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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Eine Auflistung der menschlichen Krebsarten, fiir die Chemotherapie eine beherrschende Rolle fiir die
Verlangerung der Lebensspanne gespielt hat, so dass sie sich der normalen Lebenserwartung annahert,
schlielt Burkitt-Lymphom, akute lymphozytische Leukamie und Morbus Hodgkin sowie ungefahr 10-15 andere
Tumorarten ein. Siehe z.B. A. Golden et al., Eur. J. Cancer, 17, 129 (1981) (Tabelle 1). Wahrend die Heilungs-
rate dieser Krebsarten das Ausmafl des Erfolges von Screeningsystemen bei der Auswahl von Antitumorver-
bindungen, die beim Menschen wirksam sind, veranschaulicht, stellen diese ansprechenden Tumore nur einen
kleinen Bruchteil der verschiedenen Krebsarten dar und insbesondere gibt es verhaltnismaRig wenige Wirk-
stoffe, die gegen klinische feste Tumore in hohem Male aktiv sind. Solche Wirkstoffe schlielRen Cyclophos-
phamid, Adriamycin, 5-FU, Hexamethylmelamin und dergleichen mit ein. So besteht fir Patienten mit vielen
Arten bdsartiger Tumore weiterhin ein signifikantes Risiko fur Rezidive und Sterblichkeit.

[0002] Nach einem Rezidiv kann bei einigen Patienten mit der urspringlichen Behandlungsmethode erneut
eine Remission erreicht werden. Jedoch werden haufig héhere Dosen des urspringlichen chemotherapeuti-
schen Mittels oder der Gebrauch zusatzlicher Mittel erforderlich sein, was die Entwicklung einer mindestens
teilweisen Wirkstoffresistenz anzeigt. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass sich gleichzeitig Wirkstoff-
resistenzen gegeniber mehreren Mitteln entwickein kénnen, einschlief3lich solcher, denen der Patient nicht
ausgesetzt war. Die Entwicklung mehrfach wirkstoffresistenter (,multiple-drug resistant" — mdr) Tumore kann
eine Funktion der Tumormasse sein und stellt eine Hauptursache des Scheiterns einer Behandlung dar. Um
diese Wirkstoffresistenz zu Gberwinden, kdnnen hochdosierte Chemotherapie mit oder ohne Bestrahlung und
allogene oder autologe Knochenmarktransplantation eingesetzt werden. Die hochdosierte Chemotherapie
kann den bzw. die urspriinglichen Wirkstoff(e) einsetzen oder abgeandert werden, um zusatzliche Mittel mit
einzuschlief3en. Die Entwicklung neuer Wirkstoffe, die keine Kreuzresistenz bei mdr Phanotypen zeigen, ist er-
forderlich, um das heilende Potential der gegenwartigen Behandlungsmethoden zu férdern und Heileingriffe
bei vorher behandelten Patienten zu erleichtern.

[0003] Vor kurzem wurde die in vitro Antitumoraktivitat einer neuen Klasse von Naturstoffen, die llludine ge-
nannt werden, untersucht von Kelner, M. et al., Cancer Res., 47, 3186 (1987). llludin M wurde gereinigt und
zur Auswertung durch das in vivo Wirkstoffscreeningprogramm der Abteilung fiir Krebsbehandlung des Natio-
nalen Krebsinstituts (National Cancer Institute Division of Cancer Treatment (NCI DCT)) eingereicht. llludin M
erhohte die Lebensspanne von Ratten mit Dunning-Leukamie signifikant, hatte aber einen niedrigen therapeu-
tischen Index in Systemen mit festen Tumoren. Die extreme Giftigkeit von llludinen hat jegliche Anwendungen
in der Tumortherapie beim Menschen verhindert. Kiirzlich sind synthetische Analoga der llludine entwickelt
worden, die vielversprechende Antitumoraktivitat zeigen, einschlieBlich US Patente Nr. 5 439 936 und 5 523
490, und McMorris et al., Experientia 52 (1996): 7-80.

[0004] Jedoch besteht weiterhin ein Bedarf flir chemotherapeutische Mittel, die das Tumorwachstum, insbe-
sondere das Wachstum fester Tumore, hemmen und die einen ausreichenden therapeutischen Index haben,
um wirksam fir eine in vivo Behandlung zu sein.

Zusammenfassung der Erfindung

[0005] Die vorliegende Erfindung stellt llludin-Analoga der allgemeinen Formel (1) bereit:
Rg R

JAVEN
7

l
Re 0 Rq Ry

(1)

worin R, (CH2).(Y) ist;
worin n 0 bis 4 ist; und
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Y CHO, NH,, COOH, (C,-C,)-Alkenyl-CHO, CH(O(C,-C,)-Alkyl),. (C,-C¢)-Cycloalkyl oder 5-gliedriges Heteroa-
ryl ist, das ein oder mehrere Heteroatome enthalt, die ausgewahlt sind aus N, S oder nicht peroxidischem O,
worin das Cycloalkyl oder Heteroaryl optional mit 1-2 (C,-C,)-Alkyl, CHO, OH oder Halogen substituiert ist;
R, (C,-C,)-Alkyl oder H ist;

R, SCH,CO,(C,-C,)-Alkyl oder H ist;

Rs H, OH oder abwesend ist;

Rs (C4-C,)-Alkyl oder H ist;

R, OH ist;

Rs und R, zusammen Ethylendioxy sind;

Rg (C,-C,)-Alkyl ist, optional substituiert mit OH oder Halogen; und

die durch ---- dargestellte Bindung anwesend oder abwesend ist;

und

die pharmazeutisch akzeptablen Salze davon.

