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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft substituiert Pyrazole mit HSP9O0 inhibitorischer Aktivitat, die Verwendung solcher
Verbindungen in der Medizin in Bezug auf Erkrankungen, die auf eine Inhibition der HSP90-Aktivitat reagieren,
wie z.B. Krebs und pharmazeutische Zusammensetzungen, die solche Verbindungen enthalten.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Molekulare Chaperone erhalten sich die geeignete Faltung und Konformation der Proteine und sind
Schlisselelemente bei der Regulation des Gleichgewichts zwischen der Proteinsynthese und dem Abbau. Es
wurde gezeigt, dass sie auch bei der Regulation vieler wichtiger zellularer Funktionen, wie z.B. der Zellprolife-
ration und Apoptose wichtig sind (Jolly und Morimoto, 2000; Smith et al., 1998; Smith, 2001).

Hitzeschockproteine (HSPs)

[0003] Das Aussetzen von Zellen gegeniiber einer Anzahl von Umweltbelastungen, einschlief3lich einem Hit-
zeschock, Alkohol, Schwermetallen und oxidativem Stress fuhrt zu einer zelluldren Anhdufung einer Anzahl
von Chaperonen, die allgemein als Hitzeschockproteine (HSPs) bekannt sind. Die Induktion der HSPs schutzt
die Zelle gegen das anfangliche Auftreffen der Belastung, erhdht die Erholung und flihrt zu einem Erhalt eines
Stresstoleranzzustands. Es wurde jedoch auch deutlich, dass bestimmte HSPs auch eine wichtige molekulare
Chaperon-Rolle unter normalen stressfreien Bedingungen durch Regulation der korrekten Faltung, des Ab-
baus, der Lokalisierung und Funktion einer wachsenden Liste wichtiger zellularer Proteine spielen kdnnten.

[0004] Eine Zahl von Multigenfamilien von HSPs existiert mit individuellen Genprodukten, die im Hinblick auf
zellulare Expression, Funktion und Lokalisierung variieren. Sie werden nach ihrem Molekulargewicht klassifi-
ziert, z.B. HSP70, HSP90 und HSP27.

[0005] Etliche Erkrankungen bei Menschen kdnnen als Ergebnis einer Missfaltung beim Protein erworben
werden (UberblickmaRig dargestellt in Tytell et al., 2001; Smith et al., 1998). Daher kénnte sich die Entwicklung
von Therapien, die die molekulare Chaparon-Maschinerie aufbrechen, als glinstig erweisen. Bei einigen Zu-
standen (z.B. der Alzheimerschen Erkrankung, Prionen-Erkrankungen und der Huntington'schen Erkrankung)
koénnen falsch gefaltete Proteine zu einer Proteinaggregation fiihren, was zu neurodegenerativen Stérungen
fuhrt. AuBerdem koénnen fehlgefaltete Proteine zu einem Verlust der Wildtyp-Proteinfunktion fuhren, was zu de-
regulierten molekularen und physiologischen Funktionen in der Zelle fuhrt.

[0006] HSPs wurden auch mit Krebs impliziert. Es gibt beispielsweise Beweise fiir eine differenzielle Expres-
sion von HSPs, die zu der Stufe der Tumorprogression in Bezug stehen kénnen (Martin et al., 2000; Conroy et
al., 1996; Kawanishi et al., 1999; Jameel et al., 1992; Hoang et al., 2000; Lebeau et al., 1991). Als Ergebnis
der Beteiligung von HSP90 an verschiedenen kritischen onkogenen Stoffwechselwegen und der Entdeckung,
dass bestimmte naturliche Produkte mit einer Anti-Krebs-Aktivitat dieses molekulare Chaperon als Ziel haben,
wurde das faszinierende neue Konzept entwickelt, dass die Inhibition der HSP-Funktion bei der Behandlung
von Krebs nutzlich sein kdnnte. Der erste molekulare Chaperon-Inhibitor durchlauft gegenwartig die klinischen
Versuche.

[0007] HSP9O0 bildet ungefahr 1-2 % des gesamten zellularen Proteins und liegt tiblicherweise in der Zelle als
Dimer in Assoziation mit einem von einer Anzahl anderer Proteine vor (siehe beispielsweise Pratt, 1997). Er
ist fur die Zelllebensfahigkeit essenziell und zeigt duale Chaperonfunktionen (Young et al., 2001). Er spielt eine
Schlusselrolle bei der zelluldren Stressreaktion durch Interaktion mit vielen Proteinen, nachdem ihre native
Konformation durch verschiedene Umweltbelastungen, wie z.B. Hitzeschocks verandert wurde, stellt eine rich-
tige Proteinfaltung sicher und verhindert eine nicht spezifische Aggregation (Smith et al., 1998). Zusétzlich le-
gen kurzliche Ergebnisse nahe, dass HSP90 auch eine Rolle bei einer Pufferung gegen die Wirkungen einer
Mutation spielen kann, vermutlich durch Korrektur einer falschen Faltung mutierter Proteine (Rutherford und
Lindquist, 1998). HSP90 hat jedoch auch eine wichtige regulatorische Rolle. Unter normalen physiologischen
Bedingungen spielt HSP90 zusammen mit dem endoplasmatischen Retikulumshomolog GRP94 eine Haus-
halterrolle in der Zelle, erhalt die Konformationsstabilitat und die Reifung etlicher Schliissel-Klientenproteine.
Diese kénnen in drei Gruppen unterteilt werden: (a) Steroidhormonrezeptoren, (b) Ser/Thr oder Tyrosinkinasen
(z.B. ERBB2, RAF-1, CDK4 und LCK) und (c) eine Sammlung von anscheinend nicht in Beziehung stehenden
Proteinen, z.B. Mutant p53 und die katalytische Untereinheit der Telomerase hTERT. Alle diese Proteine spie-
len regulatorische Schlisselrollen in vielen physiologischen und biochemischen Prozessen in der Zelle. Neue
HSP90-Klientenproteine werden kontinuierlich identifiziert.
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[0008] Die hoch konservierte HSP90-Familie beim Menschen besteht aus vier Genen, namlich den Cytosol
HSP90a- und HSP90B-Isoformen (Hickey et al., 1989), GRP94 im endoplasmatischen Retikulum (Argon et al.,
1999) und HSP75/TRAP1 in der Mitochondrienmatrix (Felts et al., 2000). Es wird angenommen, dass alle diese
Familienmitglieder einen ahnlichen Wirkungsmodus aufweisen, jedoch an unterschiedliche Klientenproteine
binden, abhangig von ihrer Lokalisierung in der Zelle. Es ist beispielsweise bekannt, dass ERBB2 ein spezifi-
sches Klientenprotein von GRP94 ist (Argon et al., 1999) und von dem Typ 1-Tumornekrosefaktorrezeptor
(TNFR1) und RB wurde gezeigt, dass sie Klienten von TRAP1 sind (Song et al., 1995; Chen et al., 1996).

[0009] HSP90 nimmt an einer Reihe von komplexen Wechselwirkungen mit einem breiten Bereich von Klien-
ten und regulatorischen Proteinen teil (Smith, 2001). Obwohl die prazisen molekularen Details noch erhellt wer-
den missen, haben biochemische und réntgenkristallografische Studien (Prodromou et al., 1997; Stebbins et
al., 1997), die in den letzten Jahren durchgefiihrt wurden, immer detailliertere Einblicke in die Chaperon-Funk-
tion von HSP90 gewabhrt.

[0010] Folgend auf frihere Kontroversen zu diesem Punkt wird es nun deutlich, dass HSP90 ein ATP-abhan-
giges molekulares Chaperon ist (Prodromou et al., 1997), wobei die Dimerisierung der Nukleotid-Bindungsdo-
manen fir die ATP-Hydrolyse essenziell ist, was wiederum fur die Chaperonfunktion essenziell ist (Prodromou
et al., 2000a). Die Bindung von ATP fiihrt zur Bildung von toroiden Dimerstrukturen, worin die N-terminalen Do-
manen in engeren Kontakt miteinander gebracht werden, was zu einer Konformationsverlagerung fuhrt, die als
"Clamp-Mechanismus" bekannt ist (Prodromou und Pearl, 2000b).

