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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft verzweigte Polymere, die beim Verlangern der Zirkulationslebens-
dauer in vivo von biologisch aktiven Materialien nutzlich sind. Die Erfindung betrifft auch Konjugate, die mit den
Polymeren hergestellt wurden.

[0002] Einige der anfanglichen Konzepte des Kuppelns von Peptiden oder Polypeptiden an Poly(ethylengly-
col) PEG und ahnlichen wasserldslichen Poly(alkylenoxiden) sind im US-Patent Nr. 4,179,337 offenbart, wobei
die Offenbarung davon hier unter Bezugnahme eingebracht ist. Polypeptide, die mit diesen Polymeren modifi-
ziert sind, weisen eine reduzierte Immunogenitat/Antigenitat auf und zirkulieren im Blutstrom langer als unmo-
difizierte Versionen.

[0003] Zum Konjugieren von Poly(alkylenoxiden) wird eine der Hydroxyendgruppen in eine reaktive funktio-
nelle Gruppe umgewandelt. Dieser Prozess wird haufig als ,Aktivierung" bezeichnet und das Produkt ,aktivier-
tes Poly(alkylenoxid) genannt. Andere im Wesentlichen nicht antigene Polymere werden gleichermalen ,akti-
viert" oder funktionalisiert.

[0004] Die aktivierten Polymere werden mit einem therapeutischen Mittel mit nukleophilen funktionellen Grup-
pen, die als Anlagerungsstellen dienen, umgesetzt. Bei einer nukleophilen funktionellen Gruppe, die allgemein
als Anlagerungsstelle verwendet wird, handelt es sich um die e-Aminogruppen von Lysinen. Freie Carbonsau-
regruppen, geeigneterweise aktivierte Carbonylgruppen, oxidierte Kohlenhydrateinheiten und Mercaptogrup-
pen wurden ebenso als Anlagerungsstellen verwendet.

[0005] Insulin und Hamoglobin wurden unter den ersten therapeutischen Mitteln konjugiert. Diese relativ gro-
Ren Polypeptide enthalten mehrere freie e-Aminanlagerungsstellen. Eine ausreichende Anzahl an Polymeren
koénnte angelagert werden, um die Immunogenitat zu reduzieren und die Zirkulationslebensdauer ohne deutli-
chen Verlust an biologischer Aktivitat zu erhéhen.

[0006] Eine UibermaRige Polymerkonjugation und/oder Konjugation unter Beteiligung einer aktiven Stelle ei-
ner therapeutischen Einheit, wobei Gruppen mit Bioaktivitat gebunden sind, sind zu finden, fuhren jedoch hau-
fig zum Verlust an Aktivitat und folglich therapeutischer Nutzlichkeit. Dies ist haufig der Fall mit Peptiden mit
niedrigerem Molekulargewicht, die wenige Anlagerungsstellen aufweisen, die nicht mit Bioaktivitat verbunden
sind. Vielen therapeutischen Mittel, bei welchen es sich um keine Peptide handelt, fehlt auch eine ausreichen-
de Anzahl an Anlagerungsstellen, um die Nutzen der Polymermodifikation zu erhalten.

[0007] Bei einem Vorschlag zum Bewaltigen dieser vorstehen erdrterten Probleme handelt es sich darum,
langere Polymere mit hdherem Molekulargewicht zu verwenden. Diese Materialien sind jedoch schwierig her-
zustellen und teuer zu verwenden. Des Weiteren stellen sie wenig Verbesserung gegentber leicht erhaltlichen
Polymeren bereit.

[0008] Bei einer anderen vorgeschlagenen Alternative handelt es sich darum, zwei Polymerstrange Uber ei-
nen Triazinring von Aminogruppen eines Proteins anzulagern. Siehe z.B. Enzyme, 26, 49-53 (1981) und Proc.
Soc. Exper. Biol. Med., 188, 364-9 (1988). Triazin ist jedoch eine toxische Substanz, die auf akzeptable Ge-
halte nach der Konjugation schwierig zu reduzieren ist. Zudem ist Triazin eine planare Gruppe und kann nur
zweifach polymersubstituiert sein. Die planare Struktur sperrt die zwei Polymerketten fest an Stelle. Dies be-
schrankt den Nutzen der Polymerkonjugation auf etwa denselben, wie denjenigen, der durch Erhéhen der Po-
lymerkettenlange erhalten wird. Folglich wirden aktivierte Polymere, die nicht auf Triazinbasis vorliegen, we-
sentliche Nutzen auf dem Fachgebiet bieten.

[0009] In den vorstehend erwahnten Quellen wurden jedoch die biologisch aktiven Polymerkonjugate mit im
Wesentlichen hydrolyseresistenten Bindungen (Verbindungen) zwischen dem Polymer und der parentalen bi-
ologisch aktiven Einheit gebildet. Folglich wurden langlebige Konjugate hergestellt, die von eher dauerhafter
Natur als Prodrugs an sich (wo das parentale Molekdl letztendlich in vivo freigesetzt wird) sind.

[0010] Zudem wurden im Laufe der Jahre auch mehrere Verfahren zur Herstellung von Prodrugs vorgeschla-
gen. Prodrugs schlielen chemische Derivate einer biologisch aktiven parentalen Verbindung ein, die durch
Verabreichung letztendlich die aktive parentale Verbindung in vivo freisetzt. Die Verwendung von Prodrugs ge-
wahrt es dem Fachmann, den Einsatz und/oder die Dauer der Wirkung einer biologisch aktiven Verbindung in
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vivo zu modifizieren. Prodrugs sind haufig biologisch inerte oder im Wesentlichen inaktive Formen der paren-
talen oder aktiven Verbindung. Die Freisetzungsgeschwindigkeit des aktiven Arzneimittels wird durch mehrere
Faktoren, einschlieBlich die Hydrolysegeschwindigkeit der Verbindungsgruppe, die die parentale biologisch ak-
tive Verbindung mit dem Prodrugtrager verbindet, beeinflusst.

[0011] Prodrugs auf der Basis von Ester- oder Phosphatverbindungen wurden erértert. In den meisten Fallen
stellt der jeweilige Typ der zum Bilden der Prodrug verwendeten Esterverbindung T,,, fir eine Hydrolyse von
bis zu mehreren Tagen in wassrigen Umgebungen bereit. Obwohl es zu erwarten ware, dass eine Prodrug ge-
bildet wird, wird der Hauptteil des Konjugats eliminiert, bevor eine ausreichende Hydrolyse in vivo erzielt wur-
de. Es ware deshalb bevorzugt, Prodrugs bereitzustellen, die Verbindungen aufweisen, die eine derart schnel-
lere Hydrolyse der Polymer-Arzneimittelverbindung in vivo gewahren, dass die Arzneimittelverbindung schnel-
ler gebildet wird.

[0012] Es wurde auch Uberraschend gefunden, dass dann, wenn nur ein oder zwei Polymere mit einem Mo-
lekulargewicht von weniger als 10.000 (jeweils) an biologisch aktiven Verbindungen wie organischen Einheiten
konjugiert werden, die resultierenden Konjugate haufig schnell in vivo eliminiert werden. Tatsachlich werden
derartige Konjugate haufig so schnell von dem Koérper entfernt, dass sogar Bei Verwendung einer im Wesent-
lichen hydrolysebestandigen Esterverbindung nicht genug des parentalen Molekdls regeneriert wird.

[0013] Wenn auch die vorstehenden Prodrugs auf der Basis von Konjugaten einer parentalen Arzneimittel-
verbindung auf einem wasserloslichen Polymer aus vielen Griinden, einschlieRlich einer Ubermafig langsa-
men Hydrolyse der Bindung, nicht erfolgreich war, wurden die Arbeiten auf diesem Gebiert fortgesetzt. Es be-
steht immer noch Bedarf nach Verbesserungen in Prodrugs auf Polymerbasis und insbesondere Wegen der
deutlichen Erhéhung der Nutzlast des Polymerteils der Prodrug. Die vorliegende Erfindung beschéftigt sich mit
diesen Unzulanglichkeiten.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0014] In einem Aspekt der Erfindung werden verzweigte, im Wesentlichen nicht antigene Polymere bereitge-
stellt, entsprechend der Formel

(R),L-A (1)
wobei (R) ein wasserldsliches nicht-antigenes Polymer einschlieft;

(n)=2;

(L) eine aliphatische Verbindungseinheit ist, die kovalent an (R) gebunden ist, und

(A) eine aktivierende funktionelle Gruppe darstellt, die sich einer nukleophilen Substitution unterziehen kann.
[0015] Zum Beispiel kann (A) eine Gruppe sein, die mit biologisch aktiven Nukleophilen oder Einheiten binden
kann, die dasselbe tun kdnnen. In besonders bevorzugten Aspekten der Erfindung schliel®t (R) ein Poly(alky-
lenoxid) PAO wie ein Poly(ethylenglycol) (hier nachstehend PEG) ein.

[0016] Eine bevorzugte Ausfliihrungsform der Erfindung stellt verzweigte Polymere bereit, die eine terminale
Carbonsauregruppe enthalten, die bei der Bildung von Prodrugs auf Esterbasis nutzlich ist. Die verzweigten
Polymere weisen die Formel

(R),L-COOH (la)

auf, wobei (R), (n) und (L) wie vorstehend definiert sind.

[0017] Eine andere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung schlief3t verzweigte Polymere derselben vor-
stehen dargelegten Formel, d.h. (R),L-A ein, auller dass (L) ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus
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wobei (a) eine ganze Zahl von 1-5 ist,

X O, NQ, S, SO oder SO, ist, wobei Q H, C, ;-Alkyl, verzweigtes C, ;-Alkyl, substituiertes C, ;-Alkyl, Aryl oder
Aralkyl ist;

(m) 0 oder 1 ist

(p) eine positive ganze Zahl, vorzugsweise 1-6 ist;

(R) und (n) wie vorstehend definiert sind; und

(A) wie vorstehend definiert ist, einschliellich COOH wie in Formel (la) dargelegt.

[0018] Diese schirmartigen verzweigten Polymere der vorliegenden Erfindung (U-PAQO's oder U-PEG's) rea-
gieren mit biologisch aktiven Nukleophilen unter Bildung von Konjugaten. Der Punkt der Polymeranlagerung
hangt von der funktionellen Gruppe (A) ab. Zum Beispiel kann (A) ein Succinimidylsuccinat oder Carbonat sein
und mit e-Aminolysinen reagieren. Alternativ dazu kann (A) eine Carbonsaure sein, die mit Hydroxygruppen,
die in biologisch aktiven Nukleophilen zu finden sind, unter Bildung von Prodrugs auf Esterbasis reagieren kén-
nen. Die verzweigten Polymere kdnnen auch aktiviert werden, um sich an eine beliebige primare oder sekun-
dare Aminogruppe, Mercaptogruppe Carbonsauregruppe, reaktive Carbonylgruppe oder dergleichen, die auf
biologisch aktiven Materialien zu finden sind, zu binden. Andere Gruppen sind dem Fachmann klar.