[0006] Vorzugsweise ist n 2 bis 4.

[0007] Diese Verbindungen sind als antineoplastische Wirkstoffe nutzlich, d.h. um das Wachstum von Tumor-
zellen in vitro oder in vivo zu hemmen, in Sdugetierwirten wie beispielsweise Menschen oder Haustieren, und
sind besonders wirksam gegen feste Tumore und mehrfachresistente Tumore.

[0008] So stellt die vorliegende Erfindung eine therapeutische Methode zur Behandlung von Krebs zur Verfi-
gung, d.h. um das Wachstum von Tumorzellen in vitro oder vorzugsweise in vivo zu hemmen, durch Verabrei-
chung an ein Saugetier, wie beispielsweise einen menschlichen Krebspatienten, einer Menge einer Verbin-
dung der Formel |, die wirksam ist, das Wachstum der besagten Krebszellen, d.h. Tumorzellen, zu hemmen.
Die vorliegenden Verbindungen kdnnen besonders nutzlich sein fir die Behandlung von festen Tumoren, fir
die verhaltnismaRig wenige Heilbehandlungen verfiigbar sind. Solche Tumore schliefien Epidermoide und my-
eloide Tumore, akut (AML) oder chronisch (CML), sowie Karzinome der Lunge, der Eierstécke, der Brust und
des Kolons mit ein. Die vorliegenden Verbindungen kdnnen auch gegen endometriale Tumore, Blasenkrebs,
Pankreaskrebs, Lymphom, Morbus Hodgkins, Prostatakrebs, Sarkome und Hodenkrebs eingesetzt werden,
sowie gegen Tumore des Zentralnervensystems, wie beispielsweise Gehirntumore, Neuroblastome und Krebs
der blutbildenden Zellen wie beispielsweise Leukdmie/Lymphome der B-Zellen, Myelome, Leukamie/Lympho-
me der T-Zellen und kleinzellige Leukdmie/Lymphome. Diese Leukdmien/Lymphome kénnen entweder akut
(ALL) oder chronisch (CLL) sein.

[0009] Die vorliegenden Verbindungen kdnnen auch gezielt gegen einen bestimmten Tumor eingesetzt wer-
den, indem man die Verbindung an einem Reagens anbringt, das dazu fahig ist, an ein mit dem Tumor asso-
ziiertes Antigen zu binden. Das Antigen kann sich auf einem Tumor oder im Bereich der Tumorzellen befinden.
Verwendbare Reagenzien schliel3en polyklonale und monoklonale Antikérper mit ein. Der Komplex aus Ver-
bindung und Reagens kann zusatzlich einen Linker fiir die Befestigung der Verbindung an dem Reagens ent-
halten.

[0010] Die vorliegende Erfindung stellt auch pharmazeutische Zusammensetzungen zur Verfliigung, wie bei-
spielsweise pharmazeutische Verabreichungsformen fir Einzeldosen, die eine antineoplastisch wirksame
Menge eines oder mehrerer der vorliegenden llludin-Analoga in Verbindung mit einem unter pharmazeutischen
Gesichtspunkten akzeptablen Trager enthalten.

[0011] Wie hierin in Bezug auf die vorliegende Methode verwendet, bedeutet der Begriff ,hemmen" entweder
das Verringern der Wachstumsrate der Tumorzellen gegentiber der Rate, die ohne Behandlung auftreten wiir-
de oder das Verringern der GréRe der Tumorzellenmasse. Hemmen schlie3t auch das Verursachen einer kom-
pletten Rickbildung des Tumors mit ein. So kénnen die vorliegenden Analoga entweder cytostatisch oder cy-
totoxisch auf die Tumorzellen wirken.

[0012] Das Subjekt kann jedes Saugetier sein, das einen beeinflussbaren Krebs hat, d.h. eine bdsartige Zell-
population oder einen Tumor. Die Analoga sind sowohl gegenuiber menschlichen Tumoren in vivo als auch ge-
genuber menschlichen Tumorzelllinien in vitro wirksam.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0013] Fig. 1 ist eine schematische Darstellung reprasentativer erfindungsgemafer Verbindungen.
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Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0014] Die vorliegende Erfindung stellt llludin-Analoga der allgemeinen Formel (1) bereit:

