4-
morfolin-4-il-metii-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, fosfato de etil-amida
del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropi|-f_enil)-4-(4-morfolin-4-i|-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y hemi-fumarato de etil-amida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico.

En un segundo aspecto, la presente invencion se réfiere a
nuevas formas cristalinas e hidratos del mesilato de etil-amida del
acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico. |

En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere a nuevas
formas cristalinas de la base libre de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazo!-3-
carboxilico.

Adicionalmente, la presente invencién se refiere al uso de
mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, clorhidrato de etil-
amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, tartrato de etil-amida del acido 5-

(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-
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3-carboxilico, fosfato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, vy
hemi-fumarato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropi|-‘.
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno
mediado por Hsp90.

Los términos generales utilizados anteriormente en la presente
y mas adelante en |la presente, de preferencia, dentro del contexto
de esta divu.lgacién, tienen los significados', a menos que se indique
de otra manera.

La expresion “trastornos mediados por Hsp90”, como se utiliza
en la presente, denota los trastornos, tales como enfermedades
tumorales, que resultan de la sobre-expresién, activacién, o mala
regulacién de Hsp90, o en donde esta sobre-expresion, activaciéon, o
mala regulacién tiene un papel prominente.

La expresion “libre de cualesquiera otras sales”, como se utiliza
en ta presente, significa que no hay sales derivadas de acidos
inorganicos u organicos, tales como cloruro de sodio, como un
agente isotdnico, ni cualesquiera sales reguladoras del pH
presentes. Se observd que, en la presencia de estas otras sales, sé
forman los cristales mas pronto o mas térde, ilo cual hace que la
solucién del mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil—féniI)-4—(4-morfolin—4-il—meti|-fenil)-isoxazoI-3-carboxi|igb
sea inestable, y el cual es en particular un riesgo inaceptable para

una formulacion disefliada para utilizarse para administracién
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La expresion “quimicamente estable”, como se utiliza en la
presente, significa que la etil-amida del éacido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico no
sufre reacciones quimicas, tales como solvédlisis, en especial no
sufre hidrélisis, reconfiguraciones, ni oxidaciones.

Breve Descripcion de las Figuras

Las Figuras 1 a 13 son diagramas de difraccion de rayos-X de
las formas cristalinas de la base libre, la sal de acido metan-
sulfénico, la sal de acido clorhidrico, la sal de acido tartarico, la sal
de acido fosforico, y la sal de acido fumarico de la etil-amida del
acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropiI-feniI)-4-(4-morfolin-4-iI-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico. En los diagramas de rayds—X, los angulos de
refraccion 2-teta estan gr'aficados sobre el eje horizontal (eje-x), y la
intensidad de linea relativa (intensidad pico corregida por el fondo)
sobre el eje vertical (eje-y). Los patrones'de difraccién en polvo de
rayos-X se miden con una fuente de radiacién de Cu Ka (radiacién
Ka1, longitud de onda A = 1.54060 Angstroms).

La Figura 1 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la
base libre de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma I.

La Figura 2 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la
base libre de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma II.

La Figura 3 muestra el diagrama de difraccidén de rayos-X de la
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base libre de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma IIi. |

La Figura 4 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la
base libre de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi—5-isopropil-fer?il)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma V. |

La Figura 5 muestra el diagrama de difracciéon de rayos-X de la
base libre de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfo|in-4-il-metiI-feniI)-isoxazoI-S—carboXiIico, forma V.

La Figura 6 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la
base libre de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma VII.

La Figura 7 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la
forma | de la sal de acido metan-sulfonico de la etil-amida del ‘acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico.

La Figura 8 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la
forma de hidrato Hs de la sal de acido metan-sulfénico de la etil-
amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La Figura 9 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la
forma de hidrato Hg de la sal de acido metan-sulfénico de Ia etil-
amida del acido 5-(2,4-dihic_lroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfo|inh;ldv"-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La Figura 10 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de

ia sal de acido clorhidrico de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-
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5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La Figura 11 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de
la sal de acido tartarico de la etil-amida dei acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metii-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La Figura 12 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de
la sal de acido fosférico de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La Figura 13 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de
la sal de acido hemi-fumarico de la etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropiI-feniI)-4-(4-morfoHn-4-il-meti|-feniI)-isoxazoI-C;-
carboxilico.

