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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die hierin beschriebene Erfindung betrifft modifizierte Biotine, die zur Herstellung von Konjugaten mit
Radionukleiden zur Verwendung bei der menschlichen und tierischen Diagnose und Therapie, insbesondere
zur Diagnose und Behandlung von pathologischen Zustanden wie Tumoren nitzlich sind.

[0002] Die hierin beschriebene Erfindung betrifft das technische Gebiet der Erzeugung von Medikamenten.

[0003] Die hierin beschriebene Erfindung gibt Verbindungen, Verfahren zu deren Herstellung, Verfahren zu
deren Verwendung und Zusammensetzungen an, die diese enthalten, die fir industrielle Anwendung beim
pharmazeutischen Gebiet geeignet sind.

[0004] Die hierin beschriebene Erfindung gibt Verbindungen, Zusammensetzungen und Verfahren an, die fir
die Freisetzung und Abgabe von Substanzen nitzlich sind, die zur diagnostischen und therapeutischen Medi-
zin und bei der Behandlung von pathologischen Stérungen von Organen und Geweben nitzlich sind.

[0005] Insbesondere, obwohl nicht exklusiv, betrifft die hierin beschriebene Erfindung das Gebiet der Anti-
krebs-Radiopharmazeutika, womit sowohl Substanzen, die fur diagnostische Zwecke niitzlich sind, als auch
Substanzen gemeint sind, die fiir die Krebsvorbeugung und -therapie nitzlich sind.

Hintergrund der Erfindung

[0006] Die Tumortherapie wird durch die Verwendung von Substanzen hauptsachlich implementiert, die
Krebszellen zerstdren sollen. Dies kann mit cytotoxischen Substanzen erreicht werden, die in die Tumorzellen
eindringen missen, um ihre vollstdndige Wirkung zu entfalten, oder mit Hilfe der Behandlung der Tumorzellen
durch Bestrahlung mit ausreichender Energie, um die Zellen zu téten. In beiden Fallen gibt es das Problem der
Freisetzung der Substanzen in méglichst selektiver Art bei den Zielzellen, um so eine mogliche Schadigung
der umgebenden gesunden Zellen zu vermeiden. Bei Radiopharmazeutika, d.h. Substanzen, die radioaktive
Bereiche tragen, wird das Problem der selektiven Abgabe des aktiven Teils (d.h. des radioaktiven Anteils) an
die Tumorzielzelle als besonders wichtig angesehen, wobei méglichst stark die Diffusion des Radionukleides
in den Korper oder die Interaktion mit gesunden Zellen vermieden werden soll, die den Tumor umgeben.

[0007] Fur eine Diskussion aller involvierter Punkte und der bisher vorgeschlagenen Losungen wird der Leser
auf die US-Patente 5,283,342, 5,608,060 und 5,955,605, libertragen auf Neorex und basierend auf einer Pa-
tentanmeldung, die am 9. Juni 1992 angemeldet ist, verwiesen. Diese Patente werden hierin fiir Referenzzwe-
cke spezifisch eingefugt.

[0008] In diesen Dokumenten wird unter anderem das Problem der Resistenz des Molekiils, das das Radio-
nukleid trifft, fir metabolische Attacken des Koérpers diskutiert. Spezifisch ist der Fall, der die meiste Aufmerk-
samkeit erregte, das Molekul von Biotin, das eine der ersten Wahl fir die Abgabe des Radionuklides an die
Tumorzellen darstellt, und zwar aufgrund seiner gutbekannten Wechselwirkung mit Avidinen. Biotin ist, soweit
wir aufgrund der bisherigen Praxis schlieRen, an dem Radionukleid-chelatisierenden Teil, z.B. einem Molekdl
von DOTA, uber einen Linker gebunden. Tatsachlich zeigen die Neorex-Patienten das Problem der Resistenz
des Komplexes, der aus dem Biotinmolekil besteht, wenn er mit dem Radionuklid tiber den Linker verbunden
ist, bezuglich Biotinidasen, Enzymen, die die Peptidbindung brechen, die in dem Komplex vorhanden ist. Diese
Bindung stammt von der Vereinigung des Chelatisierungsmittels und Biotin.

[0009] Unter den sehr erwlinschten Eigenschaften mufl das Molekil vom Kérper schnell und effizient elimi-
niert werden und mul aus ausreichend klein (Mw < 1000) sein, um die leichte Verteilung in extrazellulare Flis-
sigkeit zu erméglichen, wo es an den Tumor bindet. Zusatzlich muf} es eine erwiesene Stabilitat in vivo mit nur
einer minimalen Aufnahme durch Nicht-Tumorzellen und eine schnelle (renale) Beseitigung zeigen und darf
nicht metabolisiert werden.

[0010] Zu diesen Charakteristiken sollte man das Bedirfnis fiir eine bestimmte Menge der Stabilitat zwischen
dem Biotinteil und dem chelatisierenden Anteil des Molekdls hinzufligen.

[0011] Tatsachlich darf der chelatisierende Anteil nicht in vivo freigesetzt werden, wobei Teile des Molekiils
freigesetzt werden, die potentiell fir den Korper schadlich sind. Experten auf dem Gebiet sind sich des Pro-
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blems der Freisetzung des Radionukleotides des chelatisierenden Anteils sehr bewult, einschlief3lich Metalli-
onen, die fir den Kérper vollstandig fremd sind, die mit Radioaktivitat verschiedener Arten und sogar hochen-
ergetischer Strahlung versehen sein kénnen, was daher sehr schadigend ist.

