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Substituiertes Natrium-1H-pyrazol-5-olat

Die vorliegende Anmeldung betrifft Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-y1]-4-(1H-1,2,3-
triazol-1-yl}-1H-pyrazol-5-olat, Verfahren zu dessen Herstellung, dessen Verwendung zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten sowie dessen Verwendung zur Herstellung von
Armeimitteln zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, insbesondere von
kardiovaskuldren und himatologischen Erkrankungen, von Nierenerkrankungen sowie zur Férderung

der Wundheilung,

Die Verbindung der Formel (1), 1-[6-(Morpholin-4-yl)pyrimidin-4-y1]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-y1)-
1H-pyrazol-5-ol (Enol-Form; Formel (Ia)) bzw. 2-[6-(Morpholin-4-yDpyrimidin-4-y1}-4-(1H-1,2,3-
triazol-1-yl}-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-on (Keto-Form; Formel (Ib)), ist aus WO 2008/067871
bekannt.
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Die Verbindung der Formel (I) wirkt als Hemmstoff der HIF-Prolyl-4-Hydroxylasen und fithrt
aufgrund dieses spezifischen Wirkmechanismus im vivo nach parenteraler oder oraler
Verabreichung die Induktion von HIF-Zielgenen, wie z.B. Erythropoetin, und der hierdurch

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

Die Verbindung der Formel (I) ist hygroskopisch und nimmt bei liblichen Umgebungsbedingungen
{20-35°C, Normaldruck) bereits oberhalb einer relativen Luftfeuchtigkeit von 20 %r1F bis zu etwa 6
Gew% Wasser auf. Die Aufnahme von 6 Gew% Wasser ist bei einer Luftfeuchte von 30 %iF
nahezu erreicht. Eine Wasser enthaltende Verbindung der Formel (I) gibt bei abnehmender
Lufifeuchte unterhalb von 30 %rF Teile des enthaltenen Wassers wieder ab. Diese
Wasseraufnahme bezichungsweise Wasserabgabe erschweren den Umgang mit der Verbindung der
Formel (I), z. B. Wigeprozesse, und dic Herstellung der Verbindung der Formel (I) in einer
gleichbleibenden, stabilen und definierten Form fiir den Einsatz in Arzneimitteln bezichungsweise
die Herstellung von Arzneimitteln enthaltend die Verbindung der Formel (I). Insbesondere erhéht
sich dadurch der technische Aufwand bei der Herstellung von Applikationsformen enthaltend die
Verbindung der Formel (1), wie z.B. Tabletten, Granulaten oder Trinklosungen, da fiir eine
gleichbleibende Konzentration der Verbindung der Formel (T) MaBnahmen zur Kontrolle und zur
Regelung der Lufifeuchtigkeit erforderlich sind.
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Es wurde nun {iberraschend gefunden, dass aus der Verbindung der Formel (I) ein Natriumsalz
hergestellt werden kann, das gegeniiber der Verbindung der Formel (I} entscheidende Vorteile

aufweist.

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

VOr.

Durch den erfindungsgemiBen Einsatz der Verbindung der Formel (I1) wird sichergestelit, dass
eine im Vergleich zur bekannten Verbindung der Formel (1) signifikant héhere Stabilitit gegeniiber
der Aufnahme bezichungsweise Abgabe von Wasser bei schwankender Luftfeuchtigkeit erreicht
wird.  Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-y1]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-y1)-1H-pyrazol-5-olat
{Verbindung der Formel (I1)) enthilt weniger als 0,5 Gew% Wasser, ist nicht hygroskopisch und
#ndert unter i{iblichen Umgebungsbedingungen (20-35°C, Normaldruck) auch bei erhohter
Luftfeuchte bis zu 90 Y%arF scinen Wassergehalt nur minimal, d. h. weniger als 0,5 Gew%. Die
Verbindung der Formel (II) ist technisch deutlich leichter handhabbar, d. h. bei Wigeprozessen,
und insbesondere wenn es darum geht, eine gleichbleibende Konzentration der Verbindung der
Formel (II) in einer Applikationsform, wie z.B. einem Granulat, einer TrinklSsung oder einer
Tablette, zu gewihrleisten. Dariiber hinaus weist die Verbindung der Formel (II) gegeniiber der

Verbindung der Formel (I) eine erhdhte Loslichkeit in Wasser auf.

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemiflen Ver-
bindung der Formel (II), dadurch gekennzeichuet, dass die Verbindung der Formel (1)
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in einem Losungsmittel mit Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem Natrium-Salz,

gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umgesetzt wird.

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

Natronlauge, gegebenenfalls unter Zusatz einer Base, umgesetzt wird.