En una modalidad preferida, la forma | de la sal de acido
metan-sulfonico de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico pura
muestra el diagrama de difraccién de rayos-X indicado en la Figura
7.

También se da una alta preferencia para la forma | de la sall.de
acido metan-sulféonico de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,
gue muestra un diagrama de difraccion de ‘rayos-X del tipo mostrado
en la Figura 7, con intensidades pico significativas en los valores 2-
teta: 16.7, 19.4, y 22.7 + 0.2 grados. En las muestras que estan
libres de cualesquiera materiales adicionales (otras formas de
cristal, hidratos, excipientes), debe ser posible observar los

siguientes valores 2-teta: 8.0, 11.9, 13.9, 14.2, 16.7, 18.5, 19.4,
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22,7, 23.3 £ 0.2 grados.

En otra modalidad preferida, la forma Ha, de la sal de acido
metan-sulfonico de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isop;o-pil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico
esencialmente pura, muestra el diagrama de difraccién de rayos-X
indicado en la Figura 8.

También se da una alta preferencia para la forma H, de la sal
de acido metan-sulfénico de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,
que muestra un diagrama de difraccion de rayos-X del tipo mostrado
en la Figura 8, con intensidades pico significativas en los valores 2-
teta: 18.1 y 20.5 + 0.2 grados. En las muestras que estan libres de
cualesquiera materiales adicionales (otras formas de cr'iistal,
anhidrato, excipientes), debe ser posible observar los siguientes
valores 2-teta: 11.0, 11.6, 14.1, 18.1, 20.1, 20.5, 21.1, 21.7, 21.9,
25.8 £ 0.2 grados.

En otra modalidad preferida, la forma Hg de la sal de écid(;
metan-sulfonico de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico
esencialmente pura, muestra el diagrama de difraccién de ra):lb‘s-x
indicado en la Figura 9. |

También se da una alta preferencia para la forma Hg de la sal
de acido metan-sulfénico de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-
5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,

gue muestra un diagrama de difraccién de rayos-X del tipo mostrado
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en la Figura 9, con una intensidad pico significativa en el valor 2-teta
de 254 + 0.2 grados. En las muestras que estan libres de
cualesquiera materiales adicionales (otras formas de cristal,
anhidrato, excipientes), debe ser posible observar los siguientes
valores 2-teta: 6.2, 10.1, 12.6, 14.5, 18.0, 18.5, 19.0, 20.4, 20.9,
21.8,22.2,25.4 £ 0.2 grados.

En otra modalidad preferida, la sal de acido clorhidrico de etil-
émida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, muestra el
diagrama de difraccién de rayos-X indicado en la Figura 10. .

Se da también una alta preferencia para la sal de acido
clorhidrico de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que
muestra un diagrama de difraccion de rayos-X del tipo mostrado en
fa Figura 10.

En otra modalidad preferida, la sal de acido tartarico deveti|-
amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, muestra el
diagrama de difraccion de rayos-X indicado en la Figura 11.

También se da una alta preferencia para la sal de acido
tartarico de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-
4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un
diagrama de difraccidén de rayos-X del tipo mostrado en la Figura 1_1‘

En otra modalidad preferida, la sal de acido fosfdrico de etil-

amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin’44-irl-
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metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, muestra el
diagrama de difraccidén de rayos-X indicado en la Figura 12.

También se da una alta preferencia para la sal de acido
fosforico de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-
4-(4-morfolin-4-i|-meti|-feniI)-isoxazoI-3-carboxilico, gque muestra un
diagrama de difraccion de rayos-X del tipo mostrado en la Figura 12.

En otra modalidad preferida, la sal de acido fumarico de etil-
amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, muestra el
diagrama de difraccion de rayos-X mostrado en la Figura 13.

También se da una alta preferencia para la sal de acido
fumarico de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropi|-féni|)-
4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un
diagrama de difracciéon de rayos-X del tipo mostrado en la Figura 13.