Bekannte HSP90-Inhibitoren

[0011] Die erste Klasse von HSP90-Inhibitoren, die entdeckt wurde, war die Benzochinon-Ansamycin-Klasse,
die die Verbindungen Herbimycin A und Geldanamycin beinhaltet. Von diesen wurde gezeigt, dass sie den ma-
lignen Phanotyp von Fibroblasten umkehren, transformiert durch das v-Src-Onkogen (Uehara et al., 1985) und
darauffolgend eine potente Antitumoraktivitat sowohl in vitro- (Schulte et al., 1998) als auch in vivo-Tiermodel-
len (Supko et al., 1995) zeigten.

[0012] Immunprazipitation und Affinitadtsmatrixstudien haben gezeigt, dass der Hauptmechanismus der Wir-
kung von Geldanamycin die Bindung an HSP90 involviert (Whitesell et al., 1994; Schulte und Neckers, 1998).
Weiterhin haben réntgenkristallografische Studien gezeigt, dass Geldanamycin an der ATP-Bindungsstelle
kompetiert und die intrinsische ATPase-Aktivitat von HSP90 inhibiert (Prodromou et al., 1997; Panaretou et al.,
1998). Dies verhindert wiederum die Bildung der reifen multimeren HSP90-Komplexe, die die Klientenproteine
beschuiitzen kénnen. Als Ergebnis sind die Klientenproteine das Ziel fir einen Abbau Uber den Ubiquitin-Pro-
teasom-Weg. 17-Allylamino, 17-Demethoxygeldanamycin (17AAG) erhalt sich die Eigenschaft der HSP90-In-
hibition, was zu einer Klientenprotein-Depletion und Antitumoraktivitat in Zellkultur und Xenograft-Modellen
fuhrt (Schulte et al., 1998; Kelland et al., 1999), hat jedoch eine geringere Hepatotoxizitat als Geldanamycin
(Page et al., 1997). 17AAG wird gegenwartig in Phase I-klinischen Versuchen bewertet.

[0013] Radicicol ist ein makrocyclisches Antibiotikum, von dem gezeigt wurde, dass es den malignen Phano-
typ von v-Src und v-Ha-Ras transformierten Fibroblasten umkehrt (Kwon et al., 1992; Zhao et al., 1995). Es
wurde gezeigt, dass es eine Anzahl von Signalproteinen als Konsequenz einer HSP90-Inhibition abbaut
(Schulte et al., 1998). Rontgenkristallografische Daten bestatigten, dass Radicicol auch an die N-terminale Do-
mane von HSP90 bindet und die intrinsische ATPase-Aktivitat inhibiert (Roe et al., 1998). Radicicol fehlt eine
Antitumoraktivitat in vivo aufgrund der instabilen chemischen Natur der Verbindung.

[0014] Von Coumarin-Antibiotika ist es bekannt, dass sie an die bakterielle DNA-Gyrase an einer ATP-Bin-
dungsstelle binden, die zu der von HSP90 homolog ist. Das Coumarin, Novobiocin, bindet bekanntlich an den
Carboxyterminus von HSP90, d.h. an eine unterschiedliche Stelle als die, die von den Benzochinon-Ansamy-
cinen und Radicicol besetzt wird, die an den N-Terminus binden (Marcu et al., 2000b). Dies flihrte jedoch immer
noch zu einer Inhibition der HSP90-Funktion und einem Abbau einer Zahl von HSP90-beschiitzten Signalpro-
teinen (Marcu et al., 2000a). Geldanamcyin kann nicht an HSP9O0, folgend auf Novobiocin binden; dies legt na-
he, dass irgendeine Wechselwirkung zwischen den N- und C-terminalen Domanen existieren muss und ist mit
der Ansicht konsistent, dass beide Stellen fir die HSP90-Chaperon-Eigenschaften wichtig sind.

[0015] Ein auf Purin basierender HSP90-Inhibitor, PU3, fiihrt bekanntlich zu einem Abbau von Signalmoleku-

len, einschlieBlich ERBB2 und zu einem Zellzyklus-Anhalten und einer Differenzierung bei Brustkrebszellen
(Chiosis et al., 2001).
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HSP9O0 als therapeutisches Ziel

[0016] Aufgrund seiner Beteiligung an der Regulation einer Zahl von Signalwegen, die bei dem Antrieb des
Phanotyps eines Tumors eine Schlusselrolle spielen und der Entdeckung, dass bestimmte bioaktive natlrliche
Produkte ihre Wirkungen Gber die HSP90-Aktivitat ausiiben, wird das molekulare Chaperon HSP90 gegenwar-
tig als neues Ziel fur eine Antikrebs-Arzneimittelentwicklung bewertet (Neckers et al., 1999).

[0017] Der vorherrschende Wirkungsmechanismus von Geldanamycin, 17AAG, und Radicicol involviert die
Bindung an HSP90 an der ATP-Bindungsstelle, die in der N-terminalen Doméane des Proteins lokalisiert ist, was
zu einer Inhibition der intrinsischen ATPase-Aktivitat von HSP9O flhrt (siehe z.B. Prodromou et al., 1997; Steb-
bins et al., 1997; Panaretou et al., 1998).

[0018] Die Inhibition der HSP90-ATPase-Aktivitat verhindert ein Heranziehen von Co-Chaperonen und ermu-
tigt die Bildung eines Typs eines HSP90-Heterokomplexes, von dem diese Klientenproteine flir den Abbau
Uber den Ubiquitin-Proteasomweg als Ziel vorgesehen sind (siehe z.B. Neckers et al., 1999; Kelland et al.,
1999).

[0019] Die Behandlung mit HSP90-Inhibitoren flhrt zu einem selektiven Abbau von wichtigen Proteinen, die
an der Zellproliferation, der Zellzyklusregulation und Apoptose beteiligt sind, Prozessen, die fir Krebs funda-
mental wichtig sind.

[0020] Es wurde gezeigt, dass die Inhibition der HSP90-Funktion einen selektiven Abbau von wichtigen Sig-
nalproteinen auslost, die an der Zellproliferation, Zellzyklusregulation und Apoptose beteiligt sind, Prozessen,
die fundamental wichtig sind und die bei Krebs Ublicherweise dereguliert sind (siehe z.B. Hostein et al., 2001).
Ein attraktiver Denkansatz zur Entwicklung von Arzneimitteln gegen dieses Ziel zur Verwendung in der Klinik
ist derjenige, dass, indem simultan Proteine, die mit dem transformierten Phanotyp assoziiert sind, depletiert
werden, man eine starkere Antitumorwirkung erreichen kénnte und einen therapeutischen Vorteil gegen Krebs-
zellen gegenliber normalen Zellen. Diese Ereignisse stromabwarts der HSP90-Inhibition sollten fir die Antitu-
moraktivitat der HSP90-Inhibitoren in Zellkultur und Tiermodellen verantwortlich sein (siehe z.B. Schulte et al.,
1998; Kelland et al., 1999).

Kurze Beschreibung der Erfindung
[0021] Die gegenwartige Erfindung stellt eine neue Klasse substituierter Pyrazolverbindungen bereit, die
HSP90-Inhibitoren sind und die die Krebs-Zellproliferation inhibieren. Eine 2-Hydroxy-aromatische Substitution
an einem Ring-Kohlenstoffatom und eine Amidosubstitution an einem benachbarten Ring-Kohlenstoffatom
sind die wesentlichen charakterisierenden Merkmale der Verbindungen der Erfindung.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0022] GemaR der vorliegenden Erfindung wird eine Verbindung der Formel (IA) oder (IB) oder ein Salz,
N-Oxid, Hydrat oder Solvat davon bereitgestellt:

A M Ar A
N —(°
N
N -
| R2 R‘ N\N/ H2
R1
(1A) (1B)
worin

Ar ein Aryl- oder Heteroarylrest ist, der Gber einen Ring-Kohlenstoff gebunden ist, und der mit einer Hydroxy-
gruppe an einem Kohlenstoff in der 2-Stelllung substituiert ist, und der ansonsten entweder unsubstituiert oder
gegebenenfalls substituiert ist;

R, Wasserstoff oder gegebenenfalls substituiertes C, ,-Alkyl ist;

R, Wasserstoff, gegebenenfalls substituiertes Cycloalkyl, Cycloalkenyl, C, ;-Alkyl, C,s-Alkenyl oder C, s-Alki-
nyl; oder eine Carboxyl-, Carboxamid- oder Carboxylestergruppe ist; und

R, eine Carboxamidgruppe ist.
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[0023] Wenn R, in den Verbindungen IA und IB Wasserstoff ist, dann sind die Verbindungen IA und IB tauto-
mere Formen derselben Verbindung.