JAVLN
R—,——7 i

R6 0 RS Ry

(1)

worin R, (CH2),.(Y) ist;

worin n 0 bis 4 ist; bevorzugt ist n 2-4; und

Y CHO, NH,, COOH, (C,-C,)-Alkenyl-CHO, CH (O(C,-C,)Alkyl),. (C,;-C¢)-Cycloalkyl oder 5-gliedriges Heteroa-
ryl ist, das ein oder mehrere Heteroatome enthalt, die ausgewahlt sind aus N, S oder nicht peroxidischem O,
worin das Cycloalkyl oder Heteroaryl optional mit 1-2(C,-C,)-Alkyl, CHO, OH oder Halogen substituiert ist;

R, (C,-C,)-Alkyl oder H ist;

R, SCH,CO,(C,-C,)-Alkyl oder H ist;

Rs H, OH oder abwesend ist;

Rs (C4-C,)-Alkyl oder H ist;

R, OH ist;

R und R, zusammen Ethylendioxy sind;

Rg (C,-C,)-Alkyl ist, optional substituiert mit OH oder Halogen; und

die durch ---- dargestellte Bindung anwesend oder abwesend ist.

[0015] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform ist n 1 und Y ist CHO oder Cyclohexyl.
[0016] In einer besonders bevorzugten Ausflhrungsform sind R;, R; und Ry CH;; R, ist H; und R, ist OH.
[0017] Entsprechend einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist n 2 und Y ist CHO.

[0018] Wie er hierin verwendet wird, schlie3t der Begriff ,Alkyl" verzweigte oder unverzweigte Alkylgruppen
ein.

[0019] Die in Fig. | gezeigten Verbindungen sind reprasentativ fur die vorliegende Erfindung.

[0020] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung kénnen abgeleitet werden von llludin S. 6-Hydroxyme-
thylacylfulven (HMAF, d.h. die Verbindung der Formel (1), worin R, CH,OH ist, R, CH, ist, R, H ist, R, abwesend
ist, R CH, ist, R, OH ist und Ry CH, ist) und Fulven (d.h. die Verbindung der Formel (l), worin R, H ist, R, CH,
ist, R, Hist, R; abwesend ist, R; CH, ist, R, OH ist und R, CHj ist), deren Synthesen dem Fachmann bekannt
sind (siehe z.B. WO 91/04754; WO 94/18151).

[0021] Verbindungen der Formel (1) kbnnen wie folgt hergestellt werden. Verbindungen, in denen n 2 ist und
Y CHO ist, d.h. Verbindung 10, kénnen erhalten werden, indem man Acrolein einer sauren L6sung von Fulven
hinzufigt. Verbindung 11, worin n 1 ist und Y CHO ist, wurde tUber Oxidation von HMAF mit Dess Martin Rea-
gens hergestellt.

[0022] Verbindungen, worin Y CH (O (C,-C,)-Alkyl), ist, kbnnen durch Reduktion von Verbindung 10 in einem
geeigneten Losungsmittel erhalten werden. Zum Beispiel wurde Verbindung 39, worin Y CH(OMe), ist, erhal-
ten, indem man Verbindung 10 mit Natriumborhydrid im Methanol umsetzte. Verbindung 40, worin Y CH(OEt),
ist, wurde hergestellt, indem man Verbindung 10 mit Natriumborhydrid in Ethanol umsetzte.

[0023] Verbindungen, in denen Y -(C,-C,)-Alkenyl-CHO ist, kdnnen erhalten werden, indem man den geeig-

neten Alkinylaldehyd einer sauren Losung von HMAF hinzufliigt. Zum Beispiel wurde Verbindung 41, worin Y
-CH=CHCH(O) ist, erhalten, indem man eine saure Ldsung von HMAF mit Propargylaldehyd behandelte.
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[0024] Verbindungen, in denen Y (C,-C,)-Cycloalkyl ist, kdnnen durch dem Fachmann bekannte Methoden
hergestellt werden. Zum Beispiel wurde Verbindung 13 bei der Synthese von Verbindung 10 hergestellt.

[0025] Wenn Y Heteroaryl ist, wird das in geeigneter Weise substituierte Aryl- oder Heteroarylreagens sau-
rem, basischem oder neutralem HMAF hinzugefiigt. Zum Beispiel wurde Verbindung 36, worin Y eine Imida-
zolgruppe ist, durch das Behandeln einer neutralen Lésung von HMAF in THF mit Imidazol hergestellt.

[0026] Verbindung 38, worin Y COOH ist, wurde hergestellt, indem man Verbindung 10 mit Jones Reagens
oxidierte.

[0027] Pharmazeutisch akzeptable Salze schlie3en, wo dies anwendbar ist, Salze wie beispielsweise durch
Addition von Sauren an Amine erhaltene Salze und die Mono-, Di- und Triphosphate von freien Hydroxylgrup-
pen mit ein. Aminsalze schlieRen Salze von anorganischen und organischen Sauren, einschlieRlich Hydrochlo-
ride, Sulfate, Phosphate, Citrate, Tartrate, Malate, Maleate, Bicarbonate und dergleichen mit ein. Alkalimetal-
lamin- oder -ammoniumsalze kénnen gebildet werden, indem man Hydroxyarylgruppen mit Metallhydroxiden,
Aminen oder Ammonium umsetzt.