Zusammenfassung der Erfindung

[0012] Es wurde nun festgestellt, daR die Verbindung mit der Formel (l), die unten angegeben ist, nicht nur
die Erfordernisse fiir eine solche Verbindung in der Therapie und Diagnose von Tumoren oder anderen Erkran-
kungen erfullt, die mit Verbindungen dieser Art ermittelt und behandelt werden kénnen, sondern ebenfalls den
Vorteil prasentiert, daf sie keine metabolische Reaktionen eingeht, die den komplexierenden Teil des Molekiils
freisetzen. Auf diese Weise wird das Molekdl vollstandig durch den Kérper in unveranderter Form eliminiert,
wodurch das Problem der méglichen Freisetzung des chelatisierenden Teils vermieden wird, der die Metallio-
nen enthalt, die darin eingefangen sind.

[0013] Eines der Ziele der hierin beschriebenen Erfindung ist daher die Verbindung mit der Formel (1):
o

A

HN

)
S R H

worin:

Q eine -(CH,),-Gruppe ist, worin n eine ganze Zahl von 4 bis 12 ist, wenn R' nicht existiert, oder Q ausgewahit
ist aus der Gruppe bestehend aus -(CH,),-CH(R')-(CH,),-, worin a und b unabhéngig voneinander ganze Zah-
len von 0 bis n sind und R' wie unten definiert ist, oder Q Cyclohexyl, Phenyl ist, wenn R' ein Substitut am Cy-
clohexyl- oder Phenylring ist;

R Wasserstoff oder -A ist, worin -A ein Makrocyclus der Formel (ll) ist:

—CO—(CHm,_ (CH:QP
N \r
Lo
v’ \(CHf)P Al

)

worin die verschiedenen Gruppen Y, die gleich oder verschieden sein kdnnen, ausgewahlt sind aus der Gruppe
bestehend aus Wasserstoff, geradkettigem oder verzweigtem C,_,-Alkyl, -(CH,),,-COOH, worin m eine ganze
Zahl von 1 bis 3 ist; X Wasserstoff oder -CH,-U-Gruppe ist, worin U ausgewahlt ist aus Methyl, Ethyl, p-Ami-
nophenyl oder X die -(CHW)_-Z-Gruppe ist, worin o eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist, W Wasserstoff, Methyl oder
Ethyl ist, Z eine heterocyclische Gruppe mit 5 oder 6 Gliedern ist, umfassend ein oder mehrere Heteroatome
ausgewahlt aus O, N-R,, wobei R, ein Wasserstoffatom oder eine geradkettige oder verzweigte C, ,-Al-
kyl-Gruppe ist, und S; oder Z ausgewahlt ist aus -NH,, -NH-C(=NH)-NH, oder -S-R,, worin R2 eine geradkettige
oder verzweigte C, ,-Alkyl-Gruppe ist;

p eine ganze Zahl von 2 oder 3 ist;

R' ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff, geradkettigem oder verzweigtem C,_-Alkyl,
-(CH,),-T, worin T ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus S-CH;, -OH oder -COOH und q die ganze
Zahl von 1 oder 2 ist;

R" die gleiche Bedeutung wie R hat, mit den folgenden Bedingungen:

wenn R -A ist, ist R" Wasserstoff; wenn R Wasserstoff ist, ist R" -A, oder R und R" sind -(CH,),-A (fur R), wenn
R eine ganze Zahl von 4 bis 12 ist, bzw. -A (fir R"), wobei Q eine -(CH,),-Gruppe ist, worin n eine ganze Zahl
von 4 bis 12 ist.

[0014] Mit einer geradkettigen oder verzweigten C, ,-Alkyl-Gruppe ist Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, n-Butyl,
sek-Butyl, Isobutyl oder tert-Butyl gemeint.
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[0015] Mit einem Heterocyclus mit 5 oder 6 Gliedern ist ein aromatischer oder nicht-aromatischer Heterocyc-
lus gemeint, der im Ring zumindest ein Heteroatom enthalt, ausgewahlt aus O, N-R, oder S wie zum Beispiel
2-, 3- oder 4-Pyridyl oder 2-, 4- oder 5-Imidazolyl.

[0016] Eine erste Gruppe von bevorzugten Verbindungen gemaR dieser Erfindung besteht in Verbindungen
der Formel (1), worin R Wasserstoff, Q -(CH,),-, worin n eine ganze Zahl von 4 bis 8 ist, bevorzugt 6, R" -A, Y
immer -CH,-COOH, X Wasserstoff und p 2 sind.

[0017] Ein weiteres Ziel der hierin beschriebenen Erfindung besteht in Verbindungen der Formel (1) mit Radi-
oisotopen fir die diagnostische und/oder therapeutische Verwendung. Beispiele dieser Isotopen sind: Fe-52,
Mn-52m, Co-55, Cu-64, Ga-67, Ga-68, Tc-99m, In-111, 1-123, 1-125, 1-131, P-32, Sc-47, Cu-67, Y-90, Pd-109,
Ag-111, Pm-149, Re-186, Re-188, At-211, Bi-212, Bi-213, Rh-105, Sm-153, Lu-177 und Au-198.