[0024] Wie verwendet, bedeutet die Bezeichnung "Carboxylgruppe" eine Gruppe der Formel -COOH,;

die Bezeichnung "Carboxylestergruppe" bedeutet eine Gruppe der Formel -COOR, worin R ein Rest ist, der
tatsachlich oder theoretisch von der Hydroxylverbindung ROH abgeleitet ist und

die Bezeichnung "Carboxamidgruppe" bezeichnet eine Gruppe der Formel -CONR_R,, worin -NR,R, eine pri-
mare oder sekundare (einschliellich cyclische) Aminogruppe ist, die tatsachlich oder theoretisch von Ammo-
niak oder dem Amin HNR_R, abgeleitet ist.

[0025] Wie hier verwendet, betrifft die Bezeichnung "(C,-C;)-Alkyl" einen linearen oder verzweigten Alkylrest
mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, einschliellich beispielsweise Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, Isobu-
tyl, sec-Butyl, t-Butyl, n-Pentyl und n-Hexyl.

[0026] Wie hier verwendet, betrifft die Bezeichnung "(C,-Cg)-Alkenyl" einen linearen oder verzweigten Alke-
nylrest mit 2 bis 6 Kohlenstoffatomen und enthaltend mindestens eine Doppelbindung der E- oder Z-Konfigu-
ration, beinhaltend beispielsweise Ethenyl und Allyl.

[0027] Wie hier verwendet, bezeichnet die Bezeichnung "(C,-C,)-Alkinyl" einen linearen oder verzweigten Al-
kinylrest mit 2 bis 6 Kohlenstoffatomen und enthaltend mindestens eine Dreifachbindung, beinhaltend bei-
spielsweise Ethinyl und Prop-2-inyl.

[0028] Wie hier verwendet, bezeichnet die Bezeichnung "Cycloalkyl" einen gesattigten carbocyclischen Rest
mit 3 bis 8 Kohlenstoffatomen und beinhaltet beispielsweise Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl, Cyclohexyl,
Cycloheptyl und Cyclooctyl.

[0029] Wie hier verwendet, betrifft die Bezeichnung "Cycloalkenyl" einen carbocyclischen Rest mit 3 bis 8
Kohlenstoffatomen, enthaltend mindestens eine Doppelbindung und beinhaltet beispielsweise Cyclopentenyl,
Cyclohexenyl, Cycloheptenyl und Cyclooctenyl.

[0030] Wie hier verwendet, betrifft die Bezeichnung "Aryl" einen mono-, bi-oder tricyclischen carbocyclischen
aromatischen Rest. lllustrativ fur solche Reste sind Phenyl, Biphenyl und Napthyl.

[0031] Wie hier verwendet, betrifft die Bezeichnung "carbocyclisch" einen cyclischen Rest, dessen Ringatome
alle Kohlenstoff sind und beinhaltet monocyclische Aryl-, Cycloalkyl- und Cycloalkenylreste.

[0032] Wie hier verwendet, betrifft die Bezeichnung "Heteroaryl" einen mono-, bi-oder tricyclischen aromati-
schen Rest, der ein oder mehr Heteroatome, gewahit aus S, N und O, enthalt.

[0033] lllustrativ fir solche Reste sind Thienyl, Benzthienyl, Furyl, Benzfuryl, Pyrrolyl, Imidazolyl, Benzimida-
zolyl, Thiazolyl, Benzthiazolyl, Isothiazolyl, Benzisothiazolyl, Pyrazolyl, Oxazolyl, Benzoxazolyl, Isoxazolyl,
Benzisoxazolyl, Isothiazolyl, Triazolyl, Benztriazolyl, Thiadiazolyl, Oxadiazolyl, Pyridinyl, Pyridazinyl, Pyrimidi-
nyl, Pyrazinyl, Triazinyl, Indolyl und Indazolyl.

[0034] Wie hier verwendet, betrifft die unqualifizierte Bezeichnung "Heterocyclyl" oder "heterocyclisch" "He-
teroaryl", wie oben definiert und bedeutet insbesondere einen mono-, bi- oder tricyclischen nicht-aromatischen
Rest, enthaltend ein oder mehr Heteroatome, gewahlt aus S, N und O und Gruppen, bestehend aus einem
monocyclischen nicht-aromatischen Rest, enthaltend ein oder mehr solcher Heteroatome, kovalent gebunden
an einen anderen solchen Rest oder einen monocyclischen carbocyclischen Rest. lllustrativ fiir solche Reste
sind Pyrrolyl, Furanyl, Thienyl, Piperidinyl, Imidazolyl, Oxazolyl, Isoxazolyl, Thiazolyl, Thiadiazolyl, Pyrazolyl,
Pyridinyl, Pyrrolidinyl, Pyrimidinyl, Morpholinyl, Piperazinyl, Indolyl, Morpholinyl, Benzfuranyl, Pyranyl, Isoxa-
zolyl, Benzimidazolyl, Methylenedioxyphenyl, Ethylenedioxyphenyl, Maleimido und Succinimidgruppen.

[0035] Wenn in dem Kontext, in dem diese Bezeichnung auftritt, nicht anders angegeben, bedeutet die Be-
zeichnung "substituiert", wie auf jeden Bestandteil hier angewandt, substituiert mit bis zu vier Substituenten,
die jeweils unabhangig beispielsweise (C,-C,)-Alkyl, (C,-C,)-Alkoxy, Hydroxy, Hydroxy (C,-C,)alkyl, Mercapto,
Mercapto(C,-C)alkyl, (C,-Cg)-Alkylthio, Halogen (einschlieRlich Fluor und Chlor), Trifluormethyl, Trifluormetho-
xy, Nitro, Nitril (-CN), Oxo, Phenyl, -COOH, -COOR", -COR*, -SO,R* -CONH,, -SO,NH,, -CONHR",
-SO,NHR#*, -CONR”R®, -SO,NR”R®, -NH,, -NHR", -NR*RB, -OCONH,, -OCONHR", -OCONR"R®, -NHCOR",
-NHCOOR?*, -NR®COOR*, -NHSO,0OR*, -NR®SO,0R*, -NHCONH,, -NR*CONH,, -NHCONHR®, -NR*CON-
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HR®, -NHCONR"R® oder -NR*CONR”R® sein kdnnen, worin R* und R® unabhangig eine (C,-C,)-Alkylgruppe
sind.

[0036] Wie hier verwendet, beinhaltet die Bezeichnung "Salz" Basenadditions-, Sdureadditions- und quater-
nare Salze. Verbindungen der Erfindung, die sauer sind, kdnnen Salze bilden, einschlieBlich pharmazeutisch
oder veterindrmedizinisch annehmbarer Salze, mit Basen, wie z.B. Alkalimetallhydroxiden, z.B. Natrium- und
Kaliumhydroxiden; Erdalkalimetallhydroxiden, z.B. Calcium-, Barium- und Magnesiumhydroxiden; mit organi-
schen Basen, z.B. N-Ethylpiperidin, Dibenzylamin und ahnlichen. Diejenigen Verbindungen (I), die basisch
sind, kénnen Salze bilden, einschliel3lich pharmazeutisch oder veterindrmedizinisch annehmbarer Salze mit
anorganischen Sauren, z.B. mit Hydrohalogensaure, wie z.B. Salzsaure oder Hydrobromsauren, Schwefelsau-
re, Salpetersaure oder Phosphorsaure und ahnlichen und mit organischen Sauren, z.B. mit Essigsaure, Wein-
saure, Bernsteinsaure, Fumarsaure, Maleinsaure, Apfelsdure, Salicylsiure, Zitronensaure, Methansulfonséu-
re und p-Toluolsulfonsauren und ahnlichen.

[0037] Einige Verbindungen der Erfindung enthalten ein oder mehr tatsachliche oder potenzielle chirale Zen-
tren aufgrund der Gegenwart asymmetrischer Kohlenstoffatome. Die Gegenwart etlicher asymmetrischer Koh-
lenstoffatome flhrt zu einer Zahl von Diastereoisomeren mit R- oder S-Stereochemie an jedem chiralen Zen-
trum. Die Erfindung beinhaltet alle solche Diastereoisomere und Mischungen daraus.

