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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Hydroxamsaurederivates, welches einen Ami-
dobenzoe Rest nach Anspruch 1 fur die Herstellung von Anti-Tumor Medikamenten enthalt.

[0002] Einen Amidobenzoe-Rest enthaltende Hydroxamsaurederivate werden in der EP 901465 als mogliche
Medikamente mit anti-entziindlicher bzw. entziindungshemmender und immunsuppressiver Aktivitat offenbart,
welche der Inhibierung der Herstellung entziindungsférderlicher Cytokine, insbesondere Tumor Nekrosefaktor
und Interleukin-1-Beta, zugeschrieben werden kann.

[0003] Die Derivate werden durch die nachstehende allgemeine Formel (I) beschrieben

R
A>MW-~X\H/NH— (CH,),;— B — (CH,),— COITR' o

o) Y

worin

R' Wasserstoff oder (C,_)alkyl ist;

A Adamantyl oder ein mono-, bi- oder tricyclischer Rest ist, welcher wahlweise teilweise oder vollstandig un-
gesattigt sein kann, welcher ein oder mehrere Heteroatome enthalt ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
N, S oder O, und wahlweise mit Hydroxy, Alkanoyloxy, primdrem, sekundarem oder tertidarem Amino, Ami-
no(C,_,)alkyl, mono- oder di-(C,_,)Alkyl-amino(C,_,)alkyl, Halogen, (C,_,)alkyl, tri(C,_,)Alkylammonium-(C,_,)alkyl
substituiert ist;

~~~~ gine Kette aus 1 bis 5 Kohlenstoffatomen ist, welche wahlweise eine Doppelbindung oder eine NR' Grup-
pe umfasst, worin R’ wie vorstehend definiert ist;

R Wasserstoff oder Phenyl ist;

X ein Sauerstoffatom oder eine NR' Gruppe ist, worin R' entweder wie vorstehend definiert ist oder fehlt;

r und m unabhangig 0, 1 oder 2 sind;

B ein Phenylen oder ein Cyclohexylen Ring ist;

Y Hydroxy oder eine Amino(C, ;)alkylkette ist, welche wahlweise durch ein Sauerstoffatom unterbrochen ist;
mit der Ausnahme, dass eine tricyclische Gruppe, wie fiir A definiert, nur Fluorenyl ist, falls zur gleichen Zeit X
von O verschieden und Y von Hydroxy verschieden ist, es sei denn, dass Fluorenyl mit einer tri(C,_,)Alkylam-
monium(C,_,)alkyl Gruppe substituiert ist.

[0004] Bevorzugte Verbindungen mit Formel (I) sind jene, bei welchen R' Wasserstoff ist, A wahlweise sub-
stituiertes Phenyl oder 1- oder 2-Naphthyl, Cyclyohexyl, 1- oder 2- 1,2,3,4-Tetrahydronaphthyl, Adamantyl,
Quinolinyl, Isoquinolinyl, 1- oder 2-Indenyl, Tetrahydroquinolinyl, Tetrahydroisoquinolinyl ist.

[0005] Verbindungen (I) sind am meisten bevorzugt, bei welchen A Phenyl oder 1- oder 2-Naphthyl ist, R Phe-
nyl ist oder Wasserstoff ist, falls A 1- oder 2-Naphthyl ist.

[0006] Die Verbindungen kénnen durch Verfahren hergestellt werden, die in der EP 901465 offenbart sind.

[0007] Uesato, Shinichi et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 12(10) (2002), 1347-1349 offenba-
ren, dass bei Verwendung von Tranexamsaure als Ausgangsmaterial eine Reihe von N-Hydroxycarboxamiden
auf der Suche nach neuen Histondeacetylase (HDAC) Inhibitoren synthetisiert wurden. Weiterhin ergab Struk-
turoptimierung unter Einbezug der Ersetzung der 1,4-Cyclohexylen Gruppe mit der 1,4-Phenylen Gruppe die
viel versprechenden HDAC Inhibitoren, welche ein terminales bicyclisches Arylamid aufweisen.

[0008] Die WO 01/38322 beschreibt ebenso Verbindungen und Verfahren zur Inhibierung der enzymatischen
Aktivitat der Histondeacetylase und zur Behandlung von Zellproliferations-Erkrankungen und Zustanden.

[0009] Fig. 1 zeigt die anti-Tumor Wirkung von ITF 2357 durch Bestimmen der Befahigung der Verbindung
das Wachstum des Melanoms B16-BL6 der Maus zu verringern.

[0010] Es wurde nun gefunden, dass die Verbindung 4-[(6-Diethylaminomethyl)napht-2-ylmethyloxy-carba-
moyl]benzohyroxamsaure oder ein annehmbares Salz davon fir die Behandlung von Neoplasien verschiede-
nen Ursprungs verwendet werden kann, insbesondere von Melanomen, Darm-, Lungen- und Brust-Karzino-
men, Neuroblastomen, Sarkomen und verschiedenen Formen von Leukamie (Erytholeukamie, akute promye-
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loische Leukamie) bei einer oder mehrfachen taglichen Dosen im Bereich von 1 bis 500 mg, in Abhangigkeit
