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64 Neue Sterolester- und Sterolphosphorverbindungen.

@ Es werden neue Sterolester und Sterolphosphorverbin-
dungen mit antitumoraler Wirkung, Verfahren zu ihrer
Herstellung und zur Bildung von spontan dispergierbaren
Mitteln, sowie Methoden zur Entwickiung von therapeuti-
schen Systempréaparaten mit diesen Mitteln beschrieben.

MRGTRRTAMTNINNG cH 681153 AS



10

15

20

25

30

35

40

50

55

60

65

CH 681 153 A5

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifit neue Sterolester und Sterolphosphatide mit antitumoraler Wirkung,
Verfahren zu ihrer Herstellung und spontan dispergierbare Mittel mit diesen Estern und Phosphatiden.

In der CH-Patentschrift No. 678 276-0 werden die aus den Extrakten der Samen der Sonnenblume
(Helianthus annuus L.) und gewisser Kiirbisarten (Cucurbita pepo L. und Cucurbita maxima Duch.) ge-
wonnenen Sterole, deren Glucoside und deren Fettséureester, wie auch dle mit diesen Verbindungen
hergestellten, spontan dispergierbaren Mitte! und iiberdies ihre Verwendung zur Bek&mpfung von Tu-
moren beschrieben.

Es wurde nun {iberraschenderweise gefunden, dass die neu synthetisierten Sterolester und Sterol-
phosphatide ebenfalls eine ganz ausgepragte antitumorale Wirkung aufweisen, insbesondere dann,
wenn diese Verbindungen in spontan dispergierbare Konzentrate eingearbeitet worden sind.

BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Die neuen Sterolester und Sterolphosphorverbindungen entsprechen den allgemeinen Formeln (i) bis
(XV): :

O, Ry CH, R,
CH CH
R TR R;
0 n
CH3 R1 CH3 R1
CH CH
A Ry
(i (v

7y
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{X11)
CH
\° (13”3 ,CHs
CH, CH~CH=CH-CH—CH
CH,
CH
Ha-
(X1H)
CH3 mC_Rs
(XIV)
CH, ~ ooC— Ry
Ry —
(Xv)

wobei in den Formeln (I) bis (X) das Radikal Rq elne Ci- bis Cio-Alkyl- oder eine Cz- bis Cio-Alkenyl-

gruppe und das Radikal Rz in den Formein (1) bis (Xl) eine Gruppe der Formeln (XV1) und (XVII) ist:
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Ry—(CH=CH~CH==CH)—C00—

CH,

(Xv1)

R—( CH=CH—CH=CH }—( CH=CH—CH—C }—CH=—=CH—CO0—
n n

(XVII)

worin n die Zahlen 1, 2, 3, 4 oder 5 bezeichnet und Rs fir die Radikale der Formeln:

fj

X
Re

CH,

CH,
CH,

CH,

CH, o
CH,
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on GHs CH, CH; CH, CH,
CH,
CH, A
CH COO-
on s CH, OH
CH, OH
o
CHy oder C
—CH CO— OH
cH,  CO0CHs | ]
CH, CH,
steht oder aber die Gruppe geméass Formel! (XVill) meint:
CHz‘—COORs
CH—COOR,
O
l

CH,~O—P—0—

X[-] Na [+

(Xviin)

in welcher Rs eine Ci- bis Caz-Alkyl- oder eine Cz- bis Caz-Alkenyl- bzw. Alkapolyengruppe und X Sau-
erstoff oder Schwefel bedeuten, und wobei Ra in den Formeln (Xlll) bls (XV) fiir eine Cs- bis Caz-Alkyl-
gruppe oder eine C4- bis Caz-Alkenyl- bzw. Alkapolyengruppe (d.h. die entsprechenden Alkadiene, Al-
katriene, Alkatetraene, Alkapentaene, Alkahexaene oder Alka-heptaene) steht.

Die Seitenketten bei Ri, Rs und Rs kénnen geradkettig oder verzweigt sein. Bei Ri haben die Alkyl-
und die Alkenylgruppen vorzugsweise 8 bis 10 Kohlenstoffatome.

Beispiele solcher Alkyl- oder Alkenyl-Gruppen sind u.a.:
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CH,
/

CH,

s OH

CHa-—CH-CHz—CH—CiH
CH,
CH, CH,
|/

CHa_—CH—-CHz—CHZ-CH——C{\H
CH,

CH,
CH3—CH——-CH=CH—CH2—C\H
CH,

CH, CH, /cH3

CH,—CH—CH=C—CH—CH
CH,

CH,
[

CH,

CH,

| / CH,

CH,—~CH—CH=CH—CH — ¢H

\ on,

CH,
CHa_Cl'i"'( CH2 )3 —C\H
| o

C,Hs CH,

CH,-CH—CH=CH—CH—CH

CH,
CH,
CH CH,
|/
CH,
CHs CHy
|/

CH,—CH—CH,~CH,~CH—CH

CH,
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c]>2H5 /CH3 C,Hs CH,
CHy~CH—CH,~CH,~C==C CHy~CH—CH,~CH,~CH—C

\

CH, ,

Bei Rs und Rs haben die Alkyl- und Alkenyl-/Alkapolyengruppen (mit 1—7 Doppelbindungen) vorzugs-
weise 4 bis 22 Kohlenstoffatome. Besonders bevorzugt sind bei R3 und R6 Alkyl- und Alkenyl-, bzw. Al-
kapolyengruppen mit 10 bis 20 Kohlenstoffatomen.

(X)\?Il)ichtige Gruppen der Formeln (XVI) und (XVII) sind gekennzeichnet durch die Formeln (XX) oder

CH, CH, CH,
AN AN Lo
CH,

CH;,

(XX)

CH, CH,; CH

OH 8
A CO0-

CH,
OH
(XX1)

Die Gruppe der Formel (XX) liegt in verschiedenen sterecisomeren Formen, so z.B. als all-trans-, als
9-cis- oder als 13-cis-Form vor. Die wichtigste Gruppe der Formel (XVII) ist gekennzeichnet durch die
Formel (XXII)

CH3 CH3 CH3
HENCNPONENN
Y : Coo-
cH, CHs

(XX11)

Von besonderer Bedeutung sind Verbindungen der Formeln (1) bls (XV), wobei in den Formeln (I} bis
(XIly das Radikal Ri eine Cs- bis Gio-Alkyl- oder eine Ca- bis Cig-Alkenylgruppe und das Radikal Rz in
den Formeln (1) bls (XI) eine Verbindung der Formel (XX) ist:
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CH, CH, CH,
X AN CO0-
CH,
CH,
(XX)
oder die Verbindung (XXII) bezeichnet:
CH, CH, CH,
NN NPZN
( 2 COO-
cH, e
. {(XXil)
oder aber die Gruppe geméss Formel (XVIIl) darstelit:
CHQ"COORB
CH—COOR,
6]
|
CH,~O—P—0—
X[ Na[+]
(Vi)

in welcher R eine Ci- bis Caa-Alkyl- oder eine Co- bis Caz-Alkenyl-, bzw. Alkapolyengruppe und X
Sauerstoff, Schwefel oder Selen bedeuten, und wobei Rs in den Formeln (XIll) bis (XV) fir eine C4- bis
Caz-Alkyl- oder filr eine Cs- bis Ca2-Alkenyl- bzw. Alkapolyengruppe steht.
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Beispiele von erfindungsgeméssen neuen Sterolestern der Formein (1) bis (XV) und von neuen Sterol-

phosphorverbindungen sind u.a.:

Ergosta—5,7,22-trien-3-ol-all-trans-retinat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-13-cis-retinat
Cholest-5-en-3-ol-all-trans-retinat
Cholest-5-en-13-cis-retinat
Stigmast-5-en-3-ol-all-trans-retinat
(B-Sitosteral-all-trans-retinat)
Stigmast-5-en-3-ol-13-cis-retinat
(B-Sitosterol-13-cis-retinat)
Stigmast-5-en-3-ol-azafrinat
Stigmasta—5,22-dien-3-ol-all-trans-retinat
(Stigmasterol-all-frans-retinat)
Stigmasta-5,22-dien-3-ol-13-cis-retinat
(Stigmasterol-13-cis-retinat)
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Stigmasta-5,22-dien-3-ol-arachidonat
Stigmasta-5,22-dien-3-ol-azafrinat

Stigmasta-5,22-dien-3-ol-1,2-dipalmitoyl-glycero-phosphatid
Stigmasta-5,22-dien-3-ol-1,2-dipalmitoyl-glycero-thiophosphatid
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-1,2-diundecenoyl-glycero-phosphatid
Cholest-5-en-3-ol-1,2-diundecenoyl-glycero-phosphatid
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-crotonat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-caproylat
Ergosta-5,7,22-trien-3-0l-10-undecenoat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-2-trans-dodecenoat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-palmitat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-oleat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-linoleat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-linolenat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-arachidonat
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-azafrinat
f-Ostradiol-3,17-diundecenoat

§-Ostradiol-3,17-dioleat

p-Ostradiol-3,17-diretinat
B-Ostradiol-3-benzoat-17-undecenoat
p-Ostradiol-3-benzoat-17-retinat

Die Sterolester, wie auch die Sterolphosphorverbindungen der Formeln () bis (XV) lassen sich alige-
mein nach folgenden, an sich bekannten Verfahren herstelien:

a) Umsetzung einer Verbindung der Formel (XXIll) und (XXIV):
i
Rs—(CH=CH—-CH=CH)—COOH
i (xxm)‘
CH,
Rs—(CH=CH—CH=CH 21—( CH=CH—CH=C );--CH——:CH-—-COO H

CH,
(XX1IV)

worin n die Zahlen 1, 2, 3, 4 oder 5 bedeutet und Rs fiir die Radikale der folgenden Formeln:

10
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0
CH, CH, CH,
CH, CH, CH,
CHy Cl cH, CH,
OCH, ™~
CH, © CH,
: CH
CH, CH, CH,
OH CH, CH, CH, CH, CH,
} i CH,
CH " '
® on CH, COO-CH, OH
CH, OH
o]
Ca COO-CH; oder CO——f—OH
’ CH, CH,

steht, mit N,N'-Carbonyl-diimidazol bei 25 bis 70°C unter Zusatz einer katalytischen Menge eines Alko-
holates in einem indifferenten Lésungsmitte! wie z.B. Tetrahydrofuran, Benzol, Chioroform oder Dime-
thylformamid und anschliessender Alkoholyse der gebildeten Imidazolide mit einem Sterol der Formeln
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(XXV) bis (XXXVII):