[0038] In den Verbindungen der Erfindung kann:

Ar beispielsweise eine 2-Hydroxyphenylgruppe sein, die weiter substituiert ist, beispielsweise durch ein oder
mehr Hydroxy-, Ethyl-, Isopropyl-, Chlor-, Brom- oder Phenylgruppen. Spezifisch kann Ar eine 2,4-Dihydro-
xy-5-chlorphenylgruppe sein;

R, und R, kénnen beispielsweise Wasserstoff, Methyl, Ethyl, n- oder iso-Propyl oder Hydroxyethyl sein. Was-
serstoff wird gegenwartig fir den Fall von R, bevorzugt und Wasserstoff oder Methyl fur den Fall von R,;

R, ist beispielsweise eine Carboxamidgruppe der Formel -CONR®(Alk) R*, worin

Alk ein divalenter Alkylen-, Alkenylen oder Alkinylenrest ist, beispielsweise ein -CH,-, -CH,CH,-, -CH,CH,CH,-,
-CH,CH=CH- oder -CH,CCCH,-Rest und der Alk-Rest kann optional substituiert sein,

nist 0 oder 1,

R® ist Wasserstoff oder eine C,-C,-Alkyl oder C,-C.,-Alkenylgruppe, beispielsweise Methyl, Ethyl, n- oder
iso-Propyl oder Allyl,

R* ist Hydroxy oder eine optional substituierte Carbonsaure, beispielsweise optional substituiertes Phenyl oder
Heterocyclyl, beispielsweise Pyridyl, Furyl, Thienyl, N-Piperazinyl oder N-Morpholinyl, wobei alle diese hetero-
cyclischen Ringe substituiert sein kénnen; optionale Substituenten fir jeden der vorstehenden beinhalten OH,
CH,0O-, CI, F, NH,CO-, NH,CO-, CH,NHCO-, -COOH, -COOCH,, -CH,COOH, -CH,COOCH,, -CH,, -CF,,
-SO,CHj,, -SO,NH,, 3,4-Methylendioxy und 3,4-Ethylendioxy

oder R* und R® bilden zusammen mit dem Stickstoff, an den sie gebunden sind, einen N-heterocyclischen
Ring, der optional ein oder mehr zusatzliche Heteroatome, gewahlt aus O, S und N enthalten kann und der
optional an einem oder mehr Ring-C- oder N-Atomen substituiert sein kann, Beispiele fiir solche N-heterocyc-
lischen Ringe beinhalten Morpholino, Piperidinyl, Piperazinyl und N-Phenylpiperazinyl.

[0039] In einer spezifischen Subklasse von Verbindungen der Erfindung kénnen R, und R, Wasserstoff, Ar
eine 2,4-Dihydroxy-5-chlorphenylgruppe, Alk -CH,-, n 0 oder 1, R® Wasserstoff und R* Phenyl, optional substi-
tuiert durch mindestens einen von OH, CH,O-, ClI, F, NH,CO-, -COOH, -CH,COOH, -CH,, -CF,, -SO,CH, und
3,4-Methylendioxy sein.

[0040] Spezifische Verbindungen der Erfindung beinhalten diejenigen der hier aufgefiihrten Beispiele, insbe-
sondere die folgenden und Salze davon:
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-acetyl-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaurephenyl-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-methoxyphenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-chlor-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-acetylamino-phenyl)-amid;
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-sulfamoyl-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-methoxy-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-chlor-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-acetylamino-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-sulfamoyl-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-carbamoyl-phenyl)-amid,
4-({[3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonyl]-amino}-methyl)-benzoesaure.
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3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-methyl-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-methoxy-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-fluor-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-chlor-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-3-methoxy-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-3-trifluormethyl-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-methansulfonyl-benzylamid.

[0041] Verbindungen der Erfindung, die durch Amidieren einer Carbonsaure der Formel (l1A) oder (1IB) her-
gestellt werden kdénnen:

Ar COOH
; Ar COOH
I _
R,
(A) (B)

[0042] Typische Reaktionsschemata und Bedingungen fir eine solche Amidierung sind in den Beispielen dar-
gestellt.

[0043] Die Verbindungen der Erfindung sind Inhibitoren von HSP90 und sind so fiir die Behandlung von Er-
krankungen nitzlich, die auf eine Inhibition der HSP90-Aktivitat reagieren, wie z.B. Krebs; virale Erkrankungen,
wie z.B. Hepatitis C (HCV) (Waxman, 2002); eine Immunosupression, wie z.B. bei einer Transplantation (Biji-
makers, 2000 und Yorgin, 2000); antientziindliche Erkrankungen (Bucci, 2000), wie z.B. die rheumatoide Arth-
ritis, Asthma, MS, Type I-Diabetes, Lupus, Psoriasis und entziindliche Verdauungstrakterkrankungen; zysti-
sche Fibrose (Fuller, 2000); Angiogenese-verwandte Erkrankungen (Hur, 2002 und Kurebayashi, 2001): Dia-
betes-Retinopathie, Hdmangiome, Psoriasis, Endometriose und Tumor-Angiogenese.

[0044] Dementsprechend stellt die Erfindung auch folgendes bereit:
(i) Ein Verfahren zur Behandlung von Erkrankungen oder Zusténden, die auf die Inhibition der HSP90-Ak-
tivitdt bei Saugern reagieren, insbesondere bei Menschen, wobei das Verfahren das Verabreichen einer ef-
fektiven Menge der Verbindung der Formel (IA) oder (IB) oben an den Sduger umfasst und
(i) eine Verbindung der Formel (IA) oder (IB) oben zur Verwendung in der menschlichen oder veterindrme-
dizinischen Medizin, insbesondere fiir die Behandlung von Erkrankungen oder Zustanden, die auf eine In-
hibition der HSP90-Aktivitat reagieren und
(iii) die Verwendung einer Verbindung der Formel (IA) oder (IB) oben bei der Herstellung eines Mittels fiir
das Management (damit ist Behandlung oder Prophylaxe gemeint) von Erkrankungen oder Zustanden, die
auf eine Inhibition der HSP90-Aktivitat reagieren.

[0045] Es sollte verstanden werden, dass das spezifische Dosisniveau fiir jeden bestimmten Patienten von
einer Vielzahl von Faktoren abhangen wird, einschlieRlich der Aktivitat der verwendeten spezifischen Verbin-
dung, dem Alter, dem Korpergewicht, der allgemeinen Gesundheit, dem Geschlecht, der Diat, dem Zeitpunkt
der Verabreichung, dem Verabreichungsweg, der Ausscheidungsrate, der Arzneimittelkombination und dem
auslésenden Mechanismus sowie der Schwere der bestimmten Erkrankung, die therapiert wird.

[0046] Im allgemeinen wird eine geeignete Dosis fiir oral verabreichbare Formulierungen in der Regel in ei-
nem Bereich von 0,1 bis 3.000 mg einmal, zweimal oder dreimal taglich liegen oder einer dquivalenten tagli-
chen Menge, die durch Infusion oder auf einem anderen Weg verabreicht wird. Optimale Dosierungsniveaus
und die Haufigkeit der Dosis wird jedoch durch klinische Versuche, wie blich auf dem Gebiet, bestimmt wer-
den.