Besonders bevorzugt ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméfen Verbindung der Formel
{ID, dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Losungsmittel mit

wiissriger Natronlauge, unter Zusatz von Tricthylamin, umgesetzt wird.

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

Filtration isoliert und anschlieBend getrocknet.

Findet die Umsetzung unter Zusatz eciner Base statt, wird die Verbindung der Formel (I) im
Allgemeinen zundchst unter Zugabe ciner organischen Base in einem Losungsmittel bei einer
Temperatur von 20°C bis 120°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 40°C bis 70°C, bei
Normaldruck geldst und anschlielend die Verbindung der Formel (II) durch Zugabe von
Natriumhydroxid oder wissriger Natronlauge oder einem Natrium-Salz bei einer Temperatur von
20°C bis 120°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 40°C bis 70°C, bei Normaldruck gefillt. Die
Verbindung der Formel (II) wird aus der erhaltenen Suspension bei einer Temperatur zwischen
-20°C und 80°C, bevorzugt bei einer Temperatur von 0°C bis 20°C, bei Normaldruck durch

Filtration isoliert und anschlieBend getrocknet.

Natriumhydroxid und wiissrige Natronlauge und das Natrium-Salz werden in einem Molverhiltnis
von 0,8 bis 2 Moliquivalenten beziiglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt. Bevorzugt
werden Natriumhydroxid und wissrige Natronlauge und das Natrium-Salz in einem Molverhiltnis
von 1,0 bis 1,4 Moldquivalenten beziiglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt.
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Als Natrium-Salz eigenen sich beispielsweise Salze organischer Sauren wie Natriumcarboxylate,
wie beispielsweise Natriumacetat oder Natriumcitrat, oder Salze anorgamischer S#uren wie
beispiclsweise Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, Natriumphosphat, Natriumhydrogen-
phosphat oder Natriumchlorid.

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

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

Als organische Basen ecignen sich tertifire Amine wie beispielsweise Triethylamin oder
Diisopropylethylamin. Bevorzugt ist Triethylamin. Die organische Base wird in einem Verhélinis
von ( bis 4 Molidquivalenten beziiglich der Verbindung der Formel (I) eingesetzt. Bevorzugt wird
die organische Base in einem Verhdltnis von 0,7 bis 1,5 Moldquivalenten beziiglich der

Verbindung der Formel (I) eingesetzt.

Die Herstellung der erfindungsgeméfien Verbindung der Formel (II) kann durch das folgende

Reaktionsschema veranschaulicht werden:
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Erkldrungen zu den Abbildungen:

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

Abbildung 5: "TH-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (T)

Abbildung 6: PC-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (IT)

Abbildung 7: ®C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I)

Abbildung 8: Massenspektrum der Verbindung der Formel (IT)

Abbildung 9: Massenspektrum der Verbindung der Formel ()

Abbildung 10: Rontgendiffraktogramm der Verbindung der Formel (IT)

Abbildung 11: Rontgendiffraktogramm der Verbindung der Formel (I)

Die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II) zeigt ein nicht vorherschbares, wertvolles
pharmakologisches Wirkspektrum. Sie cignet sich daher zur Verwendung als Arzneimittel zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten bei Menschen und Tieren.

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

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

krankheit eingesetzt werden.

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

Andmie), einer Infektion (insbesondere HIV-Infektion) oder einer anderen entzlindlichen Erkrankung
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wie z.B. theumatoider Arthritis. Die erfindungsgemiifie Verbindung der Formel (1) ist dariiber hinaus
geeignet zur unterstiitzenden Behandlung von Anfimien infolge Blutverlust, Eisenmangel-Andimie,
Vitaminmangel-Andmie (z.B. infolge Vitamin B12-Mangel oder infolge Folsiure-Mangel), hypopla-
stischer und aplastischer Anfimie, hdmolytischer Anfimie oder zur unterstiitzenden Behandlung von
Andimien in Folge von Eisenverwertungsstdrungen (sideroachrestische An#mie) oder Anémien infolge

anderer endokriner Stérungen (z.B. Hypothyreose).

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

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

Die erfindungsgemiie Verbindung der Formel (II) kann auferdem zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von operationsbedingten Ischimiezustinden und deren Folgeerscheinungen nach
chirurgischen Eingriffen, insbesondere Eingriffen am Herzen unter Verwendung einer Herz-
Lungenmaschine (z.B. Bypass-Operationen, Herzklappen-Implantationen), Eingriffen an den
Halsschlagadern, Fingriffen an der Korperschlagader (Aorta) und Eingriffen mit instrumenteller
Offnung oder Durchdringung der Schiidelkalotte verwendet werden. Die erfindungsgemifBe
Verbindung der Formel (1) eignet sich ferner zur allgemeinen Behandlung und/oder Prophylaxe bei
chirurgischen Eingriffen mit dem Ziel einer Beschleunigung der Wundheilung und Verkiirzung der

Rekonvaleszenzzeit,

Die erfindungsgemifie Verbindung der Formel (I1) ist dariiber hinaus zur Behandlung und Prophylaxe
von Folgeerscheinungen akuter und protrahierter Ischimiezustinde des Gehims geeignet (z.B.
Schlaganfall, Geburtsasphyxie).