CH, R,

(XXV)

11

CH, R,

CH

(XXV1)
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CH3 R1 CH3 R1
o CH
10 ¥ :
] - HO H
o (v
15
CH3 F‘1
CH; R
20 < CH
CH
) ) HO ﬁ
HO CH3 CH3
30 - - P
35
40
45 _— (XxX11)
CH; R
s R, CH3 H1

CH
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]
CH, CH~CH=CH-CH—C

CH,
HO
()
s
CH
~

HO

OH
(XXXV)
CH, OH
(XXXV1)
CH,

(XXXVII)

GH,

H
N

CH,

worin das Radikal Ry fiir eine C- bis Cio-Alkyl- oder eine Cz- bis Cio-Alkenylgruppe steht.

b) Bildung des Chlorides, bzw. des Bromides einer Verbindung der Formeln (XXIiI) oder (XXIV):

iy

Rs—(CH=CH-CH=CH)—COOH

13

n

(XXilr)
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Rs—( CH=CH—CH—CH }—( CH=CH—CH—C )—CH=CH—C06 H
n n

(XX1V)

CH,

worin n die Zahlen 1, 2, 3, 4 oder 5 bedeutet und Rs fur die Radikale mit folgenden Formeln steht:

CH; CH,

s

CH, COO-CH,

14

CH,
CHS I: :
CH,

CH,
CH3I 1014
CH,

CHy
CHs !i “OH

CH,
CH,
OH

X

CH,
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o, OH

O v

O COO-CH, O Co- OH
CH,
CH, CH,

mit einem Chlorierungs- oder Bromierungsmittel, wie z.B. Thionyichlorid, Oxalylchlorid oder Oxalylbromid,
und anschliessender Umsetzung mit einem Sterol der Formeln (XXVI) bis (XXXVII) [vgl. Verfahren a)]
bei einer Temperatur von 40 bis 120°C in einem indifferenten Lsungsmitte! wie z.B. Toluol oder Xylol und
in Gegenwart eines Katalysatoren wie z.B. Dimethylformamid oder p-Dimethylaminopyridin.

c) Chlorierung oder Bromierung einer Verbindung der Forme! (XXXVIli):

Ry-COOH (XXXVII)
worin By eine Cs- bis Caz-Alkyl- oder eine Ca- bis Ca2-Alkenyl-, bzw. Alkapolyengruppe darstelit, mit
einem Bromierungsmittel wie z.B. Thionylchlorid, Oxalylchlorid oder Oxalylbromid und anschliessender

Reaktion der entstandenen Chloride, bzw. Bromide mit einem Sterol der Formeln (XXXV), (XXXVI) oder
(XXXVIN):

CH, OH

CH; ~ OH
HO
(XXxV) (XXXVI)
C{‘ 3 ?Hs /CH3
CH, CH-CH=CH-CH—CH
N
CH,
CH
H
(XXXVIH)

15
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d) Veresterung einer Verbindung der Formel (XXXVIH)
CH,~COOR,
CH—COOR,

o
I

CH,~O—P —— OH

OH (XXXVIil)

worin Rg eine Gi- bis Caz-Alkyl- oder eine Cg- bis Caz-Alkenyl-, bzw, Alkapolyengruppe darstellt, in ei-
nem inerten Losungsmittel wie z.B. Pyridin, Tetrahydrofuran oder Chloroform bei einer Temperatur von
20°C mit Pivaloylchlorid und anschliessender Umsetzung des Reaktionsprodukies in der gleichen L6-
sung mit einem Sterol der Formeln (XXV) bis (XXXVII).

Die neuen Sterolester und Sterolphosphatide haben {iberraschenderweise eine ausgezeichnete anti-
tumorale Wirkung, vor allem dann, wenn sie in spontan dispergierbare Konzentrate eingearbeitet worden
sind.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind deshalb auch spontan dispergierbare Konzenirate mit
diesen Verbindungen. Solche Konzentrate ergeben, mit Wasser versetzt, Mikroemulsionen von hervor-
ragender Phasenstabilitét und von Giberaus deutlich erhdhtem Permeations- und Spreitungsvermégen.

Dle erfindungsgemadss spontan dispergierbaren Konzentrate enthalten:

0,001 bis 25 Gewichts-% einzelner Sterolester oder Sterolphosphorverbindungen der Formeln (I) bis
(XV), bzw. Kombinationen dieser Komponenten, sowie

0 bis 40 Gewichis-% eines als Hydrotrop, bzw. Co-Emuigator dienenden, pharmavertraglichen L&-
sungsmittels oder Ldsungsmittelgemisches

0,001 bis 90 Gewichts-% eines pharmaveriréglichen Tensides oder Tensidgemisches

0 bis 10 Gewichts-% eines Vitamins oder Provitamins

0 bis 10 Gewichis-% einer freien Fetts@ure und gegebenenfalls tbliche Tragerstoffe und/oder Ver-
diinnungsmittel.

Die erfindungsgemass einzusetzenden Tenside oder Tensidgemische kénnen anionaktiv, kationaktiv,
amphoter oder nicht-ionogen sein. Am besten sind sie nicht-ionogen und haben einen HLB-Wert (d.h. ei-
ne «hydrophilic-lipophilic-balance») zwischen 2 und 18; bevorzugt liegt er zwischen 2 bis 6 einerseits
und 10 bis 15 anderseits. HLB-Werte geben Auskunft Uber die hydrophilen und lipophilen Eigenschaften
eines Emulgators. Vgl. dazu «Hydrophile — Lipophile Balance: History and recent Developments» von
Paul Becher im Journal of Dispersion Science and Technology. 5 (1), 81-96 (1984). Geeignete anionische
Tenside kénnen sowohl sog. wasserldsliche Seifen als auch wasserlésliche synthetische Verbindungen
sein.

Als Seifen eignen sich die Alkali-, Erdalkali- oder gegebenenfalls substituierten Ammoniumsalze von
hoheren Fettsauren (Cig bis Cz2), wie z.B. die natlirlichen Na- oder K-Salze der Ol- oder Stearinséure,
oder von natiirlichen Fettsduregemischen, welche sich u.a. aus Kokosnuss- oder Talgél gewinnen las-
sen. Ferner sind als Tenside auch die Fettsaure-Methyltaurinsalze, sowie modifizierte und nicht-modifi-
zierte Phospholipide zu erwéhnen.

Haufiger werden jedoch sogenannte synthetische Tenside verwendet, insbesondere Fetisulfonate,
Fettsulfate, sulfonierte Benzimidazol-Derivate oder Alkylarylsulfonate.

Die Fettsulfonate und -sulfate liegen in der Regel als Alkali-, Erdalkali- oder gegebenenfalls substitu-
ierte Ammoniumsalze vor und weisen im allgemeinen einen Alkylrest mit 8 bis 22 C-Atomen auf, wobei Al-
kyl auch den Alkylteil von Acylresten einschliesst. Beispiele hiefiir sind das Na- oder Ca-Salz der Li-
gninsulfoséure, des Dodecylschwefelsaureesters und Sulfonsduren von Fettalkohol Athylenoxyd-Ad-
dukten. Die sulfonierten Benzimid-azol-Derivate enthalten vorzugsweise zwei Sulfonsduregruppen und
einen Fettsaurerest mit etwa 8 bis 22 C-Atomen. Alkylaryl-Sulfonate sind z.B. die Na-, Ca- oder Triétha-
nolaminsalze der Dodecylbenzolsulfonsaure, der Dibutyinaphthalinsulfonséure oder eines Naphthalin-
sulfonsaure-Formaldehyd-Kondensationsproduktes.

Als nicht-ionische Tenside stehen in erster Linie zur Wahl die Polyglykolatherderivate von aliphati-
schen oder cycloaliphatischen Alkoholen, geséttigten oder ungeséttigten Fettsduren und Alkylpheno-
len, welche 3 bis 30 Glykolathergruppen und 8 bis 20 C-Atome im (aliphatischen) Kohlenwasserstoffrest
und 6 bis 18 C-Atome im Alkylrest enthalten kénnen. Weiterhin kommen als nichtionische Tenside in Fra-
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ge die wasserldslichen, 20 bis 250 Athylenglykoléthergruppen und 10 bis 100 Propylenéthergruppen ent-
haltenden Polyathylenoxydaddukte an Polypropylenglykol und Alkylpolypropylenglykol mit 1 bis 10 C-Ato-
men in der Alkylkette. Die genannten Verbindungen enthalten Uiblicherweise pro Propylenglykoleinheit 1
bis 5 Athylenglykoleinheiten.

Als Beispiele nicht-ionischer Tenside seien erwahnt:

Nonylphenolpolyathoxyathanole,  RicinusGlpolyglykoléther, Polypropylen-Polyzthylenoxyd-Addukte,
Tributylphenoxypolyathoxyathanol, Polyéthylenglykol und Octylphenoxypolyathoxyathanol. Uberdies
kommen auch Fettsaureester von Polyoxyithylensorbitan, wie das Polyoxyéthylensorbitan-Trioleat, in
Betracht.

Bei den kationischen Tensiden handelt es sich vor allem um quaternére Ammoniumsalze, welche als N-
Substituenten mindestens einen Alkylrest mit 8 bis 22 C-Atomen enthalten und als weitere Substituenten
niedrige, gegebenenfalls halogenierte Alkyl-, Benzyl- ader niedrige Hydroxyalkylreste aufweisen. Die
Salze liegen vorab als Halogenide, Methylsulfate oder Athylsulfate vor, z.B. das Stearyltrimethyl-am-
moniumchlorid oder das Benzyl-di(2-chlorathyl)athylammoniumbromid.

In hohem Masse bevorzugt zur Herstellung von erfindungsgeméssen, spontan dispergierbaren Kon-
zentraten sind Phosphorséureestertenside, wie 2.B. Tristyrylphenolpolyoxyé&thylen-18-monodimethyl-
phosphorsaureester (Soprophor® FL, Rhéne-Poulenc);

Nonyliphenol-10-polyoxyéthylen-mono/dimethylphosphorsaureester (Diphasol® 3873, CIBA-GEIGY);
ﬁ

7\ OCH,

(Tensid 508, CIBA-GEIGY);

Tinovetin® JU (CIBA-GEIGY), ein Hydroxybiphenyl-1 0-Athoxy-Phosphorséureester;
Butyl-mono-4-Athoxy-Phosphorsaureester (Zerostat® AT, CIBA-GEIGY), bzw.