[0028] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung kédnnen als pharmazeutische Zusammensetzungen for-
muliert werden und einem Saugetierwirt, wie beispielsweise einem menschlichen Krebspatienten, in einer Viel-
zahl von Formen verabreicht werden, die dem gewahlten Verabreichungsweg angepasst sind, d.h. oral oder
parenteral, Gber intravendse, intraperitoneale, intramuskulare oder subkutane Wege.

[0029] So kdénnen die vorliegenden Verbindungen oral verabreicht werden, z.B. in Verbindung mit einem unter
pharmazeutischen Gesichtspunkten akzeptablen Vehikel wie beispielsweise einem inerten Verdiinnungsmittel
oder einer assimilierbaren essbaren Trager. Sie kénnen in Gelatinekapseln mit harter oder weicher Schale ein-
geschlossen werden, kénnen zu Tabletten gepresst werden oder kdnnen direkt Bestandteil der Nahrung der
Diat des Patienten sein. Fir eine therapeutische orale Verabreichung kann die aktive Verbindung mit einem
oder mehreren Hilfsstoffen kombiniert werden und in Form von einnehmbaren Tabletten, bukkalen Tabletten,
Pastillen, Kapseln, Elixieren, Suspensionen, Sirupen, Oblaten und dergleichen benutzt werden. Solche Zu-
sammensetzungen und Zubereitungen sollten mindestens 0,1 % aktive Verbindung enthalten. Der Prozentsatz
der Zusammensetzungen und Zubereitungen kann selbstverstandlich variiert werden und kann zweckmafi-
gerweise zwischen 2 und ungefahr 60 % des Gewichts einer gegebenen Verabreichungsform fiir Einzeldosen
betragen. Die Menge der aktiven Verbindung in solchen therapeutisch nitzlichen Zusammensetzungen ist so
bemessen, dass ein wirksames Dosierungsniveau erreicht wird.

[0030] Die Tabletten, Pastillen, Pillen, Kapseln und dergleichen kénnen aulerdem folgendes enthalten: Ein
Bindemittel wie Tragant, Akazie, Maisstarke oder Gelatine; Hilfsstoffe wie beispielsweise Dicalciumphosphat;
ein Sprengmittel wie Maisstarke, Kartoffelstarke, Alginsaure und dergleichen; ein Gleitmittel wie Magnesium-
stearat; und ein StRungsmittel wie Saccharose, Lactose oder Saccharin oder ein Aromastoff wie Pfefferminze,
Wintergrindl, oder Kirscharoma kénnen zugesetzt werden. Wenn die Verabreichungsform fiir Einzeldosen
eine Kapsel ist, kann sie, zusatzlich zu Materialien der oben genannten Art, einen flissigen Trager, wie bei-
spielsweise ein Pflanzendl oder ein Polyethylenglykol enthalten. Verschiedene andere Materialien kénnen als
Beschichtungen anwesend sein oder um anderweitig die physische Form der festen Verabreichungsform fir
Einzeldosen zu modifizieren. Zum Beispiel kénnen Tabletten, Pillen oder Kapseln mit Gelatine, Wachs, Schel-
lack oder Zucker und dergleichen beschichtet werden. Ein Sirup oder Elixier kann die aktive Verbindung, Sac-
charose als ein StRungsmittel, Methyl- und Propylparabene als Konservierungsmittel, einen Farbstoff und Aro-
men wie Kirsch- oder Orangenaroma enthalten. Selbstverstandlich sollte jedes Material, das zur Herstellung
irgendeiner Verabreichungsform fir Einzeldosen benutzt wird, in den eingesetzten Mengen unter pharmazeu-
tischem Gesichtspunkt akzeptabel und im Wesentlichen ungiftig sein. Zusatzlich kann die aktive Verbindung in
Zubereitungen und Vorrichtungen mit Depoteffekt enthalten sein.

[0031] Die aktive Verbindung kann auch intravenés oder intraperitoneal durch Infusion oder Injektion verab-
reicht werden. Lésungen der aktiven Verbindung kdnnen in Wasser hergestellt werden, optional gemischt mit
einem ungiftigen Tensid. Dispersionen kdnnen auch in Glycerin, flissigen Polyethylenglykolen, Triacetin und
in Mischungen davon und in élen hergestellt werden. Unter gewoéhnlichen Bedingungen der Lagerung und des
Gebrauchs enthalten diese Zubereitungen ein Konservierungsmittel, um das Wachstum von Mikroorganismen
zu verhindern.