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

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

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

erkrankungen, Niereninsuffizienz und akutem Nierenversagen sowie zur Foérderung der Wundheilung,
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Weiterhin eignet sich die erfindungsgemiBe Verbindung der Formel (II) zur Behandlung und/oder
Prophylaxe einer insbesondere im héheren Lebensalter gehduft aufiretenden allgemeinen kérperlichen
Schwiiche bis hin zur Kachexie.

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

Auflerdem ist die erfindungsgemiiBe Verbindung der Formel (IT) zur Behandlung und/oder Prophylaxe
von Diabetes mellitus und seinen Folgeerkrankungen, wie z.B. diabetischer Makro- und
Mikroangiopathie, diabetischer Nephropathie und Neuropathie, geeignet.

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

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

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

zuvor genannten Erkrankungen.

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

Erkrankungen, insbesondere der zuvor genannten Erkrankungen.

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

wirksamen Menge der erfindungsgeméBen Verbindung der Formel (I1).

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

reicht,

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemiile Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem Angiotensin All-Antagonisten, wie beispicthaft und vorzugs-

weise Losartan, Candesartan, Valsartan, Telmisartan oder Embusartan, verabreicht,

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

verabreicht,

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

dipin, Amlodipin, Verapamil oder Diltiazem, verabreicht.

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

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

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

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

Triamteren, verabreicht.

Bei einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemifie Verbindung der
Formel (1) in Kombination mit einem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor aus der Klasse der Statine, wie
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beispiclhaft und vorzugsweise Lovastatin, Simvastatin, Pravastatin, Fluvastatin, Atorvastatin, Rosu-

vastatin, Cerivastatin oder Pitavastatin, verabreicht,

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

z.B. Doxorubicin und Daunorubicin, oder der Kinase-Inhibitoren, wic z.B. Sorafenib und Sumitinib.

Bei einer bevorzugten Ausfibrungsform der Erfindung wird die erfindungsgemiifie Verbindung der
Formel (II) in Kombination mit einem Amntibiotikum verabreicht, beispielhaft und vorzugsweise aus

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

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arzneimittel, die die erfindungsgeméfie Verbin-
dung der Formel (II), {iblicherweise zusammen mit einem oder mehreren inerten, nichttoxischen,
pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen enthalten, sowic deren Verwendung zu den zuvor genannten

Zwecken.

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

Fiir diese Applikationswege kann die erfindungsgemiifie Verbindung der Formel (I} in geeigneten

Applikationsformen verabreicht werden.

Fiir die orale Applikation eignen sich nach dem Stand der Technik funktionierende, die erfin-
dungsgemilBe Verbindung der Formel (IT) schnell und/oder modifiziert abgebende Applikations-
formen, wie z.B. Tabletten (nicht-liberzogene oder iiberzogene Tabletten, beispiclsweise mit
magensaftresistenten oder sich verzogert auflésenden oder unlslichen Uberziigen, die die Frei-
setzung der erfindungsgeméBen Verbindung kontrollieren), in der Mundhdéhle schnell zerfallende
Tabletten oder Filme/Oblaten, Filme/Lyophylisate, Kapseln (beispiclsweise Hart- oder Weich-
gelatinekapseln), Dragees, Granulate, Pellets, Pulver, Emulsionen, Suspensionen, Aerosole oder

Losungen.

Die parenterale Applikation kann unter Umgehung eines Resorptionsschrittes geschehen (z.B.
intravends, intraarteriell, intrakardial, intraspinal oder intralumbal) oder unter Einschaltung einer

Resorption (z.B. intramuskuldr, subcutan, intracutan, percutan oder intraperitoneal). Fir die
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parenterale Applikation ecignen sich als Applikationsformen u.a. Injektions- und Infusions-
zubereitungen in Form von Losungen, Suspensionen, Emulsionen, Lyophilisaten oder sterilen

Pulvern.