[0019] Andere Aspekte der Erfindung schlieRen Konjugate, die biologisch aktive Materialien und ein oder
mehrere der vorstehend beschriebenen verzweigten Polymere enthalten, sowie Verfahren zu deren Herstel-
lung ein. Die biologisch aktiven Materialien schlieen Proteine, Peptide, Enzyme, medizinische Chemikalien
oder organische Einheiten, egal ob synthetisiert oder aus der Natur isoliert, ein. Die Verfahren schlieRen das
Inkontaktbringen eines biologisch aktiven Materials, enthaltend ein Nukleophil, das sich einer Substitutionsre-
aktion unterziehen kann, mit einem vorstehend beschriebenen verzweigten Polymer unter Bedingungen, die
zum Bewirken der Anlagerung ausreichend sind, wahrend zumindest ein Teil der biologischen Aktivitat beibe-
halten wird, ein.

[0020] Die vorliegende Erfindung schlief3t auch Verfahren zur Behandlung von verschiedenen Krankheiten
und Zustanden ein. In diesem Aspekt wird einem Sauger, der eine Behandlung bendtigt, eine wirksame Menge
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eines Konjugats verabreicht, das ein biologisch aktives Material, wie ein Protein, Enzym oder eine organische
Einheit und ein verzweigtes Polymer der vorliegenden Erfindung enthalt.

[0021] Bei einem der Hauptvorteile der vorliegenden Erfindung handelt es sich darum, dass die Verzweigung
der Polymere den Materialien, mit welchen sie Konjugiert werden, eine schirmartige dreidimensionale Schutz-
abdeckung verleiht. Dies steht im Gegensatz zu der schnurartigen Struktur von herkémmlichen Polymerkon-
jugaten. AuRerdem gewahrt die Verzweigung der Polymerketten von einer gemeinsamen Wurzel eine dynami-
sche, nicht planare Wirkung in vivo. Folglich bieten die verzweigten Polymere gegeniber geradkettigen Poly-
meren mit gleichem Molekulargewicht einen wesentlichen Nutzen.

[0022] Bei einem zweiten Vorteil der verzweigten Polymere handelt es sich darum, dass sie Nutzen bereit-
stellen, die mit der Anlagerung von mehreren Polymerstrangen an ein biowirksames Material bereitstellen, je-
doch wesentlich weniger Konjugationsstellen bendétigen. Die Vorteile der verzweigten Polymere sind fiir thera-
peutische Mittel mit wenig verfiigbaren Anlagerungsstellen besonders drastisch. All die gewlinschten Eigen-
schaften der Polymerkonjugation werden realisiert, und der Verlust an Bioaktivitat wird minimiert.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
1. POLYMERSUBSTITUENTEN UND DEFINIERTE FORMEL (1)

[0023] Die aktivierten verzweigten Polymere der vorliegenden Erfindung werden vorzugsweise aus Poly(al-
kylenoxiden) (PAOs) hergestellt, die bei Raumtemperaturen wasserldslich sind. In dieser Gruppe befinden sich
alpha-substituierte Polyalkylenoxidderivate wie Methoxypoly(ethylenglycole) (mPEG) oder andere geeignete
alkylsubstituierte PAO-Derivate wie diejenigen, die mono- oder bisterminale C,-C,-Gruppen enthalten. Gerad-
kettige, nicht antigene Polymere wie Monomethyl-PEG-Homopolymere, einschlie3lich

nmsocuz-o-(ﬁ-, mPEG-0-C
0 0

und mPEG-0O-CH, CH,-

sind bevorzugt. Alternative Polyalkylenoxide wie andere Poly(ethylenglycol)homopolymere, andere Alkylpo-
ly(ethylenoxid)blockcopolymere und Copolymere von Blockcopolymeren von Poly(alkylenoxiden) sind ebenso
natzlich.

[0024] Die Polymere der vorliegenden Erfindung sind durch die Formel (1) dargestellt:
(R),L-A (1)

wobei (R) ein wasserlosliches im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer einschlief3t;

(n)=2;

(L) eine aliphatische Verbindungseinheit ist, die kovalent an (R) gebunden ist; und

(A) eine aktivierende funktionelle Gruppe darstellt, die sich einer nukleophilen Substitution unterziehen kann.

[0025] Jedes (R) kann eine wasserl@sliche, im Wesentlichen nicht-antigene Polymerkette sein. Sind die Po-
lymerketten PEG oder mPEG, ist es bevorzugt, dass jede Kette ein Molekulargewicht zwischen etwa 200 und
etwa 80.000 Dalton und vorzugsweise zwischen etwa 2.000 und etwa 42.000 Dalton aufweist. Molekularge-
wichte von etwa 5.000 bis etwa 20.000 Dalton sind besonders bevorzugt.

[0026] Alternative Polymersubstanzen schlieRen Materialien wie Dextrane, Polyvinylpyrrolidone, Polyacryla-
mide oder andere ahnliche nicht-immunogene Polymere ein. Derartige Polymere kénnen auch fir den Ein-
schluss in die Erfindung funktionalisiert oder aktiviert werden. Vorstehendes ist nur veranschaulichend und soll
den Typ von nicht-antigenen Polymeren, die zur Verwendung geeignet sind, nicht einschranken.

[0027] In einer anderen Ausfihrungsform der Erfindung ist (R) ein verzweigtes Polymer fir eine sekundare
und tertiare Verzweigung von einem bioaktiven Material. Bifunktionelle und heterobifunktionelle aktive Polyme-
rester kdnnen ebenso verwendet werden. Die Polymere der vorliegenden Erfindung kénnen auch mit bifunkti-
onellen Materialien wie Poly(alkylenglycol)diaminen unter Bildung von gegenseitig durchdringenden Polymer-
netzwerken, die zur Verwendung in durchlassigen Kontaktlinsen, Wundverbanden, Arzneimittelabgabevorrich-
tungen und dergleichen geeignet sind, copolymerisiert werden. Die sterischen Beschrankungen und Wasser-
I6slichkeit derartiger Verzweigung sind dem Fachmann leicht erkenntlich. Vorzugsweise sollte das Molekular-
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gewicht von mehrfach verzweigten Polymeren 80.000 Dalton nicht ibersteigen.

[0028] Wie in Formel (1) oder 2 dargestellt, sind Polymerketten, bezeichnet hier als (R), an die aliphatische
Verbindungseinheit (L) gebunden. Derartige aliphatische Verbindungen schlielen substituierte Alkyldiamine
und Triamine, Lysinester und Malonesterderivate ein. Die Verbindungseinheiten sind vorzugsweise nicht pla-
nar, sodass die Polymerketten nicht starr fixiert sind. Die Verbindungseinheit (L) ist auch das Mittel zum Anla-
gern der mehrfachen Polymerketten oder ,Verzweigungen" an (A), die Einheit, durch welche sich das Polymer
an biowirksame Materialien anlagert.

[0029] (L) schlielt vorzugsweise eine mehrfach funktionalisierte Alkylgruppe, enthaltend bis zu 18 und starker
bevorzugt zwischen 1-10 Kohlenstoffatome ein. Ein Heteroatom wie Stickstoff, Sauerstoff oder Schwefel kann
in der Alkylkette eingeschlossen sein. Die Alkylkette kann auch am Kohlenstoff- oder Stickstoffatom verzweigt
sein. In einem anderen Aspekt der Erfindung ist (L) ein einzelnes Stickstoffatom.

[0030] (L) und jedes (R) sind vorzugsweise durch eine Reaktion zwischen nukleophilen funktionellen Grup-
pen sowohl an (R) als auch an (L) gebunden. Jedes (R) ist geeigneterweise derart funktionalisiert, dass es sich
einer nukleophilen Substitution unterzieht und an (L) bindet. Eine derartige Funktionalisierung von Polymeren
ist dem Fachmann leicht verstandlich.

[0031] Eine breite Vielzahl an Bindungen ist zwischen (R) und (L) erwogen. Urethan(carbamat)bindungen
sind bevorzugt. Die Bindung kann z.B. durch Umsetzen einer Aminogruppe wie 1,3-Diamino-2-propanol mit
Methoxypolyethylenglycolsuccinimidylcarbonat, beschrieben im US-Patent Nr. 5,122,614, wobei die Offenba-
rung davon hier unter Bezugnahme eingebracht ist, gebildet werden. Amidbindungen, die durch Umsetzen ei-
nes aminoterminierten, nicht-antigenen Polymers wie Methoxypolyethylenglycolamin (mPEG Amin) mit einer
acylchloridfunktionellen Gruppe gebildet werden kénnen.

[0032] Beispiele fur andere Bindungen zwischen (R) und (L) schlief3en Ether-, Amin-, Harnstoff- und Thio- und
Thiolanaloga davon sowie die Thio- und Thiolanaloga der vorstehend erérterten Urethan- und Amidbindungen
ein. Die Bindungen werden durch dem Fachmann gut verstandliche Verfahren gebildet. Andere geeignete Bin-
dungen und deren Bildung kann unter Bezugnahme auf das vorstehend genannte US-Patent Nr. 4,176,337 be-
stimmt werden.

[0033] Die Einheit (A) der Formel (1) stellt Gruppen dar, die die verzweigten Polymere der vorliegenden Erfin-
dung zur Konjugation mit biologisch aktiven Materialien ,aktivieren".

[0034] A) kann eine Einheit sein, ausgewahlt aus:
I. funktionellen Gruppen, die mit einer Aminogruppe reagieren kénnen, wie:
a) Carbonaten wie p-Nitrophenyl oder Succinimidyl;
b) Carbonylimidazol;
c) Azlactonen;
d) cyclischen Imidthionen; oder
e) Isocyanaten oder Thioisocyanaten;
[I. funktionellen Gruppen, die mit Carbonsauregruppen und reaktiven Carbonylgruppen reagieren kénnen,
wie:
a) primaren Aminen; oder
b) hydrazin- und hydrazidfunktionellen Gruppen wie die Acylhydrazinen, Carbazaten, Semicarbamaten,
Thiocarbazaten usw;
. funktionellen Gruppen die mit Mercaptosulfhydrilgruppen reagieren kénnen, wie Phenylglyoxalen, siehe
z.B. US-Patent Nr. 5,093,531, wobei die Offenbarung davon hier unter Bezugnahme eingebracht ist;
IV. funktionellen Gruppen, die mit Hydroxygruppen reagieren kénnen, wie (Carbon)sauren wie in Formel
(la) oder anderen Nukleophilen, die mit einem elektrophilen Zentrum reagieren kénnen. Eine nicht be-
schrankende Aufzahlung schlief3t z.B. Hydroxy, Amino, Carboxyl, Thiolgruppen, aktives Methylen und der-
gleichen ein.

[0035] Die Einheit (A) kann auch eine Abstandhaltereinheit einschlieRen, die in der Nahe der aliphatischen
Verbindungseinheit (L) lokalisiert ist. Die Abstandhaltereinheit kann ein Heteroalkyl, Alkoxy, Alkyl, enthaltend
bis zu 18 Kohlenstoffatomen, oder sogar eine zusatzliche Polymerkette sein. Die Abstandhaltereinheiten kon-
nen unter Verwendung von Standardsynthesetechniken addiert werden. Es ist klar, dass diese flir (A) ausge-
wahlten Einheiten neben biologisch aktiven Nukleophilen auch mit anderen Einheiten reagieren kénnen.
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[0036] Eine bevorzugte Ausfliihrungsform der Erfindung stellt verzweigte Polymere bereit, die eine terminale
Carbonsauregruppe enthalten, die bei der Bildung von Prodrugs auf Esterbasis nutzlich ist. Die verzweigten

Polymere weisen die Formel:

(R),L-COOH

(Ia)

auf, wobei (R), (n) und (L) wie vorstehend definiert sind.