0
I
CH,—(CH, )5 —-(|3H—-CH2—O (—CH,~CH,~O )g——-T—-——OCH3

C,Hs OCH,
(Zerostat ® AN, CIBA-GEIGY)

Als Hydrotrop, bzw. Co-Emulgator dienende, pharmaveriragliche Losungsmittel lassen sich einset-
zen, z.B.:

Ester eines aliphatischen Alkohols (Cs—Cig) mit einer aliphatischen Carbonséure (C10—Cz22), wie etwa
Isopropyllaurat, Hexyllaurat, Decyllaurat, Isopropylmyristat, Isopropylpaimitat und Laurylmyristat; Koh-
lenwasserstoffe mit einer geraden Kohlenstoffkette (C12-Caz), welchs mit 6 bis 18 Methylgruppen sub-
stituiert ist und 1 bis 6 Doppelbindungen aufweisen kann, wofiir Terpene wie Polymethylbutane und Poly-
methylbutene als Beispiele dienen mdgen.

Mono-Ester aus Athylenglykol oder Propylenglykol mit einer allphatischen Carbonséure (Ce bis Czz),
wie etwa Propylenglykoimonolaurat und Propylenglykolmonomyristat.

Ester aus einem aliphatischen Alkohol (Ciz bis Cz22) mit Miichsaure, wie z.B. Myristyl- oder vorzugs-
weise Lauryl-Lactat; Mono-, Di- oder Triester des Gilycerins mit einer aliphatischen Carbonséaure (Cs
bis Cz2), wie z.B. Glyceryl-Caprylat, oder Miglyol® 812 Neutraldl (Oleum neutrale).

Ester aus einem Poly(2—7)athylenglykolglyzerinather mit mindestens einer freien Hydroxylgruppe mit
einer aliphatischen Carbonsaure (Cs bis Cz2), wie z.B. aliphatische Alkohole (Cr2 bis Czz), somit u.a.
Dodecanol, Tetradecanol, Oleylalkohol, 2-Hexyldecanol und 2-Octyldecanol.
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Ester mit mindestens einer freien Hydroxylgruppe, aus Poly-(2—~10)glykol mit einer aliphatischen Car-
bonséure (Cs bis Cz22), Monodther aus einem Polyathylenglykol mit einem aliphatischen Alkohol (Cr2 bis
C1s), wie z.B. Polyoxyéthylen (Cio)-octylather.

Heterocyclische Verbindungen, wie z.B. 1-Methyl-2-Pyrrolidon.

Alle technischen Tenside wurden vor dem Eintrag in die spontan dispergierbaren Konzentrate mittels
Filiration, bzw. Chromatographie tber neutralem Aluminiumoxyd mit einem inerten Losungsmittel wie z.B.
Tetrahydrofuran, Athylalkohol oder Methylenchlorid gereinigt.

Als Zusatze in die erfindungsgeméssen spontan dispergierbaren Konzenirate eignen sich Vitamine
und Provitamine (wie z.B. Vitamin A, Retinol, Carotine, Tocopherole), sowie auch freie Fettsauren wie et-
wa:

Valeriansdure, Isovalerianséure, Sorbinséure, Isocapronsdure, Laurinsdure, Myristinséure, Palmi-
tinsaure, Stearinsdure, Arachidsaure, Behensiure, Hexacosansdure, Octacosansaure, Pentadecan-
saure, Decenylsiure, Undecenylsdure, Dodecenylsaure, Oleinsdure, Linolséure, Linolenséure, Arachi-
donséure, Erucaséure, etc.

Die zur pharmazeutischen Anwendung erforderliche Tagesdosis betrégt 0,001 bis 25 mg/kg Kérperge-
wicht, wenn méglich verteilt auf 2 bis 3 Einzeldosen. Hiefiir lassen sich die neuen Sterolester, bzw. Ste-
rolphosphatide oder die spontan dispergierbaren Konzentrate mit diesen Verbindungen in die gangigen
pharmazeutischen Zubereitungen und Darreichungsformen wie Dragées, Tabletten, Kapseln, Pulver,
Granulat, Pellets, Lésungen, Ampullen, Emulsionen, Crémes oder Zapfchen zusammen mit den {iblichen
Tragerstoffen und/oder Verdiinnungs- und Stabilisierungsmitteln einarbeiten.

Die Gegenstand der Erfindung bildenden Wirkstoffe oder Wirkstoffmischungen, sowie die spontan
dispergierbaren Konzentrate, welche diese Wirkstoffe oder Wirkstoffmischungen enthalten, kénnen
dem Menschen oral, durch Injektion (intravents, subkutan oder intramuskulér) oder in anderer Weise
verabreicht werden. Wenn sie als feste Darreichungsformen fiir die orale Verwendung aufbereitet wer-
den, kann dies in Form von Tabletten, Granulaten, Pellets, Pulvern oder Kapseln, usw. geschehen. Die
Aufbereitungen kénnen Zusatzstoffe enthalten, z.B. einen Arzneimittelirdger wie eine Saccharid- oder
Cellulose-Grundlage, ein Bindemitte! wie Stirkepaste oder Methylcellulose, ein Fiilimittel oder ein Desin-
tegriermittel, usw. — wobei Zusatzstoffe eingesetzt werden, wie sie tblicherweise bei der Herstellung me-
dizinischer oder paramedizinischer Formulierungen verwendet werden. Wenn die erfindungsgetreuen
Wirkstoffe oder Wirkstoffmischungen als fliissige Darreichungsformen zu oraler Verabreichung gelan-
gen, so konnen sie irgend eine aus wassrigen Zubereitungen fiir innere Verwendung, aus Suspensio-
nen, Emulsionen und Sirups usw. ausgewihlte Form haben, und sie kénnen ausserdem in der Form ge-
frockneter Préparate vorliegen, welche vor ihrer Verwendung in Lsung oder Emulsion gebracht wer-
den.

Wenn die erfindungsgeméssen Wirkstoffe oder Wirkstoffmischungen in der Form wassriger Lésun-
gen, Suspensionen oder dliger, bzw. wéssriger Emulsionen, vorzugsweise als Mikroemulsionen aus den
erfindungskonformen, spontan dispergierbaren Konzentraten aufbereitet sind, kénnen sie auch injiziert
werden. Die Injektionslosungen werden jedoch Oblicherweise kurz vor der Anwendung hergestelli, in-
dem man die Extrakte oder Konzentrate in wéssrigen, fliissigen Medien wie sterilem Wasser, Glucoseld-
sung oder physiologischer Kochsalzlésung aufldst oder suspendiert.

Falls erforderlich, kdnnen zu einem Injektionspréparat Ublicherweise verwendete Losungsmittel, Sta-
bilisierungsmittel, Konservierungsmittel und Zusatze fir die Herstellung isotonischer L6sungen hinzuge-
geben werden. Die auf diese Weise erhaltenen Injektions-Préparate werden intravends, intramuskulér,
subkutan oder in einer anderen geeigneten Weise verabreicht.

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls pharmazeutische Préparate, welche die Wirkstoffe,
bzw. Wirkstoffgemische, und/oder die beschriebenen, spontan dispergierbaren Konzentrate zur Be-
kampfung des Wachstums von Tumorzellen enthalten. Bei den der Erfindung entsprechenden pharma-
zeutischen Préparaten handelt es sich um soiche zur enteralen (wie oralen oder rektalen), sowie zur pa-
renteralen oder topischen Verabreichung an Warmbliiter, welche das spontan dispergierbare Konzen-
frat allein oder zusammen mit einem pharmazeutisch anwendbaren Trégermaterial enthalten.

Die Dosierung der erfindungsgeméssen Konzentrate héngt von der Warmbliterspezies, dem Alter
und dem individuellen Zustand, sowie von der Verabreichungsart ab. So werden z.B. zur Erzielung ei-
nes Abtdtungseffektes von Tumorzellen an Warmbliitern mit geringem Kdrpergewicht, wie z.B. Mausen,
Ratten und Hamstern, bei subkutaner Verabreichung Dosen im Bereich von ca. 0,1 bis 50 mg/kg Kérper-
gewicht, und bei intraperitonealer Verabreichung Dosen im Bereich von 0,05 bis 5 mg/kg Korpergewicht
angewandt.

Die oralen und rektalen Formen der neuen pharmazeutischen Préparate enthalten zwischen 1-95%,
vorzugsweise zwischen 10-95%, insbesondere zwischen 20-85% des erfindungsgemassen, spontan
dispergierbaren Konzentrates. Sie konnen z.B. in Dosis-Einheitsform vorliegen, also als Dragées,
Micropellets, Tabletten, Suppositorien oder Ampuilen und vor allem als Kapseln.

Geeignete pharmazeutisch anwendbare Tragerstoffe fiir die oralen Formen sind hauptsachlich Fuill-
stoffe, wie Zucker (z.B. Lactose, Saccharose, Mannit oder Sorbit), Cellulosepréparate und/oder Calci-
umphosphate (z.B. Tricalcium- oder Calciumhydrogenphosphat), ferner Bindemittel wie Stérkekleister
unter Verwendung von u.a. Mais-, Weizen-, Reis- oder Kartoffelstérke, Gelatine, Traganth, Methylcel-
lulose,  Hydroxyl-Methyicellulose,  Hydroxypropyl-Methylcellulose, ~ Natriumcarboxymethylceliulose
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und/oder Polyvinylpyrrolidon und/oder Sprengmittel (wenn erwiinscht), wie die obgenannten Stérken,
ferner Carboxymethylstirke, quervernetztes Polyvinylpyrrolidon, Agar, Alginsiure oder ein Salz da-
von, wie z.B. Natriumalginat.

Als Fliessreguliermittel sind z.B. die Polyéthylenglykole Nr. 200 bis 600 und héher geeignet. N

Die beim Menschen als Darreichungsform bevorzugten Gelatinekapseln werden mit geeigneten Uber-
ziigen versehen, wobei man u.a. konzentrierte Zuckerlosungen — welche gegebenenfalls arabischen
Gummi, Talk, Polyvinylpyrrolidon, Polyathylenglykol und/oder Titandioxid enthalten — Lackidsungen
(wéssrige oder solche, die unter Verwendung organischer L&sungsmittel aufbereitet worden sind), oder
magensaftresistente Uberziige aus Losungen von geeigneten Cellulosepréparaten, wie mikrokristalliner
Cellulose (Avicel), Acetylcellulosephthalat, Hydroxymethyl-Cellulosephthalat, bzw. -acetatsuccinat

oder einem Copolymerisat wie Eudragit® L 30 D verwendet.

