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Beschreibung

[0001] Diese Erfindung betrifft bestimmte langkettige gesattigte und einfach ungesattigte Fettsdurederivate
von 2',2'-Difluordesoxycytidin (Gemcitabin) und pharmazeutische Zusammensetzungen, die sie enthalten.
Gemcitabin besitzt die Formel:

NH,

N/
A
BEO o] N
0

F

F
OH

Gemcitabin ist ein Nucleosidanalogon, das sowohl in In-vitro- als auch in In-vivo-Studien Wirkung bei der Be-
handlung von neoplastischen Zustanden gezeigt hat (New anticancer agents, Weiss et al., Cancer Chemothe-
rapy and Biological Response Modifiers Annual 16, Herausgeber Pinedo, Longo und Chabner, 1996. Elsevier
Science B.V., Supplement to Seminars in Oncology, Bd. 22, Nr. 4, Ergénzgs-Bd. 11, 1995, Herausgeber Yarbro
et al. Gemcitabine Hydrochloride: Status of Preclinical Studies). Eine nutzliche Wirkung ist auch in der Klini-
schen Entwicklung von Gemcitabin beobachtet worden. In diesen Studien sind sowohl die klinischen als auch
die Nebenwirkungen von Gemcitabin in hohem Malie vom Schema abhangig (Seminars in Oncology, Bd. 22,
Nr. 4, Erganzgs-Bd. 11, 1995, Seite 42— 46).

[0002] EP-A-O 184 365 offenbart die Synthese einer Reihe neuartiger 2'-Desoxy-2',2'-difluornucleosid-Deri-
vate, die fur die Behandlung von Krebs nitzlich sind; unter diesen findet sich Gemcitabin. Die Verbindungen
der vorliegenden Erfindung sind in EP-A-O 184 365 nicht offenbart.

[0003] Langkettige Fettsdurederivate von antiviralen Nucleosiden sind durch WO-A-94 22887 bekannt.
[0004] Gemcitabin wird in der Zelle durch Desoxycytidinkinase zu seiner aktiven Form, dem Triphosphat von
Gemcitabin (dFdCTP), aktiviert. Parallel dazu wird Gemcitabin durch Desoxycytidindesaminase zu dem ent-
sprechenden Uracilderivat (inaktiv) deaktiviert.

[0005] Wir haben nun Uberraschenderweise festgestellt, dal3 bestimmte Fettsdurederivate von Gemcitabin
eine vollig veranderte Pharmakokinetik und Gewebeverteilung aufweisen. Dies wird vor allem bei bésartigen
Erkrankungen in dem RES, Lungen, Bauchspeicheldriise, Darmen, Speiserdhre, Gebarmutter, Eierstdcken,
Melanom und weiblichen Brust der Fall sein.

[0006] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung kénnen durch die Formel | dargestellt werden:

NHR,

N7

RO

worin R,, R, und R, unabhangig ausgewahlt sind aus Wasserstoff und gesattigten und einfach ungeséattigten
C,s- und C,-Acylgruppen, mit der Bedingung, dal® R,, R, und R, nicht alle Wasserstoff sein kénnen.

[0007] Gemcitabin besitzt drei derivatisierbare funktionelle Gruppen, namlich die 5'- und die 3'-Hydroxylgrup-
pe und die N*-Aminogruppe. Jede Gruppe kann selektiv zu einem Ester- oder Amidderivat umgewandelt wer-
den, jedoch kénnen auch Diaddukte (Diester oder Esteramide) und Triaddukte gebildet werden. Im Fall der Di-
und Triaddukte brauchen die Acyl-Substituentengruppen nicht unbedingt dieselben zu sein.
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[0008] Gegenwartig werden die Monoacylderivate dieser Erfindung, d. h., bei denen zwei von R,, R, und R,
Wasserstoff sind, bevorzugt. Es wird vor allem bevorzugt, dafl die Monosubstitution mit der Acylgruppe in der
3'-0O- und 5'-O-Position des Zucker-Molekilteils sein sollte, wobei die 5'-O-Substitution am meisten bevorzugt
wird.

[0009] Die Doppelbindung der einfach ungesattigten Acylgruppen kann entweder in der cis- oder trans-Kon-
figuration vorliegen, obwohl der therapeutische Effekt in Abhangigkeit davon, welche Konfiguration verwendet
wird, unterschiedlich sein kann.