[0037] Einige besonders bevorzugte Verbindungen in diesem Aspekt der Erfindung schlie3en ein:

0
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O
wobei (a) eine ganze Zahl von 1-5 ist;
(m) 0 oder 1 ist
X 0O, NQ, S, SO oder SO, ist, wobei Q H, C,4-Alkyl, verzweigtes C, ,-Alkyl, substituiertes C, ,-Alkyl, Aryl oder
Aralkyl ist;
(p) eine 0 ganze Zahl von 1-6 ist; und
R, die vorstehend beschriebene entsprechende Abstandhaltereinheit R, darstellt, nachdem sie Substitutions-
reaktionen unterzogen wurde, was zur Addition der terminalen Carbonsauregruppe fihrt.

[0038] Es ist natlirlich dem Fachmann leicht verstandlich, dass das vorstehend dargestellte mPEG fiir veran-
schaulichende Zwecke durch jedes beliebige Polyalkylenoxid oder jedes beliebige andere im Wesentlichen
hier beschriebene nicht-antigene Polymer ersetzt werden kann.

[0039] Eine andere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung schlie3t verzweigte Polymere derselben wie

vorstehend dargelegten Formel, d.h. (I) und (la): (R),L-A ein, aufler dass (L) ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus
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0
I
-C-NH - 0
~ I
(CHy), -C-NH
I (CH,),
CH-(XCH,),- {
| o CH-(XCHy),-
(CH,), -C-NH
_ // I
-C-NH 0
i
0 y und
0
I
-C-]\y\[
\(CHz)a
I .
N - | C|(CH,),-
| [
(CH), 10},
-C-Ni1
I
0

wobei (a), (m), (p) und X wie vorstehend dargelegt sind.

[0040] Einige besonders bevorzugte Verbindungen in diesem Aspekt der Erfindung schlie3en ein:
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O
i
m-PEG-C-NH

0]
f

m-PEG-C-NH

(CH,), (CHy),
] |
CH-OH N e IC(CHy),-
[ | |
(9H'2): (CHZ)a 0 n
- /
~
m-PEG-C-NH m-PEG-C-NH
I i
0 , 0
0
I (||)
m-P EG‘C‘N}‘\(\ m-PEG-C-NH
(fﬂz)- (CHy),
| .
H.0- ]
Cl‘H O-R, ‘N CCHR,
(C*Iz). (CHz), 'm
m-PEG-C-NH m-PEG-C-NH
I I
0 0

und

wobei

(a) eine ganze Zahl von 1-5 ist;

(m) 0 oder 1 ist;

(p) eine positive ganze Zahl vorzugsweise von etwa 1 bis etwa 6 ist; und

R, eine Abstandhaltereinheit ist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Polymeren

-CO-NH-(CH,-),X,, -CO-NH-(CH,-CH,-O-),X,,
com{ D),
und

CO-NH-{ O ) (0-CH,-CHy) X,

wobei (d) eine ganze Zahl zwischen 1 und einschlief3lich 18 ist und (X,) H, OH, NH, oder COOH ist.
2. SYNTHESE VON VERZWEIGTEN POLYMEREN

[0041] Die verzweigten Polymere (im Allgemeinen U-PAQO's oder U-PEG's) werden unter Verwendung von
herkdmmlichen Reaktionstechniken gebildet. Fir jede angelagerte Polymerkette (R) weist die Verbindungsver-
bindung (L) eine Anzahl an nukleophilen funktionellen Gruppen auf, die (n) (d.h. 2 oder 3) entspricht. In einem
Aspekt wird ein Succinimidylcarbonataktivester des verzweigten Polymers durch Inkontaktbringen einer wie
vorstehend beschrieben hergestellten verzweigten Polymeruntereinheit (R),L mit p-Nitrophenylchlorformiat
und anschlieBend mit n-Hydroxysuccinimid unter Bildung eines Succinimidylcarbonats hergestellt. Alternativ
dazu kann die Hydroxyeinheit mit Bissuccinimidylcarbonat direkt umgesetzt werden. Die Polymeruntereinheit
(R),L schlieRt Hydroxy-, Amino-, Carboxyl- und Thiolgruppen und dergleichen sowie Amino- oder Methylen-
wasserstoffe ein, so dass sie an (A) angelagert werden kann.
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[0042] Die verzweigten Polymere kdnnen auch durch Unsetzen von aliphatischen Verbindungsverbindungen,
die mit nukleophilen funktionellen Gruppen substituiert sind, wie Di- oder Triamino, Mercaptoalkoholen oder
Alkyltriolen mit einer aktivierten oder funktionalisierten Polymerkette wie SC-PEG, PEG-NCO, PEG-NSC,
SS-PEG, PEG-Sauren oder Saurederivaten gebildet werden. Derartige Verfahren sind bevorzugt, da die funk-
tionalisierten Polymerketten und geeigneten aliphatischen Verbindungsgruppen entweder im Handel erhaltlich
sind oder leicht synthetisiert werden kénnen.

[0043] Andere Aspekte der Synthese schlieRen das Umsetzen eines Polymers, das mit einer nukleophilen
Einheit funktionalisiert ist, wie PEG-Alkohol, PEG-Amin oder PEG-Mercaptan mit bifunktionellen Molekilen wie
Malonsaurederivaten oder Glyoxalsaurederivaten ein.

[0044] Zum Beispiel kdnnen zwei mol Methoxypoly(ethylenglycol)amin mit einem substituierten oder unsub-
stituierten Malonylchlorid unter Bildung einer Verbindung der Formel (ll) umgesetzt werden:

O
I
m-PEG-NH-C ~a

() _—CH,
m-PEG*NH-CfI u
0

[0045] Die Umsetzung mit einer starken Base wandelt die Methylenverbindungsgruppe in ein Anion um, das
weiter funktionalisiert werden kann. Zum Beispiel kann das Anion mit Diethyloxalat unter Erhalt des entspre-
chenden Ketoesters umgesetzt werden.

[0046] GleichermaBen koénnen zwei mol Methoxypoly(ethylenglycol)succinimidylcarbonat mit 1,3-Diami-
no-2-propanol unter Bildung einer Verbindung der Formel (lll) umgesetzt werden

o
l

m-PEG-0-C-NH—— CHZ\

.
(1) "CH-OH

m-PEG-0-C-NH—— CHj
1

0

[0047] GleichermalRen kénnen zwei mol mMPEG-N-Acylthiazolidin (hier nachstehend mPEG-FLAN), das ge-
maR US-Patent Nr. 5,349,001 hergestellt werden kann, wobei die Inhalte davon hier unter Bezugnahme ein-
gebracht sind, mit einem Triamin wie Diethylentriamin unter Bildung einer Verbindung mit der Struktur der For-
mel (IV) umgesetzt werden:
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0
]
mPEG-C-NH
TH,),
(V) Il\IH
____,__m____._..._(.(; 1”12)1
mPEG-C-NH
N
0
(a) =1-5

[0048] Die verzweigten Polymere (Ill) und (V) kdnnen dann aktiviert werden. Eine Weise der Aktivierung von
(1) schlief3t zuerst das Funktionalisieren mit Verbindungen, die die Hydroxygruppen aktivieren kdnnen wie
p-Nitrophenylchlorformiat unter Bildung eines reaktiven p-Nitrophenylcarbonats ein. Das erhaltene p-Nitrophe-
nylcarbonatpolymer kann direkt mit einem biologisch aktiven Nukleophil umgesetzt werden.

[0049] Das p-Nitrophenylcarbonatpolymer kann auch als Zwischenverbindung dienen. Es kann mit einem
grofken Uberschuss an n-Hydroxysuccinimid unter Bildung eines Succinimidylcarbonat-aktivierten verzweigten
Polymers umgesetzt werden. Andere Wege zu Succinimidylcarbonaten sind verfugbar und zur Verwendung
hier erwogen. Alternativ dazu kann eine p-Nitrophenylcarbonatpolymerzwischenverbindung mit wasserfreiem
Hydrazin umgesetzt werden, um ein verzweigtes Carbazatpolymer zu bilden.

[0050] Das verzweigte Polymer (lll) kann auch durch Umsetzen mit einem Alkylhalogenacetat in Gegenwart
einer Base unter Bildung einer Alkylesterzwischenverbindung der entsprechenden Polymercarbons&ure und
anschlieBend Umsetzen der Alkylesterzwischenverbindung mit einer Saure wie Trifluoressigsaure unter Bil-
dung der eine terminale Carbonsaure enthaltenden Polymerverbindung aktiviert werden. Vorzugsweise wer-
den Alkylhalogenacetate verwendet. Insbesondere wird das Carbonsaurederivat gebildet durch:
i) Inkontaktbringen eines verzweigten Polymers der Struktur (R),L-A, wobei (R), (n), (L) und (A) wie hier vor-
stehend definiert sind, mit einem Alkylhalogenacetat in Gegenwart einer Base unter Bildung einer Alkyles-
ters eines verzweigten nicht-antigenen Polymers; und
ii) Umsetzen eines Alkylesters mit einer Saure unter Bildung des verzweigten Polymers, enthaltend eine
reaktive Carbonsaure daran.

[0051] Beim Durchfiihren der Reaktion ist das Molverhaltnis des Alkylhalogenacetats zu dem verzweigten Po-
lymer, d.h. Polyalkylenoxid grof3er als 1:1. Der Reaktionsschritt ii) wird bei einer Temperatur von etwa 0 bis
etwa 50°C und vorzugsweise einer Temperatur von etwa 20 bis etwa 30°C durchgefuhrt. Wahlweise kann der
Reaktionsschritt i) in Gegenwart von Wasser durchgefuhrt werden. Vorzugsweise werden tertidre Alkylhaloge-
nacetate der Formel

o R
{
X3CH2“"C”'O‘C""R11
Riz

wobei

X, Chlor, Brom oder lod ist; und

R,0.1» Unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der Gruppe, bestehend aus C, g-Alkylen, substituiertem
C,s-Alkylen oder verzweigtem C, g-Alkylen und Arylen;

verwendet.

[0052] Bevorzugte tertidre Alkylhalogenacetate schlief3en tertiare Butylhalogenacetate wie t-Butylbromacetat
oder t-Butylchloracatat ein. Geeignete Basen schlielen Kalium-t-butoxid oder Butyllithium, Natriumamid und
Natriumhydrid ein. Geeignete Sauren schlielfen Trifluoressigsdure oder Schwefel-, Phosphor- und Salzsauren
ein.

[0053] Das verzweigte Polymer (IV) kann durch dessen Umsetzen mit einer Hydroxysaure wie Milchsaure
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oder Glycolsaure unter Bildung des Hydroxyamids aktiviert werden. AnschlieRend wird das Hydroxyamid in
derselben Weise wie vorstehend fur (lll) erdrtert funktionalisiert.