Als erfindungsgeméss besonders geeignete, oral anwendbare pharmazeutische Darreichungsform
eignen sich Steckkapseln aus Gelatine und einem Weichmacher, wie Glyzerin oder Sorbitol. Die Weich-
bzw. Hartgelatine-Kapseln kénnen das der Erfindung entsprechende, spontan dispergierbare Konzen-
trat im Gemisch mit Fullstoffen, wie Laktose, Bindemitteln wie Starke und/oder Gleitmitteln wie Talk oder
Magnesium-Stearat und gegebenenfalls mit Stabilisatoren und Antioxydantien wie z.B. a-, B~ oder yTo-
copherol enthalten. Der Einsatz von geeigneten Flissigkeiten wie flissigen Polyéthylenglykolen No.
200 bis 600 als Verdiinnungsmittel kann sich empfehlen, wobei sich ebenfalls Stabilisatoren und Antioxy-
dantien zufiigen lassen.

Zur parenteralen Verabreichung werden die erfindungsgeméssen Konzentrate mit destiliertem Was-
ser versetzt. Der entstehenden wéssrigen Injektions-Mikroemulsion koénnen viskositétserhdhende
Stoffe, wie z.B. Na-Carboxymethylcellulose, Sorbit, Mannit und/oder Dextran, und gegebenenfalls auch
Stabilisatoren und Antioxydantien zugefligt werden.

Die pharmazeutischen Praparate fiir die parenterale Anwendung enthalten vorzugsweise zwischen
0,1 bis 60%, und hauptsachlich zwischen 1 bis 40% des erfindungskonformen, spontan dispergierbaren
Konzenirates.

Als topisch anwendbare Praparate, welche sich vornehmilich zur Prophylaxe von Hautkrebsarten eig-
nen, kommen z.B. Crémen, Salben, Pasten, Pomaden, Schaume, Tinkiuren und Losungen in Betracht,
welche zwischen 0,01 bis 70% des erfindungsgemassen Konzentrates enthalten.

Fur Créemen und Ol-in-Wasser-Emulsionen, welche mehr als 50% Wasser aufweisen, verwendet man
als dlige Grundlage in erster Linie Fettalkohole, z.B. Lauryl-, Cetyl- oder Stearylalkohol, fiissige bis fe-
ste Wachse, z.B. Isopropylmyristat, Woll- oder Bienenwachs und/oder Kohlenwasserstoffe wie z.B. Va-
seline (Petrolatum) oder Paraffingl. Zur Emulgierung dieser dligen Grundlagen eignen sich in erster Linie
oberflachenaktive, pharma-vertragliche Substanzen mit vorwiegend hydrophilen Eigenschaften, wie
2.B. nichtionogene Emulgatoren, vorab Fettséureester von Polyalkoholen oder Athylenoxydaddukten
(etwa Polyglycerinfetisiureester oder Polyéthylensorbitan-Fettséureester) mit einem HLB-Wert von
unter 8. Zusatze zur Wasserphase sind u.a. Mittel, welche die Austrocknung der Crémen vermindern,
2.B. Polyalkohole wie Glyzerin, Sorbit, Propylenglykol und/oder Polyéthylenglykole No. 200 bis 600, fer-
ner Konservierungsmittel, Riechstoffe, etc.

Salben sind Wasser-in-Ol-Emulsionen, die bis zu 70%, vorzugsweise jedoch zwischen 20 und 50%
Wasser oder wassrige Phasen enthalten. :

Als Fettphase kommen in erster Linie Kohlenwasserstoffe, z.B. Vaselin, Paraffindl und/oder Hartpa-
raffine in Frage, welche zur Verbesserung des Wasserbindungsvermégens geeignete Hydroxydverbin-
dungen, wie z.B. Fettalkohole oder Ester, davon etwa Cetylalkohol oder Wollwachsalkohole, enthalten.

Fallweise werden noch Emuigatoren mit einem HLB-Wert von 8 bis 16, wie z.B. Sorbitan-Fettsaure-
ester (etwa Sorbitanisostearol) zugesetzt. Zusétze zur Wasserphase sind u.a. Feuchthaltungsmittel,
wie Polyalkohole (Glycerin, Propylenglykol, Sorbit und/oder Polyathylenglykole No. 200, 400, 600); fer-
ner Konservierungsmittel, Riechstoffe, etc.

Fettsalben sind wasserfrei und enthalten als Grundlage vornehmlich Kohlenwasserstoffe, z.B. Paraf-
fin, Vaselin und/oder fliissige Paraffine; iberdies natiirliche oder partial synthetische Fette wie z.B. Ko-
kosfettséuretriglycerid, ferner: Fettséurepartialester des Glycerins, wie z.B. die im Zusammenhang mit
den Salben erwshnten, die Wasser-Aufnahmefahigkeit steigernden Fettalkohole, Emulgatoren und/oder
Zusatze. ‘

Pasten sind Crémen und Salben mit sekretabsorbierenden Puderbestandteilen, wie beispielsweise
Metalloxide (etwa Titanoxid oder Zinkoxid), ferner Talk und/oder Aluminiumsilikate, welche die Aufgabe
haben, vorhandene Feuchtigkeit oder Sekrete zu binden. .

Schiume werden aus Druckbehdltern verabreicht und sind in Aerosolform vorliegende Ol-in-Was-
ser-Emulsionen der erfindungsgeméassen, spontan dispergierbaren Konzentrate, wobei halogenierte
Kohlenwasserstoffe (wie z.B. Chlorfluorniederalkane: etwa Dichlordifluormethan und Dichlortetrafluor-
sthan) als Treibmittel verwendet werden. Dazu kommen gegebenenfalls die Ublichen Zusatze wie Konser-
vierungsmittel, usw.
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Verfahrensbeispiele zur Herstellung der erfindungsgemassen Sterolester und Sterolphosphatide
1. Herstellung von Ergosta-5,7,22-trien-3-ol-dodecenoat

2 g Dodecenylséure und 1,8 g Thionylchlorid werden in 300 ml Tetrahydrofuran wihrend 2 Stunden am
Riickfluss gekocht. Anschliessend werden 150 ml Tetrahydrofuran abdestilliert und 3,97 g Ergoste-
rol (= Ergosta-5,7,22,trien-3-ol) und 0,5 g Dimethylformamid zugesetzt.

Nach zweistiindiger Erhitzung bei 70°C wird das Lasungsmittel durch Vakuumdestillation entfernt.
Der Riickstand wird in Acetonitril/Aceton (50/50) umkristallisiert.

Man erhalt das reine Ergosteroldodecenoat mit einem Schmelzpunkt von 86,6-91,1°C.

Auf gleichartige Weise werden auch folgende Verbindungen hergestelit:

Ergosterolcrotonat Smp: 150-151,6°C
Ergosterolcapryloat Smp: 97,9°C
Ergosterol-10-undecencat  Smp: 75,8-76,2°C
R:  2932cm™ v(CH)
2871 cm™ v(CH)
1722 et v(C=0) Ester
1639 cm™ v(C=0)
1457 cmi™! 8(CH)
1371 cmi™! 3(CHa)
1186 cm™! v({C=0)
983 cm™ 8(CH)}
914 cm™ Vinyl }
Ergosterollaurat Smp: 86,5°C
Ergosterolpalmitat Smp: 99,5°C
Ergosterololeat Smp: 86,3-95,7°C
Ergosterollinoleat Smp: 89,8-91,2°C

Uy:  253,0nm

2. Herstellung von Stigmasterol-38-all-trans-Retinat

Zu 600 mg all-trans-Retins&ure und 50 mg Dimethylformamid in 70 mi Toluol werden bei 5°C 360 mg Ox-
alylchlorid in 30 ml Toluol zugetropft. Nach 4 Std. bei 20°C wird die Halfte des Losungsmittels am Vaku-
um abdestilliert.

Zur Restlosung werden 650 mg Stigmasterol und 50 mg p-Dimethylaminopyridin in 30 ml Toluol zugege-
ben. Die Reaktionslosung wird wahrend 2 Std. am Rickfluss bei 100 bis 110°C erwérmt. Anschliessend
wird das Losungsmittel durch Vakuumdestillation entfernt. Der Riickstand wird auf einer Silicagelséule
mit Hexan/Essigester (9:1) chromatographiert.

Man erhélt das reine Stigmasterol-ali-trans-Retinat mit einem Schmelzpunkt von 89°C, UV-Absorpti-
on 358,5 nm.

Auf gleichartige Weise werden auch folgende Verbindungen hergestellt, welche die Eigenschaften
von Fettkristallen haben, d.h. dass der Schmelzbereich meist unbestimmbar ist:
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Ergosterol-all-trans-Retinat UV: 354,0/264,0nm

IR: 2958 cm™ v(CH)
2871 cm™! v(CH)
1701 cm™ ¥(C=0)
1608 cm™ v(C=C)
1583 cmi™ v(C=C)
1457 o™ 8(CH)
1239 cm™! v(C=0)
11563 cm™! v(C=0)
1016 cm™" v(C=0)
970 cm™! trans C=C

S(CH)

B-Sitosterol-all-trans-Retinat Uv: 344,5nm
Cholesterol-all-trans-Retinat UVv: 354,5nm

Stigmasterol-13-cis-Retinat UV: 348,0nm

Ergosterol-13-cis-Retinat UV: 346,0nm
B-Sitosterol-13-cis-Retinat Uv: 368,5nm
Cholesterol-13-cis-Retinat Uv: 345,5nm
Ergosterol-Linolenat uUv: 2522nm
Stigmasterol-Archidonat uv: 251,8nm

Bl: 1.51320/20°C

UV-Spekiren gemessen am Spectrophotometer Shimadzu UV160A BI (Brechungsindex) = Rl (Refrac-
tory Index), gemessen am DUR-Refractometer Schmidt + Haensch, Berlin.

IR-Spekiren gemessen am Spectrophotometer Perkin Elmer 983G

NMR-analytische Daten zur Strukturbestatigung fir Ergosterol-3p-all trans Retinat ermittelt am Bru-

ker AM-360 Spectrometer
3. Herstellung von Stigmasterol-Azafrinat

Zu 80 mg Azafrin [Verbindung wie Formel XXI; Herstellung vgl. Helv.Chim.Acta 58 (1975) 1722-1 727
und Helv.Chim.Acta 65 (1982) 353-354] in 50 mi Chloroform werden 65 mg N,N"-Carbonyldiimidazol zu-
gesetzt. Man lasst die Reaktionsldsung wéhrend 12 Std. bei 20°C stehen und setzt dann 40 mg Stigma-
sterol zu.