[0010] Die Position der Doppelbindung in den einfach ungesattigten Acylgruppen scheint die Aktivitat eben-
falls zu beeinflussen. Gegenwartig bevorzugen wir, Ester oder Amide zu verwenden, die ihre Ungesattigtheit
in der w-9-Position aufweisen. In dem w-Nomenklatursystem wird die w-Position der Doppelbindung einer ein-
fach ungesattigten Fettsaure von der endstandigen Methylgruppe aus gezahlt, so dal z. B. Eicosensaure (C,,
11 w-9) in der Kette 20 Kohlenstoffatome aufweist und eine einzige Doppelbindung zwischen dem 9. und 10.
Kohlenstoff ausgebildet ist, wenn vom Methyl-Ende der Kette aus gezahlt wird. Wir bevorzugen, Ester, Estera-
mide und Amide zu verwenden, die sich von Olsaure (C,q : 1 w-9, cis), Elaidinsaure (C,q: 1 w-9, trans), Eico-
sensaure(n) (C,: 1 w-9, cis und C,, : 1 w-9, trans) ableiten, und die Amide und 5'-Ester sind gegenwartig die
am meisten bevorzugten Derivate dieser Erfindung.

[0011] Ester, Esteramide und Amide von Gemcitabin, die sich von Stearinsaure (C,, : 0) und Eicosansaure
(C,: 0) ableiten, werden in einigen Fallen vorteilhaft genutzt.

[0012] Die erfindungsgemafen Derivate von Gemcitabin kdnnen gewdhnlich gemaR folgender Reaktionsglei-
chung hergestellt werden:

Base
Nu-YH + FaX T Nu-Y-Fa

worin Nu-YH fir Gemcitabin steht, Y Sauerstoff in der 3'-und/oder 5'-Position des Zucker-Molekilteils oder
Stickstoff in der Position 4 des Pyrimidin-Moleklteils von Gemcitabin, Fa eine Acylgruppe einer einfach unge-
sattigten C,,- oder C,,-Fettsdure und X eine abgehende Gruppe sind, z. B. Cl, Br, 3-Thiazolidin-2-thion oder
OR', worin R' Fa, COCH,, COEt oder COCF, sind. Somit erfolgt die Reaktion durch Acylierung des Nucleosi-
des. Dies wird durch die Verwendung geeigneter reaktiver Derivate von Fettsauren, vor allem Saurehalogeni-
den oder Saureanhydriden, erreicht.

[0013] Im allgemeinen muf} ein Protonenfanger anwesend sein, um die Sdure HX aufzunehmen, die durch
die Reaktion freigesetzt wird. So kann der Reaktionsmischung eine Base zugegeben werden. Wenn z. B. ein
Saurehalogenid, wie z. B. ein Saurechlorid, verwendet wird, kann eine tert.-Amin-Base, wie z. B. Triethylamin,
N,N-Dimethylanilin, Pyridin oder N,N-Dimethylaminopyridin, zu der Reaktionsmischung gegeben werden, um
die freigesetzte Halogenwasserstoffsdure zu binden. In anderen Fallen kann ein Lésemittel, das in der Reak-
tion verwendet wird, als der Protonenfanger dienen.

[0014] Normalerweise geht die Acylierungsreaktion ohne die Notwendigkeit eines Katalysators vonstatten.
Das reaktionsfahige Fettsaurederivat FaX kann in einigen Fallen mittels Kopplungsreagenzien, wie z. B.
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) oder O-(1H-Ben-
zotriazol-l-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluroniumtetrafluorborat(TBTU)in situ gebildet werden.

[0015] Die Reaktionen werden vorzugsweise in einem reaktionsunfahigen Losemittel, wie z. B. N,N-Dimethyl-
formamid oder einem halogenierten Kohlenwasserstoff, wie z. B. Dichlormethan, durchgefuhrt. Falls ge-
winscht, kann eine beliebige der obenerwahnten tert.-Amin-Basen als Losemittel verwendet werden, unter Be-
achtung, daR ein angemessener UberschuB vorhanden ist. In diesem Fall wird kein separater Protonenfanger
bendtigt. Die Reaktion sollte vorzugsweise zwischen 5°C und 5°C gehalten werden. Nach einem Zeitraum von
1 bis 60 Stunden wird die Reaktion im wesentlichen abgeschlossen sein. Das Voranschreiten der Reaktion
kann unter Verwendung von Dinnschichtchromatographie (DC) und geeigneten Lésemittelsystemen verfolgt
werden. Wenn die Reaktion abgeschlossen ist, wie durch DC bestimmt, kann das Produkt mit einem organi-
schen Losemittel extrahiert und durch Chromatographie und/oder Umkristallisation aus einem geeigneten L6-
semittelsystem gereinigt werden. Da in Gemcitabin mehr als eine Hydroxylgruppe und auch eine Aminogruppe
vorhanden sind, kann eine Mischung aus acylierten Verbindungen hergestellt werden. Falls erforderlich, kon-
nen die erforderlichen einzelnen einfach und mehrfach acylierten Derivate z. B. durch Chromatographie, Kris-
tallisation, Uberkritische Extraktion usw. getrennt werden.