[0047] Die Verbindungen, mit denen sich die Erfindung befasst, kdnnen zur Verabreichung auf jedem Weg
hergestellt werden, der mit ihren pharmakokinetischen Eigenschaften ibereinstimmt. Die oral verabreichbaren
Zusammensetzungen kénnen in Form von Tabletten, Kapseln, Pulvern, Kérnern, Pastillen, fliissigen oder Gel-
praparationen, wie z.B. oralen, topischen oder sterilen parenteralen Lésungen oder Suspensionen vorliegen.
Tabletten und Kapseln fiir die orale Verabreichung kénnen in Einheitsdosisprasentationsform vorliegen und
kénnen konventionelle Exzipienzien enthalten, wie z.B. Bindemittel, beispielsweise Sirup, Akazin, Gelatine,
Sorbit, Tragacanth oder Polyvinylpyrrolidon; Fillstoffe, beispielsweise Lactose, Zucker, Maisstarke, Calcium-
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phosphat, Sorbit oder Glycin; Tablettierungsgleithilfen, beispielsweise Magnesiumstearat, Talk, Polyethylen-
glycol oder Siliciumdioxid; Desintegrationsmittel, beispielsweise Kartoffelstarke oder akzeptable Benetzungs-
mittel, wie z.B. Natriumlaurylsulfat. Die Tabletten kbnnen gemaf Verfahren, die in der normalen pharmazeuti-
schen Praxis wohlbekannt sind, beschichtet werden. Orale flissige Praparationen kénnen beispielsweise in
Form wassriger oder dliger Suspensionen, Lésungen, Emulsionen, Sirups oder Elixiere vorliegen oder kbnnen
als Trockenprodukt fiir eine Rekonstitution mit Wasser oder einem anderen geeigneten Vehikel vor der Ver-
wendung prasentiert werden. Solche flissigen Praparationen kdnnen konventionelle Additive, wie z.B. Sus-
pendiermittel, beispielsweise Sorbit, Sirup, Methylcellulose, Glucosesirup, Gelatine, hydrierte essbare Fette;
Emulgatoren, beispielsweise Lecithin, Sorbitanmonooleat oder Akazin; nicht-wassrige Vehikel (die essbare
Ole beinhalten kénnen), beispielsweise Mandeldl, fraktioniertes Kokosnussél, élige Ester, wie z.B. Glycerin,
Propylenglycol, oder Ethylalkohol; Konservierungsmittel, beispielsweise Methyl- oder Propyl-p-hydroxybenzo-
at oder Sorbinsaure und, falls gewlinscht, konventionelle Geschmacks- oder Farbemittel enthalten.

[0048] Fur die topische Anwendung auf die Haut kann das Arzneimittel in eine Creme, Lotion oder Salbe for-
muliert werden. Creme- und Salben-Formulierungen, die fir Arzneimittel verwendet werden kénnen, sind auf
dem Gebiet wohlbekannte konventionelle Formulierungen, wie beispielsweise in Standard-Textblchern fur
Pharmazeutika, wie z.B. der Britischen Pharmacopde beschrieben.

[0049] Der Wirkstoff kann auch parenteral in einem sterilen Medium verabreicht werden. Abhangig von ver-
wendetem Vehikel und Konzentration kann das Arzneimittel entweder suspendiert oder in dem Vehikel gelést
werden. Vorteilhafterweise kdnnen Adjuvantien, wie z.B. Lokalanasthetika, Konservierungsmittel und Puffer in
dem Vehikel geldst werden.

[0050] Die folgenden Beispiele illustrieren die Praparation und Aktivitaten spezifischer Verbindungen der Er-
findung:

Schema 1:
DMF 8n0 HUNNH
8nBr Bn0 DMA —ae
BF,08Y, \
o4 O OBa O OBa O

BnO ar M\/\f\
\\ DMF /Cs,CO,
N—-N ﬁ
BnO 1.nBuli/THF BnO.
78°C

-78°c Raumtem—
(v
RIR2NH oo © b f“i "o ° *
DMF / HATU 1 X | 1 N
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Beispiel 1

Schritt 1: 1-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-ethanon

HO

OH O

[0051] Essigsaure (17,5 ml) wurde tropfenweise zu einer Suspension aus 4-Chlorresorcinol (42,5 g, 0,293
mmol) in Bortrifluoridetherat (200 ml) unter Stickstoffatmosphare zugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde fir
3,5 Stunden auf 90°C erwarmt und man liel3 sie dann auf Raumtemperatur abkihlen. Ein Feststoff hatte sich
nach ungeféhr 1 Stunde Kuihlen gebildet. Die Mischung wurde in 700 ml einer 10%igen G/V wassrigen Natri-
umacetatldsung gegossen. Diese Mischung wurde kraftig 2,5 Stunden gerihrt. Ein hellbrauner Feststoff hatte
sich gebildet, der gefiltert, mit Wasser gewaschen und tber Nacht luftgetrocknet wurde, um 1-(5-Chlor-2,4-di-
hydroxyphenyl)-ethanon (31,6 g, 58 %) zu ergeben. LCMS: [M-H]" 185.

Schritt 2: 1-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-ethanon

(o]
BnO

OBn O

[0052] Benzylbromid (30 ml) wurde zu einer Mischung aus 1-(5-Chlor-2,4-dihydroxyphenyl)-ethanon (20 g,
0,107 mol) und Kaliumcarbonat (37 g, 2,5 aquiv.) in Acetonitril (350 ml) zugeflgt. Die Mischung wurde dann 6
Stunden im Ruckfluss erhitzt und man lie3 sie dann Gber Nacht abkiihlen und es wurde gertihrt. Die Mischung
wurde gefiltert und die Feststoffe mit Dichlormethan (3 x 100 ml) gewaschen. Die kombinierten organischen
Extrakte wurden im Vakuum verdampft, um einen schwach gelben Feststoff zu hinterlassen, der mit einer Mi-
schung aus Hexan (350 ml)/Ethylacetat (15 ml) pulverisiert wurde und gefiltert wurde, um einen gebrochen wei-
Ben Feststoff zu ergeben, 1-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlorphenyl)-ethanon (35,4 g, 90 %). 'H-NMR (400 MHz),
konsistent mit der Struktur.

Schritt 3: 3-Amino-1-(2,4-bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-propenon

Cl
BnO

- NH,
0Bn O

[0053] Eine Losung aus Dimethylformamiddimethylacetal (13,5 ml, 1,1 &quiv. und 1-(2,4-Bis-benzylo-
xy-5-chlor-phenyl)-ethanon (34 g, 0,09 mol) wurde 2 Stunden im Riickfluss bei 150°C erwarmt. Weitere 10 ml
Dimethylformamiddimethylacetal wurden zugefiigt und die Erwarmung 3 Stunden fortgesetzt. Man lie3 die Mi-
schung abkulhlen und das Dimethylformamid wurde verdampft, um einen orange/roten Feststoff zu hinterlas-
sen, der gefiltert und luftgetrocknet wurde, um 3-Amino-1-(2,4-bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-propenon (33 g,
84 %) zu ergeben.

LCMS: eine Komponente; [M+H]" 422, 424.

Schritt 4: 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-1H-pyrazol
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[0054] Hydrazinhydrat (4,76 g, 1,1 aquiv.) wurde zu einer Suspension aus 3-Amino-1-(2,4-bis-benzylo-
xy-5-chlor-phenyl)-propenon (30,88 g, 0,07 mol) in Ethanol (300 ml) hinzugefligt. Die Reaktionsmischung wur-
de 4,5 Stunden im Ruckfluss erwarmt, dann wurden weitere 200 ml Hydrazin zugefugt und das Erwarmen wur-
de fir 45 Minuten fortgesetzt. Man liel die Mischung auf Raumtemperatur abkiihlen und es wurde tiber Nacht
geruhrt. Der gebrochen weille Feststoff wurde gefiltert und mit kaltem Ethanol gewaschen, um 3-(2,4-Bis-ben-
zyloxy-5-chlor-phenyl)-1H-pyrazol (24 g) zu ergeben. Das Filtrat wurde verdampft und der Rest mit Ethanol pul-
verisiert und gefiltert, um eine weitere Ernte von 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-1H-pyrazol (2,77 g) zu
ergeben. Gesamtertrag 92 %. 'H-NMR (400 MHz), konsistent mit der Struktur.

Schritt 5: 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-4-brom-1H-pyrazol

Cl
BnO Br
Lo S
B -
" YR

[0055] N-Bromsuccinimid (4,70 g, 26 mmol) wurde in Portionen tber 5 Minuten zu einer gerihrten Lésung
von 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-1H-pyrazol (10,29 g, 26 mmol) in Dichlormethan (200 ml) zugefugt.
Die Reaktionsmischung wurde bei Umgebungstemperatur 2 Stunden gerihrt, dann wurde Wasser (200 ml) zu-
gefugt und das kréaftige Rihren fur 10 Minuten fortgesetzt. Die Phasen wurden getrennt und die organische
Phase mit Wasser (3 x 100 ml) gewaschen, mit gesattigter wassriger Natriumchloridlésung (2 x 100 ml) und
Uber Natriumsulfat getrocknet. Die Mischung wurde filtriert und Filtratldsungsmittel wurden im Vakuum entfernt,
um einen gebrochen weillen Feststoff zu ergeben, der mit einer Ethylacetat/Hexan (1:20) -Mischung pulveri-
siert wurde, um 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-4-brom-1H-pyrazol (11,80 g, 97 %) als gebrochen wei-
Ren Feststoff zu ergeben. LC-Retentionszeit 2,80 Minuten [M+H]* 471, 469 (Laufzeit 3,75 Minuten).

