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Beschreibung
ALLGEMEINER STAND DER TECHNIK

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Wortmannin-Analoge und bietet Einsatzmoglichkeiten fir
Verfahren, die diese Derivate verwenden, um PI-3-Kinase-Aktivitdt zu hemmen und gewisse bdsartige Tumore
zu behandeln. Wortmannin ist ein bekannter wirksamer Hemmer der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-Kina-
se) und eine bekannte wirksame antineoplastische Substanz. Wortmannin ist eine nattrlich vorkommende Ver-
bindung, die aus Kulturflissigkeiten des Pilzes Penicillium wortmannin isoliert wird und die in US Patent Nr.
5,480,906, welches hier unter Verweis inkorporiert ist, gezeigte Grundstruktur aufweist.

[0002] Einer der Nachteile von Wortmannin ist seine Toxizitat gegentber Lebewesen. Selbst in geringen Do-
sierungen war Wortmannin in seiner reinen Form fiir Labortiere oft tédlich.

[0003] Norman et al. (J. Med. Chem. (1996) 39: 1106-1111) untersuchten gewisse Wortmannin-Analogien auf
ihre Fahigkeit, Phophatidylinositol-3-Kinase zu hemmen. Die Substitution der C21-Position auf dem Furanring
fuhrte jedoch nicht zu sehr aktiven Verbindungen.

[0004] GB-A-2302021 beschreibt verschiedene Wortmannin-Analoge auf der Grundlage der in Normal et al.
(oben) beschriebenen Arbeit.

[0005] Haefliger et al. (Helvetica Chimica Acta (1975) 58: 179-180) beschreiben die Produktion von anderen
Wortmannin-Analogen, aber sie beschreiben nicht deren Aktivitédt als Hemmer der Phosphatidylinositol-3-Ki-
nase.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0006] Die Erfindung stellt neuartige Wortmannin-Analoge sowie ein Verfahren des Hemmens von Krebs bei
einer Versuchsperson bereit, wobei das Verfahren das Verabreichen einer pharmazeutisch effektiven Dosis ei-
ner Verbindung, die aus der aus den in Fig. 1 beschriebenen Wortmannin-Analogen bestehenden Gruppe aus-
gewahlt ist, an eine Versuchsperson beinhaltet.

[0007] In einer anderen Ausfiihrungsform stellt die Erfindung Wortmannin-Analoge bereit, die bei der Hem-
mung von Restenose bei einer Versuchsperson nitzlich sind. Die Erfindung beinhaltet Stents oder andere Vor-
richtungen wie etwa bioprothetische Implantate, die mit den Wortmannin-Analogen beschichtet werden kon-
nen. Die vorliegende Erfindung richtet sich auch auf Verfahren, die das Verabreichen von Wortmannin-Analo-
gen an eine Versuchsperson in einer pharmazeutisch effektiven Dosis einer Verbindung beinhalten. Die Wort-
mannin-Analoge kdnnen beliebige von denen hier als DJM2-166 beschriebenen, wie in Eig. 1 gezeigt, sein.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0008] Fig. 1 veranschaulicht die Struktur der Wortmannin-Analog-Strukturen DJM2-166 gemafR der vorlie-
genden Erfindung;

[0009] Fig. 2 veranschaulicht die Struktur gewisser anderer Wortmannin-Analog-Strukturen;
[0010] Fig. 3 veranschaulicht die Struktur gewisser anderer Wortmannin-Analog-Strukturen;

[0011] Fig. 4 veranschaulicht den Effekt von Wortmannin und Analogen (siehe Fig. 2) gegen menschlichen
PC-3-Prostatakrebs;

[0012] Fig. 5 veranschaulicht den Effekt von Wortmannin und Analogen gegen menschlichen HT-29-Dick-
darmkrebs;

[0013] Fig. 6 veranschaulicht den Effekt von Wortmannin-Analogen gegen menschlichen OVCAR-3-Eier-
stocktumor;

[0014] Fig. 7 veranschaulicht den Effekt von Wortmannin und Analogen auf Gewichtsverlust;

[0015] Fig. 8 veranschaulicht die Antitumoraktivitat von Wortmannin; und
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[0016] Fig.9 ist eine Zusammenfassung der Daten flir Wortmannin und die in Fig. 2 und Fig. 3 gezeigten
Wortmannin-Analoge.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0017] Die gegenwartige Erfindung betrifft die Entdeckung, dass Wortmannin-Analoge bei der Hemmung von
Krebs nitzlich sind. Fig. 1 veranschaulicht die spezifische Struktur der Wortmannin-Analoge DJM2-166 ge-
malR der vorliegenden Erfindung. Fig. 2 veranschaulicht gewisse andere Wortmannin-Analoge und Fig. 3 ver-
anschaulicht gewisse andere Wortmannin-Analoge.

[0018] Die biosynthetische Produktion von Wortmannin ist auf dem Fachgebiet wohl bekannt, und die Analo-
ge werden aus Wortmannin synthetisiert. US Patent Nr. 5,480,906, das hier unter Verweis in seiner Ganzheit
inkorporiert ist, beschreibt typische Syntheseprogramme. Typischerweise wird Wortmannin durch die Fermen-
tation eines beliebigen einer Reihe zuvor offenbarter Mikroorganismen wie etwa Talaromyces wortmannin und
Penicillium wortmannin, Myrothecium roridium und Fusarium produziert. Im Anschluss an die Fermentation
wird Wortmannin mittels bekannter Verfahren extrahiert und gereinigt. Wortmannin wird vorzugsweise mikro-
biell synthetisiert und in im Wesentlichen reiner Form aus einer Fermentationskultur isoliert (eine derartige Fer-
mentationskultur ist als A24603.1 gekennzeichnet).