[0018] Eine erste Gruppe von bevorzugten Komplexen dieser Erfindung sind solche, worin bei den Verbin-
dungen mit der Formel (I) R Wasserstoff, Q -(CH,),-, worin n eine ganze Zahl von 4 bis 8, bevorzugt 6 ist, R"
-Aist, Y immer -CH,-COOH ist; X Wasserstoff, p 2 und das Radioisotop Y-90 sind.

[0019] Weitere Ziele der hierin beschriebenen Erfindung sind Verfahren zur Herstellung von Verbindungen
der Formel (1) und deren Komplexe mit Radiopharmazeutika.

[0020] Weitere Ziele der hierin beschriebenen Erfindung sind pharmazeutische und/oder diagnostische Zu-
sammensetzungen, umfassend Verbindungen der Formel (I) und deren Komplex wie oben angegeben.

[0021] Andere Ziele der hierin beschriebenen Erfindung sind die Verwendung von Verbindungen der Formel
(1) und deren Komplexen mit Radioisotopen als Medikamente oder diagnostische Werkzeuge, insbesondere
die Herstellung von Medikamenten, die in der Tumortherapie oder Diagnose nitzlich sind.

[0022] Diese und andere Ziele, die die hierin beschriebene Erfindung betreffen, werden detailliert in dem
nachfolgenden Teil ebenso durch experimentelle Beispiele beschrieben.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0023] Die Verbindung gemalf der hierin beschriebenen Erfindung wird entsprechend dem folgenden Schema
hergestellt, umfassend die folgenden Schritte:
a) Bildung einer Amidbindung zwischen der Carboxyl-Gruppe von Biotin und einer primaren Amin-Gruppe
von H,N-Q-NH,-Diamin, wobei die andere primare Amin-Gruppe geeignet zum Beispiel mit einer Boc-Grup-
pe, falls erforderlich, geschitzt ist;
b) Abspaltung der Schutzgruppe der primaren Amin-Gruppe;
¢) Reduktion der Amid-Gruppe in eine Amin-Gruppe;
d) Konjugation mit dem gewilinschten Chelatisierungsmittel der Formel (Il) -A.

[0024] Biotin ist ein kommerzielles Produkt. H,N-Q-NH,-Diamine sind auf dem Markt erhaltlich und kénnen in
jedem Fall unter Anwendung bekannter Verfahren hergestellt werden.

[0025] Der Schutz der primaren Amin-Gruppe wird leicht unter Verwendung von bekannten Schutzgruppen
wie zum Beispiel Boc erzielt, die in jedem Fall in den Verkaufskatalogen und der allgemeinen Literatur gefun-
den werden kdnnen.

[0026] Alternativ kann die Verbindung der Formel (I) gemaR der Erfindung entsprechend dem folgenden
Schema hergestellt werden, wenn R Wasserstoff und R" ein makrocyclisches Chelatisierungsmittel -A ist:
a) Bildung einer Amidbindung zwischen der Carboxyl-Gruppe von Biotin und einer primaren Amin-Gruppe
des H,N-Q-NH,-Diamins, wobei die andere primadre Amin-Gruppe beispielsweise mit einer Boc-Gruppe,
falls erforderlich, geeignet geschuitzt ist;
b) Abspaltung der Schutzgruppe der primaren Amin-Gruppe, wenn die Schutzgruppe vom Alkylurethan-Typ
ist, die empfindlich fur die Behandlung mit BH,-THF ist, wie zum Beispiel eine Boc-Gruppe;
c¢) selektiver Schutz der primaren Amin-Gruppe mit einer Schutzgruppe, ausgewahlt aus solchen, die in der
Literatur als resistent fiir die anschliefiende Reduktion angegeben sind und die abgespalten werden kon-
nen, ohne den Biotinring zu schadigen (T.W. Greene, P.G.M. Wuts, "Protective groups in organic synthesis",
3. Auflage, J. Wiley & Sons, Inc., New York, 1999; Handbook of Reagents for Organic Synthesis, "Oxidizing
and Reducing Agents", Herausgeber S.D. Burke und R.L. Danheiser, J. Wiley & Sons, Inc. New York, 1999);
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d) Reduktion der Amid-Gruppe in eine Amin-Gruppe mit BH,-THF;

e) Schutz der sekundaren Amin-Gruppe mit einem Schutz, der orthogonal zu den oben genannten Schutz-
gruppen ist;

f) Abspaltung der Schutzgruppe der primaren Amin-Gruppe;

g) Konjugation mit dem gewlinschten Chelatisierungsmittel wie oben definiert;

h) Abspaltung der Schutzgruppe der sekundaren Amin-Gruppe;

i) oder, wenn R ein makrocyclisches Chelatisierungsmittel -A und R" Wasserstoff ist, nach dem Schritt d):
j) Konjugation mit dem gewinschten Chelatisierungsmittel -A; k) Abspaltung der Schutzgruppe der prima-
ren Amin-Gruppe.

[0027] Der Schutz der primaren Amin-Gruppe in Schritt a) wurde bereits oben erlautert. Im Hinblick auf den
Schutz der Amin-Gruppe bei Schritt ¢) und den Schutz der sekundaren Amin-Gruppe ist der Durchschnittsfach-
mann in der Lage auf der Grundlage seines oder ihres Wissens auf dem Gebiet, die angemessene Schutz-
gruppe auszuwahlen.