El término “esencialmente pura” se entiende en el contexto de
la presente invencion para significar en especial que cuando menos
el 90, de preferencia cuando menos el 95, y muy preferiblemente
cuando menos el 99 por ciento en peso de los cristales de una s‘.val de
adicién de acido de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico
estan presentes en la forma de cristal de acuerdo con la invencién.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una
nueva formulacion que comprende el mesilato de etil-amida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-

isoxazol-3-carboxilico. De una manera mas especifica, la presente
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invencion proporciona una solucién acuosa que comprende el
mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que esta libre de
cualesquiera otras sales. De preferencia, la solucidén acuosa tiene un
pH de entre 3.2y 5.2,

De una manera preferible, la formulacion comprende entre
alrededor de 4.8 y 5.2 miligramos/mililitro de solucién, Wmés
preferiblemente 5.0 miligramos/mililitro de solucidén, del mesilato de
etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-
il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico. EI pH de esta solucién es de
alrededor de 4.2, y por consiguiente, esta en el maximo dé

estabilidad de la sal de mesilato. Este descubrimiento sorprendente

hace que la solucion sea particularmente adecuada para uso

farmacéutico. En particular, permite utilizar la soluciéon sin ningun
otro excipiente, tal como reguladores del pH, para estabiliz‘a\-r. la
sustancia de farmaco. Adicionalmente, en vista de su estabilidad, la
solucion que comprende entre alrededor de 4.8 vy 5.2
miligramos/mililitro de solucién de mesilato de etil-amida de»I acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenit)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-
3-carboxilico se puede sométer a paso por autoclave (por ejemplo,
mediante calentamiento a aproximadaménte 120°C, durante 20 a 40
minutos, por ejemplo durante 30 minutos, béjo una presion de
alrededor de 2 bar), sin provocar cambios de color ni productos. de
degradacion.

En una modalidad, la formulacién consiste en la sal de mesilato
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de una solucion acuosa isoténica de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico, y el 5 por ciento en peso/peso de glucosa o manitol. La
ultima modalidad tiene la ventaja adicional de que se puede evitar la
formacién de cristal inclusive después de un tiempo de
almacenamiento mas largo, por ejemplo, de varios meses. Ademas,
la sal de mesilato es quimicamente estable en esta formulacién.
Adicionalmente, el pH de esta soluciéon impide reacciones de Maillard
durante el paso por autoclave de la solucién con glucosa al ‘5" por
ciento, lo cual conduciria a una decoloraciéon a un pH neutro.

En vista de los descubrimientos sorprendentes mencionados
anteriormente, la presente invencién proporciona:

. Una formulacién que comprende el mesilato de etil-amida
del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que de preferencia es una solucion
acuosa que comprende el mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico, que esta libre de cualesquiera otras sales, que tiene de
preferencia un pH de entre 3.2 y 5.2;

. en particular, una formulacion que consiste en una
solucién acuosa isoténica de la sal de mesilato de etil-amida del
acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico, y el 5 por ciento en peso/peso de glucosa o
manitol;

. y en particular, una formulacién acuosa que comprende el
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mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico en una
concentracion de entre alrededor de 4.8 y 5.2 miligramos/mililitro.

La solucién acuosa descrita anteriormente en la presente es
particularmente util para la administracién intravenosa del mesilato
de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropi|-feniI)-lttl-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

Adicionalmente, se encontré6 de una manera sorprendente que
el mesilato de etiI-ami‘da del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-
4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico es sensible a la
luz como un solido, asi como en solucién. Por consiguiente, en una
modalidad adicional, la presente invencién proporciona recipientes
de vidrio ambar que se rellenan con la sustancia de farmaco o‘ las
formulaciones acuosas descritas anteriormente en la presente.

Ademas, |la presente invencion proporciona un método para »él
tratamiento de un trastorno mediado por I-isp90, el cual comprende
administrar a un animal de sangre caliente que lo necesite, una
cantidad terapéuticamente activa del mesilato de etil-amida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico, o del clorhidrato de etil-amida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-
3-carboxilico.

EJEMPLOS
Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion.

Las temperaturas se miden en grados Celsius (°C). A menos
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gue se indique de otra manera, las reacciones tienen lugar a
temperatura ambiente.

Abreviaturas

EtOAc Acetato de etilo.

r. h. Humedad relativa.

RT Temperatura ambiente.

TBME Terbutil-metil-éster.