[0016] Wenn es gewinscht ist, eine mehrfach acylierte Verbindung der Formel | herzustellen, in der R,
und/oder R, und/oder R, dieselbe Acylgruppe sind, wird bevorzugt, das (die) obige(n) Verfahren unter Verwen-
dung des (der) geeigneten Acylreagenzes(ien) im Uberschul® anzuwenden.

[0017] Um mehrfach acylierte Verbindungen der Formel | herzustellen, in denen R, und/oder R, und/oder R,
verschieden sind, wird bevorzugt, die obigen Verfahren bei geeigneter Reagenzwahl schrittweise anzuwen-
den. Es ist auch mdglich, passend gewahlte Schutzgruppen zu verwenden, um eine bestimmte Reaktion si-
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cherzustellen. Eine Auswahl dieser Verfahren wird in dem untenstehenden Schema 1 gezeigt. Eine beliebige
Kombination der Verfahren kann eingesetzt werden, um ein spezifisches Produkt herzustellen.
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Schema 1

[0018] Die folgenden Beispiele veranschaulichen die Herstellung von zwei bevorzugten Gemcitabin-Deriva-
ten dieser Erfindung.

BEISPIEL 1
Elaidinsaure-(5')-Gemcitabinester

[0019] Zu einer Lésung von 2',2'-Difluordesoxyribofuranosylcytosin (Gemcitabin) (0,42 g, 1,6 mmol) in 30 ml
DMF wurden 0,81 ml DMF, die 1,6 mmol HCL(g) enthielten, gegeben, gefolgt von einer Losung von Elaidin-
saurechlorid (0,51 g, 1,7 mmol) in 3 ml DMF, und die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur 12 Stun-
den lang gertihrt. Das Lésemittel wurde im Hochvakuum verdampft, und das Rohprodukt wurde in einer Silika-
gelsdule mit 15% Methanol in Chloroform als dem Eluentensystem gereinigt. Die unreinen Fraktionen wurden
erneut gereinigt, um insgesamt 0,25 g (30%) der Titelverbindung zu ergeben.

[0020] 'H NMR (DMSO-dg 300 MHz) &: 7,5(1H, d, ArH), 7,45(2H, br. s, NH,) , 6,45(1H, d, -OH), 6,17(1H, t,
CH-1'), 5,8(1H, d, ArH), 5,35(2H, m, CH=CH), 4,4-4,05(3H, m, CH,-5' und CH-4" ), 3,95(1H, m, CH-3' ),
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2,35(2H, t, CH,-C0OO0), 1,95(4H, m, CH,-CH=), 1,55(2H, m, CH,-C-CQOO0), 1,25 (20H, m, CH,), 0,85 (3H, t, CH,).
[0021] ™C NMR (DMSO-dg, 75 MHz) &: 172,67(COO), 165,63 (C-4), 154,51(C-2), 141,12(C-6), 130,08 und
130,03 (C-9"/C-10"), 126,09, 122,67 und 119,24(t, C-2"), 94,86(C-5), 83,90(C-1"), 77,36(C-4"), 70,41, 70,11 und
69,80(t, C-3'), 62,53(C-5"), 33,24, 31,95, 31,29, 29,00, 28,94, 28,84, 28,72, 28,50, 28,43, 28,33, 24,34, 22,11
(CH,), 13,94 (CH,) .

[0022] Zusatzlich wurde eine kleine Menge (0,05 g) des Elaidinsaure-(3')-Gemcitabinesters aus unreinen
Fraktionen isoliert.

[0023] 'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz) &: 7,65(1H, d, ArH), 7,40(2H, d, NH,), 6,25(1H, t, CH-1"), 5,82(1H, d,
ArH), 5,4-5,2(4H, m, OH-5', CH=CH und CH-3'), 4,15(1H, m, CH-4"), 3,85- 3,55(2H, m CH,-5'), 2,45(2H, t,
CH,-C0O0), 1,95(2H, m, CH,-C=), 1,55(2H, m, CH,-C-C0OO0), 1,25 (20H, m, CH,), 0,85 (3H, t, CH,).

[0024] ™C NMR (DMSO-d,, 75 MHz) &: 171,70(000), 165,69(C-4), 154,46(C-2), 141,30(C-6), 130,10 und
130,03(C-9" /C-10"), 125,17, 121,72 und 118,27 (t, C-2'), 94,78(C-5), 83,78(C-1'), 78,41(C-4"), 69,93, 69,60
und 69,30(t, C-3"), 59,15(C-5"), 32,95, 31,93, 31,26, 28,98, 28,90, 28,81, 28,69, 28,46, 28,28, 28,23, 24,26,
22,09(CH,), 13,95(CHj,).