[0054] In einer anderen Ausfihrungsform konnen zwei mol Methoxypoly(ethylenglycol)sdure oder
mPEG-FLAN mit 1,3-Diamino-2-hydroxypropan unter Bildung einer Verbindung der Formal (llla) umgesetzt
werden:

0
I
m-PEG—C-NL
(Illa) />\CH-OH
_CH,

m.PEG-(I:-N'i‘i"”
|

0

[0055] GleichermaRen kénnen zwei mol mPEG-Saure oder vorzugsweise mPEG-FLAN mit einem Triamin
wie Diethylentriamin unter Bildung einer Verbindung mit der Struktur der Formel (IVa) umgesetzt werden:

structure of Formula (IVa):

0
fl
mPEG-C-NH
(CH)),
(IVa) b[JH
,LCHZ)a
mPEG-C-NH
fl
0

(a) istin diesem Fall 2.

[0056] Das verzweigte Polymer (llla) und (IVa) kann dann in derselben Weise wie vorstehend im Hinblick auf
die Verbindungen (lIl) und (V) beschrieben aktiviert werden.

[0057] In dem Falle, in welchem m Null ist (d.h. die Carbonylgruppen fehlen), kann die Synthese des ver-
zweigten Polymers mit einem Triamin (d.h. Diethylentriamin) gebildet werden, indem es mit zwei Aquivalenten
eines Acylierungsmittels wie Succinimidylcarbonat-aktiviertem PEG (SC-PEG) derart umgesetzt wird, dass die
terminalen Aminogruppen mit PEG funktionalisiert werden. Diese Zwischenverbindung, die ein sekundares
Amin enthalt, wird dann mit Ethylbromacetat oder t-Butylbromacetat unter Erhalt des verzweigten Polymers al-
kyliert.

[0058] In dem Falle, in welchem n eins ist (d.h. eine Carbonylgruppe fehlt), kann die Synthese des verzweig-
ten Polymers in ahnlicher Weise gebildet werden. Die terminalen Amine werden mit einem aktivierten PEG wie
SC-PEG funktionalisiert. Dann wird das Ubrige sekundare Amin mit einem anderen Alkylierungsmittel wie
Bernsteinsaureanhydrid unter kraftigeren Bedingungen derart durchgefiihrt, dass weniger reaktives tertiares
Amin acyliert wird.

[0059] Wie leicht verstandlich, kdnnen zahlreiche Variationen und Kombinationen der Reaktion zwischen den
funktionalisierten Polymerketten und der aliphatischen Verbindungsverbindung unter Bildung der Verbindun-
gen der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Die vorstehenden Reaktionen wurden offenbart, um die
vorliegende Verbindung zu veranschaulichen.
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[0060] Verzweigte Polymere, die den Formeln (ll), (ll), (llla), (IV), (IVa) und dergleichen entsprechen, kénnen
auch mit einer Abstandhaltereinheit, bezeichnet hier als R,, zwischen der aliphatischen Verbindungseinheit
und der Gruppe, die sich einer nukleophilen Substitution unterziehen kann, verlangert werden. Zum Beispiel
ist das Polymer der Formel (lll) mit einer Abstandhaltereinheit durch die Formel (V) dargestellt

0
1}
m-PEG-O-C-NH
.(EHz
V) (|:H~O~R2
CH,

m-PEG-0O-C-NH

I
o

[0061] Abstandhaltereinheiten, dargestellt durch (R,) schlieRen
-CO-NH-(CH,-) X,
-CO-NH-(CH,-CH,-O-),H

CO»NH(@-X,,

-CO-NH-{ O ) -(0-CH,-CH,"),X,

und dergleichen, wobei (d) eine ganze Zahl zwischen 1 und einschlieBlich 18 ist und (X,) OH, NH, oder COOH
ist, ein, sind jedoch nicht darauf beschrankt. Abhangig von den Umstanden wird eine -H- oder eine -OH-Grup-
pe am Ende der Abstandhaltereinheit unter Bildung der terminalen Hydroxygruppe angelagert. Folglich gilt die
Abstandshaltergruppe als in der Nahe zu L.

[0062] Die Synthese von Verbindungen, die (V) entsprechen, schliet das Umsetzen des p-Nitrophenylcar-
bonat- oder N-Succinimidylcarbonataktivesters der Verbindungen der Formel (lll) mit Reagenzien wie
H,N-(CH,-),OH,

H,N-(CH,-CH,-0-),H,

Aminophenolen oder

H,N-( O )- (O-CH,-CH,-),0H.

ein. Die Verbindungen der Formeln (llla) und (IVa) kdbnnen auch in die entsprechenden R,-Abstandshalter-ent-
haltenden Verbindungen in derselben Weise wie vorstehend dargelegt umgewandelt werden.

[0063] Die Anlagerung von Abstandshaltereinheiten an ein verzweigtes Polymer ist mit Bezug auf das Poly-
mer von Formel (Il) zum Zwecke der Veranschaulichung ohne Beschréankung beschrieben. Ahnliche Produkte
wirden mit beliebigen der durch die vorliegende Erfindung offenbarten verzweigten Polymere erhalten werden.
Zum Beispiel kbnnen die Abstandshaltereinheiten (R,) an eine mit anderen Gruppen als Hydroxygruppen sub-
stituierte Verbindungsgruppeneinheit (L) gebunden werden. Wird die Hydroxygruppe durch eine Aminogruppe
ersetzt oder wird der mit Hydroxygruppen substituierte Kohlenstoff durch ein sekundares Amin ersetzt, kann
(L) mit geeigneten Reagenzien wie substituierten Isocyanaten oder Isothiocyanaten und dergleichen umge-
setzt werden. Wie die vorstehend beschriebenen aliphatischen Verbindungseinheiten kénnen die terminalen
Gruppen der Abstandshaltereinheiten gleichermafien funktionalisiert werden, um mit Nukleophilen zu reagie-
ren, d.h. Anlagerung an eine geeignete (A)-Einheit, d.h. COOH oder andere ,aktivierte terminale Gruppe".

[0064] Nach der Synthese kdnnen die aktivierten, verzweigten Polymere durch herkdmmliche verfahren ge-
reinigt und mit biologisch aktiven Materialien umgesetzt werden, die Nukleophile enthalten, die sich mit dem
Polymer verbinden kdnnen, wahrend mindestens etwas der mit dem Material in unmodifizierter Form verbun-
dene Aktivitat bewahrt bleibt.
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3. BIOLOGISCH AKTIVE MATERIALIEN, DIE ZUR KONJUGATION GEEIGNET SIND

[0065] Die Nukleophile, die mit verzweigten Polymeren konjugiert sind, werden als ,biologisch aktiv" beschrie-
ben. Der Begriff ist jedoch nicht auf physiologische oder pharmakologische Aktivitaten beschrankt. Zum Bei-
spiel kénnen einige Nukleophilkonjugate wie diejenigen, die Enzyme enthalten, Reaktionen in organischen L6-
sungsmitteln katalysieren. Gleichermalen sind auch einige erfindungsgemafRe Polymerkonjugate, die Protei-
ne enthalten, wie Concanavalin A, Immunglobulin und dergleichen als Labordiagnostika nutzlich. Ein Schlis-
selmerkmal aller Konjugate ist, das mindestens ein Teil der mit dem unmodifizierten bioaktiven Material ver-
bundenen Aktivitat beibehalten wird.

[0066] Die Konjugate sind biologisch aktiv und weisen zahlreiche therapeutische Anwendungen auf. Sauger,
die eine ein biologisch aktives Material einschlieRende Behandlung benétigen kdnnen durch Verabreichen ei-
ner wirksamen Menge eines das gewlnschte bioaktive Material enthaltenden Polymerkonjugats behandelt
werden. Zum Beispiel kann Saugern, die eine Enzymersatztherapie oder Blutfaktoren bendétigen, das ge-
wilinschte Material enthaltende verzweigte Polymerkonjugate verabreicht werden.

[0067] Biologisch aktive Nukleophile von Interesse der vorliegenden Erfindung schlie3en Proteine, Peptide,
Polypeptide, Enzyme, organische Molekiile natiirlichen und synthetischen Ursprungs wie medizinische Che-
mikalien und dergleichen ein, sind jedoch nicht darauf beschrankt.

[0068] Enzyme von Interesse schliel3en kohlenhydratspezifische Enzyme, proteolytische Enzyme, Oxidore-
duktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lysasen, Isomerasen und Ligasen ein. Ohne auf ein besonderes Enzym
beschrankt zu sein, schlief3en Beispiele fir Enzyme von Interesse Asparaginase, Arginase, Arginindeaminase,
Adenosindeaminase, Superoxiddismutase, Endotoxynasen, Katalasen, Chymotrypsin, Lipasen, Uricasen,
Adenosindiphosphatase, Tyrosinasen und Bilirubinoxidase ein. Kohlenhydratspezifische Enzyme von Interes-
se schlielen Glucoseoxidasen, Glucodasen, Galactosidasen, Glucocerebrosidasen, Glucouronidasen usw.
ein.

[0069] Proteine, Polypeptide und Peptide von Interesse schlielen Hamoglobin, sowohl natirlich vorkom-
mend als auch rekombinante Mutantstdmme, Serumproteine wie Blutfaktoren, einschlieRlich Faktoren VII, VIl
und IX; Immunglobuline, Cytokine wie Interleukine, a-, - und y-Interferone, Kolonie-stimulierende Faktoren,
einschlieRlich Granulocytenkolonien stimulierende Faktoren, Plattchenabgeleitete Wachstumsfaktoren und
Phospholipase-aktivierendes Protein (PLAP) ein, sind jedoch nicht darauf beschrankt. Andere Proteine von all-
gemeinem biologischem oder therapeutischem Interesse schlieRen Insulin, Pflanzenproteine wie Lecitine, Ri-
cine, Tumornekrosefaktoren und verwandte Allele, Wachstumsfaktoren wie Gewebewachstumsfaktoren wie
TGFas oder TGFBs und epidermale Wachstumsfaktoren, Hormone, Somatomedine, Erytropoietin, Pig-
menthormone, hypothalmische Freisetzungsfaktoren, antidiuretische Hormone, Prolactin, choroinisches Go-
nadotropin, Follikel-stimulierendes Hormon, Thyroid-stimulierendes Hormon, Gewebeplasminogenaktivator
und dergleichen ein. Immunglobuline von Interesse schlieRen 1gG, IgE, IgM, IgA, IgD und Fragmente davon
ein.

[0070] Einige Proteine wie die Interleukine, Interferone und Kolonie-stimulierende Faktoren liegen gewdhnlich
als Ergebnis der Verwendung von rekombinanten Techniken auch in nicht-glycosylierter Form vor. Die
nicht-glycosylierten Versionen befinden sich unter den biologisch aktiven Nukleophilen der vorliegenden Erfin-
dung.

[0071] Die biologisch aktiven Nukleophilen der vorliegenden Erfindung schlief3en auch einen beliebigen Teil
eines Polypeptids ein, das in vivo Bioaktivitat zeigt. Dies schlieRt Aminosauresequenzen, Antisenseeinheiten
und dergleichen, Antikérperfragmente, einkettige Bindungsantigene, siehe z.B. US-Patent Nr. 4,946,778, wo-
bei die Offenbarung davon hier unter Bezugnahme eingebracht ist, Bindungsmolekiile, einschlieRlich Konden-
sationen von Antikérpern oder Fragmenten, polyklonale Antikérper, monoklonale Antikorper, katalytische An-
tikérper, Nukleotide und Oligonukleotide ein.