Ejemplo 1. Sal de acido clorhidrico de la etil-amida del éﬁ\cido

5-(2,4-dihidroxi-5-isopropiI-feniI)-4-(4-morfo|in-4-i|-meti|-feni|)-

isoxazol-3-carboxilico

La etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (4.19 gramos,‘ﬂ' 19
milimoles) se disuelve en alcohol absoluto (19.7 mililitros) bajo
calentamiento su.‘ave. Después de agitar durante 5 minutos, se
agrega acido clorhidrico 6N (1.5 mililitros, 9 milimoles) a temperatura
ambiente (a aproximadamente 25°C). La solucidén transparente se
siembra con una cantidad muy pequefia de la sal de acido clorhidrico
de la etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y se agrega acetato
de etilo (2 mililitros), sobré lo cual, la mezcla se hace turbia

lentamente. Después de 1 hora, se agrega EtOAc (5 mililitros) en
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porciones, y la suspensiéon se agita a temperatura ambiente durante
la noche. Se agrega mas EtOAc (2 mililitros). La suspensién se agita
durante aproximadamente 5 horas, y se filtra. La torta del filtkrlb se
lava con alcohol absoluto/EtOAc, 1:1 (volumen/volumen), y se seca
durante 16 horas a 45°C bajo presidén reducida, para dar como
resultado el compuesto del titulo como un polvo blanco.

Punto de fusion (DSC): 237°C.

Ejemplo 2: Mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-
5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-

carboxilico - Condiciones (A).

Una suspensién agitada de la etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico (7.76 gramos, 15 milimoles, conteniendo
aproximadamente el 9 por ciento en peso de terbutil-metil-éter) en
acetona (15 mililitros), se calienta a 35°C. A la mezcla se le agrega
una solucion de acido metan-sulfonico (1.43 gramos, 14.85
milimoles) en agua (3.33 gramos) durante 20 minutos. Después de 15
minutos, la solucion se calienta a 45°C, y se filtra tra.nsparente en un
matraz caliente (a aproximadamente 45°C). El filtro se enjuaga con

acetona/agua, 9:1 (volumen/volumen, 12 mililitros). EI filtrado
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caliente a 45°C se diluye con acetona (53 mililitros) durante 30
minutos, y se siembra con la sal del acido metan-sulfénico de etil-
amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (4 miligramos), sobre Ilo cua.‘l
empieza la cristalizacién. Después de 1 hora a 45°C, se agrega
acetona (30 militlitros). La suspension se agita a 45°C durante 1 'hora,A
antes de enfriarse a 24°C durante 90 minutos. Se agréga tert;util-
metil-éter (20 mililitros), y la suspension se agita a aproximadamente
24°C durante 15 horas. Se agregan dos porciones mas de terbutil-
metil-éter (20 mililitros cada una), seguidas por 2 horas de agitacion
cada vez. Posteriormente, la suspension se enfria a 0-5°C, y se agita
durante 3 horas antes de filtrarse. La torta del filtro se lava con
acetonal/terbutil-metil-éter, 3:1 (volumen/volumen), y se seca bajo
presién reducida a 50°C durante aproximadamente 17 horas, para
dar 7.18 gramos (85 por ciento) del compuesto del titulo como un
polvo cristalino bltanco.

Punto de fusion: 233°C.

Cuando se deja fuera la.siembra, fos cristales formados son de

la misma forma, pero pueden contener hasta el 1.5 por ciento en
peso de acetona.
Ejemplo 3: Mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi“‘-
5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico - Condiciones (B).

186.2 miligramos (0.4 milimoles) del acido metén-sulfc’micbc") de

etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-

/
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il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, se disuelven en 0.75 mililitros de
acetona. Se agregan 154 miligramos de una soluciéon acuosa ('a;l 25
por ciento .en peso/peso) de acido metan-sulfénico '(0.4 milimoles) a
temperatura ambiente, dando como resultado una solucién azul.
Después de agitar durante 2 horas, se égregan 3.5 mililitros de
acetona y 0.5 mililitros de terbutil-metil-éter. Después de que la
solucién se agita durante 12 horas adicionales, se agregan
lentamente 3.5 mililitros adicionales de terbutil-metil-éter, y se
continta la agitacion durante 12 horas adicionales. La emulsién
obtenida se filtra, y el solido obtenido se lava con 0.5 mililitros de
terbutil-metil-éter. El sélido se seca durante 16 horas a 50°C a 20
mbar, para proporcionar 180 miligramos del compuesto del titulo.
Ejemplo 4: Higroscopicidad de la base libre, la sal de acido
metan-sulfénico, y la sal de clorhidrato de la etil-amida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropiI-fenil)-4-(4-morfohlin-4-i|-meti|-feni|)-
isoxazol-3-carboxilico.