[0032] Die pharmazeutischen Dosierungsformen, die fir die Verwendung zur Injektion oder Infusion geeignet
sind, kénnen sterile wasserige Lésungen oder Dispersionen oder sterile Pulver einschlielen, die den aktiven
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Inhaltsstoff enthalten, und die fiir die unvorbereitete Zubereitung von sterilen injizierbaren oder infundierbaren
Lésungen oder Dispersionen angepasst sind. In allen Fallen muss die letztendliche Dosierungsform steril, flls-
sig und stabil unter den Bedingungen der Herstellung und der Lagerung sein. Der fliissige Trager oder das Ve-
hikel kann ein Losungsmittel oder ein flissiges Dispersionsmittel sein, das beispielsweise Wasser, Ethanol, ein
Polyol (zum Beispiel Glycerin, Propylenglykol, flissige Polyethylenglykole und dergleichen), pflanzliche dle,
ungiftige Glycerylester und geeignete Mischungen davon enthalt. Das richtige FlieRverhalten kann zum Bei-
spiel durch die Bildung von Liposomen, durch die Aufrechterhaltung der erforderlichen Teilchengréfie im Falle
der Dispersion oder durch die Verwendung von Tensiden aufrechterhalten werden. Die Verhinderung der Ta-
tigkeit von Mikroorganismen kann durch verschiedene antibakterielle und antimykotische Verbindungen, zum
Beispiel Parabene, Chlorbutanol, Phenol, Sorbinsaure, Thimerosal und dergleichen bewirkt werden. In vielen
Fallen wird es vorzuziehen sein, isotonische Mittel, zum Beispiel Zucker, Puffer oder Natriumchlorid mit einzu-
beziehen. Verlangerte Absorption der injizierbaren Zusammensetzungen kann erreicht werden durch den Ge-
brauch von Mitteln, die die Absorption verzégern, zum Beispiel Aluminiummonostearat und Gelatine, in den
Zusammensetzungen. Sterile injizierbare Lésungen werden hergestellt, indem man die aktive Verbindung in
der erforderlichen Menge in das geeignete Lésungsmittel einbringt mit verschiedenen der anderen Bestand-
teile, die oben aufgezahlt werden, wie erforderlich, gefolgt von Filtersterilisation. Im Falle steriler Pulver fur die
Zubereitung von sterilen injizierbaren Lésungen sind die bevorzugten Herstellmethoden Vakuumtrocknung und
die Gefriertrocknungstechniken, die ein Pulver der Aktivsubstanz plus jedes zusatzlichen gewlinschten Be-
standteils ergeben, der in den vorher steril filtrierten Lésungen enthalten ist.

[0033] Nutzliche Dosierungen der Verbindungen der Fig. (I) kdnnen bestimmt werden durch Korrelieren ihrer
in vitro Aktivitat und in vivo Aktivitat in Tiermodellen wie Mause- oder Hundemodellen, wie dies fiir llludin-Ana-
loga wie beispielsweise die der US Patente Nr. 5439 936 und 5 523 490 gelehrt wird, zu der Aktivitat in hdheren
Saugetieren wie beispielsweise Kindern und erwachsenen Menschen, wie dies z.B. in Borch et al. (US Patent
Nr. 4 938 949) gelehrt wird.

[0034] Die therapeutisch wirksame Menge des Analogons variiert notwendigerweise mit dem Subjekt und
dem Tumor, die zu behandeln sind. Jedoch ist gefunden worden, dass auf Grund der verglichen mit Illudin S
und M verringerten Giftigkeit verhaltnismaRig hohe Dosen der Analoga verabreicht werden kénnen. Eine the-
rapeutische Menge zwischen 30 und 112.000 pg pro Kilogramm Kérpergewicht ist besonders wirkungsvoll fur
intravendse Verabreichung, wahrend 300 bis 112.000 ug pro Kilogramm Kérpergewicht wirksam sind, wenn
sie intraperitoneal verabreicht werden. Wie der Fachmann erkennen wiirde, kann die Menge abhangig von der
Methode der Verabreichung variiert werden.

[0035] Die Erfindung wird nun durch Bezugnahme auf die folgenden ausfihrlichen Beispiele weiter beschrie-
ben werden.

BEISPIELE
BEISPIEL | — Synthese von llludin-Analoga

[0036] Allgemeines. Schmelzpunkte sind nicht korrigiert. '"H und *C NMR-Spektren wurden bei 300 und 75
MHz gemessen. Hochauflésende Massenspektren wurden im Massenspektrometrie-Service-Labor der Uni-
versitat von Minnesota bestimmt. Fur die Chromatographie wurde stets Silicagel (Davisil 230-425 mesh, Fis-
her Scientific) benutzt und Lésungsmittel waren Ethylacetat und Hexane, aulRer in den Fallen, wo dies spezi-
fisch erwahnt ist. Analytische TLC wurde auf Whatman 4420 222 Silicagel-Platten durchgefiihrt. Reaktionen
wurden routinemafig durch TLC Gberwacht.

[0037] Die Synthesen von llludin S. Hydroxymethylacylfulven (HMAF) und Fulven sind dem Fachmann be-
kannt (siehe z.B. WO 91/ 04754; WO 94/18151).