[0072] Die Proteine oder Teile davon kdnnen unter Verwendung von dem Fachmann bekannten Techniken,
wie Gewebekulturextraktion von tierischen Quellen oder durch rekombinante DNA-Methodologien hergestellt
oder isoliert werden. Transgene Quellen der Proteine, Polypeptide, Aminosauresequenzen und dergleichen
sind ebenso erwogen. Derartige Materialien werden von transgenen Tieren, d.h. Mausen, Schweinen, Kiihen
usw. erhalten, wobei die Proteine in Milch, Blut oder Geweben exprimiert werden. Transgene Insekten und Ba-
culovirenexpressionssysteme sind ebenso als Quellen erwogen. AuRerdem befinden sich Mutantversionen
von Proteinen wie Mutant-TNFs und/oder Mutantinterferone ebenso im Umfang der Erfindung.
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[0073] Andere Proteine von Interesse sind Allergenproteine wie Ambrosie, Antigen E, Honigbienengift, Mil-
benallergen und dergleichen.

[0074] Nutzliche biologisch aktive Nukleophile sind auf Proteine und Peptide nicht beschrankt. Im Wesentli-
chen ist jede beliebige biologisch aktive Verbindung im Umfang der vorliegenden Erfindung eingeschlossen.
Die vorliegende Erfindung ist besonders gut geeignet fir Verbindungen, die wenige oder sogar nur eine einzige
nukleophile Anlagerungsstelle zur Polymerkonjugation aufweisen, wie medizinische Chemikalien, egal ob aus
der Natur isoliert oder synthetisiert. Chemotherapeutische Molekile wie pharmazeutische Chemikalien, d.h.
Antitumormittel wie Paclitaxel, Texotere, verwandte Texotere, Taxoidmolektle, Camptothecin, Podophyllotoxin,
Anthracycline, Methotrextate usw., cardiovaskulare Mittel, Anitneoplastika, Antiinfektionsmittel, Antiangstmit-
tel, gastrointestinale Mittel, das zentrale Nervensystem aktivierende Mittel, Analgetika, Fruchtbarkeits- oder
Verhutungsmittel, Antientzindungsmittel, steroide Mittel, Antiurecamische Mittel, cardiovaskulare Mittel, Ge-
faBverdunnungsmittel, Gefallkontraktionsmittel und dergleichen.

[0075] Vorstehendes ist fiir die biologisch aktiven Nukleophile, die zur Konjugation mit den Polymeren der Er-
findung geeignet sind, veranschaulichend. Es sollte klar sein, dass diese biologisch aktiven Materialien, die
nicht speziell erwahnt sind, jedoch geeignete nukleophile Gruppen aufweisen, im Umfang der vorliegenden Er-
findung liegen sollen.

4. SYNTHESE VON BIOLOGICH AKTIVEN KONJUGATEN

[0076] Ein oder mehrere der aktivierten verzweigten Polymere kann (kdnnen) an ein biologisch aktives Nuk-
leophil durch chemische Standardreaktionen angelagert werden. Das Konjugat ist durch die folgende Formel
dargestellt

[(R),L-A"],-(Nukleophil) (%)

wobei (R) ein wasserldsliches, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer ist; n = 2; (L) eine aliphatische Ver-
bindungseinheit ist; (A") eine Bindung zwischen (L) und dem Nukleophil darstellt und (z) eine ganze Zahl = 1
ist, die die Anzahl an Polymeren darstellt, die an das biologisch aktive Nukleophil konjugiert sind. Die obere
Grenze fur (z) wird durch die Anzahl an verfugbaren Nukleophilanlagerungsstellen und den Grad an vom Fach-
mann gesuchten Polymeranlagerungsstellen bestimmt. Der Konjugationsgrad kann durch Variieren der Reak-
tionsstochiometrie unter Verwendung von bekannten Techniken modifiziert werden. Mehr als ein an das Nuk-
leophil konjugiertes Polymer kann durch Umsetzen eines stéchiometrischen Uberschusses des aktivierten Po-
lymers mit dem Nukleophil erhalten werden.

[0077] Die biologisch aktiven Nukleophilen kdnnen mit den aktivierten verzweigten Polymeren in einem wass-
rigen Reaktionsmedium umgesetzt werden, das abhangig von den pH-Anforderungen des Nukleophils gepuf-
fert sein kann. Der optimale pH-Wert fur die Reaktion liegt im Allgemeinen zwischen etwa 6,5 und etwa 8,0 und
betragt vorzugsweise etwa 7,4 fir proteinhaltige Polypeptidmaterialien. Organische/chemotherapeutische Ein-
heiten kdnnen in nicht wassrigen Systemen umgesetzt werden. Die optimalen Reaktionsbedingungen fir die
Stabilitat des Nukleophils, die Reaktionseffizienz usw. liegen im Ermessen des durchschnittlichen Fachmanns.
Der bevorzugte Temperaturbereich liegt zwischen 4 und 37°C. Die Temperatur fir das Reaktionsmedium darf
die Temperatur, bei welcher sich das Nukleophil entarten oder zersetzen kann, nicht tUibersteigen. Es ist bevor-
zugt, dass das umzusetzende Nukleophil mit einem Uberschuss des aktivierten verzweigten Polymers umge-
setzt wird. Nach der Reaktion wird das Konjugat gewonnen und durch Diafiltration, Sdulenchromatographie,
Kombinationen davon oder dergleichen gereinigt.

[0078] Es ist leicht verstandlich, dass die aktivierten verzweigten nicht-antigenen Polymere der vorliegenden
Erfindung ein neues und nitzliches Werkzeug bei der Konjugation von biologisch aktiven Materialien sind, ins-
besondere, wenn ihnen eine Anzahl an geeigneten Polymeranlagerungsstellen fehlen.

BEISPIELE
[0079] Die folgenden nicht beschrankenden Beispiele veranschaulichen bestimmte Aspekte der Erfindung.

Alle Teile und Prozentanteile beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf das Gewicht, und alle Tempe-
raturen sind in °C angegeben.
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MATERIALIEN

[0080] Methoxypoly(ethylenglycol) (m-PEG) (MG = 5.999) wurde von Union Carbide erhalten. Die Lésungs-
mittel wurden von Aldrich Chemical Milwaukee, Wisconsin erhalten. Das Methoxypoly(ethylenglycol)-N-succi-
nimidylcarbonat (SC-PEG) wurde wie im US-Patent Nr. 5,122,614 beschrieben unter Verwendung eines
m-PEGs mit einem Molekulargewicht von etwa 5.000 hergestellt. Das m-PEG-FLAN wurde wie im US-Patent
Nr. 5,349,001 beschrieben hergestellt. Jedes der in den Beispielen 1-9 hergestellten Produkte wurde struktu-
rell durch *C-NMR bestéatigt.

BEISPIEL 1: U-PEG-OH

O
]
m-PEG-O—C-N_}:IN
CH,
CH-OH
_CH,

m-PEG-0O-C-NH

i
)

[0081] Dieses verzweigte Polymer wurde durch Zugabe von 100 mg (1,1 mmol) 1,3-Diamino-2-propanol zu
einer Lésung von 10,0 g (2 mmol) SC-PEG in 50 ml Methylenchlorid hergestellt. Das Gemisch wurde fur eine
Dauer von 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, dann filtriert. Uberschiissiges Lésungsmittel wurde im Va-
kuum abdestilliert. Der Ruickstand wurde aus 2-Propanol umkristallisiert, um 7,1 g Produkt (70%ige Ausbeute)
zu erhalten.

BEISPIEL 2: U-PNP-PEG

0
1]
m~PEG~O~C—N~H~
""M?Hz 0
I
(ISH -O-C-O-&O !,‘-NOZ
-CH,
m-PEG-0-C-NH
!
0]

[0082] Die Verbindung von Beispiel 1 wurde mit p-Nitrophenylchlorformiad aktiviert. Zuerst wurden 5,0 g (0,5
mmol) U-PEG durch Kochen unter Riickfluss in 75 ml Toluol fiir eine Dauer von 2 Stunden azeotrop getrocknet,
wodurch die Entfernung von 25 ml Lésungsmittel/Wasser erhalten wurde. Das Reaktionsgemisch wurde auf
30°C abgekiihlt, gefolgt von der Zugabe von 120 mg (0,6 mmol) p-Nitrophenylchlorformiad und 50 mg (0,6
mmol) Pyrridin. Das erhaltene Gemisch wurde fiir eine Dauer von 2 Stunden bei 45°C gertihrt, gefolgt von Rih-
ren Uber Nacht bei Raumtemperatur.

[0083] Das Reaktionsgemisch wurde dann durch CELITE™ filtriert, gefolgt von der Entfernung des Lésungs-

mittels von dem Filtrat durch Destillation in Vakuum. Der Rlckstand wurde aus 2-Propanol umkristallisiert, um
4,2 g (81%ige Ausbeute) des Produkts zu erhalten.
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BEISPIEL 3: US-PEG

0
fl
m-PEG-O-C-NH__
“““‘"’(I:H, (3 0
I
(ISH-O-C-O-N/
-
/CHZ O

m-PEG-O-C-NH
|
0

[0084] In diesem Beispiel wurde das U-PNP-PEG von Beispiel 2 mit N-Hydroxysuccinimid unter Bildung des
Succinimidylcarbonatesters von U-PEG umgesetzt. Eine Lésung, enthaltend 5,0 g (0,5 mmol) des
U-PNP-PEG's, 0,6 g (5 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 0,13 g (1 mmol) Diisopropylethylamin in 40 ml Methy-
lenchlorid wurde fir eine Dauer von 18 Stunden unter Ruckfluss gekocht. Das Losungsmittel wurde dann im
Vakuum abdestilliert und der Riickstand aus 2-Propanol umkristallisiert, um 4,2 g des Succinimidylcarbonates-
ters (82%ige Ausbeute) zu erhalten.

BEISPIEL 4: NU-PNP-PEG

0
il
m-PEG-O-C-NH__
~CH, 0 0
‘ I 0.
(llH-O-C-NH-(CHz),-O-C-O- <6> -NO,
CH,

m-PEG-O-(I‘-NH
' i

0

[0085] Dieses vorstehende verzweigte Polymer wurde durch Umsetzen von U-PNP-PEG (Beispiel 2) mit
Ethanolamin, gefolgt von p-Nitrophenylformiat hergestellt. Eine Lésung, enthaltend 5,0 g (0,5 mmol) des
U-PNP-PEG in 40 ml Methylenchlorid wurde mit 60 mg (1 mmol) Ethanolamin kombiniert und Gber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Rickstand
wurde aus 2-Propanol umkristallisiert, um 4,3 g der nachstehend dargestellten Zwischenverbindung 4a
(84%ige Ausbeute) zu erhalten.