BEISPIEL 2
Elaidinsaure-(N*)-Gemcitabinamid

[0025] Zu einer Lésung von 2',2'-Difluordesoxyribofuranosylcytosin (Gemcitabin) (0,38 g, 1,3 mmol) in 5 ml
Pyridin wurde Elaidinsaurechlorid (0,57 g, 1,9 mmol) gegeben, und die Reaktionsmischung wurde bei Raum-
temperatur 2,5 Stunden lang geriihrt. Das Lésemittel wurde im Hochvakuum verdampft, und das Rohprodukt
wurde in einer Silikagelsdule mit 15% Methanol in Chloroform als dem Eluentensystem gereinigt. Fraktionen,
die das Produkt enthielten, wurden eingedampft, und der Riickstand wurde mit Ether/Hexan in einem Ultra-
schallbad behandelt. Das kristalline Material wurde getrocknet, um 0,1 g (15%) der Titelverbindung zu erge-
ben.

[0026] 'H NMR (DMSO-d, 300 MHz) &: 10,95(1H, s, NHCO), 8,25(1H, d, ArH), 7,25(1H, d, ArH), 6,30(1H, d,
-OH)-, 6,15(1H, t, CH-1"), 5,35(2H, m, CH=CH), 5,30(1H, t, -OH), 4,2(1H, m, CH-4"), 3,9-3,6(3H, m, CH-3' und
CH,-5"), 2,35 (2H, t, CH,-CON), 1,95 (2H, m, CH,-C=), 1,55 (2H, m, CH,-C-COOQ), 1, 5 (20H, m, CH,), 0,85 (3H,
t, CH,).

[0027] C NMR (DMSO-d,, 75 MHz) &: 174,06(CONH), 162,89(C-4), 154,22(C-2), 144,69(C-6),
130,04(C-9"/C-10"), 122,94 (J. = 259 Hz, C-2'), 95,91(C-5), 84,11(J = 31 Hz, C-1'), 81,02(C-4'), 68,35(Jr =
22 Hz, C-3'), 58,76 (C-5"), 36,38, 31,94, 31,28, 28,99, 28,83, 28,71, 28,56, 28,48, 28,30, 24,34, 22,10(CH,),
13,94(CH,).

[0028] Bevorzugte Gemcitabin-Derivate dieser Erfindung besitzen einen héheren therapeutischen Wert fir
die Behandlung von bdsartigen Erkrankungen als Gemcitabin selbst. Dies wurde in zwei verschiedenen In-vi-
vo-Modellen mit sowohl einmaliger Dosierung als auch wiederholter Dosierung gezeigt. Fur die Behandlung
durch einmalige Gabe ist die Wirkung der Derivate besser oder vergleichbar mit Gemcitabin. Dies ist ganz be-
sonders ausgepragt bei dem Amidderivat, bei dem mit gerade 25% der Gemcitabin-Dosis eine iberlegene Wir-
kung erhalten wird.

[0029] Bei wiederholter Dosierung ist der Unterschied zwischen den Derivaten und Gemcitabin noch ein-
drucksvoller. Dies driickt sich sowohl in einer erhohten Uberlebenszeit als auch bei den Langzeitiiberlebenden
aus. Ein weiteres eindrucksvolles Kennzeichen ist die Toxizitat, die bei Gemcitabin selbst sowohl im oberen,
als auch im mittleren Bereich der wiederholten Dosierung beobachtet wird. Obwohl die Wirkung, die mit der
nichttoxischen Dosis im niedrigen Bereich (1 mg/kg) erhalten wird, gut ist, wird sie sowohl von den N*-Amid-
als auch den 5'-Esterderivaten tbertroffen. Gemcitabin weist bei einer Plasmakonzentration von etwa 20 yM
eine optimale Wirkung auf, aber héhere Konzentrationen, uber 35 yM, hemmen die Antikrebswirkung aufgrund
von Sattigung des Phosphorylierungsmechanismus (Gandhi, Cellular Pharmacology of Gemcitabine in Gem-
citabine: Rationales for Clinical Trial Design and Evaluation, Mini Symposium, 12.3.96, Vrije Universiteit Ams-
terdam). Im Gegensatz dazu erzielen bevorzugte Gemcitabin-Derivate der Erfindung ein optimales Plasmani-
veau von Gemcitabin Uber einen langeren Zeitraum, ohne Hemmkonzentrationen (>35 pM) zu erreichen. Das
kann dadurch sein, daf} die Derivate keiner Phosphorylierung unterworfen sind und wahrscheinlich auch keine
Hemmer dieses Mechanismus sind.