Fir die sonstigen Applikationswege eignen sich zB. Inhalationsarzneiformen (u.a. Pulver-
inhalatoren, Nebulizer), Nasentropfen, -16sungen oder -sprays, lingual, sublingual oder buccal zu
applizierende Tabletten, Filme/Oblaten oder Kapseln, Suppositorien, Ohren- oder Augen-
priparationen, Vaginalkapseln, willrige Suspensionen (Lotionen, Schiittelmixturen), lipophile
Suspensionen, Salben, Cremes, transdermale therapeutische Systeme (z.B. Pflaster), Milch, Pasten,

Schiume, Streupuder, Implantate oder Stents.

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

Applikation.

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

Geschmacks- und/oder Geruchskorrigentien.

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

gewicht.

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

Einzelgaben iiber den Tag zu verteilen.
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Die nachfolgenden Ausfiihrungsbeispiele erldutern die Erfindung. Die Erfindung ist nicht auf die
Beispicle beschriinkt.

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

5  Konzentrationsangaben von fliissig/fliissig-L.Osungen bezichen sich jeweils auf das Volumen.
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A, Beispiele
Abkiirzungen:
ACN Acetonitril
bS breites Singulett (in NMR Spektren)
D Dublett (in NMR Spektren)
DSC Dynamische Differenzkalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry)
Gew% Gewichtsprozent
M Multiplett (in NMR Spektren)
n.d. nicht detektiert
NMR Kernmagnetische Resonanz (nuclear magnetic resonance)
rF relative Feuchte
S Singulett (in NMR Spektren)
sec Sekunden
T Triplett (in NMR Spektren)
viv Volumen/Volumen
8 Deformationsschwingungen
v Streckschwingungen

Ausgangsverbindungen:

5 Beispiel 1A
2-(1H-1,2 3-Triazol-1-yljacrylsiiuremethylester

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

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

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

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

1-[6-(Morpholin-4-yD)pyrimidin-4-yi]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrazol-5-ol (Enol-Form;
Formel (1a)) bzw. 2-[6-(Morpholin-4-yDpyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1,2-dihydro-3H-
pyrazol-3-on (Keto-Form; Formel (Ib))

20 g 4-(6-Hydrazinopyrimidin-4-ylymorpholin und 24,6 g (2E/Z)-3-(Dimethylamino)-2-(1H-1,2,3-
triazol-1-yDacrylsduremethylester in 210 ml Ethylacetat wurden mit 5,84 g Trifluoressigsiure
versetzt und 24 h unter Riickfluss geriibrt. Die erhaltene Suspension wurde auf 0°C abgekiihlt und
filtriert. Der Filterkuchen wurde mit Fthylacetat gewaschen, scharf abgesaugt und anschlieffend in
160 ml Wasser suspendiert. Die Suspension wurde durch Zugabe von 4,5 ml Essigsiiure auf etwa
PH 5 cingestellt, weitere 15 Minuten gerithrt und filtriert. Der Filterkuchen wurde zweimal mit
50 ml Wasser gewaschen und anschlieBend im Vakuum bei 40°C getrocknet. Ausbeute: 26,0 g
(79,4 % d. Th.) der Titelverbindung.

Die Herstellung der Verbindungen 4-(6-Hydrazinopyrimidin-4-ylymorpholin (Beispiel Nr. 16A), 2-
{1H-1,2,3-Triazol-1-ylessigsdureethylester (Beispiel Nr. 39A) und 3-(Dimethylamino)-2-(14-1,2,3-
triazol-1-yljacrylsiureethylester (Beispiel Nr. 3A) wurde bereits in WO 2008/067871 beschricben.

Die Herstellung der Verbindung 2-(6-Morpholin-4-ylpyrimidin-4-y1)-4-(1H-1,2,3-triazol-1-y1)-1,2-
dihydro-3H-pyrazol-3-on aus 4-(6-Hydrazinopyrimidin-4-yDmorpholin und 3~(Dimethylamino)-2-
(1H-1,2,3-triazol-1-ylacrylsdurecthylester wurde ebenfalls in WO 2008/067871 beschrieben (Beispiel
Nr. 71).

Ausfiihrungsbeispiele:
Beispiel 1

Natrium-1-[6-(morphelin-4-ypyrimidin-4-yl}-4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl}-1H-pyrazol-5-olat
(Verbindung der Formel (II})

Beispiel 1.1

10 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 50 ml Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) suspendiert. Zu
der Suspension wurden 3,4 g 45%ige Natronlauge unter Rilhren gegeben und weitere 50 ml
Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) hinzugefligt. Die Suspension wurde auf 50°C erwiirmt und 2 h bei
50°C gerlihrt. AnschlieBend wurde auf 0°C abgekiiblt, 1 h bei 0°C nachgeriibrt und filtriert. Der
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erhaltene Filterkuchen wurde mit Methanol/Wasser (9 : 1 v/v) gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 10,1 g der Verbindung der Formel (11); 6,8 Gew% Na

Beispiel 1.2

5 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 60 ml Ethanol/Wasser (1 : 1 v/v) suspendiert und
bei 22°C mit 1,41 g 45%iger Natronlauge versetzt. Die Suspension wurde 3 Tage bei 50°Cund 2 h
bei 20°C geriihrt. Der Feststoff wurde abfiltriert, mit 10 ml Wasser gewaschen und getrocknet.
Ausbeute: 4 g der Verbindung der Formel (11).