[0028] Wenn R -(CH,)-A und R" -A ist, kann die Verbindung der Formel () entsprechend dem folgenden
Schema hergestellt werden:
a) Aktivierung der -COOH-Gruppe von Biotin entsprechend bekannten Verfahren der Peptidsynthese (P.
Lloyd-Williams, F. Albericio, E. Giralt, "Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and Proteins",
CRC Press, Boca Raton, New York 1997);
b) Konjugation von Biotin, das mit einem Amin mit der allgemeinen Formel aktiviert ist:
BocNH(CH,),NH(CH,)-,NHBoc, worin n und q unabhéangig von 4 bis 12 variieren konnen;
¢) Abspaltung der Schutzgruppe Boc;
d) Reduktion des Amides, falls gewlinscht, was wie oben durchgefiihrt werden kann;
e) Konjugation mit dem gewilinschten Chelatisierungsmittels -A.

[0029] Eine Anzahl von sekundaren Aminen, erlautert in Schritt b), kann auf dem Markt erhalten werden; an-
dere kdnnen geeignet unter Modifizierung von konventionellen Verfahren hergestellt werden (siehe zum Bei-
spiel J.B. Hansen, M.C. Nielsen, U. Ehrbar, O. Buchardt, Synthesis, 1982, 404).

[0030] Die Konjugation der Verbindung gemaf dieser Erfindung mit dem Radioisotop zur Erzeugung der
Komplexe, die im Kontext der hierin beschriebenen Erfindung bezweckt sind, wird unter Anwendung der be-
kannten traditionellen Verfahren auf dem Gebiet durchgefiihrt, wie zum Beispiel in Paganelli, Chinol et al., Eu-
ropean Journal of Nuclear Medicine, Bd. 26, Nr. 4; April 1999, 348-357 beschrieben ist.

Beschreibung der bevorzugten Ausfihrungsbeispiele der Erfindung

[0031] Nachfolgend folgt eine detaillierte Beschreibung der Herstellung der bevorzugten Verbindungen der
Formel (1), d.h. solcher, worin R Wasserstoff, Q -(CH,), - ist, worin n bevorzugt 6 ist, R" -Aist, Y immer -CH,-CO-
OH ist; X Wasserstoff und p 2 ist.

[0032] Das Verfahren umfaft:
a) Bildung einer Amidbindung zwischen der Carboxyl-Gruppe von Biotin und der primaren Amin-Gruppe
von Hexamethylendiamin, die geeignet beispielsweise mit einer Boc-Gruppe, falls erforderlich, geschutzt
ist;
b) Abspaltung der Schutzgruppe der Amin-Gruppe von Hexamethylendiamin;
¢) Reduktion der Amid-Gruppe in eine Amin-Gruppe;
d) Konjugation mit dem gewilinschten Chelatisierungsmittel.

[0033] Der Schritt a) im Verfahren der hierin beschriebenen Erfindung besteht in der Bildung einer Amidbin-
dung zwischen der Biotin-Carboxyl-Gruppe und primaren Amin-Gruppe von Hexamethylendiamin-Boc. Das Bi-
otin wurde mit HATU zur Bildung eines extrem aktiven Esters in situ behandelt, der mit der Amin-Gruppe von
Hexamethylendiamin-Boc reagiert unter Bildung des relevanten Amides. Dieser Aktivierungsmechanismus,
der vor allem fiir die Peptidsynthese in der festen Phase verwendet wird, erfordert ein Basismedium. Zur Ver-
hinderung einer Reaktion der Base mit einem aktiven Ester werden tertiare organische Basen wie Diisopropy-
lethylamin (DIPEA) oder N-Methylmorpholin (NMM) verwendet. Der Schutz einer der beiden Amin-Gruppen
des Hexamethylendiamins mit Boc (tert-Butyloxycarbonyl) ist notwendig, um zu verhindern, dal} das Biotin an
beide Enden der Diaminkette bindet. Das Endprodukt wird von dem Reaktionsmedium nach Verdampfung des
Lésungsmittels (DMF) und Ausfallung mit Wasser isoliert. Das Produkt, das mit Propanol rekristallisiert ist, wur-
de durch 'H-NMR, Elementaranalyse und ESI-MS charakterisiert. Die Reaktionsausbeute ist etwa 88 %.
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[0034] Beim Schritt b) wird Biotinyl-Hexamethylendiamin-Boc in einer Mischung aus AcOEt/HCI, ungefahr 3
M, zum Abspalten der Boc-Gruppe I6slich gemacht. Nach Entfernung der Lésungsmittelmischung wurde das
Produkt zum vollstandigen Eliminieren von HCI lyophilisiert. Die Probe wurde mit Hilfe der Rekristallisierung
mit einer waRrigen Lésung bei einem basischen pH gereinigt und durch "H-NMR und TLC charakterisiert.