von der Erkrankung und pharmazeutischen und toxikologischen Charakteristika der betrachteten Verbindung,
welche als geeignete Formulierungen durch die orale, parenterale oder topische Route, beispielsweise durch
direkte Perfusion an der Stelle der Tumorlasion, verabreicht werden kann. Die Verbindung nach Anspruch 1
kann darlber hinaus in Kombination mit anderen bekannten antineoplastischen Agenzien gemafl Polychemo-
therapie-Protokollen verabreicht werden.

[0011] Die Aktivitat der Verbindung nach Anspruch 1 wurde in vitro mit kultivierten Tumor Zelllinien und in vivo
mit dem Versuchsmodell der Melanome B16-BL6 der Maus gezeigt. Die nachstehenden Beispiele zeigen die
Erfindung ausfuhrlicher.

Beispiel 1 (in vitro Aktivitat)

[0012] Die Anti-Tumor Wirkung der Verbindung von Beispiel 12 der EP 901465, 4-[6-(Diethylaminome-
thyl)napht-2-ylmethyloxycarbamoyl]benzohydroxamsaure Hydrochlorid (ITF 2357), wurde durch Bestimmen
der Befahigung der Verbindung das Wachstum von Tumor Zelllinien verschiedenen Histotyps zu inhibieren in
vitro getestet, welche sowohl von festen Tumoren als auch hamatologischen Tumoren abgeleitet sind. Die ver-
wendeten Zelllinien waren: A549 (pulmonares Karzinom), MDA-MB435 (Brustkarzinom) und KG-1 (myeloische
Leukamie).

[0013] A549 und MDA-MB435 Zellen (welche jeweils in E-MEM und D-MEM Kultivierungsmedium wachsen
gelassen wurden, das mit 10% fotalem Kalberserum erganzt ist) wurden in Platten mit 96 Vertiefungen mit fla-
chem Boden (5000 Zellen/Vertiefung) platziert und ermdglicht fur 4 Stunden bei 37°C unter 5% CO, Atmos-
phare anzuhaften bzw. anzuwachsen. Danach wurde ITF 2357 bei verschiedenen Dosen zu jeder Vertiefung
(4 Wiederholungen) hinzugegeben. Nach weiteren 36 Stunden wurde tritiiertes Thymidin (1 pCi/Vertiefung) zu
jeder Vertiefung hinzugegeben und fir die folgenden 12 Stunden darin belassen. Danach wurden die Zellen 3
Mal mit Kulturmedium gewaschen und anschlieBend mit 1N NaOH fiir 30 Minuten solubilisiert.

[0014] Ein FlUssig Szintillation Betazahler wurde fiir ein Bestimmen der in jeder Probe enthaltenen Radioak-
tivitat verwendet, welche zu der DNA Synthese und damit zu einer Zellproliferation direkt proportional ist. KG-1
Zellen, welche in RPMI 1640 Kultivierungsmedium wachsen gelassen wurden, welches mit 5% fétalem Kalber-
serum erganzt ist, wurden in Platten mit 96 Vertiefungen mit flachen Béden (250000 Zellen/Vertiefung) plat-
ziert. ITF 2357 wurde bei verschiedenen Dosen sofort hinzugegeben und nach 36 Stunden wurde ftritiiertes
Thymidin zu jeder Vertiefung (1 pCi/Vertiefung) hinzugegeben und fiir die folgenden 12 Stunden darin belas-
sen. Schliel3lich wurden die Zellen mit einem Zellernter gesammelt und die in jeder Probe enthaltene Radioak-
tivitat, welche zu der DNA Synthese und damit zu einer Zellproliferation direkt proportional ist, wurde mit einem
Flissig Szintillation Betazahler bestimmt.

[0015] Die Wirkung von verschiedenen Dosen von ITF2357 wurde als Prozentsatz einer Inhibierung einer ra-
dioaktiven Aufnahme im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen bestimmt. Die Konzentration, welche eine
50% Zellwachstums-Inhibierung (IC,,) induzieren kann, wurde anschlieRend durch lineare Regression be-
stimmt.

[0016] Die erhaltenen Ergebnisse werden in der nachstehenden Tabelle zusammengefasst:

Zelllinie A549 MDA-MB435 KG-1
1Cso(nM) 495 73 552

[0017] Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass ITF 2357 das Wachstum der verwendeten Zelllinien bei sehr
geringen Dosierungen (Bereich 10°M) in vitro inhibiert. Insbesondere inhibiert ITF 2357 ein Zellwachstum von
sowohl von Zellen von festen Tumoren (A549 und MDA-MB435) als auch von Leukamien (KG-1), was dadurch
seine Verwendung bei Tumoren verschiedenen Histotyps nahe legt.

Beispiel 2 (in vitro Aktivitat)
[0018] Von menschlichen festen Tumoren verschiedenen Histotyps abgeleitete und in vitro stabilisierte Zellli-
nien wurden in dem nachstehenden Versuch verwendet. Insbesondere wurden drei Zelllinien von Kopf- und