[0019] Wortmannin wird produziert, indem der Stamm unter submersen aerobischen Bedingungen in einem
geeigneten Kulturmedium als Kultur angelegt wird, bis eine gewinnbare Menge von Wortmannin produziert
wurde. Wortmannin kann unter Verwendung verschiedener, auf dem Fachgebiet verstandener Isolier- und Rei-
nigungsprozeduren gewonnen werden.

[0020] Das Medium, das zum Zichten der Kultur verwendet wird, kann eines einer Reihe von Medien sein.
Zur Einsparung in der Produktion, fiir einen bestmoéglichen Ertrag und zur Erleichterung der Produktisolierung
werden bei Fermentation im grof3en Malstab jedoch Glukose und I6sliche Starke wie etwa Maisstarke als Koh-
lenstoffquellen bevorzugt. Maltose, Ribose, Xylose, Fruktose, Galaktose, Mannose, Mannitol, Kartoffeldextrin,
Methyloleat, Ole wie etwa Sojabohnendl und dergleichen kénnen ebenfalls verwendet werden.

[0021] Bevorzugte Stickstoffquellen sind enzymhydrolysiertes Casein und feines Baumwollsamenmehl, ob-
wohl pepsinierte Milch, verdautes Sojabohnenmehl, Fischmehl, Maisquellwasser, Hefeextrakt, sdurehydroly-
siertes Casein, Rinderextrakt und dergleichen ebenfalls verwendet werden kénnen.

[0022] Unter den anorganischen Nahrsalzen, die in dem Kulturmedium inkorporiert werden kénnen, befinden
sich die Ublichen I6slichen Salze, die Kalzium, Magnesium, Natrium, Ammonium, Chlorid, Carbonat, Sulfat, Ni-
trat, Zink und @hnliche lonen ergeben kénnen. Essenzielle Spurenelemente, die fiir das Wachstum und die Ent-
wicklung des Organismus notwendig sind, sollten ebenfalls in dem Kulturmedium umfasst sein. Derartige Spu-
renelemente kommen ublicherweise als Unreinheiten in anderen Substituenten des Mediums in ausreichen-
den Mengen vor, um die Wachstumserfordernisse des Organismus zu erfiillen.

[0023] Zur Produktion von wesentlichen Quantitaten an Wortmannin wird eine submerse aerobische Fermen-
tation in Bioreaktoren mit Rihrer bevorzugt. Geringe Quantitaten an Wortmannin kdnnen durch Schiittelgefad-
kultur erhalten werden. Aufgrund der zeitlichen Verzégerung bei der Produktion, die Ublicherweise mit der In-
okulation grof3er Bioreaktoren mit der Sporenform des Organismus assoziiert ist, ist es vorzuziehen, ein vege-
tatives Inokulum zu verwenden. Das vegetative Inokulum wird hergestellt, indem ein geringes Volumen des
Kulturmediums mit der Sporenform oder Myzelfragmenten des Organismus inokuliert wird, um eine frische, ak-
tiv wachsende Kultur des Organismus zu erhalten. Das Medium fir das vegetative Inokulum kann das gleiche
sein wie das, das fur grofere Fermentationen verwendet wird, aber andere Medien eignen sich ebenfalls.

[0024] Im Anschluss an seine Produktion kann Wortmannin durch auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren
aus dem Fermentationsmedium gewonnen werden. Das wahrend der Fermentation produzierte Wortmannin
des A24603.1-Organismus kommt zum Beispiel hauptsachlich in der Kulturfliissigkeit vor.

[0025] Wortmannin kann typischerweise mittels einer Vielfalt an Techniken aus der Biomasse gewonnen wer-
den. Eine bevorzugte Technik involviert das Filtern der ganzen Fermentationsflissigkeit mit einem Keramikfil-
ter. Das Filtrat wird mit einem organischen Losungsmittel wie etwa Ethylacetat eluiert und konzentriert. Das
Konzentrat wird in Alkohol suspendiert, bis Kristallisation auftritt, und die Losung wird gefiltert, gewaschen und
getrocknet. Zur Bestatigung wird das kristalline Material in einem organischen Losungsmittel aufgeldst und auf
einem Umkehr-Kieselgelabsorbens (C, oder C,,;) chromatografisch aufgeschlossen. Fraktionen werden in ei-
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nem organisch-wassrigen Puffer wie etwa 60%igem Acetonitril eluiert.

[0026] Wortmannin kann ferner so manipuliert werden, dass die Verbindungen der vorliegenden Erfindung er-
reicht werden. Obwohl die Synthese bestimmter Analoge von Wortmannin nachfolgend veranschaulicht ist, er-
moglichen andere, auf dem Fachgebiet gelaufige Syntheseprogramme dem durchschnittlichen Fachmann,
Verbindungen gemaf der vorliegenden Erfindung zu synthetisieren, und die hier dargelegten Synthesepro-
gramme sollten in keiner Weise als beschrankend interpretiert werden.

Essigsaure-4-diallylaminomethylen-6-hydroxy-1-a-methoxymethyl-108,13p-dimethyl-3,7,17-trioxo-1,3,4,7,10,
11B,12,13,140,15,16,17-dodekahydro-2-oxa-cyclopenta[a]phenanthren-11-yl-ester (djm2-166).