Beispiel 1.3

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

Beispicl 1.4

25 g der Verbindung aus Beispiel 3A wurden in 150 ml Methanol/Wasser (1 : 1 v/v) suspendiert
und mit 11 ml Triethylamin versetzt. Die erhaltene Losung wurde auf 60°C erwiirmt und mit 8,5 g
45%iger Natronlauge versetzt. Die erhaltene Suspension wurde langsam auf 22°C abgekiihit, 2 h
bei 22°C und anschlieBend 1 h bei 0-5°C geriihrt. Nach Filtration wurde der Filterkuchen mit 15 ml
Methanol/Wasser (1 : 1 v/v) gewaschen und im Vakuum bei 40°C getrocknet. Ausbeute: 26 g der
Verbindung der Formel (I1).

Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC):

Die Thermogramme wurden unter Verwenduog eines Differential Scanming Calorimeters DSC 7 bzw.

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

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

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

Natrium-1-{6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl]-4-(1H-1,2,3-triazol-1-y1}-1H-pyrazol-5-olat
{Verbindung der Formel (I1)) zersetzt sich oberhalb von 300°C ohne zu schmelzen.

5  Wasserdampfadsorption und Wasserdampfdesorption:

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

Tabelle 1: Wasserdampfadsorption und Wasserdampfdesorption von Natrium-1-[6-(morpholin-4-
10  yDpyrimidin-4-yi}-4-(1H-1,2,3-triazol-1-y1}-1H-pyrazol-5-olat (Verbindung der Formel (1))

15

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

Relative Adsorption Desorption Adsorption Desorption
0 %rF 0% 0% 0,1% 0,1 % (5 %rF)
10 %rF 0% 0% 0.2 % 0,1 %

20 %rF 0,1 % 0% 0,3 % 0.2 %

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

40 %rF 0,2% 0,2 % 51% 52%

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

60 YerF 02 % 0,3 % 54 % 56%

70 %erF 04 % 04 % 56% 56 %

80 %arF 04 % 0,5 % 57% 57%

90 YorF 0,8 % 0,8 % 59% 59%

Laslichkeitsdaten:

Methode: Gesittigte LOsungen der Priifsubstanz wurden durch 16stiindiges Rilhren einer
Suspension in Wasser bei 25°C hergestellt. Die erhaltenen Suspensionen wurden anschlieBend

filtriert und der Gehalt im Filtrat wurde mittels HPLC-Messung bestimmt.
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Tabelle 2: Loslichkeiten in Wasser

PCT/EP2011/070099

Verbindung der Formel (II)

Verbindung der Formel (I)

25°C [mg/100mi]

Loslichkeit in Wasser bei

2800

14,3

IR and Raman Spektroskopie:

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

Parametern verwendet:

IIR [Raman
Spektrale Aufldsung 2 cm™” 2 cm™
Anzahl der Einzelmessungen (Scans) 32 64

'Wellenzahlbereich

4000 - 500 cm™

3500 - 200 cm™

Probenvorbereitung

KBr Pressling

Ikeine

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

Verbindung der Formel (IT)

Strukturelement IR-Bandenlage (cm™) Raman-Bandenlage (cm™)
v =C-H 3153 - 3006 3153 -3010

v C-H 2976 — 2855 2978 — 2856

v C=C,v C=N 1630 — 1439 1623 — 1401

v C-N 1241 1244

v C-O 1112 1118

|§ =C-H in phase 087 988

10
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Fiir die Messung von IR- und Raman-Spektren der Verbindung der Formel (I) wurden Bruker
FT/IR-Spektrometer Vertex 80v und Bruker FT/Raman-Spektrometer MultiRAM mit folgenden

Parametern verwendet:

hR lRaman
Spektrale Aufldsung 2 cm™ 2 cm™”
Anzahl der Einzelmessungen (Scaus) [32 64
Wellenzahibereich 4000 - 500 cm™ 3500 - 100 cm™
Probenvorbereitung K Br Pressling

Ikeine

Tabelle 4: Zuorduung charakteristischer Schwingungsbanden in den IR- bzw. Raman-Spektren der