Schritt 6:
3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-4-brom-1-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyl)-1H-pyrazol/3-(2,4-Bis-benzyl
oxy-5-chlorphenyl)-4-brom-2-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyl)-1H-pyrazol

i { N
oBn NN \/
tO/\/S!\

[0056] Casiumcarbonat (16,3 g, 50 mmol) wurde zu einer Lésung aus 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phe-
nyl)-4-brom-1H-pyrazol (11,80 g, 25 mmol) in DMF (70 ml) zugeflgt. (2-Trimethylsilyl)-ethoxymethylchlorid
(4,93 ml, 32 mmol) wurde in Chargen von ca. 500 ul Uber 4 Stunden zugefligt und die Mischung wurde bei
Umgebungstemperatur 16 Stunden gerihrt. Der Hauptteil von DMF wurde im Vakuum entfernt und die restli-
che Mischung zwischen Ethylacetat (400 ml) und Wasser (400 ml) geteilt. Die Phasen wurden getrennt und die
organische Phase wurde mit Wasser (2 x 250 ml), gesattigter wassriger Natriumchloridlésung (2 x 250 ml) ge-
waschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Die Mischung wurde gefiltert und die Filtratidsungsmittel wurden
im Vakuum entfernt, um ein gelbes Ol zu ergeben, das durch Flashchromatographie auf Silikagel (100 g) ge-
reinigt wurde, wobei mit 5 % Ethylacetat in Hexan eluiert wurde. Dies ergibt 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phe-
nyl)-4-brom-1-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyl)-1H-pyrazol (15,0 g, 99 %) als hellgelbes Ol. Die '"H-NMR-Ana-
lyse zeigt das Produkt als Mischung von Regioisomeren. LC-Retentionszeit 3,35 Minuten [M+H]* 601, 599
(Laufzeit 3,75 Minuten).
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Schritt 7:
3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl-1-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure/3-(2,4-Bis
-benzyloxy-5-chlor-phenyl-2-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure

cl
BnO O._OH
N
OBn Nt\: S\i/
o NV

[0057] n-Butyllithiumlésung (1,6 M, 7,8 ml, 12,4 mmol) wurde trépfchenweise Uber 10 Minuten zu einer
—78°C-L6sung von 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl)-4-brom-1-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyl)-1H-pyra-
zol (5,98 g, 9,97 mmol) in wasserfreiem THF (60 ml) unter Stickstoffatmosphare zugefiigt. Die resultierende
orange-gefarbte Lésung wurde bei —78°C 15 Minuten geriihrt, dann wurde ein Uberschuss an Kohlendioxidgas
durch die Reaktionsmischung fiir zwei Minuten geblasen (die Losung entfarbt sich sofort). Das Kiihlbad wurde
entfernt und die Reaktionsmischung liel3 man sich auf Umgebungstemperatur erwarmen und es wurde durch
Zugabe einer gesattigten wassrigen Ammoniumchloridlésung (100 ml) geléscht. Die Reaktionsmischung wur-
de mit Ethylacetat (2 x 150 ml) extrahiert und die kombinierten organischen Phasen mit Wasser (1 x 150 ml)
und gesattigter wassriger Natriumchloridlésung (2 x 250 ml) gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet.
Die Mischung wurde filtriert und die Filtratidsungsmittel im Vakuum entfernt, um einen hellgelben Feststoff zu
ergeben, der aus Ethylacetat-Hexan umkristallisiert wurde, um 2,2 g des Produkts als farblosen Feststoff und
als Mischung von Regioisomeren zu ergeben. Die Ausgangsfliissigkeiten von der Kristallisation wurden im Va-
kuum verdampft und das restliche Ol durch Flashchromatographie auf Silikagel (50 g) gereinigt, wobei mit 10
bis 50 % Ethylacetat in Hexan eluiert wurde, um 0,316 g des Produkts als Mischung von Regioisomeren zu
ergeben. Gesamtertrag 2,516 g (45 %).

[0058] LC-Retentionszeit 3,15 Minuten [M+H]* 565 (Laufzeit 3,75 Minuten).

Schritt 8: 3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-(4-acetylphenyl)-amid

Gl .
" ® j NO(
LY o

OH N-N

H

[0059] O-(7-Azabenzotriazol-yl)N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (100 mg, 0,27 mmol) wurde
zu einer Mischung aus 3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlor-phenyl-1-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyl)-1H-pyra-
zol-4-carbonsdure  und  3-(2,4-Bis-benzyloxy-5-chlorphenyl-2-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyl)-1H-pyra-
zol-4-carbonsaure (150 mg, 0,27 mol) zugefligt. N,N-Dimethylformamid (2,5 ml) wurde zugefligt, gefolgt von
4-Aminoacetophenon (43 mg, 0,32 mmol) und Diisopropylethylamin (0,14 ml, 0,81 mmol). Die Reaktionsmi-
schung wurde 5 Minuten auf 100°C erwarmt, wobei eine Mikrowellenerwarmung verwendet wurde und man
lieR sie bei Umgebungstemperatur 2 Stunden stehen. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der
Rest zwischen Dichlormethan (8 ml) und einer wassrigen Natriumchloridldsung (5 ml) geteilt. Die Mischung
wurde kraftig 10 Minuten gerihrt und die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde iber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und gefiltert und die Filtratldsungsmittel im Vakuum entfernt, um ein braunes Ol zu
ergeben. Das rohe Amidprodukt wurde in Dichlormethan (2 ml) wiederum geldst und unter eine Stickstoffatmo-
sphare platziert. Bortrichlorid (1,0 M Lésung in Dichlormethan, 1,35 ml, 1,35 mmol) wurde trépfchenweise zu-
gefligt und es bildete sich ein braunes Prazipitat. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht gerthrt, dann
durch vorsichtige Zugabe einer gesattigten wassrigen Natriumbicarbonatlésung (4 ml) geléscht. Die Reakti-
onsmischung wurde mit Ethylacetat extrahiert und die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde mit Sole
gewaschen, dann tber Natriumsulfat getrocknet, gefiltert und die Filtratidsungsmittel im Vakuum entfernt, um
einen braunen Feststoff zu ergeben, der durch praparative HPLC gereinigt wurde, um 3-(5-Chlor-2,4-dihydro-
xy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-(4-acetylphenyl)-amid (3 mg) als gebrochen wei3en Feststoff zu erge-
ben.

[0060] LC-Retentionszeit 1,97 Minuten [M+H]* 372 (Laufzeit 3,75 Minuten).
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[0061] Die Verbindung von Beispiel 1 hatte eine Aktivitat im Bereich "A", wenn sie in dem Malachit-Grin-As-
say getestet wurde, der in dem biologischen Ergebnisbereich unten beschrieben wird.

[0062] Die folgenden weiteren Beispiele fiir die erfindungsgemafe Verbindungen wurden durch analoge Ver-
fahren zur der Herstellung der Verbindung von Beispiel 1 hergestellt. In der folgenden Tabelle enthalt die Spal-
te, Uber der "HSP90 IC50" steht, den Aktivitatsbereich der Verbindungen, wenn diese in dem Mala-
chit-Griin-Assay getestet wurden, der in dem biologischen Ergebnisbereich unten beschrieben wird.
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Beispiel Struktur MH+ Hep90
isple X IC50
2 330 B
3 400 B
OH
a
4 HO 0 294 B
v N/\//
Nl w
N
H
c
5 A 324 B
OH WN-N
6 337 B
7 381 B
a H
HO. 0 TN\
8 \\ NP 332 B
OH N—ﬁ
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.. Hsp90
Beispiel Struktur MH+
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OH N-N
Cl
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a H
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Hsp90
Beispiel Struktur MH+ SP
IC50
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ME Hsp90
Beispiel Struktur + IC50
29 362 A
30 378 A
31 374 A
32 412 A
N
33 422 A
-
OH ]

Biologische Ergebnisse

[0063] Die intrinsische ATPase-Aktivitat von HSP90 kann unter Verwendung von Hefe HSP9O0 als Modellsys-
tem gemessen werden. Der Assay, der auf der Verwendung von Malachit-Griin zur Messung von anorgani-

schem Phosphat basiert, wurde verwendet, um die HSP90-inhibitorische Aktivitat der Verbindungen der Bei-
spiele zu testen.