Se mide la higroscopicidad utilizando un aparato Dynamic
Water Sorption (DVS). Las mediciones se llevan a cabo a 25°C,
utilizando de aproximadamente 8 a 10 miligramos de sustanci";. La
humedad relativa se cambia por pasos del 10 por ciento de humedad
relativa como sigue: 40 - 0 - 95 - 0 - 40 por ciento de humedad
relativa. El tiempo de etapa minimo es de 60 minutos, y el maximo de
180 minutos; si el cambio en la masa de 10 minutos es menor del
0.002 por ciento/minuto, se cambia la humedad relativa hasta el

siguiente paso.
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Se encontrd que ni el mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico ni el clorhidrato de etil-amida de!l acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il—metil-feniI)-isoxazoI-3—carboxi|ico
eran higroscopicos. La base libre es altamente higroscé_eica,
mostrando una maxima absorcién del 1.8 por ciento de agua con una
humedad relativa del 80 por ciento (r. h.) a 25°C.

Ejemplo §: Fabricacion de 50 miligramos/10 mililitros de
liquido en una ampolleta de mesilato de etil-amida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico.

391.95 gramos de la sal de mesilato AUY3822 (que corresponde
a 325 gramos de la base libre), y 3.25 kilogramos de glucosa, se
disuelven en 65 litros de agua para inyeccién. Se obtiené“ una
solucién incolora a ligeramente amarillenta con una densidad de
1.018 + 0.005 gramos/mililitro a 20°C, una osmolaridad de 315 + 15
mOsm/kilogramo, y un pH de 4.2 + 1.0. La solucién se filtra a través
de 0.22 micras. Se rellenan 10.5 + 0.4 mililitros de la solucién en una
ampolleta de vidrio ambar. La ampolleta se sella bajo una atmésferq
de nitrogeno, y se pasa por autoclave durante 30 minutos a 121°C.
Eiemplo 6: Dilucién de 50 miligramos/10 mililitros del
concentrado del Ejemplo 5.

10 mililitros de la ampolleta de 50 miligramos/mililitro del
Ejemplo 5 se diluyen con 250 mililitros de |la solucién de glucosa al 5

por ciento comercialmente disponible, y se administran por medio de
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/una linea de infusion gravimétrica intravenosamente al paciente.
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Ejemplo 7: Solubilidad del mesilato de etil-amida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico |

Se determind la solubilidad de la sal de mesilato de etil-amida
del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico (AUY922) en diferentes medios acuosos,
y se encontré6 que es como sigue:

Agua (pH de la  solucion saturada = 3.6), 37.5
miligramos/mililitro; solucién de NaCl al 0.9 por ciento, 12.8
miligramos/mililitro; solucion de glucosa al 5 por ciento,”‘ 39
miligramos/mililitro; solucién de manitol al 5 por ciento, 39
miligramos/mililitro; soluciéon de glucosa al 5 por ciento, pH de 4,
35.6 miligramos/mililitro; solucién de glucosa al 5 por ciento, pH de
7, 37.5 miligramos/mililitro; soluciones reguladoras, pH de 4.0
(regulador de acetato), 14.6 miligramos/mililitro; pH de 5.0 (regulador
de acetato), 3.2 miligramos/mililitro; pH de 6.0 (regulador de fos\fato)‘,
0.6 miligramos/mililitro; pH de 7.0 (regulador de fosfato),k“O.7
miligramos/mililitro; pH de 8.0 (regulador de borato), . 1.8
miligramos/mililitro.

Se encontraron altas solubilidades en las soluciones de glucosa
y manitol. En las soluciones reguladas a un pH de 4, se condujo a
solubilidades mas altas.

Ejemplo 8: Pruebas de tensioén en soluciones o

suspensiones de mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
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dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-,
3-carboxilico.