[0027] Zu einer L6sung von Wortmannin (10,7 mg, 25,0 ymol) in CH,CI, (125 pl) wurde eine frisch hergestellte
0,2-M-Stammldsung von Diallylamin (138 pl, 27,5 ymol) in CH,CI, hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wur-
de bei Raumtemperatur 1 Std. lang geriihrt. Das Lésungsmittel und tGberschiissiges Amin wurden in vacuo ent-
fernt, und das Produkt wurde mittels Chromatografie auf SiO, (Hexane/Ethylacetat, 1:9) gereinigt, um
djm2-166 (9,0 mg, 17 ymol, 68%) als ein orangefarbenes Ol zu ergeben: [a],-630 (c 0.0015, CH,Cl,, 23°C); IR
(KBr) 3391, 1743, 1695, 1685, 1622, 1569, 1222, 1111, 1100 cm™; '"H NMR & 8.20 (s, 1 H), 6.81 (s, 1 H), 6.06
(dd, 1H,J=7.4,4.8 Hz), 5.85 (brs, 1 H), 5.62 (br, 1 H), 5.44-5.04 (m, 4 H), 4.48 (dd, 1 H, J = 7.2, 1.9 Hz),
4.05-3.60 (m, 4 H), 3.26 (s, 3 H), 3.27-3.20 (m, 1 H), 3.16 (dd, 1 H, J = 10.9, 7.2 Hz), 3.00-2.90 (m, 2 H), 2.59
(dd, 1 H,J =194, 8.6 Hz), 2.40 (dd, 1 H, J = 14.4, 7.7 Hz), 2.35-2.07 (m, 2 H), 2.07 (s, 3 H), 1.83 (dd, 1 H, J
=14.4,4.7 Hz), 1.54 (s, 3 H), 0.86 (s, 3 H); ®*C NMR & 217.0, 178.5, 169.6, 164.8, 156.3, 151.5, 139.0, 136.9,
132.2,131.3,127.7 (2 C), 119.2, 89.0, 81.9, 73.1, 67.6, 59.1, 50.9 (2 C), 48.9, 42.3, 42.2, 37.5, 36.0, 24.6, 22.2,
20.8, 16.1; MS (El) m/z (rel, Intensitat) 525 (M*, 11), 466 (17), 391 (15), 350 (14), 323 (13), 266 (17), 239 (17),
60 (100); HRMS (EI) berechnet fir C,iH,,NO, 525.2363, gefunden 525.2386.

Essigsaure-6-hydroxy-1a-methoxymethyl-108,13B-dimethyl-3,7,17-trioxo-4-pyrrolidin-1-yl-methylen-1,3,4,7,1
0,11B,12,13,140,15,16,17-dodekahydro-2-oxa-cyclopenta[a]phenanthren-11-yl (djm2-167). (vergleichend)

[0028] Zu einer Lésung von Wortmannin (30,0 mg, 70,0 pmol) in CH,CI, (200 pl) wurde Pyrrolidin (7,0 pl, 84
pmol) in CH,CI, hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur 1 Std. lang gerihrt. Das
Lésungsmittel und Uberschussiges Thiol wurden in vacuo entfernt, und das Produkt wurde mittels Chromato-
grafie auf SiO, (Hexane/Ethylacetat 9:1, dann 1:1) gereinigt, um djm2-167 (30,0 mg, 60,6 pmol, 86%) als ein
orangefarbenes Ol zu ergeben: [0],-390 (¢ 0.0073, CH,Cl,, 23°C); IR (KBr) 3337, 1740, 1684, 1617, 1570,
1261, 1221, 1099, 1018 cm™; '"H NMR & 8.29 (s, 1 H), 6.72 (s, 1 H), 6.07 (dd, 1 H, J = 6.9, 4.8 Hz), 4.47 (dd,
1H,J=7.0,1.9Hz), 3.80-3.70 (m, 2 H), 3.25 (s, 3 H), 3.25-3.14 (m, 2 H), 3.02-2.90 (m, 2 H), 2.69 (br s, 1 H),
2.58 (dd, 1 H, J =19.1, 8.4 Hz), 2.39 (dd, 1 H, J = 14.6, 7.8 Hz), 2.32-2.08 (m, 2 H), 2.06 (s, 3 H), 1.99-1.95
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(m, 5 H), 1.84 (dd, 1 H, J = 14.5, 4.2 Hz), 1.56 (s, 3 H), 0.86 (s, 3 H); °C NMR 5 217.5, 178.9, 169.9, 164.9,
153.9, 151.3, 137.6, 137.1, 129.2, 89.4, 82.1, 73.3, 67.7, 59.3, 55.2, 49.2, (2 C), 42.6, 42.4, 37.8, 36.3, 25.6 (2
C), 24.5,22.4, 21.0, 16.3; MS (El) m/z (rel, Intensitat) 499 (M*, 1), 439 (2), 365 (7), 167 (35), 149 (100); HRMS
(El) berechnet fiir C,,H,,NO, 499.2206, gefunden 499.2191.