[0030] Ein Hauptproblem bei der Krebsbehandlung ist die Entwicklung von Resistenz gegen die Therapie.
Mehrfachresistenz gegen Arzneimittel (MDR) ist einer der Hauptgriinde fiir ein Versagen von sonst wirksamen
Arzneimitteln. Wir haben festgestellt, dal3 die bevorzugten Derivate dieser Erfindung die MDR-Pumpe irgend-
wie blockieren und folglich dieses Problem umgehen.

[0031] Die Aufnahme von Nucleosiden und Nucleosid-Analoga, wie z. B. Gemcitabin, erfolgt hauptsachlich
Uber den selektiven Nucleosid-Transport-Rezeptor (NT).

[0032] Modulation/Hemmung dieses Rezeptors kann in einer klinischen Situation als Resistenz gegen das
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Arzneimittel erkannt werden. Dieses Phanomen kann in vitro durch Zugabe von NT-Hemmern beobachtet wer-
den. Wir haben Uberraschenderweise festgestellt, da} unsere Derivate von der Anwesenheit von NT-Hem-
mern nicht beeinflult werden, da die zytostatische Aktivitat der bevorzugten Derivate in Gegenwart solcher
Hemmer bewahrt wird.

[0033] Bedingt durch die schnelle Desaminierung durch das endogene Enzym Desoxycytidindesaminase zu
dem entsprechenden Uracilderivat (P.G. Johnston et al., Cancer Chromatography and Biological Response
Modifiers, Annual 16, 1996, Kap. 1, Hrsg. Pinedo H.M. et al.), betragt die Halbwertszeit von Gemcitabin in Plas-
ma ungefahr 10 Minuten.

[0034] Im Gegensatz dazu, sind die Derivate dieser Erfindung schlechte Substrate fiir das deaktivierende En-
zym, und deshalb ist ihre Halbwertszeit erhoht. Folglich sind die Derivate dieser Erfindung fir systemische oder
lokale Behandlung von bésartigen Tumoren besser geeignet als Gemcitabin selbst.

BIOLOGIE
Untersuchungen

[0035] Die Zytotoxizitatsaktivitdt von Gemcitabin-N*-elaidinamid und Gemcitabin-5'-elaidinester wurde an 2
Paaren von Nagetier- und menschlichen Tumorzellinien untersucht, wobei jedes aus einer Elternlinie und einer
Sublinie bestand, die entweder resistent oder kreuzresistent zu Gemcitabin war.

[0036] Die Zellinien waren die Tumorline A2780 und die Sublinie AG6000 aus menschlichen Eierstocken, die
gegen Gemcitabin resistent ist und einen Mangel an Desoxycytidinkinase aufweist, und die murine Dickdarm-
tumorlinie C26A und die Sublinie C26G ohne veranderte Desoxycytidinkinase, aber einer 10fachen Abnahme
der Thymidinkinase I. Die Zytotoxizitat jeder Verbindung wurde nach kontinuierlicher Arzneimittelexposition
von 72 Stunden bewertet. Die Anzahl der Zellen wurde mittels SRB-Assay bestimmt, und die prozentuale
Wachstumshemmung wurde fir jede Zellinie als 1C.,-Wert berechnet, angegeben in uM; das ist die Konzent-
ration der Verbindung, die verglichen mit der Kontrolle eine 50 %ige Wachstumshemmung verursacht.

Ergebnisse

[0037] Der IC.,-Wert in uM der Zytotoxizitatsaktivitat von Gemcitabin selbst im Vergleich zu der Zytotoxizitats-
aktivitat von Gemcitabin-N*-elaidinamid und Gemcitabin-5'-elaidinester werden in der untenstehenden Tabelle
gezeigt. Die Aktivitat der Derivate von Gemcitabin ist in den getesteten Zellinien viel grof3er als die Zytotoxizi-
tatsaktivitat von Gemcitabin.