Nach weiteren 12 Std. bei 30°C wird das Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand in 50 ml Essig-
ester aufgenommen. Diese Lésung schilittelt man einmal mit 1/10 N Salzs&ure und einmal mit 1/10 N Natron-
lauge aus. Nach dem Abdestillieren des Lsungsmittels wird der Riickstand auf einer Silicagelsaule mit
Hexan/Essigester (9:1) als Eluiermittel chromatographiert.

Man erhalt das Stigmasterol-Azafrinat, mit einer UV-Absorption bei 429,5 nm.

Auf gleichartige Weise werden auch folgende Verbindungen hergestellt, charakterisiert durch den
Brechungsindex np 20°C (Bl), bzw. die UV-Absorptions-Maxima:

Ergosterol-Azafrinat ] UV: 425,6 nm
Ostradiol-3,17-Di-10-Undecenoat Bl: 1,4816
uv: 232,8/276,0 nm
g-Ostradiol-3,17-Dioleat Bl: 1,5058
: Uv: 232,0/280 nm
B-Ostradiol-3,17-Di-all trans-Retinat UV: 354,5/371,0nm

B-Ostradiol-3-Benzoat-17-10-Undecenoat ~ UV: 247,6 nm
B-Ostradiol-3-Benzoat-17-alltrans-Retinat  UV: 354,5 nm
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4. Hersteliung von Stigmasterol-1,2-dipalmitoyl-glycerophosphat und von Stigmasterol-1,2-dipalmitoyl-
glycero-thiophosphat

2-Dipalmitoyl-glycero-3-H-phosphonat-Triéthylammoniumsalz wird genau nach der Vorschriit von
l. Lindth und J. Stawinski in J. Org. Chem. 54, 1338-1342 (1989) [«Synthesis of Glycero-phospholipids
and their Analogues via H-Phosphonate Intermediates»] hergestelit. Auf die chromatographische Zwi-
schenreinigung des Reaktionsproduktes wird verzichtet; das Rohprodukt wird demnach unmittelbar in
der néchsten Stufe eingesetzt.

600 mg Rohprodukt und 600 mg Stigmasterol werden in 15 ml Pyridin geldst und im Vakuum zur Trocke-
ne gebracht. Der Riickstand wird erneut in 15 ml Pyridin geldst, und unter Rihren werden 0,2 ml Piva-
loylchlorid zugegeben. Die Reaktionslésung wird unter Feuchtigkeitsausschluss bei Raumtemperatur 30
Min. geriihrt.

Dann werden noch 0,1 m! Pivaloylchlorid zugefiigt, und anschliessend wird nochmals 30 Min. geriihrt.
Die Reaktionslésung wird in zwei Teile geteilt: Zur einen Halfte der Losung werden unter Rithren 150 mg
Jod in 2 ml Pyridin-Wasser 98:2 gegeben. Nach 30 Min. Ruhren bei 20°C wird das Reaktionsgemisch in
50 ml Chloroform aufgenommen. Die Losung wird einmal mit 20 ml 5% Na-Bisulfitidsung und zweimal mit 20
ml Wasser gewaschen. Die wissrigen Phasen werden mit 50 ml Chloroform zuriickgewaschen und die
vereinigten Chloroformphasen im Vakuum zur Trockene eingedampft.

Zur anderen Hélfte der L6sung werden 150 mg Schwefel in 2 ml Pyridin-Toluol 1:1 gegeben. Die L&sung
wird 3 Std. bei 20°C geriihrt, in 50 ml Chioroform geldst, zweimal mit 20 ml Wasser gewaschen und im Va-
kuum zur Trockene eingedampft.

Die beiden Rohprodukte werden an je 15 g Silicagel mit Chloroform/Hexan 2:1 und 8:1 chromatogra-
phiert. Es werden Fraktionen zu 20 ml aufgefangen und im D.C. (Laufmitte! Chloroform) untersucht. Je-
ne Frakiionen, welche im wesentlichen reines Produkt enthalten, werden im Vakuum zur Trockene ge-
bracht.

Man erhélt: das Stigmasterol-1,2-dipalmitoyl-glycerophosphatid mit einem Schmelzpunkt von 171,6°C
und das Stigmasterol-1,2-dipalmitoyl-glycerothiophosphatid mit einem Schmelzpunkt von 168°C.

Schmelzbereich-Messung fiir die beiden Verbindungen auf dem Density Scanning Calorimetry Geré&t
Mettler TA-4000.

Rf.-Werte von erfindungsgeméassen Verbindungen, welche nach den Verfahrensbeispielen 1 bis 4
hergestelit worden sind:

1%-Losung in CHzClz, bandférmig aufgetragen 2 em/2 - |
Linomat Ill CAMAC 10 cm run
UV 366 nach 1:1 HaSO04/MeOH 2 min. 120°C

System 1 2 3 4 5 6 7
Verbindung

ERGOSTEROL-C 8:0 - 017 032 077 - 0.81 -
ERGOSTEROL-G 12:0 006 044 029 073 089 074 057
ERGOSTEROL-C 16:0 0.07 0.6 032 075 092 082 058
ERGOSTEROL-C 18:1 008 018 035 080 092 - 0.63
ERGOSTEROL-all trans-RETINAT 0.07 0.7 042 000 091 087 073

B-OSTRADIOL-3-17-BIS-UNDECENOCAT 0.00 0.00 0.04 018 071 029 0.07
Erkiarung:

System 1 Platte Merck Art. 5715 Petrolather/Diethylather 98:2

System 2 Platte Merck Art. 5715 Petrolather/Diethyléther 97:3

System 3 Platte Merck Art. 5715 Cyclohexan/Ethylacetat 97:3

System 4 Platte Macherey Nagel RP 18 Art. 811 071 Petrolather/Diethylather 95:5

System 5 Platte Macherey Nagel RP 18 n-Hexan/t.Butyimethylther/Aceton 90:5:5

System 6 Platte Macherey Nagel RP 18 Petrolither/Cyclohexan/Ethylacetat/H20 48:48:3:1
System 7 Platte Macherey Nagel RP 18 Petrolather/Diethylather 97:3
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Rf.-Werle Fortsetzung

System 1 2 3 4 5
Verbindung

ERGOSTEROL-C 18:2 076 038 060 0.92 079
ERGOSTEROL-C 18:3 078 040  0.65 0.92  0.80
B-Ostradiol-3,17-DIF-UNDECENOAT 038 010 0.15 075 0.0
B-Ostradiol-3,17-DI-OLEAT 042 022 020 0.83  0.38
Erklarung: -

Sysiem 1 Plaite RP 18 MN Petrolather/Cyclohexan/Ethylacetat/H20 48:48:3:1

System 2 Platte SM Cyclohexan/Ethylacetat 97:3
System 3 Platte SM Petrolather/Digthylather 97:3

System 4 Platte RP 18w MN Hexan/tert. BME/Acetonitril 80:5:5

System 5 Platte RP 18w MN Petroléther/Diathylather 95:5

N.B. SM Platte Merck Art. No. 5715
RP 18 NM(w) Macherey Nagel Art. No. 811 071

Rf -Werte mit Normaichromatographie Hexan/Essigesier 90:10:

g-Ostradiol-Diundecenoat 0.37
B-Ostradiol-Dioleat 0.48
Ergosterol-all trans-Retinat 0.88
Ergostercl-Linoleat 0.82
Ergosterol-Linolenat 0.96
Stigmasterol-Glycero-Phosphatid 0.88
Stigmasterol-Glycero-Thiophosphatid 0.94

Platte Merck Art. No. 5715

AUFWEIS DES SPREITUNGS- UND WANDERUNGSVERMOGENS DER ERFINDUNGSGETREUEN

KONZENTRATE UND VON DAMIT HERGESTELLTEN EMULSIONEN

Methode: DC-Platte 0,25 mm Kieselgel 60F254, Merck Art. No. 11 798 mit Konzentrationszone

Laufmittel: PBS Dulbecco's ohne Ca und Mg (= Ringerlésung, bzw. physiologische Kochsalzlésung,

gepuffert).

Rf.-Werte

CHOLESTEROL 0
ERGOSTEROL 0
ERGOSTEROL-C 11:1 0.38
ERGOSTEROL-C 11:1-EMULSION 0.60
ERGOSTEROL-all trans-RETINAT 0.55
UVITEX CF conc./Ethanol 0.49
UVITEX CF conc.-EMULSION 0.62

P.S. 0,1% Substanz, geldst in Chloroform

Emulsion 1000 ppm Wirksubstanz = 1mg/ml.

Die oben angefiihrten Rf.-Werte vermitteln wichtige Hinweise auf das Verhalten der mit erfindungs-
gemassen Konzentraten hergestellten Mikroemuisionen in den Zellverbanden und vorab an den Zelimem-
branen. Durch die geringe Oberfléchenspannung der Konzentrate mit Werten von 30 bis 32 mN/m, den
Keinen Teilchenradius der sich ausbildenden Mikromizellen, sowie die niedrige Viskositét der Emulsio-
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nen werden vornehmilich das DIFFUSIONSVERMOGEN und die SPREITUNG im Zellplasma in ausneh-
mend glnstiger Weise beeinflusst. Kontrollmessungen, ausgefiihrt am Institut flir Polymere der ETH,
Ziirich, haben ergeben, dass die Radien der Mizellen um 1 nm befragen (Prof. Dr. Pierluigi LUISt und PD.
Dr. Peter SCHURTENBERGER).

Zusammensetzungsbeispiele

von erfindungsgeméssen, spontan dispergierbaren Mitteln, welche als antitumorale Wirkstoffe Ste-

rolester und/oder Sterolphosphorverbindungen geméss den Formeln (l) bis (XV) enthalten.
a) 0,5 bis 25 Gewichis-% eines oder mehrerer Sterolester, bzw. Sterolphosphorverbindungen der

Formeln (1) bis (XV)

1 bis 40 Gewichts-% Isopropylmyristat, Isopropylpaimitat oder Miglyol® 812 (Dynamit-Nobel)

20 bis 45 Gewichts-% Diphasol® 3873 (CIBA-GEIGY)

20 bis 45 Gewichts-% Invadin® JFC 800% (CIBA-GEIGY)

b) 0,5 bis 25 Gewichts-% eines oder mehrerer Sterolester, bzw. Sterolphosphorverbindungen der
Formeln (1) bis (XV)

1 bis 40 Gewichts-% Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat oder Miglyol® 812 (Dynamit-Nobel)

20 bis 45 Gewichts-% Invadin® JFC 800% (CIBA-GEIGY)

20 bis 45 Gewichts-% Soprophor® FL (Rhéne-Poulenc)

Miglyol® 812-Neutrall ist ein Neutraldl (Oleum neutrale) der Firma Dynamit-Nobel, das einem ge-
mischtséurigen Triglycerid der fraktionierten Kokosfettsauren Cg bis Cio entspricht.