Se determind la estabilidad de la sal de mesilato AUY922 en
diferentes medios acuosos bajo condiciones de tension (4 semanas a
50°C), y se encontréo la siguiente apariencia/recuperacién de
contenido/suma de sub-productos de degradacion:

Agua: Solucién incolora/97.0 por ciento/0.32 por ciento;
NaCl al 0.9 por ciento: solucion incolora/98.5 por ciento/0.34 por
ciento; solucién de glucosa al 5 por ciento: solucidén incolora/99.6 por
ciento/0.34 por ciento.

Soluciones reguladoras, pH de1.0 (HCI): solucién incolora/96.7

‘por ciento/2.83 por ciento; pH de 2.0 (regulador de citrato): solucién

incolora/97.8 por ciento/0.58 por ciento; pH de 3.0 (regu|adyo‘“r de
citrato): solucién incolora/99.2 por ciento/0.47 por ciento; pH de 4.0
(regulador de acetato): solucién incolora/100.5 por ciento/0.36 por
ciento; pH de 5.0 (regulador de acetato): solucion incolora/99.1 por
ciento/0.50 por ciento; pH de 6.0 (regulador de fosfato): suspensidn
incolora/96.2 por ciento/0.49 por ciento; pH de 6.8 (regulador de
fosfato): suspensién incolora/96.3 por ciento/0.79 por ciento; pH de
8.0 (regulador de borato): suspensién incolora/88.5 por ciento/0.26
por ciento.

Estos datos demuestran la maxima estabilidad de la sal de
mesilato de AUY922 a un pH de 4. Ademas, se demostré que Ié
solucién de glucosa al 5 por ciento daba como resultado la maxima

estabilidad, comparandose con otros medios acuosos.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico, clorhidrato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,
tartrato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, fosfato de etil-amida
del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metii-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico, o hemi-fumarato de etil-amida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico, para |la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de un trastorno mediado por Hsp90.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde se
utiliza el mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

3. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en donde el
medicamento se administra intravenosamente.

4. Un método para el tratamiento de un trastorno mediado
por Hsp90, el cual comprende administrar a un animal de sangre
caliente que lo necesite, una cantidad terapéuticamente efectiva de
mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-
(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, clorhidrato de etil-
amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-

metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, tartrato de etil-amida del acido 5-
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(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-
3-carboxilico, fosfato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, o
hemi-fumarato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

5. Mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

6. Clorhidrato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico. “

7. Tartrato de etil-amida del 4acido 5-(2,4-dihidroxi-5-

isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

8. Fosfato de etil-amida del acido 5-(‘2,4-dihidroh>’<.i-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

9. Hemi-fumarato de etil-amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

10. Una forma cristalina del mesilato de etil-amida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico.

11. La forma cristalina de acuerdo con la reivindicacién 10, la
cual es un anhidrato de mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico.

12. La forma cristalina | del anhidrato de mesilato de etil-
amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-

metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.
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13. La forma cristalina de acuerdo con la reivindicacién 12, la
cual mu,estra un diagrama de difraccién de rayos-X del tipo mostrado
en la Figura 7, en donde las intensidades pico relativas de cada pico
no se desvian por mas del 10 por ciento de las intensidades pico
relativas en el diagrama mostrado en la Figura 7.

14. La forma cristalina de acuerdo con la reivindicacién 10, la
cual es un hidrato de mesilato de etil-amida del acido 5(24
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico. |

15. La forma de hidrato Hx del mesilato de etil-amida del
acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-feniI)-4-(4-morfo|in-4-il-métil-feni|)-
isoxazol-3-carboxilico.

16. La forma de hidrato de acuerdo con la reivindicaciéon 15,
la cual muestra un diagrama de difraccién de rayos-X del tipo
mostrado en la Figura 8, en donde las intensidades pico relativas de
cada pico no se desvian por mas del 10 por ciento de las
intensidades pico relativas en el diagrama mostrado en la Figura 8.