Verbindung der Formel (I)

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

v =C-H 3135-3108 3134 - 3006

v C-H 2965 — 2884 2967 — 2884

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

v C-Ogmer 1257 1259

UV/VIS-Spektroskopie:

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

Bedingungen bzw. Parametern gemessen:

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

Offnungsspalt: 1 nm

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

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

Verbindung der | Losungsmittel | Wellenlinge | Spezifische Molarer Ab-
Formel {nm) Absorption A% sorptionskoeffizent €
(liter/g * cm) (liter/mol * cm)

O Acetonitril/ 249 1111 34928

Wasser 1:1
I Acetonitril/

284 501.2 16855
Wasser 1:1

NMR-Spektroskopie:

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

5 Bedingungen bzw. Parametern aufgenommen:

Verbindung der Formel (IT) "H-NMR-Spektrum BC-NMR-Spektrum
Arbeitsfrequenz 500.13 MHz 125.76 MHz

Losungsmittel Trifluoressigsdure Trifluoressigsiure
Konzentration 6.84 mg/ml 42,7 mg/ml

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

Temperatur 25°C 25°C

Technik Fouriertransformationstechnik  Fouriertransformationstechnik
Spektrale Breite 20.65 ppm 245.41 ppm

Digitale Auflésung 0.079 Hz/Pt 0.4710 Hz/Pt

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

Relaxationszeit 0.5 sec 4 sec

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

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

der jeweiligen NMR-Signale

3

5

L

2
N=N
5
=

OH

NZ\Z
=
8]
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Tabelle 6: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (II) - Chemische Verschiebung,
Signalmultiplizitdt, relative Protonenanzahl (Nummerierung der H-Atome bezicht sich auf die
Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

H-Atome Chem. Verschiebung  Multiplizitit und Anzahl der Protonen
S (ppm) Kopplungskonstanten /Molekiil

Natrium-1-[6-(morpholin-4-y1)
H-2; H-3; H-5; H-6 4.00-4.25 M 8

pyrimidin-4-y1]-
H-2 8.72 8 1
H-5 7.77 S 1

4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
H-4 8.64 DJ=1.4Hz 1
H-5 8.98 DJ=14Hz 1

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

5 Tabelle 7: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I) - Chemische Verschiebung,
Signalmultiplizitit, relative Protonenanzahl (Nummerierung der H-Atome bezicht sich auf die
Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

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

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

H-2; H-3; H-5; H-6 371 S 8

pyrimidin-4-yi}-

H-2 8.55 S 1

H-5 7.42 S 1
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4-(1H-1,2,3-triazoi-1-y1)-
H-4 7.86 D (0.6Hz) 1
H-5 8.38 D (0.6Hz) 1
1H-pyrazol-5-0l
H-3 8.27 S 1
5-OH n.d (c) n.d. 1

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

C-Atome Chem. Verschicbung Multiplizitit und Anzahl der C-Keme
S (ppm) Kopplungskonstanten  /Molekiil

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

C-2; C-6 67.80 T

C-3; C-5 48.21 T

pyrimidin-4-y1}-

Cc-2 151.65 D 1
C-4 152.01 S 1
C-5 91.48 D 1
C-6 159.90 S 1
4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-

C-4 130.93 D 1
C-5 126,57 D 1
1H-pyrazol-5-olat

C3 138.03 D 1
C-4 106.99 S 1
C-5 157.43 S 1
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Tabelle 9: "C-NMR-Spektrum der Verbindung der Formel (I) - Chemische Verschiebung,
Signalmultiplizitat, relative C-Kernzahl in der Verbindung der Formel (I) (Nummerierung der C-
Atome bezieht sich auf die Strukturformel zur Zuordnung der jeweiligen NMR-Signale)

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

1-[6-(morpholin-4-y1

C-2;C-6 65.56 T

C-3,C-5 44.29 T 2

pyrimidin-4-y1}-

C-2 154.08 D 1
C-4 152.43 S 1
C-5 85.62 D 1
C-6 161.99 S 1
4-(1H-1,2,3-triazol-1-y1}-

C-4 132.94 D 1
C-5 123.68 D 1
1H-pyrazol-5-0l

C-3 135.84 D 1
C-4 102.82 8 1
C-5 154.70 S 1

5 Massenspekiroskopie:

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

aufgefiihrten Bedingungen bzw. Parametern aufgenommen:

Ionisationsmethode ESI (Electronic Spray Ionization)

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

Massenzahl (MZ)
Ionenbildung M+H CI13HI14N80O2 +H 315
Ionenbildung M+Na CI13H14N80O2 + Na 337

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

Massenzahl (MZ)

Ionenbildung M+H C13H15N802 315

Elementaranalyse:

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

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

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

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

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

C 49.5 49.7 0.2
H 44 45 0.1
N 35.5 35.7 0.2
0 12.6 102 24
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Transmissionsdiffraktometer PANalytical X Pert PRO mit PIXcel-Zihler (Multichannel):

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

Wellenliinge (K2): 1,5444 A

Generatorparameter: 40 kV, 40 mA

Messbereich: 2-38°

Raumbedingungen: 25°C, 40 — 60 %rF

bzw.