Diphasol® 3873 ist ein Mischemulgator, bestehend aus je 50% der beiden Verbindungen mit den For-
meln:

o)
c,_,H,g@—o (—CH,—CH,-0 ),0—!l--ocx43
o
0
CeH, QQ—-—O (—CH,~CH,~-0 )ﬁ—lLl-—ocH3
o

Invadin® JFC 800% (CIBA-GEIGY) ist ein tert. Octylphenyl-polyoxyathylendther mit 9 bis 10 Oxy-
athylengruppen.

Soprophor® FL (Rhéne-Poulenc) ist ein Tristyrylphenol-polyoxyéthylen-18-mono/dimethyl-Phosphor-
séaureester.

Beispiel fir die pharmazeutische Herstellung eines Systempréparates mit erfindungsgeméssen Kon-
zentraten in der Form von «multiple units».

a) Granulierung

Metolose® 90 SH~4000 (Shin-Etsu Chemical) 80.0 g
Avicel® PH-101 80.3¢
Erfindungsgemésses KONZENTRAT 139449
Aerosil® 200 80.3g
b 390.0g
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Granulieren/formen im Schnelimixer oder im Rotationsbett unter Zusatz von 110 g Ethanol, brechen,
sieben 18 bis 42 mesh, trocknen 24 h bei 40°C.

b) MSR- und RETARD-Ausr{istung
im Rotationsbett mit AQOAT® AS-HG (Shin-Etsu Chemical) und Talk

¢) Zusammensetzung fertiges Granulavbzw. Micropellets

Kermnmaterial 44%
Erfindungsgemé&sses KONZENTRAT 25%
MSR- und Retard-Beschichtung 31%
b 100%

N.B. MSR = Magensaft-Resistenz. Die Pellets/Granulate gemass a) kénnen auch ohne Befilmung un-
mittelbar in Kapseln abgefiillt werden, weiche aus AQOAT™ (HPMC-AS-M oder HPMC-AS-N) herge-
stellt sind, mit Aceton/Ethanol 1:1 verschlossen werden und so die Funktionen der MSR und der verzo-
gerten Abgabe angemessen steuern. Diese neuartige Darreichungsform weist gegeniiber Gelatinekap-
seln fir die erfindungsgeméassen Konzentrate eine massgeblich verbesserte Stabilitat auf.

BIOLOGISCHE PRUFUNGEN

Die antitumorale Wirkung von spontan dispergierbaren Konzeniraten mit Wirkstoffen geméss den
Aufarbeitungsbeispielen No. 1 bis 4 wird anhand folgender Prifungsergebnisse bestatigt:

In vitro-Tests mit geeigneten Tumorzell-Linien

Es wurde ein biologisches Assay-System entwickelt, das mit Mikrotiterplatten und Verdinnungsrei-
hen arbeitet. Angesetzt werden je 104/ml Tumorzellen in Kulturmedium RPMI 1640 mit 10% fétalem Kalbse-
rum inaktiviert (GIBCO); sie werden so undicht ausgesat, dass sie wahrend des Assays wachsen kdn-
nen, in sog. nichtkonfluenten Monolayers. Die Probenzugabe erfolgt nach 6-24 Stunden, mit 100 - | pro
Reihe, die man im 1. Loch mit 100 - | Medium versetzt. Davon wird die Hélfte entnommen und in das folgen-
de Loch eingebracht, wieder mit 100 - | Medium versetzt, usf. Es entsteht eine geometrische Verdiin-
nungsreihe n-.

Die Proben werden im Plaque Assay wéhrend 3-5 Tagen bei 37°C mit 3 - % COz inkubiert. Anschlies-
send farbenffixieren mit 0,1% Kristallviolett (Fluka, Buchs) in einer Lésung von 70% Methanol, 1% For-
maldehyd, 29% Wasser. Die Auswertung wird am Mikroskop vorgenommen, Vergrsserung 300fach.
Man bestimmt die grosste zytotoxische Verdinnung. Die quantitative Auswertung l&sst sich auch mittels
Scanning und Absorptionsmessung am Spekirophotometer vornehmen.

Tumorlinie TSA: . {Verdiinnung
Préparat Murines Adenocarcinom auf W.S.-Gehalt
In Verdiinnung wirksam bis 1: berechnet)
16h 40h
C 18:2-ERGOSTEROL 2000 000 16 000 000
STIGMASTEROL-AZAFRINAT 28 600 000 28 600 000
ERGOSTEROL-all irans-RETINAT 800 000 1 6000 000
STIGMASTEROL-GLYCERO-PHOSPHATID 400 000 1 600 000
STIGMASTEROL-GLYCERO-THIOPHOSPHATID 10 000 000 20 000 000
B-OSTRADIOL-3,17-OLEAT 20 000 000 40 000 000

TSA; murines Adenocarcinom {(spontanes Mamacarcinom)
Prof. Guido Fomi, Istituto di Microbiologia, Universita degli Studi di Torino, Scuola di Medicina.

Die Uberpriifung der Wirkung eines solchen spontan emulgierbaren Konzentrates mit einem Gehait
von 1000 ppm ERGOSTEROL-LINOLEAT (ERGO-C 18:2) an humanen Leucocyten ergab folgende Werte:

25



10

15

20

25

30

35

40

50

55

60

65

CH 681 153 AS

Verdiinnung 24 h 4 Tage 5 Tage

1:20 alle Zellen tot alle Zellen lysiert -

1:80 alle Zellen tot alle Zellen lysiert -

1:200 RBC lysiert RBC lysiert -

1:400 RBC lysiert Leucocyteni.0.  alle Zellen lysiert -

1:1000 alle Zellen i.0. Leucocyten i.0. Leucocyten i.0.
1:5000 alle Zelleni.O. Leucocyten i.O. Leucocyten i.0.
1:20 000 alle Zellen 1.0. Leucocyten i.0. Leucocyten i.0.

N.B. RBC steht fiir «Red blood cells», Erythrocyten, rote Blutktrperchen

Nachweis der Membran-Penetration an der Tumorzelle

Am Lichtmikroskop wie auch mit Hilfe der «Laser scanning microscopy» lasst sich aufzeigen, dass we-
nige Stunden nach der Inkubation (Beispiel Py6-Zellen der 3T3-Maus; diinn ausgesét, mittlere Verdiin-
nung der Wirkstoff-Konzentrate) sich ein Kranz von Vakuolen um den Zellkern herum ausbildet.

Der analytische Nachweis, dass diese Vakuolen die Sterolester-Wirksubstanzen enthalten, kann
sehr deutlich dadurch erbracht werden, dass man den gereinigten, inkubierten Tumorzellen das Zellplas-

ma entnimmt, es zentrifugiert und mit einer 0,05%-L6sung von Uvitex® CF conc. (CIBA-GEIGY) in Ace-

ton/Wasser (85:15), bzw. von Uvitex® EBF oder Tinopal® GS versetzt.

Die eingesetzten erfindungsgetreuen Sterolester Ioschen die durch den Marker Uvitex™ CF conc.,
bzw. Uvitex® EBF hervorgerufene Fluoreszenz im langwelligen UV-Lichtbereich aus; auf der Dinn-
schicht-Platte entsteht eine blaue Farbung. UV-Scanning bei 366 nm. Microdialyse mit Hilfe von Kapil-
lar-Electrophorese und Laser induzierter Fluoreszenz-Detektion (EUROPHOR IRIS 2000).

Funktionelle Untersuchungen

Mit 0,25% ERGOSTEROL-all trans-RETINAT-KONZENTRAT wurden auch Phagozytose- und Respi-
ratory Burst Tests vorgenommen, wobei frisch abgenommenes Heparinblut mit Hilfe von Escherichia coli
Bakterien evaluiert wurde. Messung am Flusszytometer (FACS). Es wurde eine eindeutige Dosis-Ab-
hangigkeit der intrazelluldr ablaufenden Reaktionen festgestellt, woraus geschlossen werden kann,
dass ERGOSTEROL-all frans-RETINAT durch die Zelle aufgenommen wird. (Anawa Laboratorien A.G.,
Wangen/ZH; Dr. Peter Joller.)

Priifung mit humanen Tumorzell-Linien

Das BATTELLE INSTITUT, Frankfurt, (Dr. Matthias GIESE) hat die zytotoxische Wirkung bei ver-
schiedenen soliden, eher langsam wachsenden Tumorarten geprift. Eingesetzt wurden 2%-Konzentrate
(gewichtsmassig) von:

A ERGOSTEROL-10-UNDECENOAT (ERGO-C 11:1)
B ERGOSTEROL-all trans-RETINAT
mit folgenden Tumorzell-Linien (DKFZ, Heidelberg, BRD):

1 EJ 28: Blasen-Carcinom

2 LX-1: Lungencarcinom

3 KTCTL-1M: Nierencarcinom
4 CX-1: Colon-Adenocarcinom
5 DAN-C: Pankreas-Carcinom

Als Kontroll-Substanzen wurden biologische «response modifiers» (BRM) verwandt:

a rhu Interferon-Gamma (Biozol, BRD)
b rhu Tumor-Nekrose Faktor Alpha (Biozol, BRD)

Ergebnis-Ausweis mittels Verdiinnungsreihen und in der Kurzform der 1Cso. (= Inhibitory Concentra-
tion; bzw. LC = Lethal Concentration) Inkubierung der Zellen tber 24 h, bzw. 72 h bei 37°C; Vitalitats-
Farbetest nach 3, bzw. 14 Tagen. Testbereich 1:105 bis 1:10°.

Es konnten kleinere Unterschiede zwischen den Zell-Linien, wie auch zwischen den beiden Wirkstoff-
Konzentraten festgestellt werden. Die LCsp lag im Verdiinnungsbereich 1:106 bis 1:107.

Der Hauptbefund der Tests lautet: es liegt eine zytotoxische und keine zytostatische Wirkung vor.