Essigsaure
4-[(benzylmethylamino)methylen]-6-hydroxy-1a-methoxymethyl-10,13B-dimethyl-3,7,17-trioxo-1,3,4,7,10,11
B,12,13,14a,15,16,17-dodekahydro-2-oxa-cyclopenta[a]phenanthren-11-yl-ester (djm2-181). (vergleichend)

[0029] Zu einer L6sung von Wortmannin (10,7 mg, 25,0 ymol) in CH,CI, (125 pl) wurde eine frisch hergestellte
0,2-M-L6sung von N-Methylbenzylamin (185 pl, 37,0 pmol) in CH,CI, hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde bei Raumtemperatur 2 Std. lang gerthrt. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt, und das Produkt
wurde mittels Chromatografie auf SiO, (Hexane/Ethylacetat, 1:9) gereinigt, um djm2-181 (13,3 mg, 24,2 pmol,
97%) als ein orangefarbenes Ol zu ergeben: [a],-835 (c 0.0014, CH,Cl,, 23°C); IR (rein) 1742, 1685, 1618,
1589, 1575, 1224 cm™; '"H NMR & 8.36 (br s, 1 H), 7.36-7.27 (m, 5 H), 6.60 (bs s, 1 H), 6.10-6.00 (m, 1 H),
4.68-4.63 (m, 1 H), 4.53-4.47 (m, 2 H), 3.25 (s, 3 H), 3.25-3.11 (m, 2 H), 2.99-2.84 (m, 2 H), 2.71 (br, 2 H), 2.55
(dd, 1 H,J =19.5,8.9 Hz), 2.38 (dd, 1 H, J = 14.4, 7.6 Hz), 2.32-2.05 (m, 2 H), 2.05 (s, 3 H), 1.85 (br s, 1 H),
1.80 (dd, 1 H,J=14.5,4.7 Hz), 1.52 (s, 3H), 0.82 (s, 3 H); *C NMR 5 217.3, 178.9, 169.9, 164.7, 158.3, 151.7,
138.8, 137.1, 134.9, 129.0 (3 C), 128.6, 128.1 (2 C), 88.7, 82.2, 73.4, 67.9, 64.3,59.4, 49.1,42.7,42.5, 37.8
(2 C), 36.3, 25.2, 22.5, 21.1, 16.3; MS (El) m/z (rel, Intensitat) 549 (M*, 14), 489 (37), 415 (15), 120 (23), 91
(100); HRMS (EI) berechnet fiir C,,H,.,NO, 549.2363, gefunden 549.2340.

[0030] Zur therapeutischen Behandlung der spezifizierten Indikationen kann ein Wortmannin-Analog
DJM2-166, das in Fig. 1 gezeigt ist, an sich verabreicht werden, oder es kann in pharmazeutischen Zusam-
mensetzungen zur parenteralen, transdermalen, rektalen, nasalen, értlichen intravendsen Verabreichung oder
vorzugsweise zur oralen Verabreichung im Einheitsdosierungsformat compoundiert und formuliert werden.
Derartige pharmazeutische Zusammensetzungen werden auf eine Art und Weise hergestellt, die auf dem
Fachgebiet wohl bekannt ist, und beinhalten die Wortmannin-Analoge der DJM2-166-Verbindung aus Fig. 1,
die mit einem pharmazeutischen Trager assoziiert sind. Der Begriff ,aktive Verbindung", wie in dieser Patent-
schrift durchweg verwendet, bezeichnet mindestens eine Verbindung, die aus den Verbindungen der Formeln
oder pharmazeutisch akzeptabler Salze davon ausgewanhlt ist.

[0031] Der Begriff ,effektive Menge", wie hier verwendet, bedeutet eine Menge einer Verbindung der vorlie-
genden Erfindung, die die Aktivierung, Migration oder Proliferation von Zellen hemmen, blockieren oder um-
kehren kann. Die durch die vorliegenden Verfahren bedachte Aktivitdt umfasst sowohl medizinische therapeu-
tische als auch/oder prophylaktische Behandlung, wie angemessen. Die spezifische Dosis einer Verbindung,
die zum Erhalt therapeutischer und/oder prophylaktischer Effekte gemaR dieser Erfindung verabreicht wird,
wird selbstverstandlich unter den besonderen Gegebenheiten, die einen Fall umgeben, einschlieRlich zum Bei-
spiel der verabreichten Verbindung, der Verabreichungsroute und des behandelten Leidens, bestimmt.

[0032] Die Verbindungen sind Uber einen breiten Dosierungsbereich effektiv, und eine Tagesdosierung fallt
zum Beispiel normalerweise in den Bereich von 0,001 bis 10 mg/kg, Ublicher in den Bereich von 0,01 bis 1
mg/kg. Es versteht sich jedoch, dass die verabreichte effektive Menge von dem Arzt in Hinblick auf die rele-
vanten Umsténde einschlief3lich des zu behandelnden Leidens, der Wahl der zu verabreichenden Verbindung
und der gewahlten Verabreichungsroute bestimmt wird, und dass die oben angegebenen Dosierungsbereiche
daher den Bereich der Erfindung in keiner Weise einschranken sollen.
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[0033] Der Begriff ,Hemmen" umfasst die Verabreichung einer Verbindung der vorliegenden Erfindung, um
den Beginn von Symptomen zu verhindern, die Symptome zu mindern oder die Krankheit, das Leiden oder die
Storung zu eliminieren.