0
I
m-PEG-0-C-NH
T°CH, O
0
da CH-0-C-NH-CH,-CH,-OH
_—CH,

m-PEG-O-(;i-N’f'I

)

[0086] Das NU-PEG-OH wurde durch Umsetzen der vorstehenden Zwischenverbindung mit p-Nitrophenyl-
chlorformiat hergestellt. Die Zwischenverbindung wurde durch Kochen unter Ruckfluss von 2,0 g (0,2 mmol) in
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40 ml Toluol fir eine Dauer von 2 Stunden unter Entfernung von 25 ml Lésungsmittel/\WWasser azeotrop getrock-
net. Das Reaktionsgemisch wurde abgekiihlt, gefolgt von der Zugabe von 0,3 mmol p-Nitrophenylchlorformiat
und 0,3 mmol Pyrridin gemaR dem Verfahren von Beispiel 2. Das erhaltene Gemisch wurde fir eine Dauer von
2 Stunden bei 45°C getrocknet, gefolgt von Ruhren Gber Nacht bei Raumtemperatur.

[0087] Das NU-PEG-OH wurde auch durch das Verfahren in Beispiel 2 gewonnen, um 1,5 g (71%ige Aus-
beute) zu erhalten.

BEISPIEL 5: XU-PEG-OH

o

il
m-PEG-O-CNH
CH, O

i
(liH-O-C-NH-CHI-CHI-OCHTCHZ-OH
___CH,
m-PEG-0-C-NH
I
0

[0088] Dieses verzweigte Polymer wurde durch Umsetzen des U-PNP-PEGs von Beispiel 2 mit 2-(2-Amino-
ethoxy)ethanol gemaf dem in Beispiel 4 beschriebenen Verfahren hergestellt (d.h. der Aminoalkohol wurde
mit p-Nitrophenylcarbonat umgesetzt). Die Ausbeute des umkristallisierten Produkts betrug 86%.

BEISPIEL 6: XU-PNP-PEG

[0089] Die Verbindung von Beispiel 5 wurde mit p-Nitrophenylcarbonat wie in den Beispielen 2 und 4 funkti-
onalisiert. Die Ausbeute des umkristallisierten Produkts betrug 83%.

BEISPIEL 7: XUS-PEG

0

I
m-PEG-0-C-NH 0
TT~CH, O 0 T

I It
CH-0-C-NH-CH,-CH,-0-CH,-CH,-0-C-O-N

b, N
"

0
m-PEG-0-C-NH
]
0
[0090] In diesem Beispiel wurde das Succinimidylcarbonatderivat der in Beispiel 5 hergestellten Verbindung

gemal’ dem in Beispiel 3 beschriebenen Verfahren durch Umsetzen von N-Hydroxysuccinimid mit p-Nitrophe-
nylcarbonatderivat von Beispiel 6 hergestellt. Die Ausbeute des gewonnenen Produkts betrug 84%.
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BEISPIEL 8: U-LYS-PEG

0

I

m-PEG-0Q-C-NH

'_/ I']z

Cﬁl“\

_—CH,

i,

_——CH-COOC,H;
m-PEG-O-(ﬂZ-NH

0

[0091] Das vorstehend umrissene verzweigte Polymer wurde durch Umsetzen von m-PNP-PEG mit Lysine-
thylester hergestellt. Insbesondere wurde ein Gemisch aus 5,0 g (1,0 mmol) des Polymers, 150 mg (0,6 mmol)
Lysindihydrochlorid und 140 mg (1,8 mmol) Pyrridin fur eine Dauer von 18 Stunden unter Ruckfluss gekocht.
Das Loésungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert. Der Ruckstand wurde aus 2-Propanol umkristallisiert, um
4,5 g (88%ige Ausbeute) des Produkts zu erhalten.

BEISPIEL 9: Synthese von m-PNP-PEG

0
it ,.\\
mPEG-O-C-O-@ -NO,

[0092] Eine Lésung von 50 g (0,01 mol) m-PEG-OH (MG = 5.000) in 500 ml Toluol wurde fiir eine Dauer von
2 Stunden azeotrop getrocknet, wahrend 100 ml Toluol/Wasser entfernt wurden. Das Reaktionsgemisch wurde
auf 30°C abgekuhlt, gefolgt von der Zugabe von 2,6 g (0,013 mol) p-Nitrophenylchlorformiat und 1,0 ml (0,013
mol) Pyrridin. Das erhaltene Gemisch wurde fiir eine Dauer von 2 Stunden bei 45°C geriihrt, gefolgt von Rih-
ren Uber Nacht bei Raumtemperatur.

[0093] Das Reaktionsgemisch wurde dann durch CELITE™ filtriert, gefolgt von der Abdestillation des L&-
sungsmittels im Vakuum. Der Rickstand wurde aus 2-Propanol umkristallisiert, um 48,2 g (93%ige Ausbeute)
des Produkts zu erhalten.

BEISPIELE 10 und 11

[0094] Konjugate von Erythropoietin (EPO) mit US-PEG (Beispiel 3) wurden durch Dialysieren von zwei Pro-
ben mit 3,0 mg EPO (humane rekombinante Zellkultur des chinesischen Hamsterovariums (CHO)) in 0,1 M
Phosphatpufferlésungen, pH 7,0, unter Verwendung einer Centricon-10 (Amicon Corporation, Beverly, MA)
hergestellt. Die erste EPO-Lésung wurde mit 1,954 mg (zweifacher molarer Uberschuss) des US-PEG kombi-
niert, wahrend die zweite EPO-Lésung mit 3,908 mg (vierfacher molarer Uberschuss) des US-PEG's kombi-
niert wurde. Die Reaktionsgemische wurden fir eine Dauer von 1 Stunde bei Raumtemperatur (etwa 22-25°C)
gerihrt. Das Uberschissige Polymer wurde abzentrifugiert, und die Reaktionsgemische wurden in 10 mM
Phosphatpuffer, pH 8,0 dialysiert. Nicht umgesetztes EPO wurde auf einer lonenaustauschsaule (2-HD-Saule,
Sepracor) entfernt.

[0095] Eine SDS-PAGE-Analyse bestatigte, dass fir beide Reaktionsgemische etwa zwei bis drei der ver-
zweigten Polymere kovalent an jedes Proteinmolekil gebunden wurden. Die EPO-Aktivitat der Konjugate wur-
de durch einen kolorimetrischen Test mit DA-1-K-Zellen einer lymphoplastischen Mausezellreihe, abhangig
von IL-3, GM-CSF und EPO zum Wachstum gemessen. Man lie} die Zellen in IMDM, enthaltend 5% FCS,
wachsen und inkubierte sie bei 37°C in 5% CO, an Luft. Die Testzeit betragt 72 Stunden und das Zellwachstum
wird durch MTT-Farbaufnahme tberwacht. In dem Test behielten beide Konjugatproben 40-50% der Aktivitat
des unkonjugierten EPO's bei.
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BEISPIELE 12 und 13

[0096] Tumornekrosefaktor (TNF) wurde mit dem XUS-PEG von Beispiel 7 konjugiert. Als Vergleich wurde
das TNF auch mit dem linearen SC-PEG, Methoxypoly(ethylenglycol)succinimidylcarbonat von US-Patent Nr.
5,122,614, konjugiert. Beide Konjugate wurden durch Umsetzen von 500 Mikrogramme TNF, 2,0 mg/ml, mit
einem 25-fachen Uberschuss des Polymers hergestellt. Jede Reaktion wurde fiir eine Dauer von 41 Minuten
auf Eis durchgefuhrt.

[0097] Der ED,, fur das verzweigte Konjugat betrug 0,29 ng/ml fur die Konzentrationsansprechkurve, die
durch Verdinnungen von 0,1 Mikrogramm/ml gebildet wurde, und 0,625 ng/ml fir die Konzentrationsansprech-
kurve, die durch Verdinnungen von 0,01 Mikrogramm/ml gebildet wurde. Der EDg, fiir unmodifiziertes TNF be-
tréagt 0,01-0,02 ng/ml. Der ED,, fir die linearen Succinimidylcarbonatkonjugate lag im Bereich zwischen 8 und
19 ng/ml.

[0098] Tumorizide und Toxizitatsdaten in vitro wiesen darauf hin, dass das verzweigte Konjugat cytotoxischer
zu sein schien als das nicht verzweigte Konjugat.

BEISPIELE 14: U-PEG Carbonsaure-t-butylester

0
]
m-PEG-O-C-NH____
CH,
CH-0-CH,.CO,-tBu
CH,

m-PEG-0-C-NH

I
0

[0099] Eine Lésung von 1,0 g (0,099 mmol) U-PEG-OH in 30 ml Toluol wurde unter Entfernung von 10 ml De-
stillat azeotrop getrocknet. Das Reaktionsgemisch wurde auf 30°C abgekihlt, gefolgt von der Zugabe von 50
pl (0,34 mmol) t-Butylbromacetat und 0,1 ml (1,0 mmol) 1,0 M Kalium-t-butoxid in t-Butanol. Das erhaltene Ge-
misch wurde bei 40°C Uber Nacht gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde durch ein Celite-Kissen filtriert, ge-
folgt von der Abdestillation des Lésungsmittels im Vakuum. Der Rickstand wurde aus 2-Propanol umkristalli-
siert, um 0,98 g (97%ige Ausbeute) zu erhalten. Das Produkt enthielt 60% des gewunschten t-Butylesters, wie
bestimmt durch *C-NMR.

3C NMR: (CH,),C-, 27.54 ppm, -CH,NH-, 45.31 ppm; -OCH,, 58.40 ppm; (CH,),C-, 80.21 ppm; -OC(=O)NH-,
157.20 ppm; -C(=0)0O-, 166.89 ppm.

Beispiel 15: U-PEG-carbonsaure

0
H
m-PEG-O-C-NH___
CH,
CH-0-CH,-CO,H
CH, '

gV

m-PEG-0-C-NH

I
0

[0100] Eine Lésung von 0,5 g (0,049 mmol) U-PEG-carbonsaure-t-butylester und 2,5 ml Trifluoressigsaure in
5 ml Methylenchlorid wird bei Raumtemperatur fiir eine Dauer von 3 Stunden geriihrt. Das Losungsmittel wird
dann im Vakuum abdestilliert, gefolgt von der Umkristallisation des Rickstands aus gekuhltem Methylenchlo-
rid/Ethylether (20% V/V Methylenchlorid in Ether, insgesamt ca. 20 ml), um 0,42 g (85%ige Ausbeute) Produkt
zu erhalten.

3C NMR: -CH,NH-, 43.31 ppm; -OCH,, 58.04 ppm; -OC(=0)NH-, 156.20 ppm; -C(=0)O-, 169.89 ppm.
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Beispiel 16: NU-PEG-carbonsaure

0

fi
m-PEG-O-C-NH___
CH, O

|
CH-0-C-NH-{ 0)-CO,M1
l —
CH,
m-PEG-O-C»NTI/
il

0

[0101] Dieses vorstehende verzweigte Polymer wurde durch Umsetzen von US-PEG (Beispiel 3) mit Methyl-
paraaminobenzoat gefolgt von selektiver Hydrolyse unter Bereitstellung des verzweigten Polymers, enthaltend
die terminale Carbonséaure, hergestellt.