17. La forma de hidrato Hg del mesilato de etil-amida del
acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico.

18. La forma de hidrato de acuerdo con la reivindicacién 17',
la cual muestra un diagrama de difraccién de rayos-X del tipo
mostrado en la Figura 9, en donde las intensidades pico relativas de
cada pico no se desvian por mas del 10 por ciento dt; Iaé

intensidades pico relativas en el diagrama mostrado en la Figura 9.
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19. Una forma cristalina del clorhidrato de etil-amida del
acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropi|-feniI)-4-(4-morfolin-4-i|-metil-fénil)-
isoxazol-3-carboxilico.

20. Una forma cristalina de acuerdo con la reivindicacién 19,
la cual muestra un diagrama de difraccién de rayos-X del tipo
mostrado en la Figura 10, en donde las intensidades pico relativas
de cada pico no se desvian por mas del 10 por ciento de las
intensidades pico relativas en el diagrama mostrado en la Figura 10.

21. Una forma cristalina del tartrato de etil-amida del acido 5-
(2,4—dihidroxi-5-isopropiI-feniI)-4-(4-morfolin-4-i|-metil-fenil)-isoxgzol-
3-carboxilico. |

22. Una forma cristalina de acuerdo con la reivindicacién 21,
la cual muestra un diagrama de difraccién de rayos-X del tipo
mostrado en la Figura 11, en donde las in’tensidades pico relativas
de cada pico no se desvian por méas del 10 por ciento de las
intensidades pico relativas en el diagrama mostrado en la Figura 11.

23. Una forma cristalina del fosfato de etil-amida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-
3-carboxilico.

24. Una forma cristalina de acuerdo con la reivindicacién 23,
la cual muestra un diagrama de difraccién de rayos-X del!tipo
mostrado en la Figura 12, en donde las intensidades pico relativas
de cada pico no se desvian por mas del 10 por ciento de las
intensidades pico relativas en el diagrama mostrado en la Figura 12.

25. Una forma cristaiina del hemi-fumaréto de etil-amida del
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acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico.

26. Una forma cristalina de acuerdo con la reivindicacién 25,
la cual muestra un diagrama de difraccién de rayos-X del tipo
mostrado en la Figura 13, en donde las intensidades pico relativas
de cada pico no se desvian por mas del 10 por ciento de vlas
intensidades pico relativas en el diagrama mostrado en la Figura .13.

27. Una formulaciéon que comprende el mesilato de etil-amida
del acido 5—(2,4-dihidroxi-5-isopropiI-fenfl)-4-(4-morfolin-4-il-meti|-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

28. La formulacion de acuerdo con la reivindicacién 27, la
cual es una solfucion acuosa que comprende el mesilato de etil-amida
del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que esta libre de cualesquiera ‘otras
sales.

29. La formulacion de acuerdo con la reivindicacién 28, la
cual tiene un pH de entre 3.2y 5.2.

30. Una formulacién que consiste en una solucién acuosa
isoténica de la sal de mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3- ”
carboxilico, y el 5 por ciento en peso/peso de glucosa.

31. Una formulacién que consiste en una solucidn acuosa
isoténica de la sal de mesilato de etil-amida delu acido 5-.(‘2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-

carboxilico, y el 5 por ciento en peso/peso de manitol.
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32. La formulacién de acuerdo con cualquiera de Ia

reivindicaciones 28 a 30, la cual comprende entre alrededor de 48 y
5.2 miligramos/mililitro del mesilato de etil-amida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico.

33. Un recipiente de vidrio ambar que se rellena con una
formulacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 27 a

31.
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RESUMEN

La presente invencién se refiere a nuevas formas de sal de etil-
amida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil—fenil)-isoxazol-S—carboxilico, en particular la sal de mesilato,
clorhidrato, tartrato, fosfato, y hemi-fumarato de la misma; a formas
cristalinas de estas sales; a polimorfos de la etil-amida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-
3-carboxilico; a hidratos y polimorfos de las nuevas formas de sal
mencionadas anteriormente; al uso de las nuevas formas de sal
mencionadas anteriormente, para la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento de un trastorno mediado por Hsp90; a un método
para el tratamiento de un trastorno mediado por Hsp90, utilizando las
nuevas formas de sal; a formulaciones que comprenden estas formas
de sal, en particular soluciones acuosas adecuadas bara
administracién intravenosa; y a recipientes de vidrio ambar que se

rellenan con estas formulaciones.

* Kk Kk ok Kk
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