Tabelle Die Zytotoxizitat von Gemcitabin, Gemcitabin-N*-elaidinamid und Gemcitabin-5'-elaidinester in
IC5-Werten (uM) in den Zellinien C26-A, C26-G, A2780 und AG600

[ | C26-A C26-G A2780 lAc;eooo
Gemcitabin ' 0,0055 | 0,0075 | 0,0005 100
Gemcitabin-N‘-elaidinamid| <0,0001 | <0,0001 | <0, 0001 35
Gemcitabin-5’-

elaidinester 0,0003 0,0005 | <0,0001 100

[0038] Die Zytotoxizitatsaktivitat von Gemcitabin und Gemcitabin-5'-elaidinsaureester in CEM-Zellen wurde
mit und ohne die Nucleosidtransportmodifizierer Nitrobenzylthioinosin (NBMPR) oder Persantin (Pyridamol)
bestimmt. Wie anhand untenstehender Tabelle erkannt werden kann, ist der IC,, von Gemcitabin doppelt so
hoch wie der IC,, von Gemcitabin-5'-elaidinsdureester. Mit der Zugabe von NT-Hemmern kommt es zu einem
zehnfachen Anstieg der IC,,-Werte von Gemcitabin, wohingegen der IC,, von Gemcitabin-5'-elaidinsaureester
nur wenig beeinflut wird (1,3-—1,5facher Anstieg). In der ,Resistenz"-Situation ist das bevorzugte Derivat
15-bis 20mal potenter als das Stammarzneimittel.
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elaidinsadureester

ICso nM ICso pM ICso pM
Verbindung kein Hemmer NBMPR 100 pM |Persantin
4 pg/ml
Gemcitabin 0,11 + 0,01 1,11 = 0,08 1,26 = 0,04
Gemcitabin-5'- 0,047 = 0,006({0,072 £ 0,034|0,065 = 0,023

[0039] Die Antitumorwirkung von Gemcitabin-N*-elaidinamid oder Gemcitabin-5'-elaidinester wurde in vivo an
Mausen an zwei verschiedenen Tumorarten untersucht, beide mit einmaliger und wiederholter Dosierung.

Wirkung von Gemcitabin-N*-elaidinamid oder Gemcitabin-5'elaidinester auf intrasplenisch mit Co-26 geimpften
[0040] Weibliche Balb/c-Mause wurden am Tag 0 mit dem murinen Dickdarmkrebs Co-26 in die Milz geimpft.

In diesem Modell entwickeln sich Tumoren hauptsachlich in der Leber. Intraperitoneale Behandlung wurde am
Tag 1 begonnen. Einmalige Gaben der Verbindungen wurden im Vergleich mit Gemcitabin in einmaligen Ga-

Mausen

ben getestet. Kochsalzlésung wurde zur Kontrolle verwendet.

Zahl Substanz Dosis Mittlere Langzeit- |Toxische
der mg/kg |Uberlebens-| tiberlebende | Todes-
Mause zeit (>35 d) falle
T/C (%]
10 Kochsalz-
losung
8 Gemcitabin-| 25 103,7 5/8 1/8
N‘-elaidin-
amid
7 Gemcitabin- 75 128,6 1/7 0/17
5’ -elaidin-
ester
7 Gemcitabin-| .100 100,1 4/7 0/7
5’'-elaidin-
ester
Gemcitabin 75 132,8 2/7 0/7
7 Gemcitabin 100 116, 2 4/7 0/7

[0041] Die mittlere Uberlebenszeit der Tiere, die starben, lag fir die getesteten Verbindungen in demselben
Bereich. Gemcitabin-N*-elaidinamid war Gemcitabin-5'-elaidinester und Gemcitabin mit 5/8 Uberlebenden bei

einer Dosis von nur 25 mg/kg im Vergleich zu Gemcitabin bei 100 mg/kg Uberlegen.

[0042] In einem parallelen Experiment wurde die Dosierung am Tag 1 bis 11 wiederholt.
Zahl Substanz Dosis | Mittlere Langzeit~- Toxische
der mg/kg | Uberlebens | iiberlebende Todes-

Mause zeit (>46 d) falle

T/C [%]
10 Kochsalz- '
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ldésung
8 Gemcitabin- 1 155 2/8 0/8

N%-elaidin-

amid
8 Gemcitabin- | 4 185, 6 1/8 0/8

N*-elaidin-

amid
8 Gemcitabin- 1 150,6 1/8 0/8

5'-elaidin-

ester
8 Gemcitabin- 4 166,9 3/8 2/8

5’~elaidin-

ester
Gemcitabin 1 170,6 2/8 1/8
8 Gemcitabin 4 toxisch 0/8 8/8

[0043] In diesem Experiment waren die mit Gemcitabin-N*-elaidinamid und niedrigen Dosen von Gemcita-
bin-5'-elaidinester erhaltenen Ergebnisse besser oder gleich den Ergebnissen, die mit der niedrigen Dosis von
Gemcitabin erhalten wurden. Obwohl die hohe Dosis an Gemcitabin-5'-elaidinsaureester leicht toxisch ist, ist
sie es weniger als die hohe Dosis von Gemcitabin selbst.