Beispiel 17: XU-PEG-carbonsaure

0

I
m-PEG-0-C-NH__
| "CH, O

Ly
CH-0-C-NH-CH,-CH,-0-CH,-CH,-0-CH,-CO,H

___.CH,
m-PEG-Oﬁ-NH

0

[0102] In diesem Beispiel wurde das Carbonsaurederivat von Verbindung Beispiel 5 (XU-PEG-OH) gemal
dem Verfahren, beschrieben in den Beispielen 14 und 15, wobei das terminale Carbonsaurederivat gebildet
wurde, hergestellt.

Beispiel 18: U-PEG-OH auf Aminbasis

0
m-PEG-C-NH__
CH-OH
CH,
m-PEG-C-NH
I
0

[0103] Einer Losung von 10,0 g (2 mmol) m-PEG-Flan, hergestellt gemaf dem vorstehend erwahnten US-Pa-
tent Nr. 5,349,001, in 50 ml Methylenchlorid werden 100 mg (1,1 mmol) 1,3-Diamino-2-propanol zugesetzt.
Dieses Gemisch wird dann firr eine Dauer von 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt, gefolgt von Filtration
und Abdestillation des Lésungsmittels im Vakuum. Der erhaltene Ruckstand wird aus 2-Propanol umkristalli-
siert, um 7,1 g Produkt zu erhalten.

3C NMR assignments: CH,NH, 43.2 ppm; OCH,, 58.1 ppm; CHOH, 63.0 ppm; C-O, 171.2 ppm.
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Beispiel 19: U-PEG-COOH auf Aminbasis

0
!
m-PEG-C-NH_ _
~CH,
CH-OCH,-COOH
_.CH,
m-PEG-C-NH
n
0

[0104] Das entsprechende Carbonsaurederivat der Verbindung von Beispiel 18 wurde unter Verwendung der
in den Beispielen 14 und 15 dargelegten Verfahren gebildet.

Beispiel 20: NU-PEG-amin-OH

o)
i
m-PEG-C-I\lk
"CH, O
I
lCH-O-C-NH-CHz-CHfOH
____—CH,

n1-PEG-F-NH
I

0

[0105] Dieses verzweigte Polymer wurde durch Wiederholen der Schritte von Beispiel 4 gebildet, um Verbin-
dung 4a unter Verwendung der Verbindung von Beispiel 18 als Ausgangsverbindung zu erhalten.

Beispiel 21: XU-PEG-amin-OH
o

I
m-PEG-C-NH
TCH, O

| !
CH-0-C-NH-CH,-CH,-0-CH,-CH,-OH

_CH,
m-PEG-C‘-NH
!

o

[0106] Dieses verzweigte Polymer wurde durch Wiederholen von Beispiel 5 mit der Verbindung von Beispiel
18 gebildet.

Beispiel 22: 20-S-Camptothecin-U-PEG 5.000

[0107] Ein Gemisch aus 4,0 g (0,4 mmol) U-PEG-carbonsaure, hergestellt in Beispiel 15, 0,28 g (0,8 mmol)
Camptothecin, 0,10 g (0,8 mmol) Diisopropylcarbodiimid und 0,10 g (0,8 mmol) 4-Dimethylaminopyridin wird
zu 50 ml wasserfreiem Dichlormethan bei 0°C zugesetzt. Man Iasst dieses Gemisch auf Raumtemperatur auf-
warmen, und rihrt weiter fir eine Dauer von 18 Stunden, gefolgt von der Abdestillation des Losungsmittels im
Vakuum. Der Ruckstand wird aus 2-Propanol umkristallisiert, um 3,4 g des Titelprodukts zu erhalten.
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Beispiel 23: 2'-Paclitaxel-U-PEG 5.000

[0108] Ein Gemisch aus 4,0 g (0,4 mmol) NU-PEG-carbonsaure, hergestellt in Beispiel 16, 0,68 g (0,08 mmol)
Paclitaxel, 0,10 g (0,8 mmol) Diisopropylcarbodiimid und 0,10 g (0,8 mmol) 4-Dimethylaminopyridin wird zu 50
ml wasserfreiem Dichlormethan bei 0°C zugesetzt. Man lasst dieses Gemisch auf Raumtemperatur aufwar-
men, und rihrt weiter fir eine Dauer von 18 Stunden, gefolgt von der Abdestillation des Lésungsmittels im Va-
kuum. Der Riickstand wird aus 2-Propanol umkristallisiert, um 3,4 g des Titelprodukts zu erhalten.

Beispiel 24: 2'-Paclitaxel-U-PEG 5.000

[0109] Ein Gemisch aus 4,0 g (0,4 mmol) der Verbindung von Beispiel 19, U-PEG, 0,68 g (0,08 mmol) Pacli-
taxel, 0,10 g (0,8 mmol) Diisopropylcarbodiimid und 0,10 g (0,8 mmol) 4-Dimethylaminopyridin wird zu 50 ml
wasserfreiem Dichlormethan bei 0°C zugesetzt. Man lasst dieses Gemisch auf Raumtemperatur aufwarmen,
und rihrt weiter fir eine Dauer von 18 Stunden, gefolgt von der Abdestillation des Losungsmittels im Vakuum.
Der Riickstand wird aus 2-Propanol umkristallisiert, um 3,4 g des Titelprodukts zu erhalten.

Patentanspriiche
1. Verzweigtes, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer, umfassend die Formel
(R),L.-COOH (1a)
wobei (R) ein wasserlosliches, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer ist, das eine terminale C,-C,-Alkyl-
gruppe enthalt;

(n)=2
(L) ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus

0
i
.C-NH ? i i
“(CH,), .C-
N NHH,).
CH-(XCH,),- |
T _ CH-(XCH,),.-
4 KCHI)' -(n:-NH :
oR o 0 -
1 .
0 “und
o
§
-C-NH
(CHy,
|
‘N w? (CHy),-
|
CH,), "
-C-NH
R, -
0
wobei

(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;

(m) 0 oder 1 ist;

Xausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus O, NQ, S, SO, SO,; wobei Q H, C, ,-Alkyl, verzweigtes C, 4-Al-
kyl, substituiertes C, ;-Alkyl, -Aryl oder -Aralkyl ist; und

(p) eine positive ganze Zahl ist.

2. Polymer nach Anspruch 1, wobei mindestens ein (R) ein geradkettiges Polymer ist.

3. Polymer nach Anspruch 1, wobei mindestens ein (R) ein Poly(alkylenoxid) ist.
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4. Polymer nach Anspruch 3, wobei das Poly(alkylenoxid) ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus
Poly(ethylenglycol)-Homopolymeren, mit endstandigem Alkyl versehenen Poly(ethylenoxiden) und Copolyme-
ren von Blockcopolymeren von Poly(alkylenoxiden).

5. Polymer nach Anspruch 4, wobei das Poly(alkylenoxid) ein Molekulargewicht zwischen etwa 200 und
etwa 80.000 aufweist.

6. Polymer nach Anspruch 5, wobei das Poly(alkylenoxid) ein Molekulargewicht zwischen 2.000 und etwa
42.000 aufweist.

7. Polymer nach Anspruch 6, wobei das Poly(alkylenoxid) ein Molekulargewicht zwischen 5.000 und etwa
20.000 aufweist.

8. Polymer nach Anspruch 1, wobei jedes (R) ein Poly(ethylenglycol) ist.
9. Polymer nach Anspruch 1, wobei (m) Null ist
10. Polymer nach Anspruch 1, wobei die terminale C,-C,-Alkylgruppe Methoxy ist.

11. Verzweigtes, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus

0
o R
y m-PEG-0O-C-NH
m-PEG-NH-C
CH-(XCH,),,COOH [
' ' ' H-(XCH,),.C
m-PEG-NH-C ('3 {XCH,),COOH
I .
0 ‘ | (CHy),
: m-PEG-0.C-NH
* g“
o ’ . L1 : v
A : o :
mPEG-O-CNH - : L
-PEG-0-C-NH
(CH), -t :
L . ,
N'——E(CH,),cooa -G,
l I " CH-O-R,“COOH.
(CHI)l [ : . ) I R’
m:PEG-O-CNH - | (CHY,
'(l, m-PEG-0-C-NH
N o
0
0
[ g G
nvPEG-C‘K »
m-PEG-0-C-NH
CH(XCH,);-COOH , ((‘:H -
. | ' and i
(CH, CH(XCH,).COOH
m-PEG-C-NH o
'g m-PEG-0-C-NH
ft
0
wobei

(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;
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(m) 0 oder 1 ist;

X ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus O, NQ, S, SO, SO,; wobei Q H, C, ,-Alkyl, verzweigtes C, 4-Al-
kyl, substituiertes C, ;-Alkyl, -Aryl oder -Aralkyl ist; und

(p) eine positive ganze Zahl ist; und

R, eine Abstandhaltereinheit (Spacer), ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus

-CO-NH-(CH,-),~, -CO-NH-(CH,-CH,-0O-),-,

-co.m@ and '-co-mx@ (0-CH-CH,-),

ist,
wobei (d) eine ganze Zahl zwischen 1 und einschlie3lich 18 ist

12. Polymer nach Anspruch 1, des Weiteren umfassend eine Abstandhaltereinheit, die nahe an (L) liegt.

13. Polymer nach Anspruch 1, wobei mindestens ein (R) des Weiteren eine funktionelle Gruppe umfasst,
die mit Nukleophilen kovalent binden kann.

14. Verfahren zum Bilden eines biologisch aktiven Konjugats, umfassend das Inkontaktbringen eines bio-
logisch aktiven Nukleophils, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Porteinen, Peptiden, Polypeptiden,
Enzymen und chemotherapeutischen Molekilen, mit einem aktivierten verzweigten nicht-antigenen Polymer
mit einer Struktur, dargestellt durch

(R),L.-COOH (1a)

wobei (R) ein wasserlosliches, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer ist, das eine terminale C,-C,-Alkyl-
gruppe enthalt;

(n)=2

(L) ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus

0
U .
N | .0 e

), o “CNHL

N . ' "L(*CH,),

CH-(XCH).- - ‘ : |

| : CH-(XCH,),~
N,,/ e T
W . o ' o .
1 . . S
° i “und
o]
i
C-NH

(CHY),

|

N e [C] (

[ U
)Cliz).
-C-NH ,
0
wobei

(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;

(m) O oder 1 ist;

X ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus O, NQ, S, SO, SO,; wobei Q H, C, ;-Alkyl, verzweigtes C, ;-Al-
kyl, substituiertes C, ;-Alkyl, -Aryl oder -Aralkyl ist; und

(p) eine positive ganze Zahl ist.
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15. Polymerkonjugat, das durch Umsetzen des verzweigten, im Wesentlichen nicht-antigenen Polymers
nach Anspruch 1 mit einem Nukleophil hergestellt wird.

16. Konjugat nach Anspruch 15, wobei mindestens ein (R) ein Poly(alkylenoxid) ist.

17. Konjugat nach Anspruch 16, wobei das Poly(alkylenoxid) ein Molekulargewicht zwischen etwa 200 und
etwa 8.000 aufweist.