STOE Pulver Diffraktions-System:

Diffraktometer : Transmission

Monochromator : Curved Germanium (111)

Generator : 45kV,35mA

Wellenlinge : 1.540598 Cu

Detektor Linear PSD

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

Raumbedingungen: 25°C, 40 — 60 %rF

Tabelle 14: Pulverrontgendiffraktometrie der Verbindung der Formel (IT)

Verbindung der Formel (II)
Reflexe [2 Theta]
5,7 23,6
11,5 25,3
13,2 26,4
13,7 26,9
15,8 27,7
16,4 27,7
18,4 294
18,9 29,9
19,3 30,0
21,0 30,7
22,0 31,5
23,1 31,6
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Tabelle 15: Pulverréntgendiffraktometrie der Verbindung der Formel (I)

Verbindung der Formel (T)
Reflexe [2 Theta]
5,6 24,6
14,4 24.8
14,9 25,1
16,3 26,3
16,5 26,8
17,6 28
17,8 28,5
18,2 29
18,5 29,9
19 324
19,7 32,7
21,6 33,2
22 33,8
22,4 34,7
22,9 35,7
24 36,4
24,5 36,7
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B. Bewertung der pharmakologischen Wirksamkeit

Die pharmakologischen Figenschaften der erfindungsgemiflen Verbindungen kénnen in folgenden

Assays gezeigt werden:

Abkiirzungen:

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

FCS Fetal Calf Serum

T™™B 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin

Tris Tris(thydroxymethyl}-aminomethan

1. In vitro-Tests zur Bestimmung der Aktivitit und Selektivitiit von HIF-Prolyl-4-

Hydroxviase-Inhibiteren

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

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

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

Zur Durchfiihrung der Prolylhydroxylase-Reaktion wird das an die Platte gebundene Peptidsubstrat 1
bis 60 Minuten mit einem Prolylhydroxylase-haltigen Zelllysat inkubiert. Die Reaktion findet in 100
pl Reaktionspuffer (20 mM Tris, pH 7.5, § mM KCl, 1.5 mM MgCl, 1 pM-1 mM 2-Oxoglutarat, 10
uM FeSQ,, 2 mM Ascorbat) bei Raumtemperatur statt. Die Reaktionsmischung enthilt auBerdem den
zu testenden Hemmstoff der Prolythydroxylase in verschiedenen Konzentrationen. Die Testsubstanz
wird bevorzugt, aber nicht ausschlieBlich bei Konzentrationen zwischen 1 nM und 100 pM eingesetzt.

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

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

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

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

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

Biolumineszenz-Reagenzien (zB. Steady-Glo® Luciferase Assay System, Promega Corporation,
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Madison, WI 53711, USA) und cines geeigneten Luminometers detektiert und quantifiziert werden

kann,

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

Die erfindungsgemifie Verbindung der Formel (II) weist in dem hier beschriebenen Test ecinen

ECs-Wert von 7 pM auf.
l.¢) Zeliulirer, funktioneller in vifro-Test zur Veriinderung der Genexpression:

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

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

hierbei benutzten Primer-Sonden-Kombinationen werden mittels der Primer Express 1.5 Software (Fa.
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Applied Biosystems, Inc.) generiert. Im einzelnen werden die mRNAs von Erythropoetin,
Carboanhydrase IX, Lactatdehydrogenase A und vaskulirem Endothelzellwachstumsfaktor untersucht.

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

2.a) Invive-Test zur Veriinderung der Genexpression:

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

Die Substanz gemiB der vorliegenden Erfindung fiihrt im Vergleich mit der Placebo-Kontrolle nach
oraler oder parenteraler Verabreichung zu einem signifikanten, dosisabhiingigen Anstieg der mRNA
des Erythropoetins in der Niere.