[0034] Bei einer derartigen Zusammensetzung ist die aktive Verbindung als ,aktiver Inhaltsstoff" bekannt. Bei
der Zubereitung dieser Zusammensetzungen wird der aktive Inhaltsstoff Ublicherweise mit einem Trager ge-
mischt oder durch einen Trager verdinnt oder in einem Trager, der in der Form von einer Kapsel, einem Beutel,
Papier oder einem anderen Behalter vorliegt, eingeschlossen. Wenn der Trager als Verdinnungsmittel dient,
kann er ein festes, halbfestes oder flissiges Material sein, das als Vehikel, Bindemittel oder Medium fiir den
aktiven Inhaltsstoff wirkt. Auf diese Weise kann die Zusammensetzung in der Form von Tabletten, Pillen, Pul-
vern, Lutschtabletten, Beuteln, Oblatenkapseln, Elixieren, Emulsionen, Lésungen, Sirupen, Suspensionen,
weichen und harten Gelatinekapseln, sterilen Injektionsldsungen und sterilen verpackten Pulvern vorliegen.

[0035] Einige Beispiele geeigneter Trager, Bindemittel und Verdiinnungsmittel umfassen Laktose, Dextrose,
Saccharose, Sorbit, Mannitol, Starken, Akaziengummi, Kalziumphosphatalginate, Kalziumsilikat, mikrokrystal-
line Zellulose, Polyvinylpyrrolidon, Zellulose, Tragant, Gelatine, Sirup, Methylzellulose, Methyl- und Propylhy-
droxybenzoate, Talk, Magnesiumstearat, Wasser und Mineraldl. Die Formulierungen kénnen zusatzlich dazu
Gleitmittel, Benetzungsmittel, Emulgier- und Suspendiermittel, Konservierungsmittel, Siungsmittel oder Aro-
mastoffe umfassen. Die Zusammensetzungen kénnen so formuliert sein, dass sie eine schnelle, anhaltende
oder verzdgerte Freigabe des aktiven Inhaltsstoffes nach der Verabreichung an den Patienten bereitstellen,
indem auf dem Fachgebiet wohl bekannte Prozeduren eingesetzt werden.

[0036] Fur die orale Verabreichung kann eine Verbindung Tragern und Verdinnungsmitteln beigemischt, zu
Tabletten geformt oder in Gelatinekapseln eingeschlossen werden. Die Mischungen kénnen alternativ dazu in
Flissigkeiten wie etwa 10%iger wassriger Glukoseldsung, isotonischer Salzlésung, sterilem Wasser oder der-
gleichen aufgel6st und intravends oder durch Injektion verabreicht werden.

[0037] Mit ,pharmazeutisch akzeptabel" ist gemeint, dass der Trager, das Verdiinnungsmittel oder das Bin-
demittel mit den anderen Inhaltsstoffen der Formulierung vertraglich sein muss und fur den Empfanger davon
nicht schadlich sein darf.

[0038] Die ortliche Zufihrung hemmender Mengen aktiver Verbindung fir die Behandlung von Krebs kann
durch eine Vielfalt von Techniken erfolgen, bei denen die Verbindung an oder nahe der Proliferationsstelle ver-
abreicht wird. Beispiele der Techniken ortlicher Zuflihrung sollen nicht beschrankend sein, sondern die verfiig-
baren Techniken veranschaulichen. Beispiele umfassen Katheter zur 6rtlichen Zufiihrung, stellenspezifische
Trager, Implantate, direkte Injektion oder direkte Auftragungen. Die 6értliche Zuflihrung durch einen Katheter
ermoglicht die Verabreichung eines pharmazeutischen Mittels direkt an die Proliferationsstelle.

[0039] Die 6rtliche Zufiihrung durch ein Implantat beschreibt die chirurgische Platzierung einer Matrix, die das
pharmazeutische Mittel enthalt, in die Proliferationsstelle. Die implantierte Matrix gibt das pharmazeutische
Mittel durch Diffusion, chemische Reaktion oder Lésungsmittelaktivatoren frei.

[0040] Ein anderes Beispiel ist die Zufiihrung eines pharmazeutischen Mittels durch polymere endoluminale
Abdichtung. Bei dieser Technik wird ein Katheter verwendet, um ein polymeres Implantat auf der inneren Ober-
flache des Lumens zu implantieren. Das pharmazeutische Mittel, das in das biologisch abbaubare Polymerim-
plantat inkorporiert ist, wird dadurch an der Operationsstelle freigegeben. Dies ist in PCT WO 90/01969
(Schindler, 23. Aug. 1989) beschrieben.

[0041] Ein letztes Beispiel der értlichen Zuflihrung durch ein Implantat erfolgt durch direkte Injektion von Ve-
sikeln oder Mikropartikeln in die Proliferationsstelle. Diese Mikropartikel kdnnen aus Substanzen wie etwa Pro-
teinen, Lipiden, Kohlenwasserstoffen oder synthetischen Polymeren zusammengesetzt sein. Diese Mikropar-
tikel haben das pharmazeutische Mittel in sich tberall in dem Mikropartikel oder als eine Beschichtung auf dem
Mikropartikel inkorporiert. Zufuihrsysteme, die Mikropartikel inkorporieren, sind in Lange, Science 249:
1527-1533 (September 1990) und Mathiowitz et al., J. App. Poly. Sci., 26: 809 (1981) beschrieben.

[0042] Die ortliche Zufuhrung durch stellenspezifische Trager beschreibt das Anbringen des pharmazeuti-
schen Mittels an einem Trager, der das Medikament zur Proliferationslasion lenken wird. Beispiele dieser Zu-
fihrtechnik umfassen die Verwendung von Tragern wie etwa einem Proteinliganden oder einem monoklonalen
Antikorper.
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[0043] Die ortliche Zufiihrung durch direktes Auftragen umfasst die Verwendung topischer Anwendungen. Ein
Beispiel einer ortlichen Zuflihrung durch direkte Auftragung ist das Auftragen des pharmazeutischen Mittels
auf den arteriellen Tumor oder das Gebiet, das nach der Resektion des Tumors zurlickbleibt.