Der stirkste Zytotoxizitits-Effekt liess sich fir ERGOSTEROL-10-Undecenoat (ERGO-C 11:1) auf
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der LX-1-Zelikultur ermitteln. Die Kontroll-Substanzen BRM zeigten keine messbaren Wirkungen auf die
5 gepruften Zell-Linien.

Hingegen konnten durchaus vergleichbare Antitumor-Wirkungen erzielt werden mit Konzentraten,
enthaltend:

ERGOSTEROL-OLEAT (ERGO-C 18:1)
ERGOSTEROL-LINOLENAT (ERGO-C 18:3)
ERGOSTEROLESTER-MISCHUNG
STIGMASTEROL-GLUCOSID/PHOSPHATID-MISCHUNG

Die in der Beilage 1/5 wiedergegebenen graphischen Darstellungen fassen in den Fig. 1 und 2 die Er-
gebnisse fiir die beiden ersten Konzentrate fir je 5 langsam wachsende humane Tumorarten wie folgt zu-
sammen:

Fig. 1 Zytotoxizitat fir Ergosterol-10-Undecenoat-Konzentrat
Fig. 2 Zytotoxizitét fir Ergosterol-all trans Retinat-Konzentrat

Priifungen beim National Cancer Institute, Bethesda

Im breit ausgebauten «in-vitro assay» des NCI werden gegenwértig standardmassig 60 verschiedene
humane Tumorarten als Zell-Linien eingesetzt, gruppiert in die 8 Panels (statistischen Klassen):

Leukamie

Lungentumore, nicht-kleinzellig
Lungentumore, kleinzellig
Colontumore

ZNS-Tumore
Ovariencarcinome
Nierencarcinome

Als Messgrissen werden ausgewiesen

PG (Percentage Growth)
Dose-Response-Curves
Mean Graphs

Percentage Growth (Prozent-Wachstum) ist eine optische Dichtemessung mit Hilfe des Sulforhodamin
B Farbe- und Vitalititstests; Exposition der Zellen 48 h, in 5 verschiedenen Konzentrationen.

Dose-Response-Curves: Konzentrations-Abhéngigkeit der Antitumorwirkung, dargestelit in Kurven-
form als Dosis-Wirkung-Beziehung.

Die PG-Werte werden gegen logio der entsprechenden Konzentration jeder einzelnen Zell-Linie auf-
getragen. Gezeigt werden die PG-Werte fiir +50, 0, -50. An den Schniftpunkten lassen sich die Werte
fir G150, TG1 und LCso ablesen. Die ganze Matrix zeigt interpolierte Response Parameter fiir die Sensi-
bilitit der einzelnen Zell-Linie gegeniiber der Priifsubstanz, bzw. dem Priifkonzentrat.

Mean Graphs: Mittelwert-Graphen, abgeleitet von den IC-Werten (= Inhibition Concentration). Aus-
gewiesen werden das arithmetische Mittel des Logarithmus der IC-Werte fiir alle Zell-Linien-Messwerte
fir eine gegebene Priifsubstanz, bzw. ein gegebenes Priifsubstanzkonzentrat, sowie die Abweichun-
gen davon als Mass der relativen Sensitivitat der einzeinen Zell-Linien. Die Abweichungen zeigen, ob
die Empfindlichkeit der einzelnen Zell-Linien grésser oder kieiner als der Durchschnitt ist. Es entsteht
ein «Fingerprint Muster». .

Als Hauptergebnis resultiert, wie bei den Priifungen am Battelle Institut, dass nicht nur ein Antiprolife-
rationseffekt, d.h. eine Wachstumshemmung vorliegt, sondern eine echte Zytotoxizitat, insbesondere
auch bei jenen Zell-Linien, welche keine kurzen Verdoppelungszeiten aufweisen und deshalb vergleichs-
weise gegeniiber langsamer wachsenden Linien als tiberempfindlich erscheinen. Die Wirksamkeit der
Konzentrate ist nicht auf einzelne, spezifische Tumore beschrénkt, sondern manifestiert sich mehr oder
weniger stark bei allen Arten in allen 8 Klassen. Dies weist auf ein generelles antitumorales Prinzip hin.
Der Vorteil gegenliber einer bloss cytostatischen Wirkung mit ihrem bekannten ungtinstigen Einfluss
auf die Stammzellen und somit auf die Biutbildung ist evident.

Vgl. im ibrigen: Michael R. Boyd: Status of the NCI Preclinical Antitumor Drug Discovery Screen,
PPO updates, Vol 3, Oct. 1989, Number 10.

Anne Monks et al.: Feasibility of a high-flux Anticancer Drug Screen using a diverse Panel! of cultu-
red human Tumor Cell Lines. Journal of the National Cancer Institute, Vol. 83, No. 11, June 5, 1991.

Auf den Beilagen 2/5 bis 5/5 wird eine Auswertung in Matrix-Form der Dosis-Wirkungs-Beziehungen
fiir die untersuchten 8 Tumor-Klassen fiir die folgenden Antitumor-Mittel gegeben:
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Fig. 3 und 4: ERGOSTEROL-10-UNDECENOAT-KONZENTRAT (Beilagen 2/5 und 3/5)
Fig. 5 und 6: ERGOSTEROL-all trans-RETINAT-KONZENTRAT (Beilagen 4/5 und 5/5)

Leberschranke

Die Prifung wurde an der perfundierten, in situ belassenen Rattenleber vorgenommen. Eingesetzt
wurden erfindungsgeméasse, spontan dispergierbare Konzentrate, welche 2% ERGOSTEROL-10-UN-
DECENOAT, bzw. 2%-ERGOSTEROL-all trans-RETINAT enthielten und welche mit destilliertem Wasser
1:10, 1:100 und 1:1000 verdiinnt und mit Ringerldsung injiziert wurden. Die Arbeiten wurden in verdankens-
werter Weise vom Institut fiir klinische Pharmakologie der Universitat Bern (Prof. Dr. R. PREISIG)
durchgefiihrt. Entnahme von je 15 Fraktionen innert 20 Minuten. Die analytische Auswertung geschah
mittels Zonen-Kapillar-Elekirophorese (12 kV konstant) mit einem Gerédt von Beckman Instruments
(P/ACE System 2000, Version 1.50),

Ergebnis: Die Wirksubstanzen passieren, auch in der hochsten gepriiften Konzentration von
1:10 (= 2000 ppm), innerhalb von je 10-12 Minuten die hepatische Barriere vollsténdig.

Patentanspriiche

1. Sterolester, bzw. Sterolphosphatide der Formeln (1) bis (XV)
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(X1v)

CH3 OOC“‘ H3

(Xv)

wobei in den Formeln (I) bis (X) das Radikal Ry eine Ct- bis Cio-Alkyl- oder eine Cz- bis Cio-Alkenyl-
gruppe und das Radikal Rz in den Formeln (1) bis (Xll) eine Gruppe der Formeln (XVI) oder (Xvii) ist

g
Rs—-(CH=CH-CH=CH)B—COO—-
(XV1)
(CHy
Rs—( CH=CH—CH=CH }—( CH=CH—CH=—=C }—CH=—=CH—CO0—
n n

CH,

{XVIl)
worin n die Zahlen 1, 2, 3, 4 oder 5 bezeichnet und Rs fiir die Radikale der Formeln:
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CH3 CH3 CH3
0
CH, CH, CH,
CH, CH, CH,
CH, CH,
CH OCH OH
3 s CH, CH,
. CH3 CH3 CH3 CH3
OCH, .
CHg CHs OH
CH, CH, CH,
oH Qs CH, CHs CH, CH,
CH
3 on CH, COO-CH, OH

CH, OH
(0]
CH, oder
H — OH
CH, COO-CH, '

steht oder aber die Gruppe geméss der Formel (XVIII) darstelit

CH, CH,
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CH,~COOR;
CH—COOR,
0
|

CH,-O—P—0—

X[] Na[+

in welcher Rg eine Ci- bis Caz-Alkyl- oder eine Co- bis Caz-Alkenyl-

erstoff oder Schwefel bedeuten, und wobei Rs in den Formeln (XIll) bis (XV

gruppe oder eine C4- bis Caz- Alkenyl- bzw. Alkapolyengruppe steht.
2. Eine Verbindung gemass Anspruch 1, wobei in den Formeln (I

(XVIiL)

bzw. Alkapolyengruppe und X Sau-

) fir eine Ca- bis Ca2-Alkyl-

) bis (X) das Radikal R eine C+- bis

Cio-Alkyl- oder eine Ce- bis Cio-Alkenylgruppe bedeutet und das Radikal Rz in den Formeln (l) bis (XIl)

fiir eine Verbindung der Formel (XX) steht

CH, CH,

CH,

AN AN A CO0-

CH,
CH,

oder die Verbindung (XXIl) bezeichnet:

CH, CHy

(XX)

CH,

cH, s

oder aber die Gruppe gemass Formel (XVII) bestimmt
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CH,~COOR

CH—COOR,

i
CH,-0—P—0—

X[-] Na[H

(Xvilr

In welcher Rs eine Ci- bis Cgsz-Alkyl- oder eine Cz- bis Caz- Alkenyl- bzw. Alkapolyengruppe ist, X
Sauerstoff oder Schwefel darstellt, und wobei zudem Rs in den Formeln (XIli) bis (XV) flir eine Cs- bis
Caa2-Alkyl- oder eine Cas- bis Csz2-Alkenyl- bzw. Alkapolyengruppe steht.

3. Eine Verbindung gemass Anspruch 2, wobei in den Formeln (I) bls (X) das Radikal Ry eine Cs- bis
Cio-Alkyl- oder eine Cg- bis Cig- Alkenylgruppe bedeutet, das Radikal Rz in den Formeln (I) bis (XII) fiir

eine Gruppe der Formel!

CH, CH,

NG

CH,
CH,

steht oder die Gruppe der Formel (XVIll) bezeichnet
CH,—COOR,

CH—COOR,

0
cuz—o——ﬂ——o—

X[] Na[+

CH,

x A _CO0-

(XX)

(XVII

worin R6 eine C4- bis Czz-Alkyl- oder eine Cq4- bis Coz-Alkenyl- bzw. Alkapolyengruppe ist, X Sauer-
stoff oder Schwefel darstellt, und wobei Rz in den Formeln (XIll) bis (XV) fir eine C4- bis Czo-Alkyl-

oder eine Cs- bis C22-Alkenyl- bzw. Alkapolyengruppe steht.
4. Eine der folgenden Verbindungen geméss Anspruch 3
Stigmasterol-all-trans-retinat
Stigmasterol-13-cis-retinat
Ergosterol-all-trans-retinat
Ergosterol-13-cis-retinat
Stigmasterol-1,2-dipalmitoyl-glycero-phosphatid
Stigmasterol-1,2-dipalmitoyl-glycero-thiophosphatid
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Ergosterolcrotonat
Ergosterolcaproylat
Ergosterol-10-undecenoat
Ergosterollaurat
Ergosterol-2-trans-dodecenoat
Ergosterolpalmitat
Ergosterololeat
Ergosterollinoleat
Ergosterollinolenat

p-Ostradiol-3,17-diundecenoat
p-Ostradiol-3,17-dioleat
p-Ostradiol-3,17-diretinat
p-Ostradiol-8-benzoat-17-undecenoat
p-Ostradiol-3-benzoat-17-retinat.