[0038] Verbindung 11. Zu einer gertihrten Lésung von 103,5 mg HMAF (MW 246, 0,406 mmol) in 15 ml CH,CI,
wurden 327 mg Dess-Martin Reagens gegeben. Die Mischung wurde bei Zimmertemperatur 1 h lang geruhrt
und wurde zwischen Ethylether und gesattigter NaHSO, und NaHCO, Ldsung (1:1) verteilt. Die organischen
Extrakte wurden mit Salzlésung gewaschen, bis sie neutral waren. Nachdem sie mit MgSO, getrocknet worden
war, wurde die Losung aufkonzentriert und chromatographiert, um 65,7 mg 11 (64,0 %) zu ergeben. 11 ist ein
gelbes Harz: 'H NMR (CDCl,) 8 0,83 (m, 1H), 1,19 (m, 1H), 1,41 (s, 3H), 1,45 (m, 1H), 1,67 (m, 1H), 2,31 (s,
3H), 2,50 (s, 3H), 3,80 (s, 1H), 7,08 (s, 1H), 10,25 (s, 1H); MS m/z 244 (M*); UV A, 241 nm (e 14000), 293
nm (e 12000).
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[0039] Verbindungen 10 und 13. Zu der Lésung von 1 g Fulven (MW 216, 4,63 mmol) im 5 ml Aceton und 2,5
ml 2 M H,SO,-Lésung wurden 2,5 ml Acrolein hinzugeflgt. Die Mischung wurde bei Zimmertemperatur 7 h lang
geruhrt und wurde zwischen Ethylacetat und Wasser verteilt. Die organischen Extrakte wurden jeweils mit ge-
sattigter NaHCO, und Salzlésung bis zur Neutralitdt gewaschen. Nachdem sie mit MgSO, getrocknet worden
war, wurde die Lésung aufkonzentriert und chromatographiert, um 378 mg 10 (30,0 %) und 241 mg 13 (13,6
%) zu ergeben. 10 ist ein gelbes Harz: 0,68 (m, 1H), 1,07 (m, 1H), 1,32 (m, 1H), 1,36 (s, 3H), 1,46 (m, 1H),
2,01 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,65 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 3,00 (m, 2H), 3,93 (s, 1H), 7,12 (s, 1H), 9,83 (s, 1H); *C
NMR (CDCl,) 6 200,4, 196,3, 157,3, 139,4, 138,3, 135,4, 133,7, 125,3, 75,4, 43,5, 36,9, 27,0, 19,5, 15,4, 13,4,
12,4, 8,6; MS m/z 272 (M"), 244, 215, 201; HRMS fir C,,H,,0, ber. 272, 1413, gefunden 272,1416; UV A,
(Methanol) 332 nm (e 8500). 13 ist ebenfalls ein gelbes Harz (Mischung): HRMS fir C,;H,,O, ber. 384,1937,
gefunden 384,1947; UV A_,, (Methanol) 329 nm (e 6000).

[0040] Verbindung 38. Verbindung 10 wurde mit Jones Reagens oxidiert, um 38 als gelbes Harz zu ergeben:
'H NMR (CDCIl,) 8 0,69 (m, 1H), 0,88 (m, 1H), 1,05 (m, 1H), 1,36 (s, 3H), 1,47 (m, 1H), 2,06 (s, 3H), 2,07 (s,
3H), 2,52 (m, 2H), 3,03 (m, 2H), 7,13 (s, 1H).

[0041] Verbindung 39. 39 wurde in kleiner Menge erhalten, als Verbindung 10 mit Natriumborhydrid in Metha-
nol behandelt wurde. 39 ist ein gelbes Harz: '"H NMR (CDCl,) & 0,67 (m, 1H), 1,06 (m, 1H), 1,32 (m, 1H), 1,36
(s, 3H), 1,46 (m, 1H), 1,78 (m, 2H), 2,05 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,70 (m, 2H), 3,33 (s, 3H), 3,34 (s, 3H), 3,95 (s,
1H), 4,35 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 7,14 (s, 1H).

[0042] Verbindung 40. 40 wurde in kleiner Menge erhalten, als Verbindung 10 mit Natriumborhydrid in Ethanol
behandelt wurde. 40 ist ein gelbes Harz: '"H NMR (CDCI,) & 0,67 (m, 1H), 1,04 (m, 1H), 1,21 (m, 6H), 1,29 (m,
1H), 1,36 (s, 3H), 1,46 (m, 1H), 1,77 (m, 2H), 2,05 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,71 (m, 2H), 3,50 (q, 2H), 3,65 (q, 2H),
3,95 (s, 1H), 4,48 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 7,13 (s, 1H).

[0043] Verbindung 41. Als HMAF mit Propargylaldehyd in Aceton und 1 M H,SO, (1:1) behandelt wurde, wur-
de 41 als gelbes Harz erhalten: '"H NMR (CDCl,) 8 0,72 (m, 1H), 1,14 (m, 1H), 1,31 (m, 1H), 1,38 (s, 3H), 1,42
(m, 1H), 2,05 (s, 3H), 2,13 (s, 3H), 3,96 (s, 1H), 6,55 (s, 1H), 7,16 (s, 1H), 7,17 (s, 1H), 9,68 (d, 1H).

[0044] Verbindung 36. HMAF wurde bei Zimmertemperatur mit Imidazol in THF behandelt, um 36 als gelbes
Harz zu ergeben: '"H NMR (CD,0D) & 0,65 (m, 1H), 1,06 (m, 1H), 1,23 (m, 1H), 1,34 (s, 3H), 1,49 (m, 1H), 1,74
(s, 3H), 2,05 (s, 3H), 5,08 (d, 2H), 6,78-7,47 (m, 4H).