Wirkung von Gemcitabin-N*-elaidinamid oder Gemcitabin-5'elaidinester bei P-388-ip-in-Mausen, einmalige
Gaben oder wiederholte Gaben

[0044] Weiblichen B6D2F1-Mausen wurden die Zellen der murinen lymphatischen Leukédmie P 388 intraperi-
toneal implantiert. Behandlungen wurden am Tag 1 nach der intraperitonealen Implantation der Zellen begon-
nen. Mittlere Uberlebenszeit, Langzeitiiberlebende und toxische Todesfalle wurden im AnschluR an die Ein-
malgaben-Behandlung, Wiederholungsgaben-Behandlung von 5 Tagen und Wiederholungsgaben-Behand-
lung von 10 Tagen aufgezeichnet. Die Ergebnisse sind in der untenstehenden Tabelle dargestellt. Einmalga-
ben-Behandlung mit Gemcitabin-5'-elaidinester war hinsichtlich beobachteter langerer Uberlebenszeit und
Langzeitiberlebender im Vergleich zu derselben Gabe an Gemcitabin wirksam.

Einmalgaben-Behandlung

Zahl Substanz Dosis Mittlere Langzeit~ [Toxische
der mg/kg | Uberlebens- | iiberlebende | Todes-
Mause zeit (>35 d) falle
T/C [%]
9 Kochsalz-
1d6sung
6 Gemcitabin- 75 186,3 1/6 . 0/6
5’ -elaidin- ‘
ester
6 Gemcitabin- 100 138,9 0/6 0/6
5’ ~elaidin-
ester
6 Gemcitabin 75 138,9 0/6 0/7
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Wiederholungsgaben-Behandlung, Tag 14

Zahl Substanz Dosis Mittlere Langzeit- |Toxische
der mg/kg | Uberlebens- | iiberlebende | Todes-
M&use zeit (>35 d) falle
T/C [%]
8 Kochsalz-
16sung
6 Gemcitabin- 78 /6 /6
N‘-elaidin-
amid
6 Gemcitabin- 83 /6 /6
N’-elaidin-
amid
6 Gemcitabin 5 8,0 /6 /6

[0045] Aktivitat von Gemcitabin-N*-elaidinamid war bei Wiederholungsgaben an Tag 1 bis 4 angesichts beo-
bachteter Langzeitiiberlebender und verlangerter mittlerer Uberlebenszeiten sowohl bei 1 als auch bei 4 mg/kg
eindeutig. In der mit Gemcitabin von 15 mg/kg behandelten Kontrollgruppe starben alle Tiere aufgrund von To-

Xizitat.

Wiederholungsgaben-Behandlung, Behandlungstag 1-11

Zahl Substanz Dosis Mittlere Langzeit- | Toxische
der mg/kg |Uberlebens~- | iiberlebend Todes-
Mause zeit e (>45 4d) falle
T/C [%]

9 Kochsalz-
1osung

6 Gemcitabin-| 1 172,5 1/6 0/6
N*-elaidin-
amid

6 Gemcitabin- | 4 215,7 0/6 0/6
N'-elaidin-
amid

6 Gemcitabin-| 1 317,0 0/6 0/6
5’ -elaidin-
ester

6 Gemcitabin-| 4 220,6 2/6 0/6
5’ -elaidin-
ester
Gemcitabin 1 178,8 0/6 0/6
Gemcitabin 4 71,9 0/6 6/6

[0046] Behandlung von 10 Tagen erhdhte die Antitumoraktivitat im Vergleich zu kurzerer Behandlung. Toxizi-
tat von Gemcitabin war auf einer mg/kg-Basis héher, mit 6/6 toxischen Todesfallen bei 4 mg/kg. Langzeitiber-
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lebende wurden nach der Wiederholungsbehandlung sowohl mit Gemcitabin-N*-elaidinamid als auch Gemci-
tabin-5'-elaidinester beobachtet, und es wurden wesentlich erhéhte mittlere Uberlebenszeiten sowohl fir Gem-
citabin-N“*-elaidinamid und Gemcitabin-5'-elaidinester beobachtet.

[0047] Die Gemcitabinester oder -amide der vorliegenden Erfindung kénnen systemisch verabreicht werden,
entweder enteral oder parenteral.

[0048] Furenterale Verabreichung kdnnen die aktiven Verbindungen der vorliegenden Erfindung z. B. als wei-
che oder harte Gelatinkapseln, Tabletten, Granulate, Kérner oder Pulver, Dragees, Sirupe, Suspensionen oder
Lésungen dargereicht werden.

[0049] Fur parenterale Verabreichung sind Zubereitungen der Gemcitabinester oder -amide als Injektions-
oder Infusionslésungen, -suspensionen oder -emulsionen geeignet.