[0035] Beim Schritt c) erfolgte die Reduktion der Amid-Gruppe mit BH,-THF. Weil das Reduktionsmittel ex-
trem reaktiv ist, muf® das Verfahren in wasserfreien Verbindungen durchgefiihrt werden. Das Ausgangsprodukt
wurde im Vakuum vor der Reaktion gehalten und dann in wasserfreiem THF (destilliert mit Natrium und Ben-
zophenon) I8slich gemacht. Die Reaktionsmischung wurde in einer Stickstoffatmosphéare unter RickfluR® ge-
halten, bis eine vollstandige Reduktion der Amid-Gruppe (wie durch 'H-NMR-Spektren aufgezeichnet) stattge-
funden hat. Nach Verdampfung des Ldsungsmittels unter vermindertem Druck wurde die Reaktionsmischung
mit einer walrigen Lésung HCI behandelt. Nach Lyophilisieren der sauren Losung wurde das Produkt durch
Rekristallisierung von einer wafdrigen Losung bei basischem pH und dann durch Umkehrphasen-Saulenchro-
matographie gereinigt. Die Analyse des Produktes erfolgte durch analytische TLC, die seine Reinheit ergab.
Die Reaktionsausbeute ist ungefahr 55 %.

[0036] Der Schritt d) ergibt die Konjugationsreaktion des reduzierten Biotinyl-Hexamethylendiamins mit DO-
TA, die mit den spezifischen Reagenzien fur die Bildung der Amidbindungen in einem wafrigen Medium durch-
geflhrt wird: 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) und Sulfo-NHS. DOTA wird in
Wasser l6slich gemacht und auf einen pH zwischen pKa,- und pKa,-Werten eingestellt, um hauptséchlich eine
der vier Carboxyl-Gruppen zu aktivieren. Auf diese Weise kénnen wir die Wahrscheinlichkeit des Erhalts von
Nebenprodukten reduzieren. Zu der basischen L6sung wurden Schwefel-NHS und schlieRlich EDC gegeben.
Nach der Bildung des aktiven Esters in situ wurde das reduzierte Biotinyl-Hexamethylendiamin zugegeben,
wobei gepruft wurde, dafd der pH der Losung bei etwa 8,6 verblieb. Die Reinigung des rohen Produktes erfolgte
durch semipraparative HPLC (C,g; CH,CN/H,O/TFA 0,1 %; CH,CN von 5 % bis 25 % in 20 min).

[0037] Die Ziele der hierin beschriebenen Erfindung sind pharmazeutische oder diagnostische Zusammen-
setzungen, die als ihren aktiven Bestandteil zumindest eine Verbindung der Formel (I) ebenso in der Form ei-
nes Komplexes mit einem Radioisotop oder bei der Verbindung mit der Formel (I) in Assoziation mit anderen
aktiven Bestandteilen enthalten, die bei der Behandlung der in der hierin beschriebenen Erfindung angezeigten
Erkrankungen nutzlich sind, zum Beispiel andere Produkte, die eine Antikrebsaktivitat entfalten; ebenfalls in
getrennten Dosierungsformen oder in Formen, die fur die kombinierte Therapie geeignet sind. Der aktive Be-
standteil gemaf der Erfindung liegt in der Form einer Mischung zusammen mit geeigneten Vehikeln und/oder
Exzipienten vor, die allgemein bei der pharmazeutischen Technologie verwendet werden, wie beispielsweise
solche, die in "Remington's Pharmaceutical Sciences Handbook", letzte Ausgabe, beschrieben sind. Die Zu-
sammensetzungen dieser Erfindung sollen eine therapeutisch effektive Menge des aktiven Bestandteil enthal-
ten. Die Dosierungen werden durch den Experten auf dem Gebiet, zum Beispiel dem Arzt der Klinik oder der
Erstversorgung, entsprechend der zu behandelnden Erkrankung und dem Zustand des Patienten oder zusam-
men mit der Verabreichung mit anderen aktiven Bestandteilen bestimmt.

[0038] Beispiele von pharmazeutischen Zusammensetzungen sind solche, die die parenterale oder loco-re-
gionale Verabreichung erlauben. Pharmazeutische Zusammensetzungen, die fiir den Zweck geeignet sind,
sind Lésungen, Suspension oder lyophilisierte Formen, die zum Zeitpunkt der Verwendung erzeugt werden.

[0039] Geeignete Formen fir die industrielle Anwendung der Erfindung sind Kits fir die Krebsradiotherapie
wie zum Beispiel in dem europaischen Patent Nr. 0 496 074, in dem Papier von Paganelli, Chiol et al., verof-
fentlicht in European Journal of Nuclear Medicine, Bd. 26, Nr. 4; April 1999; 348-357, in dem US-Patent
5,968,405 und in der relevanten Literatur beschrieben ist.

[0040] Ein weiteres Ziel der hierin beschriebenen Erfindung ist ein Kit fiir die Therapie oder Diagnose von Tu-
moren mit Hilfe der Radioaktivitat, dadurch gekennzeichnet, dal® zumindest eine der Verbindungen des Kits
eine Verbindung der Formel (1) oder einen ihrer Komplexe mit einem geeigneten Radioisotop enthalt.

[0041] Die Verbindungen gemaf der Erfindung sind nitzlich fiir die Herstellung von therapeutischen und/oder
diagnostischen Mitteln fir die Behandlung und Diagnose von Tumoren.

[0042] Beispielsweise kdnnen sie bei Tumorbehandlungsverfahren mit Antikrebs-Radiopharmazeutika wie
zum Beispiel solchen verwendet werden, die in dem europaischen Patent 0 496 074, in dem Papier von Paga-
nelli, Chinol et al., verdéffentlicht in European Journal of Nuclear Medicine, Bd. 26, Nr. 4; April 1999; 348-357,
in dem US-Patent 5,968,405 und in der relevanten Literatur beschrieben sind.
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[0043] Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung weiterhin.
Beispiel
[0044] Die NMR-Spektren wurden in DMSO-d4-Lsung aufgezeichnet.