18. Konjugat nach Anspruch 15, wobei jedes (R) ein Poly(ethylenglycol) ist.

19. Konjugat nach Anspruch 15, wobei das Nukleophil ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus Pro-
teinen, Peptiden und Polypeptiden.

20. Konjugat nach Anspruch 15, wobei das Nukleophil ein Vertreter der Gruppe, bestehend aus antineo-
plastischen, antiinfektiosen Mitteln, Mitteln gegen Angst, antigastrointestinalen Mitteln, Aktivierungsmitteln fur
das zentrale Nervensystem, Analgetika, Fruchtbarkeits-, Empfangnisverhiitungsmitteln, kardiovaskularen Mit-
teln, gefalBverdiinnenden Mitteln und Vasokonstriktionsmitteln.

21. Konjugat nach Anspruch 20, wobei das antineoplastische Mittel ausgewahlt ist aus der Gruppe, beste-
hend aus Taxil, Taxanen, taxoteren, taxoiden Molektlen, Camptothecan, Anthracyclinen und Methotrexaten.

22. Polymerkonjugat nach einem der Anspriiche 15-21 zur Verwendung als Medikament.
23. Verzweigtes, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer, umfassend die Formel
(R),L-A

wobei (R) ein wasserldsliches, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer ist, das eine terminale C,-C,-Gruppe
enthalt;

(n)=2;

(A) eine funktionelle Gruppe, die mit einem biologisch aktiven Nukleophil, ausgewahlt aus der Gruppe, beste-
hend aus Proteinen, Peptiden, Polypeptiden, Enzymen und chemotherapeutischen Molekulen, einer Einheit,
die zum Reagieren mit dem Nukleophil funktionalisiert werden kann, ist; und

(L) ausgewanhlt ist aus der Gruppe, bestehend aus

1
-C-NH - , ? P,
A ’
" (CHy, S -C-NH_
N : - HH».
: CH-(XCH).- - - : |
' | ‘ CH-(XCHy),-
- KCH‘:)' : -EI:-NI{ , -
~C-NH o K o B
o | | )
0 i “und
0
i
C-NH
(CH,),
| :
N e |C| (CHy),
' .
(CHy,
-tﬂ:-NH
01
wobei
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(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;
(m) 0 oder 1 ist;
X ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus O, NQ, S, SO, SO,; wobei Q H, C, ;-Alkyl, verzweigtes C, 4-Al-
kyl, substituiertes C, ;-Alkyl, -Aryl oder -Aralkyl ist; und
(p) eine positive ganze Zahl ist.
24. Polymer nach Anspruch 23, wobei mindestens ein (R) ein Poly(alkylenoxid) ist.

25. Polymer nach Anspruch 23, wobei das Poly(alkylenoxid) ein Molekulargewicht zwischen etwa 200 und
etwa 8.000 aufweist.

26. Polymer nach Anspruch 25, wobei das Poly(alkylenoxid) ein Molekulargewicht zwischen 2.000 und
etwa 42.000 aufweist.

27. Polymer nach Anspruch 26, wobei das Poly(alkylenoxid) ein Molekulargewicht zwischen etwa 5.000
und etwa 20.000 aufweist.

28. Polymer nach Anspruch 23, wobei jedes (R) ein Poly(ethylenglycol) ist.
29. Polymer nach Anspruch 23, wobei die terminale C,-C,-Alkylgruppe Methoxy ist.

30. Polymer nach Anspruch 23, umfassend eine Struktur, ausgewanhlt aus der Gruppe, bestehend aus

o) 0
0 ol
m-PEG-C-NH m-PEG-C-NH -
((’:H:)i ’ (?Hz);
cizﬂ‘-ou IN — [C](CHy),-
| i
' (CHZ)t ‘ (CHZ)J 0
m-PEG-C-NH . m-PBG-C—NH
I M
o 0
o 0 -
Y I
m-PEG-C-NH : m-PEG-C-NH
(Cuiﬂi}. (CHy), ..
4 , |
CH-O-R, N —{C[CH,),R,
| ]
 (CHy, . (CHY(G,.
m-PEG-(Bj- § m-PEG-C-NH.
: I
0 0

wobei

(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;

(m) 0 oder 1 ist;

(p) eine positive ganze Zahl ist und

R, eine Abstandhaltereinheit, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Polymeren,
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-CO-NH-(CH,-),X,, -CO-NH-(CH,-CH,-0-),X,,

-CO-NH< O >-X, and -CO-NH< 5 >~ (O-CH;-CH;) X,

ist,
wobei (d) eine ganze Zahl zwischen 1 und einschlieBlich 8 ist und
(X,) H, OH, NH, oder COOH ist.

31. Verfahren zum Bilden eines biologisch aktiven Konjugats, umfassend das Inkontaktbringen eines bio-
logisch aktiven Nukleophils, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Porteinen, Peptiden, Polypeptiden,
Enzymen und chemotherapeutischen Molekiilen, mit einem aktivierten, verzweigten, nicht-antigenen Polymer
mit einer Struktur, dargestellt durch

(R),L-A (1)

wobei (R) ein wasserldsliches, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer ist, das eine terminale C,-C,-Gruppe
enthalt;

(n)=2

(L) ausgewanhlt ist aus der Gruppe, bestehend aus

o
i .
.C‘NE\ ? i 3
THy, CNH
N - NL‘(’CHZL
: CH-(XCH,),- - ]

T ___ CH-(XCH)),~
e i T
C- . 0
< o
o » “und
O
§

C-NH
(CHy,
|
N -——«E: (CHy),-
| i)
(CHy), w
CONE ‘
T, -
0]
wobei

(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;

(m) 0 oder 1 ist;

X ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus O, NQ, S, SO, SO,; wobei Q H, C, ,-Alkyl, verzweigtes C, 4-Al-
kyl, substituiertes C, ;-Alkyl, -Aryl oder -Aralkyl ist;

(p) eine positive ganze Zahl ist; und

(A) eine funktionelle Gruppe ist, die mit dem biologisch aktiven Nukleophil kovalent binden kann.

32. Verfahren zur Herstellung eines verzweigten, nicht-antigenen Polymers, enthaltend eine reaktive Car-
bonsauregruppe daran, umfassend
i) Inkontaktbringen eines verzweigten, nicht-antigenen Polymers mit der Struktur, dargestellt durch
(R),L-A ()
wobei (R) ein wasserlosliches, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer ist, das eine terminale C,-C,-Alkyl-

gruppe enthalt;
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(n)=2
(L) ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus
0
i :
C-NH ) O s 3
L 1 -
- (CHy), - <C-NI
N ' . (CHy,
C}{“(XCHZ)G' ‘ . . : l )
o : e CHA(XCHy) -
. KCHZ)' ' -C-NH _ :
‘ - 0
"C“ . . . 0 <
q . ‘ ’ ,
o i “und
(0]
i
-C-NH
(CHy,
[
N e HC (CHy)-
| .
CH), Pln
-C-NH _
H F 2
0]
wobei

(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;

(m) O oder 1 ist;

X ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus O, NQ, S, SO, SO,; wobei Q H, C, .-Alkyl, verzweigtes C, ;-Al-
kyl, substituiertes C, 4-Alkyl, -Aryl oder -Aralkyl ist; und

(p) eine positive ganze Zahl ist; und

(A\) eine funktionelle Gruppe ist, die mit einem Nukleophil kovalent binden kann;

mit einem Alkylhalogenacetat in Gegenwart einer Base unter Bildung eines Alkylesters eines verzweigten,
nicht-antigenen Polymers; und

i) Umsetzen des Alkylesters mit einer Saure unter Bildung des verzweigten, nicht-antigenen Polymers, enthal-
tend eine reaktive Carbonsaure daran, umfassend die Formel

(R),L.-COOH (la)
33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei das Alkylhalogenacetat ein tertidres Alkylhalogenacetat ist.
34. Verfahren nach Anspruch 32, wobei das nicht-antigene Polymer Polyethylenglycol ist.

35. Verfahren nach Anspruch 33, wobei das tertiare Alkylhalogenacetat die Formel

o R
i |
X3CH2"""C “"O’C"'""R“
Ry

umfasst, wobei

X, Chlor, Brom oder lod ist; und

R,o.1» Uunabhéangig ausgewahlt sind aus der Gruppe, bestehend aus C, ;-Alkylen, substituierten C, ,-Alkylen
oder verzweigten C, ;-Alkylen und -Arylen.

36. Verfahren nach Anspruch 35, wobei das tertiare Alkylhalogenacetat ein tertidres Butylhalogenacetat
ist.
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37. Verfahren zur Herstellung eines aktiven Carbonats eines verzweigten nicht-antigenen Polymers, um-
fassend die Schritte
i) Inkontaktbringen eines verzweigten nicht-antigenen Polymers mit der Struktur, dargestellt durch

(R),L-A ()

wobei (R) ein wasserldsliches, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer ist, das eine terminale C,-C,-Gruppe
enthalt;

(n)=2

(L) ausgewanhlt ist aus der Gruppe, bestehend aus

1

“(CHy), ' -C-NH |

y . - N“}.LTCH,).

CH-(XCH)- : _ . |

o - e CHA(XCH,)~
" ok - B » B
“1 o . .
o : “und
o
§
C-NH

(CHp,

|

N —[C| (CHp),-

| .

(CHY, Pla
-C-NH
b, .
0
wobei

(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;

(m) O oder 1 ist;

X ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus O, NQ, S, SO, SO,; wobei Q H, C, ;-Alkyl, verzweigtes C, ;-Al-
kyl, substituiertes C, 4-Alkyl, -Aryl oder -Aralkyl ist; und

(p) eine positive ganze Zahl ist; und

(A) eine funktionelle Gruppe ist, die mit einem Nukleophil kovalent binden kann;

mit p-Nitrophenylchlorformiat; und

i) Umsetzen des aktiven p-Nitrophenylcarbonatesters von Schritt i) mit N-Hydroxysuccinimid.

38. Verfahren zur Herstellung eines aktiven Succinimidylcarbonatesters eines verzeigten nicht-antigenen
Polymers, umfassend
Inkontaktbringen eines verzweigten nicht-antigenen Polymers mit der Struktur, dargestellt durch

(R),L-A (1)
wobei (R) ein wasserlosliches, im Wesentlichen nicht-antigenes Polymer ist, das eine terminale C,-C,-Alkyl-
gruppe enthalt;

(n)=2
(L) ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus
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0
{
«C-NH 0 e
o 1
" (CHY, - ~C-NH
: h N?\(CHz»
CH"fXCHz)m' : L : 5
o - o CHA(XCH,),
A N((CH,), : 4”:-Na A :
, E o
1 ‘ | ‘
° ' “und
0
§
-C-NH
(CHy),
l
N s ? (CHy),-
l .
CB:); n
-C-NH
B, -
0
wobei

(a) eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist;

(m) O oder 1 ist;

X ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus O, NQ, S, SO, SO,; wobei Q H, C, ;-Alkyl, verzweigtes C, ;-Al-
kyl, substituiertes C, ,-Alkyl, Aryl oder Aralkyl ist; und

(p) eine positive ganze Zahl ist; und

(A\) eine funktionelle Gruppe ist, die mit einem Nukleophil kovalent binden kann;

mit N-Hydroxysuccinimid und einem Kondensationsmittel.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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