5. Verfahren zur Herstellung von Sterolestern der Formeln (I) bis (XV) geméass Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der Formeln (XXill), bzw. (XXIV)

i
R;—{(CH=CH~CH=CH)—COOH
n

(XX

CH,
Rs——( CH=CH—CH=CH )—( CH=CH—CH=(I3 y—CH—CH—COOH
n n
CH,
(XX1V)

worin n die Zahlen 1, 2, 3, 4 oder 5 bedeutet und Rs fiir die Radikale der folgenden Formeln
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CHa CH3 CH3
o)
CH, CH, CH,
CH, CH, CH,
CH, CH, CH,
CH, t i i i
CH, CH,
CH
s OCHs CH, CH, OH
CH3 a—!s Cl-ls CH3
OCH,
CH, O CH
. 3 OH
OH CH, CH, CH, CH, CH,
CH
3 on CH, COO-CH, OH
CH, OH
o ,
CH, COO-CH, oder - OH
CH
? CH, CH,

steht oder aber die Gruppe gemass Formel (XVIII) darstellt
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CHZ_MRG
CH—COOR,
0]
I

CH2~-O——II=-——-—O——
X[] Na[+]

mit N,N’-Carbonyldiimidazol bei 25 bis 70°C unter Zusaiz einer katalytischen Menge eines Alkoholates
in einem indifferenten Lésungsmittel umsetzt und anschliessend das entstandene Imidazolat mit einem

Sterol der Formeln (XXV) bls (XXXVII)
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(XXXVI)
C\H 8 cl:Hs /CHa
CH, CH-CH—=CH-CH—CH
\
CH,
CH
H
(XXXVII)

worin das Radikal Ry fir eine Ci- bis Cio-Alkyl- oder eine Cz- bis Cio-Alkenylgruppe steht, reagieren
lasst.

6. Verfahren zur Herstellung von Sterolestern der Formeln (l) bis (XV) gemass Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der Formel (XXIll) gemass Anspruch 5 mit einem Chlorie-
rungs-, bzw. Bromierungsmittel in das S&urechlorid, bzw. in das Saurebromid tiberfithrt und diese dann
mit einem Sterol der Formeln (XXV) bis (XXXVIl) geméss Anspruch 5 bei einer Temperatur von 40 bis
120°C in einem indifferenten Losungsmittel und in Gegenwart eines Katalysatoren umsetzt.

7. Verfahren zur Herstellung von Sterolestern der Formeln (XIIl), (XIV) oder (XV) gemass Anspruch
1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der Formel (XXXV1)

R7—COOH (XXXVI)
worin Ry eine Cs- bis Caa-Alkyl- oder eine Cs- bis Caz-Alkenyl-, bzw. Alkapolyengruppe bedeutet, mit

einem Chlorierungs-, bzw. Bromierungsmittel in das S&urechlorid, bzw. in das S&urebromid Uiberfiihrt
und diese dann mit einem der Sterole der Formeln (XXXV), (XXXVI) oder (XXXVII)
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CH, ~ OH
HO
(XXxV)
CH, OH
e
(XXXVI)
C<|3 ?Hs /CH3
CH; CH-CH=—=CH-CH—CH
\
CH,
CH
H
(XXXVII)

reagieren lésst.
8. Verfahren zur Herstellung von Sterolphosphorverbindungen der Formeln (I) bls (XIl) gemass An-
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der Formel (XXXVHI)
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CH2 _Cmﬂs
CH—COOR,
0O

I

CH,~0—P —— OH

OH (XXXVIit)

worin Rs eine Ci- bis Caz-Alkyl- oder eine Ca- bis Ca2- Alkenyl-, bzw. Alkapolyengruppe bedeutet, in ei-
nem inerten Lésungsmittel mit Pivaloylchlorid umsetzt und dann mit einem Sterol der Formeln (XXV) bis
(XXXVII) reagieren lasst.

9. Spontan dispergierbares Konzentrat, dadurch gekennzeichnet, dass es als antitumorale Kompo-
nente

0,001 bis 25 Gewichts-% eines Sterolesters, bzw. einer Sterolphosphorverbindung der Formeln (l) bis
(XV) gemass Anspruch 1, bzw. einer Kombination solcher Komponenten, sowie

0 bis 40 Gewichts-% eines als Hydrotrop, bzw. Co-Emulgator dienenden, pharmavertraglichen L&-
sungsmittels oder Lésungsmittelgemisches

0,001 bis 90 Gewichts-% eines pharmavertraglichen Tensides oder Tensidgemisches

0 bis 10 Gewichts-% eines Vitamins oder Provitamins,

0 bis 10 Gewichts-% einer freien Fettsaure, Tragerstoffe und/oder Verdinnungsmittel enthatt.

10. Spontan dispergierbares Konzentrat gemass Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es als
antitumorale Komponente

0,001 bis 15 Gewichts-% eines Sterolesters, bzw. einer Sterolphosphorverbindung der Formeln (i) bls
(XV) geméss Anspruch 1, bzw. einer Kombination solcher Komponenten, sowie

0 bis 40 Gewichts-% eines als Hydrotrop, bzw. Co-Emulgator dienenden, pharmavertraglichen Lo-
sungsmittels oder Losungsmittelgemisches

0,001 bis 85 Gewichts-% eines pharmavertréglichen Tensides oder Tensidgemisches

0 bis 10 Gewichts-% eines Vitamins oder Provitamins,

0 bis 10 Gewichts-% einer freien Fetiséure, Tragerstoffe und/oder Verdiinnungsmittel enthalt.

11. Spontan dispergierbares Konzentrat geméss Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das
pharmavertragliche Tensid oder Tensidgemisch anionaktiv, kationaktiv, amphoter oder nicht-ionogen,
vorzugsweise nicht-ionogen, ist und ein hydrophiles-lipophiles Verhaitnis zwischen 2 bis 6 einerseits
und 10 bis 15 anderseits hat und dass das Hydrotrop, bzw. der Co-Emulgator ein aliphatischer Carbon-
séureester oder ein Neutraldl ist.

12. Spontan dispergierbares Konzentrat geméass Anspruch 11 dadurch gekennzeichnet, dass es 7,5
bis 15 Gewichts-% eines Sterolesters oder einer Sterolphosphorverbindung der Formeln (I) bis (XV) ge-
mass Anspruch 1, sowie O bis 40 Gewichts-% Isopropyimyristat oder Isopropylpalmitat oder Neutraldl 20
bis 45 Gewichts-% eines Mischemulgators bestehend aus je 50% der beiden Verbindungen mit Formeln
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0]
CQH-' ) ——_O (_CHZ—CHZ—O )TP -—OCHa z
OH ,_
und
I
CQH«‘Q _O ('—'CHa-CHz—O )T'P_OCHa
OCH,

und 20 bis 45 Gewichts-% des tert. Octylphenylpolyoxy&thylenathers mit 9—10 Oxyéathylengruppen ent-
halt.

13. Spontan dispergierbares Konzentrat geméss Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es

7,5 bis 15 Gewichis-% eines Sterolesters oder einer Sterolphosphorverbindung der Formeln (I) bis
(XV) geméss Anspruch 1, sowie

0 bis 40 Gewichis-% Isopropylmyristat oder Isopropylpalmitat oder Neutraldl 20 bis 45 Gewichis-% ei-
nes Emulgators der Formel

0
|

O (—CH,~CH,-0 ),8—'1|=——-00H3
OH

CH—CH,

S

und 20 bis 45 Gewichts-% des tert. Octylphenylpolyoxyathylendthers mit 9-10 Oxyéthylengruppen ent-
halt.

14. Therapeutisches Systempraparat, welches 1 bis 95 Gewichts-% des spontan dlspergierbaren Kon-
zentrates geméass Anspruch 9 enthalt und welches in Dosis-Einheitsform als Micropellets, Granulat,
Dragées, Suppositorien, Ampullen oder als Kapseln vorliegt.

15. Therapeutisches Systempraparat geméass Anspruch 14, welches 44 Teile Kernmaterial fiir die Gra-
nulat-, bzw. Pellet-Bildung, 25 Teile eines erfindungsgemassen Konzentrates und 31 Teile magensafiresi-
stente und retardierende Beschichtung mit Hydroxylpropyl-Methylcellulose-Acetat-Succinat enthalt.

16. Therapeutisches Systempréparat geméass Anspruch 14, welches 64 Teile Kernmaterial fiir die Gra-
nulat-, bzw. Pellet-Bildung und 36 Teile eines erfindungsgemassen Konzentrates enthélt.

“
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BATTELLE INSTITUT, FRANKFURT
IN VITRO TESTS MIT SOLIDEN HUMANTUMOREN

ZYTOTOXIZITAT LC50 = 50% ABTOTUNG

ERGOSTEROL-10-UNDECENOAT
2 % - KONZENTRAT

72 h. EXP 3 TAGE KULTUR FIGUR 1

LC 50

—— BLASEN KARZINOM
| = LUNGEN KARZINOM
~%~ NIEREN KARZINOM
-E- COLON ADENOKARZINOM [l

—%~ PANCREAS KARZINOM E
— ¥

oOw > |4

10

ppm 10 5§ 26 126
ppb 625 312 156 78 39 19.5 9.75 4.8

ERGOSTEROL-all trans-RETINAT
2 % - KONZENTRAT

72 h EXP 3 Tage KULTUR FIGUR 2
% 1005 : : - ‘
LC

—— BLASEN KARZINOM A

—~ —— LUNGEN KARZINOM B
~¥~ NIEREN KARZINOM C
-5~ GOLON ADENOKARZINOM [
-%~ PANCREAS KARZINOM E

10

ppm 10 § 25 1256
ppb 625 312 166 78 39 196 9.76 4.8
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