[0045] Zu einer L6ésung aus Biotin (1 g, 4,1 mmol) und NMM (0,451 ml, 1 &q) in wasserfreiem DMF wurde eine
Lésung aus N-Boc-Hexamethylendiamin-HCI (1,03 g, 1 &q) und NMM (0,451 ml, 1 &q) in wasserfreiem DMF
gegeben. Nach einigen Minuten wurde eine Losung aus HATU (1,56 g, 1 4q) in DMF zugegeben. Die Reakti-
onsmischung wurde tber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt und dann unter vermindertem Druck verdampft.
Das somit erhaltene Ol wurde durch Zugabe von Wasser kristallisiert und mit n-Propanol rekristallisiert, unter
Erhalt von 1,6 g (3,6 mmol, 88 % Ausbeute) der Verbindung 1.

[0046] Das Produkt war aufgrund der TLC-Beobachtung (Eluent: DCM/MeOH = 5:1; ermittelt durch Fluores-
camin oder Cl,/o-Tolidin) rein.

Smp.: 174-176°C;

'H-NMR, &H: 1,1 - 1,65 [14H, CH(CH,), und NHCH,(CH,),], 1,34 (s, 9H, tBu), 2,05 t, 2H, CH,CO), 2,54 (d, 1H,
HCHS), 2,74 — 3,15 (6H, 2 x CH,N, HCHS und CHS), 4,12 (m, 1H, CHCHNH), 4,28 (m, 1H, CH,CHNH), 6,36
und 6,42 (zwei 5, 2 x BiOtin NH), 6,74 (t, 1H, Boc NH), 7,74 (t, 1H, Amid-NH);

ESI-MS: m/e berechnet [M + H]* 443,1. gefunden 443,1.

Elementaranalyse: Berechnet fur C,,H;,N,0,S-0,5H,0: C 55,85; H 8,7; N 12,4; Gefunden: C 56,2; H 8,8; N
12,4.

[0047] Zu einer Suspension aus Biotinyl-Hexamethylendiamin-Boc (1) (1,6 g) in AcOEt wurden 37%iges wal-
riges HCI gegeben, bis eine Lésung von ungefahr 3 M in HCI erhalten wurde. Die Ldsung wurde unter magne-
tischem Ruhren 30 min lang gehalten und dann unter vermindertem Druck verdampft. Das dlige Produkt wurde
dann mit Wasser lyophilisiert, mit NaOH 2M auf pH 12 eingestellt und mit Eis gekuhlt, woraufhin die Lésung
einmal erneut lyophilisiert wurde. Der erhaltene Feststoff (Verbindung 2) wurde mehrere Male mit MeOH zum
Eliminieren der vorhandenen Salze behandelt und dann durch Ausfallung durch Zugabe von Ethylether zu der
Methanollésung gereinigt, unter Erhalt von 1,1 g (90%ige Ausbeute) der Verbindung 2. Die Verbindung war bei
TLC auf Silicagel (Eluent: n-Propanol/AcOH/h20, 1:1:1) rein, wie mit einer L6sung von Fluorescamim in Aceton
bei 366 nm und mit Cl,/o-Tolidin untersucht wurde.

Smp,: 179-182°C);

'"H-NMR: entsprechend Verbindung 1, wobei das tBu-Signal nicht vorlag.

[0048] Zu einer Losung aus 8,8 ml 1 M BH, in THF, gehalten unter Stickstoffatmosphéare bei 0°C, wurde das
Amin 2 (1,5 g, 4,3 mmol), das fein pulverisiert und in 15 ml wasserfreiem THF suspendiert war, gegeben. Die
Mischung wurde unter magnetischem Ruhren bei 0°C fur ungefahr 30 min gehalten und dann unter Rickflu®
gebracht, bis die Reaktion vollstandig war (der Fortschritt der Reaktion wurde durch "H-NMR bei Aliquoten der
Reaktionsmischung, die heil® mit 3 M HCI behandelt und unter vermindertem Druck verdampft war, gepruft. Am
Ende der Reaktion wurde 3M HCI zugegeben; die Reaktionsmischung wurde 3 Stunden unter Rickflul® gehal-
ten und unter vermindertem Druck verdampft. Das rohe Reaktionsprodukt (Verbindung 3) wurde mit Wasser
bei einem pH von ungefédhr 12 ausgefallt und durch RP-CC (LiChroprep RP-8, 40-63 pm; Eluent:
H,O/CH,CN/TFA-92:8:0,1) gereinigt, unter Erhalt von 1,3 g (2,3 mmol, 55%ige Ausbeute) der Verbindung 3,
die bei der TLC-Beobachtung rein war (das gleiche Verfahren wurde fir die Verbindung 2 verwendet).
'H-NMR, &": 1,30 - 1,58 [16H, CH(CH,), und NHCH,(CH,),] und NHCH,(CH,),], 2,53 (d, 1H, HCHS), 2,82 (7H,
HCHS und 3 x CH,N), 3,05 (m, 1H, CHS), 4,12 (m, 1H, CHCHNH), 4,28 (m, 1H, CH,CHNH), 6,38 (br, 2 x Biotin
NH), 8,03 (br, NH,"), 8,9 (br, NH,").