BEISPIEL Il — In vitro Untersuchungen

[0045] Um cytotoxische Effekte zu festzustellen, wurden verschiedene Konzentrationen von llludinen zu Kul-
turen von MV522 (menschliche Lungenkarzinom-Zelllinie) und 8392 (B-Zellen Leukdmie/Lymphom) Zellen fir
die Dauer von 48 Stunden hinzugefiigt, dann wurden Zellwachstum/Entwicklungsfahigkeit durch Trypanblau-
ausschlul bestimmt. Als eine Alternative zu Untersuchungen mit 48 Stunden ununterbrochener Exposition
wurden Zellen in Flissigkultur auf Platten mit 96 Vertiefungen aufgebracht, 2 Stunden lang verschiedenen
Konzentrationen von llludinen ausgesetzt, eine bis zwei Stunden lang mit [*H]-Thymidin gepulst und auf Glas-
filtern geerntet. Die Filterpapiere wurden zu Gefalken hinzugefiigt, die Szintillationsflissigkeit enthielten und
die restliche Radioaktivitat wurde in einem Beta-(Szintillations)zahler bestimmt.

2 Stunden IC, (nm/l) 48 Stunden IC,, (nm/l)
Verbindung MV522 8392 MV522 8392
10 8900 + 1500 29400 * 1600 165 = 55 14450 + 1650
13 5120 + 650 11900 + 1300 270 £ 130 4200 + 400
1 4900 + 900 >100000 1200? 40400 = 6700

®N=2 auf Grund von Instabilitat
[0046] Wie oben gezeigt, sind die llludin-Analoga 10, 11 und 13 starke Antitumormittel.
BEISPIEL Il - In vivo Untersuchungen

[0047] Verschiedene Analoga wurden flr in vivo Studien ausgewahlt. Das Antikrebsmittel Mitomycin C wurde
als pharmazeutische Kontrollprobe verwendet. Die Wirkstofftherapie wurde 10 Tage nach der Inokulation und
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auf taglicher Basis begonnen und fiir 5 aufeinander folgende Tage Uber den IP-Weg durchgefihrt. Die Tiere
wurden nach dem Beginn der Therapie 3 Wochen lang liberwacht. In Beziehung auf alle verabreichten Analo-
ga wurde die maximal zuldssige Dosis (Maximum Tolerated Dose — MTD) nicht erreicht.

[0048] BALG/c nu/nu 4 Wochen alte weibliche Mause, die 18-22 g wogen, wurden von Simonsen, Inc. (Gilroy,
CA) erhalten und in der athymischen Mausekolonie der Universitat von Kalifornien (University of California,
San Diego, CA) unter pathogenfreien Bedingungen gehalten unter Verwendung von HEPA Filterhauben. Die
Tiere wurden ad libitum mit sterilisiertem Futter und Wasser versorgt in Gruppen von 5 Tieren in Kunststoffka-
figen, die mit Polyester-Faserfilterabdeckungen beluftet wurden. Saubere, sterilisierte Kleidung, Handschuhe,
Gesichtsmasken und Schuh- und Haubenabdeckungen wurden von allem Personal getragen, das die Tiere
handhabte. Alle Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des NIH ,Leitfaden fiir Hal-
tung und Verwendung von Tieren" (,Guide for Care and Use of Animals") durchgefihrt und durch den Univer-
sitatsinstitutsausschuss fiir Tierhaltung und Verwendung (,University Institutional Animal Care and Use Com-
mittee")(Protokoll 3-006-2) genehmigt.

[0049] Die MV522 Lungenkarzinom-Zelllinie, die fuir Heterotransplantations-Studien benutzt wurde, wurde er-
halten, wie von Kelner et al. beschrieben (Anticancer Res., 15: 867-872; 873-878 (1995)) und in Antibioti-
kum-freiem RPMI 1640 (Mediatech, Herndon, VA) erganzt mit 10 fétalem Kalberserum und 2 mM Glutamin in
einem 37 °C warmen befeuchtetem Kohlendioxidinkubator gehalten.

[0050] Mause wurden nach dem Zufallsprinzip in Behandlungsgruppen von jeweils funf Tieren fur erste Un-
tersuchungen und in Gruppen von 16-20 Tieren fur die Bestatigung der Wirksamkeit der Analoga aufgeteilt.
Jedes Tier wurde gekennzeichnet und wahrend der gesamten Experimente individuell verfolgt. Mause erhiel-
ten Uber der Schulter sc Injektionen der Elternzelllinie MV522 mit 10 Millionen Zellen/Impfung. 10 Tage nach
der sc Implantation der MV522 Zellen, wenn die Sc Tumore ungeféhr 3 x 3 mm gro3 waren, erhielten die Tiere
den gewunschten Wirkstoff und die gewiinschte Dosis. Der Effekt des Wirkstoffs auf die Lebensspanne wurde
aus dem Median des Uberlebens errechnet.