2.b) Bestimmung des Erythropoetin-Spiegels im Serum:

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

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

Miusen oder Ratten wird die Priifsubstanz in cinem geeigneten Lsungsmittel entweder intra-
peritoneal oder oral cinmal oder zweimal téiglich lber mehrere Tage verabreicht. Typische
Dosierungen sind z.B. 0.1, 0.5, 1, 5, 16, 20, 50, 100 und 300 mg Substanz pro kg Korpergewicht und
Verabfolgung. Kontrolltiere erhalten nur Losungsmittel. Am Versuchsende wird den Tieren in
Kurznarkose aus dem Venenplexus des Augenwinkels oder der Schwanzvene Blut entnommen und
durch Zusatz von Natriumcitrat ungerinmbar gemacht. In einem geeigneten elektronischen Messgerit
werden in den Blutproben die Konzentrationen von Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten
bestimmt. Die Konzentration der Retikulozyten wird anhand von Blutausstrichen, die mit einer daftir
geeigneten Farblosung (Fa. KABE Labortechnik, Niimbrecht) gefiirbt werden, durch mikroskopische
Durchmusterung von je 1000 Erythrozyten bestimmt, Fiir die Bestimmung des Hamatokrits wird Blut
aus dem retroorbitalen Venenplexus mittels einer Himatokritkapillare entnommen und der
Hématokritwert nach Zentrifugieren der Kapillare in einer daflir geeigneten Zentrifuge manuell

abgelesen.

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

Die erfindungsgemifen Verbindungen kénuen folgendermalien in pharmazeutische Zubereitungen
iiberfithrt werden:

Tablette;

Zusammensetzung:

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

Magnesiumstearat.

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

Herstellung:

Die Mischung aus erfindungsgemiBer Verbindung, Lactose und Stirke wird mit einer 5%-igen
Losung (m/m) des PVPs in Wasser granuliert. Das Granulat wird nach dem Trocknen mit dem
Magnesiumstearat 5 Minuten gemischt. Diese Mischung wird mit einer liblichen Tablettenpresse
verpresst (Format der Tablette siche oben). Als Richtwert flir die Verpressung wird eine Presskraft
von 15 kN verwendet.

Oral applizierbare Suspension:

Zysammensetzung:

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

Einer Finzeldosis von 100 mg der erfindungsgemiBen Verbindung entsprechen 10 ml orale

Suspension.

Herstellung:

Das Rhodigel wird in Ethanol suspendiert, die erfindungsgemiBe Verbindung wird der Suspension
zugefligt. Unter Rithren erfolgt die Zugabe des Wassers. Bis zum Abschlul der Quellung des
Rhodigels wird ca. 6 h geriihrt.
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Oral applizierbare Lésung:

Zusammensetzung:

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

Einer Einzeldosis von 100 mg der erfindungsgeméBen Verbindung entsprechen 20 g orale Losung,

Herstellung:

Die erfindungsgemiBe Verbindung wird in der Mischung aus Polyethylenglycol und Polysorbat
unter Rijhren suspendiert. Der Rithrvorgang wird bis zur vollstindigen Auflésung der erfindungs-
gemiBen Verbindung fortgesetzt.

i.v.-Ldsung:

Die erfindungsgemifle Verbindung wird in einer Konzentration unterhalb der Sattigungsloslichkeit
in einem physiologisch vertriglichen Losungsmittel (z.B. isotonische Kochsalzlosung, Glucose-
16sung 5% und/oder PEG 400-Losung 30%) geltst. Die Losung wird steril filtriert und in sterile
und pyrogenfreie Injektionsbehiltnisse abgefiillt.
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Patentanspriiche
1. Natrium-1-[6-(morpholin-4-yl)pyrimidin-4-yl}-4-(1H-1,2,3-triazol- 1-yl)- 1H-pyrazol-5-olat

entsprechend der Verbindung der Formel (IT)
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5 2. Verbindung der Formel (II) nach Amspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Verbindung der Formel (II) in kristalliner Form vorliegt.

3. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I)
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10 in einem Losungsmittel mit Natriumhydroxid oder wiissriger Natronlauge oder einem

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

4 Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 3, dadurch
gekennzeichuet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Losungsmittel mit wissriger

Natronlauge, gegebenenfalls unter Zusatz ciner Base, umgesetzt wird.

15 5. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (II) nach Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verbindung der Formel (I) in einem Lésungsmittel mit wiissriger

Natronlauge, unter Zusatz von Triethylamin, umgesetzt wird.

6. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von
Krankheiten.
20 7. Verwendung der Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Herstellung eines

Arzneimittels zor Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten.
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Verwendung der Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Herstellung cines
Arzneimittels zor Behandlung und/oder Prophylaxe von Herz-Kreislauf-Erkrankungen,

Herzinsuffizienz, Animie, chronischen Nierenerkrankungen und Niereninsuffizienz.

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

mit einem inerten, nichttoxischen, pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoff .

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

mit einem weiteren Wirkstoff,

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

Niereninsuffizienz.