[0044] Die Formulierung von Wortmannin-Analogen, genauso wie der Fermentationsvorgang, ist auf dem
Fachgebiet wohl bekannt. Anstatt sich in ausfiihrlichen Details hinsichtlich des Syntheseprogramms oder der
Formulierung zu ergehen, verlasst sich die vorliegende Erfindung darauf, dass der sachkundige Praktiker die-
se gelaufigen synthetischen Techniken und Formulierungstechniken verwendet, um die Verbindungen der Er-
findung zu synthetisieren.

[0045] Die Proliferation von Zellen hangt von dem PI-3-Kinase-AKT-mTOR-Signalweg ab. Zuséatzlich dazu
scheinen die Signalgebung durch PI-3-Kinase und AKT die Apoptose zu hemmen.

[0046] Die folgende Tabelle | veranschaulicht die Aktivitat und In-vivo-Toxizitat der Enzym-Hemmung der
Wortmannin-Analoge.

TABELLE |
Verbindung NSC- Maximal PI-3- mTOR- Zytoto- Lymphozy- Lebertoxi- Verhiiltnis
Nr. tolerierba- Kinase- Hem- xizitét tentoxizitdt | zitédtin Lebertoxi-

re Dosis® Hem- mung NCI- in Bezug Bezug auf 2itét/Lym-

mg/kg ip mung 1Cs (uM) Zelltafel auf Wortman- phozyten-

qDx 4 IC5 (NM) ICs (uM) | Wortman- nin® toxizitat

. nin®

Wortmannin 221019 2,5 0,3 0,1 8,9 1,0 1,0 1,0
DJM2-166 722134 20" 0,5 >3 2,2 2,2 0,3 0,1
DJM2-167* 722135 20 1,1 >3 0,5 2,4 0,3 0,1
DJM2-168* 722136 >20 0,1 >3 11,9 0,6 0,1 0,2
DJM2-170* 722137 9 1,0 >3 71 1,1 1,7 1,5
DJM2-171* 722138 6 0,1 >3 10,2 0,7 1,1 1,6
DJM2-177* 722142 6 0,3 1,5 10,2 2,0 0,2 0,1
DJM2-180* 722139 > 30 10 2,0 8,1 0,5 0,3 0,6
DJM2-181* 722140 > 18 0,1 >3 0,7 1,9 0,2 0,1
DJM2-182* 722141 >18 0,4 >3 1,0 0,8 0,1 0,1
DJM2-186* 722143 >9 uB >3 27,7 0 0,4 >
DJM2-189* 722144 > 30 5 >3 21,0 0 0,4 >
DJM2-190* 722145 NE 10 >3 33,0 0,6 NE NE

UB = unbestimmt, NE = nicht einschatzbar — nicht gentigend Medikament

@ 2-Tage-MTT-Assay, Mittelwert 60 Zelllinien

® Lymphozytentoxizitat bei MTD oder der héchsten getesteten Dosis, ausgedriickt in Bezug auf Wortmannin
¢ Lebertoxizitat gemessen in % ALT und AST bei MTD oder der héchsten getesteten Dosis, ausgedriickt in
Bezug auf Wortmannin

9 Lebertoxizitdt gemessen in Bezug auf Wortmannin/Abnahme von Blutlymphozyten in Bezug auf Wortman-
nin

¢ MTD => 10% Korpergewichtsverlust

" geschatzter Wert

" vergleichende Analoge

[0047] Die Fahigkeit des Wortmannins und der Analoge, Phosphatidylinositol-3-Kinase und mTOR zu hem-
men, wird als die Dosis ausgedriickt, die eine 50%ige Hemmung (IC,) bewirkt. Zytotoxizitat-Wachstumshem-
mung menschlicher MCF-7-Brustkrebszellen wurde Uber 4 Tage unter Verwendung des MTT-Assays gemes-
sen, ausgedriickt als die Dosis, die eine 50%ige Hemmung (IC,,) bewirkt. Toxizitdt- Gruppen von 3
C57BL6-Mausen wurde Wortmannin in Dosen von 1, 2 oder 3 mg/kg oder die Analoge in 1, 3, 9 oder 18 mg/kg,
wenn genldgend Verbindung zur Verfiigung stand, Uber die intraperitoneale Route 4 Tage lang taglich verab-
reicht. Die Tiere wurden 24 Stunden nach der letzten Dosis getotet, und Differentialblutbilder und Serumche-
mie wurden bestimmt. Die beobachteten Haupttoxizitaten waren Lebertoxizitat und Lymphopenie mit vermin-
derten Erythrozytenzahlen und erhdhter Serumglukose bei hdheren Dosen. Die Toxizitaten werden mit der ma-
ximal tolerierbaren Dosis oder der hdchsten getesteten Dosis gemessen. Die Lebertoxizitat wird als die mittlere
prozentuale Zunahme von ALT und AST im Serum, ausgedriickt in Bezug auf Wortmannin als 1,0, gemessen.
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Lymphopenie wird als die prozentuale Abnahme der Lymphozytenzahl in Bezug auf Wortmannin als 1,0 aus-
gedruckt. Eine niedrige Lebertoxizitat und eine hohe Lymphozytentoxizitat als Ersatz fir die Hemmung des
Wachstums von Tumorzellen ist die wiinschenswerte Eigenschaft. Hervorgehoben sind die Verbindungen, die
zum Antitumor-Testen zubereitet sind.