Nacken-Tumoren (KB, Ca127 und Hep2), zwei von Darm-Karzinomen abgeleitete Zelllinien (HT-29 und LoVo)
und vier von Melanomen abgeleitete Zelllinien (Colo38, Pes41, Pes43 und Anad) untersucht.
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[0019] Die Zellen wurden gemaf herkémmlicher Verfahren in Behaltern bzw. Kolben wachsen gelassen, wel-
che synthetisches Kultivierungsmedium enthielten, zu welchen fétales Serum bei 37°C unter 5% CO2 Atmos-
phéare hinzugegeben wurde, anschlieend in Platten mit 96 Vertiefungen platziert und erlaubt fir einige Stun-
den anzuhaften. ITF 2357 wurde in dreifacher Ausfertigung bei zunehmenden Dosen zu jeder Vertiefung hin-
zugegeben und die Zellen wurden fir weitere 72 Stunden inkubiert. Lebensfahige Zellen wurden durch Einfar-
ben mit Sulforhodamin B markiert und ihre Menge wurde durch spektrophotometrische Bewertung des Farb-
stoffgehalts in jeder Vertiefung bestimmt. Die Wirkung von ITF 2357 wurde als Prozentsatz einer Inhibierung
bei jeder Konzentration der Farbstoff-Aufnahme in ITF 2357 enthaltende Vertiefungen im Vergleich zu Kontroll-
vertiefungen (Zellen ohne Arzneimittel) berechnet. IC,, Werte von ITF 2357 wurde mit der Software Calcusyn
(Biosoft) gemaR Dosis-Reaktions-Kurven berechnet.

Zelllinie Tumor Ursprung ITF 2357 ICso (uM)
KB Kopf-Nacken 0,64

Cal27 Kopf-Nacken 3,4

Hep-2 Kopf-Nacken 1

HT-29 Darm-Karzinom 0,7

LoVo Darm-Karzinom 2,5

Colo38 Melanom 2,38

Pes41 Melanom 1,6

Pes43 Melanom 1,4

Anad Melanom 5,7

Beispiel 3 (in vivo Aktivitat)

[0020] Die Anti-Tumor Wirkung von ITF 2357 wurde unter Bestimmen der Befahigung der Verbindung unter-
sucht, das Wachstum des Melanoms B16-BL6 der Maus zu verringern.

[0021] Der B16-BL6 Tumor ist eine hoch Metastasen-Bildende Variante (Sciumbata T. et al., Invasion and Me-
tastasis, 16 (1996) 132-143) des nativen Tumors B16 und er wachst subkutan in der syngenen Maus C57BL/6
(Gutman M. et al., Cancer Biother., 9(2) (1994) 163-170).

[0022] B16-BL6 Tumorzellen wurden in weibliche C57BL/6 Mause (10 Tiere/Gruppe, Gewicht 20-22 Gramm)
bei der Dosis von 2 x 10° Zellen/Maus subkutan inokuliert. In Wasser gelostes ITF2357 wurde mit den ange-
zeigten Dosen 10 Minuten vor dem Inoculum der Tumorzellen und anschlief3end taglich fiir 6 Tage eine Woche
oral verabreicht. Das Tumorwachstum wurde als Tumorgewicht ausgedrickt, welches zweimal in einer Woche
durch einen Kaliber, die zwei perpendikularen Durchmesser der Knétchen (nodules), bestimmt wurde. Das Ge-
wicht wurde geman der Formel: (Durchmesser 1 x Durchmesser 2)%/2, wie in Giavazzi R. et al., Cancer Res.,
46 (1986) 1928-1933 beschrieben, berechnet.

[0023] Die erzielten Ergebnisse sind in der beigefligten Figur angezeigt.

[0024] Es kann beobachtet werden, dass ITF 2357 eine Dosis-abhangige inhibitorische Wirkung auf das Tu-
morwachstum ausubt, da es um 50% des Volumens des Tumorknétchens nach 15 Tage Behandlung verrin-
gert.

Patentanspriiche

1. Verwendung von 4-[6-Diethylaminomethyl)naphth-2-ylmethyloxycarbamoyllbenzohydroxamsaure oder
ein annehmbares Salz davon zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Neoplasien.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da® die Neoplasien ausgewahlt sind unter Me-
lanomen, Darm-, Lungen- und Brust-Karzinomen, Neuroblastomen, Sarkomen und Leukamien.

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Leukamie ausgewahlt ist unter Eryth-
roleukamie und akuter promyelotischer Leukamie.

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dal 4-[6-Diethylaminome-
thyl)naphth-2-ylmetyloxycarbamoyllbenzohydroxamsaure oder das annehmbare Salz davon zusammen mit
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anderen anti-neoplastischen Mitteln verabreicht wird.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen

5/6



Tumorgewicht (Gr)

DE 603 11 888 T2 2007.12.06

Anhangende Zeichnungen

0.75
T —=— Kontrolle
——2357 1 mg/Kg
0.50 - —1-2357 10 mg/kg
0.26 - **p<0.01 vs Kontrolle
0-00 i 1 ] 1 I 1

i |
8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tage

Figur

6/6



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