Malachit-Grin-ATPase-Assay
Materialien

[0064] Die Chemikalien haben héchste kommerziell erhaltliche Reinheit und alle wassrigen Losungen wurden
in AR-Wasser hergestellt. Aufgrund der Notwendigkeit, die Kontamination mit anorganischem Phosphat zu mi-
nimieren, sollte man Vorsicht walten lassen im Hinblick auf die Lésungen und die Apparate, die in den Assays
verwendet werden. Die Glasware und pH-Messvorrichtungen wurden mit doppelt destilliertem oder deionisier-
tem Wasser vor der Verwendung gespuilt und wenn immer méglich, sollten Kunststoffe verwendet werden. Fir
alle Prozeduren werden Handschuhe getragen.

(1) Greiner 384-well (Greiner 781101) oder Costar 384-well Flachboden-Polystyrol-Multivertiefungsplatten

(VWR).

(2) Assay-Puffer aus (a) 100 mM Tris-HCI, pH 7,4, (b) 150 mM KClI, (c) 6 mM MgCl,. Gelagert bei Raum-
temperatur.
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(3) 0,0812 % (G/V) Malachit-Griin (M 9636, Sigma Aldrich Ltd., Poole, GB). Gelagert bei Raumtemperatur.
(4) 2,32 % (G/V) Polyvinylalkohol USP (P 1097, Sigma Aldrich Ltd., Poole, GB) in siedendem Wasser (siehe
Kommentar 1), man laft dies abkihlen und lagert bei Raumtemperatur.

(5) 5,72 % (G/V) Ammoniummolybdat in 6 M Salzsaure. Gelagert bei Raumtemperatur.

(6) 34 % (G/V) Natriumcitrat. Gelagert bei Raumtemperatur.

(7) 100 mM ATP, Dinatriumsalz, spezielle Qualitat (47699, Sigma Aldrich). Gelagert bei —20°C.

(8) E. coli exprimiertes Hefe-HSP90-Protein, mehr als 95 % gereinigt (siehe z.B. Panaretou et al., 1998)
und in 50 pl Aliquots bei —-80°C gelagert.

Verfahren

1. Verdiinne die Testverbindungen auf 500 pM in AR-Wasser (die DMSO-Konzentration wird 2,5 % sein).
Ubertrage 2,5 pl dieser Verbindungen direkt von der Tochterplatte auf die Assay-Platte, was eine endgiiltige
Assay-Konzentration von 100 pM ergibt. Um 12-Punkt-IC50-Werte zu erhalten, fuhre serielle Verdinnun-
gen 1:2 durch, um einen Bereich von Assay-Konzentrationen von 100 pM bis 97,6 nM (2,5 % DMSO) zu
erzeugen und Ubertrage 2,5 pl jeder Konzentration in die Assay-Platte. Spalte 1 in der Assay-Platte enthalt
keine Verbindung, als Negativkontrolle. Eine zusatzliche Reihe ohne Verbindung wird ebenfalls als Hinter-
grund verwendet.

2. Stelle ATP durch Verdiinnung einer 100 mM Grundldsung auf 925 uM mit Assay-Puffer her und verteile
5 pl Aliquots von verdiinntem ATP auf jede Vertiefung einschlief3lich den Kontrollen (endgiltige Assay-Kon-
zentration 370 pM).

3. Fuge 5 pl Puffer der Hintergrundreihe zu.

4. Verdunne die Enzympraparation auf 1,05 uM mit Assay-Puffer und verteile Aliquots von 5 pl in jede Ver-
bindungsvertiefung und die negative Kontrollsaule.

5. Sammle die Reagenzien auf dem Boden der Vertiefung, bedecke die Platte mit einem Plattensiegel und
inkubiere bei 37°C Uber Nacht.

6. Stelle als erstes am nachsten Morgen das Malachit-Griin-Reagenz her. Flge 2 Teile Malachit-Grun-L6-
sung, ein Teil Polyvinylalkoholldsung, 1 Teil Ammonium-Molybdat-L6sung und 2 Teile AR-Wasser zu.

7. Drehe um zum Mischen und lasse ungefahr 1 Stunde stehen, bis sich die Farbe von braun zu goldgelb
verandert.

8. Fuge 40 pl Malachit-Grin-Reagenz jeder Vertiefung zu, und lasse 5 Minuten zur Entwicklung der Farbe
stehen.

9. Fuge 5 pl Natriumcitrat-Reagenz jeder Vertiefung zu (siehe Kommentar 2).

10. Bedecke wieder mit einem Plattensiegel und schittle auf dem Plattenschittler fir mindestens 15 Minu-
ten.

11. Messe die Absorption bei 620 nM unter Verwendung eines geeigneten Platteablesers (z.B. Victor, Per-
kin Elmer Life Sciences, Milton Keynes, GB). Unter diesen Bedingungen ist die Kontrollabsorption 0,9 bis
1,4 und der Hintergrund 0,2 bis 0,35, was ein Signal-zu-Hintergrundverhaltnis von ungefahr 12 ergibt. Der
aus diesen Daten, erhalten unter Verwendung dieser Bedingungen errechnete Z'-Faktor liegt zwischen 0,6
und 0,9.

Kommentare

(1) Der Polyvinylalkohol 16st sich in siedendem Wasser nur mit Schwierigkeiten und 2- bis 3-stiindiges Rih-
ren ist nétig.

(2) Das Zeitintervall zwischen der Addition des Malachit-Griin-Reagenzes und des Natriumcitrats sollte so
kurz wie moéglich gehalten werden, um die nicht-enzymatische Hydrolyse von ATP zu reduzieren. Sobald
das Natriumcitrat zugefiigt wurde, ist die Farbe fiir bis zu 4 Stunden bei Raumtemperatur stabil.

(3) Verbindungen kénnen den Assay-Platten unter Verwendung eines Biomek FX Robot (Beckman Coulter)
zugefuigt werden. Ein Multidrop 384 Dispenser (Thermo Labsystems, Basingstoke, GB) kann in geeigneter
Weise verwendet werden, um Reagenzien der Platte zuzufligen.

(4) Die Assay-Bedingungen wurden im Hinblick auf Zeit, Protein- und Substratkonzentration optimiert, um
eine minimale Proteinkonzentration zu erreichen, wahrend das Signal zu Hintergrunddifferenzial erhalten
blieb.

(5) Signal zu Hintergrund (S/N) wird unter Verwendung der folgenden Gleichung berechnet:

(S-B)/A/N(SD von S)? + (SD von B)?

(6) Um die spezifische Aktivitat von HSP90 zu bestimmen, wird ein Bereich von anorganischen Phosphat-
konzentrationen (0 bis 10 uM) hergestellt und die Absorption bei 620 nm, wie beschrieben, gemessen. Die
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spezifische Aktivitat wird aus der resultierenden Kalibrierungskurve berechnet.

[0065] Die in dem obigen Assay getesteten Verbindungen wurden zu einem von zwei Aktivitatsbereichen,
namlich A = <50 pM; B = >50 pM zugeordnet und diese Zuordnungen werden oben berichtet.

[0066] Aufierdem wurde ein Wachstumsinhibitions-Assay fur die Bewertung von méglichen HSP90-Inhibito-
ren verwendet:

Bewertung der Cytotoxizitat von durch den Sulforhodamin B (SRB) -Assay: Berechnung der 50%igea inhibito-
rischen Konzentration (ICy).

Tag 1

1) Bestimme die Zellzahl durch ein Hdmocytometer.

2) Unter Verwendung einer 8 Kanal-Multipipettenvorrichtung flige 160 pl der Zellsuspension (3.600 Zel-
len/Vertiefung oder 2 x 104 Zellen/ml) jeder Vertiefung einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen zu.

3) Inkubiere Uber Nacht bei 37°C in einem CO,-Inkubator.

Tag 2

4) Grundlésungen der Arzneimittel werden hergestellt und serielle Verdiinnungen von jedem Arzneimittel
werden in einem Medium durchgefiihrt, um Endkonzentrationen in den Vertiefungen zu ergeben.

5) Unter Verwendung einer Multipipette werden 40 pl Arzneimittel (bei 5x der Endkonzentration) den Vier-
fach-Vertiefungen zugefugt.

6) Kontrollvertiefungen befinden sich an jeder Seite der Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen, worin 40 pl
Medium zugefiigt wurde.

7) Inkubiere die Platten in einem CO,-Inkubator 4 Tage (48 Stunden).