ESI-MS: m/e berechnet [M + H]* 328,23; gefunden 328,2.

[0049] Zu einer Lésung aus DOTA-3H,0 (100 mg, 0,2 mmol) in Wasser, eingestellt auf pH 9,2, wurde eine
Lésung aus Sulfo-NHS (86,8 mg, 0,4 mmol) in 1 ml Wasser gegeben. Nach einigen Minuten wurde eine Lésung
aus EDC (76,7 mg, 0,4 mmol) in 0,5 ml Wasser tropfenweise zugegeben und mit Eis gekuhlt. Die Reaktions-
mischung wurde fur ungefahr 20 Minuten gerihrt, danach wurde eine Lésung aus Amin 3 (111 mg, 0,2 mmol),
aufgeldst in 1 ml Wasser bei pH 8,6, tropfenweise zugegeben. Nach ungefahr 3 Stunden wurde die Reaktions-
I6sung lyophilisiert und das rohe Produkt 4 wurde durch Umkehrphasen-HPLC (C,;, A: 0,1 % TFA in CH,CN;
B: 0,1 % TFA in Wasser; von 10 bis 15 % B in 20 min; Rt: 12,6 min) gereinigt, unter Erhalt von 53 mg (20 %)
des Produktes, das bei TLC rein war (gleiches Verfahren fur die Verbindung 2 angewandt). Der Versuch mit
Fluorescamin in Aceton zum Sicherstellen des Vorhandenseins einer primaren Amin-Gruppe ergab negative
Ergebnisse.
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'H-NMR, &": 1,3 — 1,6 [16H, CH(CH,), und NHCH,(CH,),], 2,60 (d, 1H, HCHS), 2, — 2,92 (7H, HCHS und 3 x
CH,N), 3,04 (br a, 16H, 8 x DOTA-Ring CH,), 3,11 (m, 1H, CHS), 3,61 (br s, 8H, 4 x DOTA CH,CO), 4,15 (m,
1H, CHCHNH), 4,33 (m, 1H, CH,CHNH), 6,40 und 6,44 (zwei s, 2 x Biotin NH), 8,27 (br, Amid NH), 8,54 (br
NH, +).

FAB-MS: [M + H]" berechnet 715,9; gefunden 715,6;

ESI-MS: [M + H]" gefunden 715,4,

Elementaranalyse: Berechnet fur C,,H,,N,O,S-4TFA-H,0: C, 40,41: H, 5,43; N, 9,42. Gefunden: C, 40,48; H,
5,45; N, 9,09.

[0050] Markierungsversuche, Avidin-Bindeversuche und Serumstabilitdtsversuche wurden mit der Verbin-
dung durchgefiihrt, die in dem vorgenannten Beispiel erlautert ist.

Bindeversuche

[0051] Avidin wurde mit **Y-DOTA-Biotin bei zunehmenden Mengen an markiertem Biotin reagiert. Das Vor-
handensein von anderen radioaktiven Peaks neben dem des Avidin-Biotin-Komplexes wurde durch FPLC un-
ter Anwendung der isokratischen Bedingungen, die oben beschrieben sind, Uberprift. Der Radiopeak, der dem
0Y-DOTA-Biotin/Avidin-Komplex entspricht, zeigte eine Retentionszeit von 9 min, wahrend der Peak des
nicht-gebundenen *Y-DOTA-Biotin bei 15 min eluierte.

[0052] Die Ergebnisse der Affinitatsuntersuchungen zwischen Avidin und dem °°Y-markierten Biotin-Derivat

von Beispiel 1 bei dem natirlichen 1:4 molaren Verhaltnis und im molaren Uberschuf von Avidin (1:2) sind in
Tabelle 1 zusammengefal3t.

Tabelle 1: Molare Verhaltnisse Avidin/Biotin-DOTA

Avidin:Biotin molares Verhdltnis 1:2 1:4
90y_poTa-Biotin (ug) 1 2
Avidin (ug) 51 51
Binung (%) 99,8 99,7

[0053] Beginnend mit einem molaren UberschuR an Avidin wurde nur ein Peak in dem Radiochromatogramm
beobachtet, der dem Avidin-Biotin-Komplex entsprach. Das gleiche FPLC-Profil wurde mit einer zweifach er-
héhten Menge an *Y-DOTA-Biotin erhalten, was demonstriert, daR die natiirliche Affinitat des Systems auf-
rechterhalten wurde.

Affinitatsstudien

[0054] Der Ersatz von *°Y-DOTA-Biotin von Avidin durch die Wirkung von natirlichem Biotin (Vitamin H), aus-
gehend von einem Verhaltnis von 1:4 Avidin:Biotin, wurde untersucht. Das komplette Binden bei dem molaren
Verhaltnis von Avidin:Biotin von 1:4 wurde anfangs durch Grofienexklusion-FLPC unter Anwendung der oben
erwahnten Bedingungen gepruft. Aliquote von dieser Lésung wurden mit erhéhenden molaren Mengen an Vi-
tamin H zugegeben und nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden diese durch FPLC analysiert.
Das Ausmal des Ersatzes wurde durch die Reduktion des Avidin-Biotin-Radiopeaks im Vergleich zum Anstei-
gen des verschobenen *Y-DOTA-Biotin-Radiopeaks berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammen-
gefaldt.
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Tabelle 2: Affinitatsstudien mit Biotin

Avidin:Vitamin H 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
molares Verhdltnis

90y_poTa-Biotin (ug) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Gekuppeltes Avidin (ug) 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4
Zugegebenes Biotin (ug) 0,047 0,094 0,188 0,376 0,752
Ersatz (%) 0,2 0,0 0,8 0,0 0,0

[0055] Die Ergebnisse <1 % wurden als unterhalb des experimentellen Fehlers angesehen.