[0051] Obwohl MV522 Zellen Mause durch Metastasen téten, wurde das Wachstum der primaren sc Tumore
Uber der Schulter tGiberwacht, beginnend am ersten Tag der Behandlung und danach in wéchentlichen Abstan-
den. Die Tumorgrofie wurde in zwei zueinander senkrechten Durchmessern gemessen. Tumorgewichte wur-
den entsprechend der Formel w = (Breite)? x Léange/2) abgeschatzt. Relative Gewichte (RW) wurden berechnet
zu standardisierten Variabilitdten der TumorgréRe zwischen Testgruppen zu Beginn der Behandlung mittels der
Formel RW = Wt/Wi, worin Wi das Tumorgewicht fir ein gegebenes Tier zu Beginn der Behandlung mit dem
Wirkstoff und Wt das Tumorgewicht zu einem nachfolgenden Zeitpunkt ist. Die Tiere wurden obduziert und die
Organe wurden auf Anzeichen von Metastasen Uberpruft.

[0052] Der Vergleich der Uberlebenskurven zwischen Gruppen von Tieren erfolgte durch die Methode von
Kaplan und Meir. Fir den Vergleich der relativen Tumorgewichte zwischen mehreren Gruppen von Tieren wur-
de gewdhnliche ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Kramer post ANOVA Mehrfach-Vergleichstest, durchgefiihrt
(Kelner et al. (Anticancer Res., 15: 867-872; 873-878 (1995)). Wahrscheinlichkeitswerte (p), die kleiner als
0,05 waren, wurden als statistisch signifikant gewertet.

Verbindung Dosis (mg/kg) p Wert (Tumorgewicht)
HMAF 6 < 0,01
8 <0,01
10 < 0,001
10 3 < 0,001
6 < 0,001
11 1,2 < 0,001
Mitomycin C 1,6 > 0,05
2,0 toxisch

[0053] Die hohe Dosis Mitomycin C hatte einen Effekt auf die Tumorgré3e. Die Dosis war jedoch toxisch, da
alle Tiere irgendwann vor Tag 31 starben. Die niedrige Dosis Mitomycin C hatte nur geringe Wirkung.
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Patentanspriiche

1. Verbindung der Formel

TN

Re 4) Rg R,

wobei R, (CH,).(Y) ist;

wobei n gleich 0 bis 4 ist; und

Y CHO, NH,, COOH, -(C,-C,)Alkenyl-CHO, -CH(O(C,-C,)Alkyl),,

Cyclo(C,-Cg)Alkyl oder 5-gliedriges Heteroaryl, das eines oder mehrere Heteroatome ausgewahlt aus N, S
oder nicht-peroxidischem O umfasst, ist, wobei das Cycloalkyl oder Heteroaryl optional mit 1-2 (C,-C,)Alkyl,
CHO, OH oder Halogenid substituiert ist;

R, (C,-C,)Alkyl oder H ist;

R, SCH,CO,(C,-C,)Alkyl oder H ist;

R, H, OH oder nicht vorhanden ist;

Rs (C,-C,)Alkyl oder H ist;

R, OH ist;

Rs und R, zusammen Ethylendioxy sind;

Rg (C4-C,)Alkyl, wahlweise substituiert mit OH oder Halogenid, ist; und

die durch ---- dargestellte Bindung vorhanden oder abwesend ist; oder

ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon.

2. Verbindung nach Anspruch 1, wobei die durch ---- dargestellte Bindung vorhanden ist.

3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, wobei R, CH, ist; R, H ist; R; CH, ist; R, OH ist und Ry CHj ist.

4. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 3, wobei n gleich 1 ist.

5. Verbindung nach Anspruch 4, wobei Y CHO ist.

6. Verbindung nach Anspruch 4, wobei Y Cyclohexyl ist.

7. Verbindung nach Anspruch 3, wobei n gleich 2 ist und Y CHO ist.

8. Pharmazeutische Einheitsdosierungsform mit einer effektiven Tumorwachstum-inhibierenden Menge
der Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in Kombination mit einem pharmazeutisch vertraglichen Tra-
ger.

9. Pharmazeutische Einheitsdosierungsform nach Anspruch 8, wobei der Trager ein flissiger Trager ist.

10. Pharmazeutische Einheitsdosierungsform nach Anspruch 9, wobei der Trager zur parenteralen Verab-
reichung angepasst ist.

11. Pharmazeutische Einheitsdosierungsform nach Anspruch 10, wobei der Trager zur intravendsen Ver-
abreichung angepasst ist.

12. Pharmazeutische Einheitsdosierungsform nach Anspruch 8, wobei der Trager zur oralen Verabrei-
chung angepasst ist.

13. Pharmazeutische Einheitsdosierungsform nach Anspruch 12, die eine Tablette oder Kapsel ist.

14. Verwendung einer therapeutischen Menge der Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 7 bei der
Herstellung eines Medikaments zur Inhibierung von Tumorzellenwachstum in einem eine derartige Therapie
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bendtigenden Probanden.
15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei der Proband ein menschlicher Krebspatient ist.

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, wobei der Patient von einem festen Tumor befallen ist.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1
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Figur 2
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