Tag 6

8) Gielle Medium in eine Spile ab und tauche die Platte langsam in 10%ige eiskalte Trichloressigsaure
(TCA). Lasse dies fir ungefahr 30 Minuten auf Eis.

9) Wasche die Platten dreimal in Leitungswasser durch Eintauchen der Platten in Bader von Leitungswas-
ser und Abgief3en.

10) Trockne im Inkubator.

11) Fige 100 pl 0,4 5 SRB in 1%iger Essigsaure jeder Vertiefung zu (auler der letzten Reihe (rechts) der
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen, dies ist die 0 % Kontrolle, d.h. ohne Arzneimittel, ohne Farbung. Die
erste Reihe wird die 100 % Kontrolle ohne Arzneimittel, jedoch mit Farbung sein). Lasse dies 15 Minuten.
12) Wasche ungebundene SRB-Farbung mit vier Waschungen von 1%iger Essigsaure ab.

13) Trockne die Platten im Inkubator.

14) Lése SRB unter Verwendung von 100 yl 10 mM Tris-Base und stelle die Platten fir 5 Minuten auf einen
Plattenschittler.

15) Bestimme die Absorption bei 540 nm unter Verwendung eines Plattenlesers. Berechne die mittlere Ab-
sorption fir Vierfachvertiefungen und driicke als Prozentsatz des Werts flr die unbehandelten Kontrollver-
tiefungen aus.

16) Trage die prozentualen Absorptionswerte gegen die log-Arzneimittelkonzentration auf und bestimme
den IC,.

[0067] Die Verbindung von Beispiel 1 ergab einen IC,, im "B"-Bereich fiir den SRB-Wachstums-Stop-Assay.
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Patentanspriiche

1. Verbindung der Formel (IA) oder (IB) oder Salz, N-Oxid, Hydrat oder Solvat davon:

Ar H: Ar Hs
7\ —
N\N R, N, =
R~
l!l 1 1 R,
(1A) ({12))

Ar ein Aryl- oder Heteroarylrest ist, der Gber einen Ring-Kohlenstoff gebunden ist, und der mit einer Hydroxy-
gruppe an einem Kohlenstoff in der 2-Stellung substituiert ist, und der ansonsten entweder unsubstituiert oder
gegebenenfalls substituiert ist;

R, Wasserstoff oder gegebenenfalls substituiertes C, ,-Alkyl ist;

R, Wasserstoff, gegebenenfalls substituiertes Cycloalkyl, Cycloalkenyl, C, ;-Alkyl, C,s-Alkenyl oder C, s-Alki-
nyl; oder eine Carboxyl-, Carboxamid- oder Carboxylestergruppe ist; und

R, eine Carboxamidgruppe ist.

2. Verbindung gemafl Anspruch 1, worin Ar eine 2-Hydroxyphenylgruppe ist, die gegebenenfalls weiter
substituiert ist.

3. Verbindung gemaf Anspruch 1, worin Ar eine 2-Hydroxyphenylgruppe ist, die weiter mit einer oder meh-
reren Hydroxy-, Ethyl-, Isopropyl-, Chlor-, Brom- oder Phenylgruppen substituiert ist.

4. Verbindung gemaf Anspruch 1, worin Ar eine 2,4-Dihydroxy-5-chlorphenylgruppe ist.

5. Verbindung gemaR einem der vorhergehenden Anspriche, worin R, und R, unabhangig Wasserstoff,
Methyl, Ethyl, n- oder Isopropyl oder Hydroxyethyl sind.

6. Verbindung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 4, worin R, Wasserstoff ist und R, Wasserstoff oder Me-
thyl ist.

7. Verbindung gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, worin R, eine Carboxamidgruppe der Formel
-CONR®(AIk),R* ist, worin:
Alk ein gegebenenfalls substituierter zweiwertiger Alkylen-, Alkenylen- oder Alkinylenrest ist, n 0 oder 1 ist,
R® Wasserstoff oder eine C, ;-Alkyl- oder C, ,-Alkenylgruppe ist,
RA Hydroxy oder eine gegebenenfalls substituierte carbocyclische oder heterocyclische Gruppe ist.

8. Verbindung gemafl Anspruch 7, worin Alk -CH,-, -CH,CH,-, -CH,CH,CH,-, -CH,CH=CH- oder
-CH,CCCH,- ist, R® Wasserstoff oder Methyl, Ethyl, n- oder Isopropyl oder Allyl ist und R* Hydroxy oder gege-
benenfalls substituiertes Phenyl, Pyridyl, Furyl, Thienyl, N-Piperazinyl oder N-Morpholinyl ist.

9. Verbindung gemaR Anspruch 7 oder 8, worin R* Phenyl ist, das gegebenenfalls mit wenigstens einem
aus OH, CH,0O-, ClI, F, NH,CO-, NH,CO-, CH,NHCO-, -COOH, -COOCH,, -CH,COOH, -CH,COOCH,, -CH,,
-CF,, -SO,CH,, -SO,NH,, 3,4-Methylendioxy und 3,4-Ethylendioxy substituiert ist.

10. Verbindung gemaR Anspruch 7, worin R, und R, Wasserstoff sind, Ar eine 2,4-Dihydroxy-5-chlorphe-
nylgruppe ist, Alk -CH,- ist, n 0 oder 1 ist, R® Wasserstoff ist und R* Phenyl ist, das gegebenenfalls mit wenigs-
tens einem aus OH, CH,O-, CI, F, NH,CO-, NH,CO-, CH,NHCO-, -COOH, -COOCH,, -CH,COOH,
-CH,COOCH,, -CH,, -CF,, -SO,CH,, -SO,NH,, 3,4-Methylendioxy und 3,4-Ethylendioxy substituiert ist.

11. Verbindung gemaR Anspruch 7, worin R* und R® zusammen mit dem Stickstoff, an den sie gebunden
sind, einen N-heterocyclischen Ring bilden, der gegebenenfalls ein oder mehrere zusatzliche Heteroatome
enthalt, die aus O, S und N ausgewahlt sind, und der gegebenenfalls an einem oder mehreren C- oder
N-Ringatomen substituiert ist.
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12. Verbindung gemaf Anspruch 11, worin R* und R® zusammen mit dem Stickstoff, an den sie gebunden
sind, einen Morpholino-, Piperidinyl-, Piperazinyl- oder N-Phenylpiperazinylring bilden, der gegebenenfalls an
einem oder mehreren C- oder N-Ringatomen substituiert ist.

13. Verbindung geman Anspruch 1, die ein Mitglied der Gruppe ist, die aus:
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-acetyl-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaurephenyl-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-methoxyphenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-chlor-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-acetylamino-phenyl)-amid;
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-sulfamoyl-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-methoxy-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-chlor-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-acetylamino-phenyl)-amid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-sulfamoyl-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure(4-carbamoyl-phenyl)-amid,
4-({[3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonyl]-amino}-methyl)-benzoesaure,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-methyl-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-methoxy-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-fluor-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-chlor-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-3-methoxy-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-3-trifluormethyl-benzylamid,
3-(5-Chlor-2,4-dihydroxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-carbonsaure-4-methansulfonyl-benzylamid,
und Salzen, N-Oxiden, Hydraten und Solvaten davon besteht.

14. Verbindung geman einem der Anspriche 1 bis 13 zur Verwendung in der Human- oder Veterinarmedi-
zin.

15. Verbindung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 13 zur Verwendung in der Behandlung von Krankheiten
oder Zustanden, die auf Inhibierung von HSP90-Aktivitat ansprechen.

16. Verwendung einer Verbindung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 13 in der Herstellung eines Mittels
zur Versorgung von Krankheiten oder Zustanden, die auf Inhibierung von HSP90-Aktivitat ansprechen.

17. Verbindung zur Verwendung gemaf Anspruch 14 oder 15, oder Verwendung gemaf Anspruch 16, wo-
rin die Krankheit oder der Zustand Krebs ist.

18. Verbindung zur Verwendung gemaf Anspruch 14 oder 15, oder Verwendung gemaf Anspruch 16, wo-
rin die Krankheit oder der Zustand eine virale Krankheit, TransplantatabstoBung, Entziindungskrankheit, Asth-
ma, multiple Sklerose, Typ I-Diabetes, Lupus, Psoriasis, entziindliche Darmkrankheit, Mukoviszidose, Angio-
genesebezogene Krankheit, diabetische Retinopathie, Hamangiom oder Endometriose ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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