[0048] Auf der Basis der oben genannten Anzeichen erscheint es, dass ein Hemmer der PI-3-Kinase Zell-
wachstum und -Uberleben hemmt. Zudem sollten PI-3-Kinase-Hemmer auch die értliche Entziindungsreaktion
hemmen, insbesondere in dem Fall eines bioprothetischen Implantats, was ein gunstiger Faktor bei langfristi-
ger Transplantation oder anderen bioprothetischen Implantaten sein kénnte. Im Prinzip kénnten die Wortman-
nin-Derivate ideale Mittel sein, um eine vorribergehende Blockierung des PI-3-Kinaste-AKT-mTOR-Wegs zu
induzieren.

[0049] Fig. 4-Fig. 9 veranschaulichen den Effekt von Wortmannin und Analogen (siehe Fig. 2) gegen
menschlichen PC-3-Prostatakrebs; gegen menschlichen HT-29-Dickdarmkrebs; gegen menschlichen OV-
CAR-3-Eierstocktumor; auf Gewichtsverlust; und auf Antitumoraktivitat.

[0050] In einer anderen Ausfuhrungsform kann die vorliegende Erfindung genutzt werden, um vaskulare
Restenose zu behandeln. Vaskulare Restenose ist eine schwere langfristige Komplikation im Anschluss an ei-
nen chirurgischen Eingriff bei blockierten Arterien durch perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA),
Atherektomie, Laserangioplastie und arterielle Bypass-Transplantatchirurgie. Bei ungefahr 35% der Patienten,
die sich PTCA unterziehen, tritt innerhalb von drei bis sechs Monaten nach der Prozedur eine erneute Okklu-
sion auf. Die gegenwartigen Strategien zur Behandlung von vaskularer Restenose umfassen mechanischen
Eingriff durch Vorrichtungen wie etwa Stents oder pharmakologische Therapien einschlief3lich Heparin, Hepa-
rin mit niedriger relativer Molekllmasse, Kumarin, Aspirin, Fischél, Kalziumantagonisten, Steroide und Prosta-
zyklin.

[0051] Es wurde gezeigt, dass die vaskulare Restenose nach perkutaner transluminaler Koronarangioplastie
(PTCA) eine Gewebereaktion ist, die durch eine friihe und eine spate Phase gekennzeichnet ist. Die friihe Pha-
se, die Stunden bis Tage nach der PTCA auftritt, beruht auf einer Thrombose mit einigen GefalRspasmen, wah-
rend die spate Phase von exzessiver Proliferation und Migration glatter Muskelzellen beherrscht zu sein
scheint. Bei dieser Krankheit tragen die erhéhte Zellmotilitdt und Kolonisierung durch glatte Muskelzellen und
Makrophagen signifikant zu der Pathogenese der Krankheit bei. Die exzessive Proliferation und Migration vas-
kularer glatter Muskelzellen kann der primare Mechanismus fiir die erneute Okklusion von Koronararterien im
Anschluss an PTCA, Atherektomie, Laserangioplastie und arterielle Bypass-Transplantatchirurgie sein.

[0052] Bei der Pathogenese von Restenose treten exzessive Zellproliferation und Migration in Folge von
Wachstumsfaktoren auf, die von Zellbestandteilen im Blut und in der beschadigten arteriellen GefaRwand pro-
duziert werden und die Proliferation glatter Muskelzellen bei der vaskularen Restenose vermitteln. Mittel, die
die Proliferation und/oder Migration glatter Muskel hemmen, sind bei der Behandlung und Verhinderung von
Restenose nutzlich. Des Weiteren sind Mittel, die die Entzindungsreaktion glatter Muskel hemmen, bei der Be-
handlung und Verhinderung von Restenose nutzlich. Die vorliegende Erfindung sieht die Verwendung von
Wortmannin und gewissen Analogen als Restenosehemmer vor.

[0053] Die Erfindung beinhaltet Stents oder andere Vorrichtungen wie etwa bioprothetische Implantate, die
mit den Wortmannin-Analogen beschichtet werden kénnen. Die vorliegende Erfindung richtet sich auch auf
Verfahren, die das Verabreichen von Wortmannin-Analogen an eine Versuchsperson in einer pharmazeutisch
effektiven Dosis einer Verbindung beinhalten. Die Wortmannin-Analoge sind die DJM2-166-Wortmannin-Ana-
loge, die in Fig. 1 beschrieben sind. Es wird erwartet, dass die Wortmannin-Analoge der vorliegenden Erfin-
dung bei der Behandlung von Restenose niitzlich sind.

[0054] Wie oben angefiihrt, kann die 6rtliche Zufihrung hemmender Mengen an aktiver Verbindung fir die
Behandlung von Restenose durch eine Vielfalt von Techniken erfolgen, die die Verbindung an oder nahe der
Proliferationsstelle verabreichen. Beispiele der Techniken der 6rtlichen Zufiihrung sollen nicht beschrankend
sein, sondern die verfigbaren Techniken veranschaulichen. Beispiele umfassen Katheter zur 6rtlichen Zufih-
rung, stellenspezifische Trager, Implantate, beschichtete Implantate, direkte Injektion oder direkte Auftragun-
gen. Die ortliche Zuflihrung durch einen Katheter erméglicht die Verabreichung eines pharmazeutischen Mit-
tels direkt an die Proliferationslasion. Beispiele der ortlichen Zuflihrung unter Verwendung eines Ballonkathe-
ters sind in EP 383 492 A2 und US Pat. Nr. 4,636,195 (Wolinsky, 13. Jan. 1987) beschrieben.