[0050] Die Zubereitung kann inerte oder pharmakodynamisch aktive Zusatze enthalten, wie dem Fachmann
auf dem Gebiet der Formulierung wohlbekannt ist. Tabletten oder Granulate kénnen z. B. eine Reihe von Bin-
demitteln, Fullstoffen, Emulgatoren, Tragersubstanzen oder Verdinnungsmitteln enthalten. Flussige Zuberei-
tungen koénnen z. B. in der Form einer sterilen Lésung vorliegen.

[0051] Kapseln kénnen zusatzlich zu dem aktiven Inhaltsstoff einen Fullstoff oder Verdickungsmittel enthal-
ten. Weiterhin kénnen geschmacksverbessernde Zusatze ebenso wie die Ublicherweise verwendeten Sub-
stanzen wie Konverservierungs-, Stabilisierungs-, Feuchtigkeitsrickhaltemittel und Emulgatoren, Salze zum
Verandern des osmotischen Drucks, Puffer und andere Zusatze anwesend sein.

[0052] Die Dosierung, in der die erfindungsgemafien Zubereitungen verabreicht werden, wird geman der Ver-
wendungsweise und dem Verwendungsweg sowie auch den Anforderungen des Patienten variieren. Im allge-
meinen wird eine Tagesdosis fir eine systemische Therapie eines erwachsenen durchschnittlichen Patienten
etwa 0,1 bis 150 mg/kg Kérpergewicht/Tag, vorzugsweise 1 bis 40 mg/kg/Tag betragen. Fr topische Verabrei-
chung kann z. B. eine Salbe von 0,1 bis 10 Gew.% der pharmazeutischen Formulierung, besonders 0,5 bis 5
Gew.% enthalten.

[0053] Falls gewtlinscht, kann die pharamzeutische Zubereitung, die die Gemcitabinester oder -amide enthalt,
ein Antioxidans, z. B. Tocopherol, N-Methyltocophermin, butyliertes Hydrocyanisol, Ascorbinsaure oder buty-
liertes Hydroxytoluol enthalten.

[0054] Kombinationstherapien, d. h., bei denen die Verabreichung eines Gemcitabinesters oder -amids dieser
Erfindung in Verbindung mit anderen Therapien, z. B. Chirurgie, Strahlungsbehandlung und Chemotherapie,
erfolgt, werden ebenfalls erwogen. Zum Beispiel scheint die bevorzugte Behandlung von Gehirntumoren wahr-
scheinlich eine Kombination von Chirurgie und Behandlung mit einem Gemcitabinester oder -amid dieser Er-
findung durch systemische oder lokale Verabreichung zu sein.

Patentanspriiche

1. Gemcitabine-Derivat mit der Formel (1):

NHR,

N7

dadurch gekennzeichnet, dass R,, R, und R, einzeln ausgewahlt sind aus Wasserstoff und aus gesattigten
und einfach ungesattigten C,,- und C,,-Acylgruppen unter der Bedingung, dass R,, R, und R, nicht alle Was-
serstoff sein kénnen.

2. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass nur eines von R,, R, und R, eine solche
Acylgruppe ist.
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3. Verbindung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass diese Monoacylsubstitution an der 3'-O
oder 5'-O Position des Zuckeranteils liegt.

4. Verbindung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass diese Monoacylsubstitution an der 5'-O
Position des Zuckeranteils liegt.

5. Verbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass R,, R, und R, aus-
gewabhlt sind aus Oleoyl, Elaidoyl, cis-Eicosenoyl und trans-Eicosenoyl.

6. (5')-Gemcitabine-Ester der Elaidinsaure.
7. (N*)-Gemcitabine-Amid der Elaidinsaure.

8. Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend einen Gemcitabine-Ester oder -Amid nach einem der
vorstehenden Anspriiche und einen pharmazeutisch annehmbaren Trager oder Vehikel.

9. Gemcitabine-Ester 6der -Amid nach einem der Anspriiche 1 bis 7 zur Verwendung als Anti-Krebs-Wirk-
stoff.

10. Verwendung eines Gemcitabine-Esters oder -Amids nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der Herstel-
lung einer pharmazeutischen Zusammensetzung mit einer Anti-Krebs-Wirkung.

11. Verfahren zur Zubereitung eines Gemcitabine-Derivats nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch das
Hervorrufen einer Reaktion von Gemcitabine mit einer Verbindung der Formel:

NHR,

NF

|

wobei Fa eine Acylgruppe einer einfach ungesattigten C,,- oder C,-Fettsdure und X eine Abgangsgruppe ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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