[0055] Die 6rtliche Zufihrung durch ein Implantat beschreibt die chirurgische Platzierung einer Matrix, die das

8/19



DE 602 13633 T2 2007.11.08

pharmazeutische Mittel enthalt, in die Proliferationsstelle. Die implantierte Matrix gibt das pharmazeutische
Mittel durch Diffusion, chemische Reaktion oder Lésungsmittelaktivatoren frei.

[0056] Ein Beispiel der ortlichen Zuflihrung durch ein Implantat ist die Verwendung eines Stents. Stents sind
entworfen, um den Kollaps und die erneute Okklusion der Koronararterien mechanisch zu verhindern. Das In-
korporieren eines pharmazeutischen Mittels in den Stent fuhrt das Medikament direkt der Proliferationsstelle
zu. Die ortliche Zufiihrung durch diese Technik ist in Kahn, Pharmaceutical Technology (Oktober 1990) be-
schrieben.

[0057] Ein anderes Beispiel ist ein Zuflihrsystem, bei dem ein Polymer, das das pharmazeutische Mittel ent-
halt, in flissiger Form in die Lasion injiziert wird. Das Polymer hartet dann aus, um das Implantat in situ zu
bilden. Diese Technik ist in PCT WO 90/03768 (Donn, 19. Apr. 1990) beschrieben.

[0058] Die ortliche Zufuhrung durch stellenspezifische Trager beschreibt das Anbringen des pharmazeuti-
schen Mittels an einem Trager, der das Medikament zur Proliferationslasion lenken wird. Beispiele dieser Zu-
fuhrtechnik umfassen die Verwendung von Tragern wie etwa eines Proteinliganden oder eines monoklonalen
Antikorpers.

[0059] Die ortliche Zufiihrung durch direktes Auftragen umfasst die Verwendung topischer Anwendungen. Ein
Beispiel einer ortlichen Zufihrung durch direkte Auftragung ist das direkte Auftragen des pharmazeutischen
Mittels auf das arterielle Bypass-Transplantat wahrend der chirurgischen Prozedur.

[0060] Die Restenose ist nach einem Koronareingriff mit Koronarstentimplantation ein schweres klinisches
Problem. In diesem Szenario durchlauft der glatte Muskel, der die betroffene Koronararterie auskleidet, Hyper-
plasie und Proliferation, entweder aufgrund voriibergehender Hypoxie oder aufgrund einer Entziindungsreak-
tion (oder einer Kombination dieser Faktoren) als Folge des Eingriffes. Die Proliferation von vaskularen glatten
Muskelzellen hangt stark von dem PI-3-Kinase-AKT-mTOR-Signalweg ab. Zusatzlich dazu erscheint die Sig-
nalgebung durch PI-3-Kinase und AKT die Apoptose glatter Muskelzellen zu hemmen, was auch die Masse
der glatten Muskelschicht in der erkrankten Arterie erhdhen wirde.

[0061] Auf der Basis der oben genannten Anzeichen erscheint es, dass ein Hemmer der PI-3-Kinase das
Wachstum der glatten Muskelzellen und ihr Uberleben hemmt, wenn er auf der Stentvorrichtung impragniert
ist. Zudem sollten PI-3-Kinase-Hemmer auch die értliche Entziindungsreaktion gegen das Implantat hemmen,
was ein gunstiger Faktor bei langfristiger Stenttransplantation oder anderen bioprothetischen Implantaten sein
kdnnte. Im Prinzip kdnnten die Wortmannin-Derivate ideale Mittel sein, um in der den implantierten Stent um-
gebenden Mikroumwelt eine vorriibergehende Blockierung des PI-3-Kinase-AKT-mTOR-Wegs zu induzieren.

[0062] Es versteht sich, dass die hier beschriebenen Beispiele und Ausflihrungsformen nur zur Veranschau-
lichung dienen und dass sich dem Fachmann in Hinblick darauf verschiedene Abwandlungen oder Verande-
rungen anbieten.

Patentanspriiche

1. Eine Verbindung gemaR einer der folgenden Formeln:

ODER

2. Verbindung gemal Anspruch 1, wobei die chemische Formel Folgendem entspricht:
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3. Verbindung gemaf einem der Anspriiche 1 und 2 zur Verwendung bei der Behandlung von Krebs.

4. Verbindung gemal einem der Anspriche 1 und 2 zur Verwendung bei der Hemmung der PI-3-Kina-
se-Aktivitat bei Saugetieren.

5. Eine pharmazeutische Formulierung, die eine effektive Menge der Verbindung gemal einem der An-
spriche 1 und 2 und einen pharmazeutisch akzeptablen Trager, ein pharmazeutisch akzeptables Verdin-
nungsmittel oder ein pharmazeutisch akzeptables Bindemittel davon beinhaltet.

6. Ein bioprothetisches Implantat, das einen Kérper beinhaltet, der mit einer Verbindung, die eine Entzin-
dungsreaktion hemmt, beschichtet ist, wobei die Verbindung die allgemeine Formel gemafl Anspruch 1 auf-

weist.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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