[0056] Es ist ersichtlich, daR selbst ein groRer molarer Uberschul an Vitamin H das *Y-DOTA-Biotin, das be-
reits an Avidin gebunden war, nicht ersetzen konnte.

Stabilitatsstudien

[0057] 50 pl der markierenden Mischung, entsprechend 1,85 MBq von Y wurden 20-fach mit Saline oder
menschlichem Serum verdinnt und bei 37°C inkubiert. Lésungen wurden bei unterschiedlichen Zeitpunkten
an bis zu 144 Stunden nach dem Markieren analysiert. Zur Durchfihrung der Analyse wurde ein Aliquot der
Inkubationsmischung zu einem molaren Uberschul® von Avidin gegeben. Das *Y-DOTA-Biotin/Avidin-Kom-
plexverhaltnis gegentlber freiem Y wurde wie oben beschrieben durch FPLC bestimmt.

[0058] Die Stabilitatsstudien zeigten, dal in Saline die Radiomarkierung noch vollstandig mit dem Avidin-Bi-
otin-Komplex bis zu 144 Stunden assoziiert war.

[0059] Im Serum wurde nur ein Radiopeak anfangs in den Chromatogrammen der Proben, die bis 48 h inku-
biert waren, ermittelt, jedoch wurde danach eine standige Dissoziierung von *Y von DOTA-Biotin beobachtet,
wobei ein Maximum von 55 % bei 144 h erreicht wurde.

[0060] Beginnend in der Probe, die 72 h inkubiert war, wurde ein zweiter Peak bei einer niedrigeren Retenti-
onszeit (8,2 min) in dem Radiochromatogramm beobachtet, was anzeigt, dal die *°Y-Aktivitat mit einer hoch-
molekularen Spezies assoziiert war, vermutlich Serumtransferrin.

Patentanspriiche

1. Verbindung der Formel (1):
o

HN H R

|
S R H

worin:

Q eine -(CH,),-Gruppe ist, worin n eine ganze Zahl von 4 bis 12 ist, wenn R' nicht existiert, oder Q ausgewahit
ist aus der Gruppe bestehend aus -(CH,),-CH(R")-(CH,),-, worin a und b unabhéngig voneinander ganze Zah-
len von 0 bis n sind und R' wie unten definiert ist, oder Q Cyclohexyl, Phenyl ist, wenn R' ein Substitut am Cy-
clohexyl- oder Phenylring ist;

R Wasserstoff oder -A ist, worin -A ein Makrocyclus der Formel (ll) ist:
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—CO— (CHym,_ (Hzlp Y

/[ T

Y’ \CH/)p Y

(m

worin die verschiedenen Gruppen Y, die gleich oder verschieden sein kdnnen, ausgewahlt sind aus der Gruppe
bestehend aus Wasserstoff, geradkettigem oder verzweigtem C,_,-Alkyl, -(CH,),,-COOH, worin m eine ganze
Zahl von 1 bis 3 ist; X Wasserstoff oder -CH,-U-Gruppe ist, worin U ausgewahlt ist aus Methyl, Ethyl, p-Ami-
nophenyl oder X die -(CHW)_-Z-Gruppe ist, worin o eine ganze Zahl von 1 bis 5 ist, w Wasserstoff, Methyl oder
Ethyl ist, Z eine heterocyclische Gruppe mit 5 oder 6 Gliedern ist, umfassend ein oder mehrere Heteroatome
ausgewahlt aus O, N-R,, wobei R, ein Wasserstoffatom oder eine geradkettige oder verzweigte C,,-Al-
kyl-Gruppe ist, und S; oder Z ausgewahlt ist aus -NH,, -NH-C(=NH)-NH, oder -S-R,, worin R2 eine geradkettige
oder verzweigte C,,-Alkyl-Gruppe ist;

p eine ganze Zahl von 2 oder 3 ist;

R' ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff, geradkettigem oder verzweigtem C,_-Alkyl,
-(CH,),-T, worin T ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus S-CH;, -OH oder -COOH und q die ganze
Zahl von 1 oder 2 ist;

R" die gleiche Bedeutung wie R hat, mit den folgenden Bedingungen:

wenn R -A ist, ist R" Wasserstoff, wenn R Wasserstoff ist, ist R" -A, oder R und R" sind -(CH,),-A (fur R), wenn
R eine ganze Zahl von 4 bis 12 ist, bzw. -A (fir R"), wobei Q eine -(CH,),-Gruppe ist, worin n eine ganze Zahl
von 4 bis 12 ist.

2. Komplex der Verbindung der Formel (I) mit einem Radioisotop nutzlich fiir therapeutische und/oder dia-
gnostische Zwecke.

3. Komplex nach Anspruch 2, worin das Radioisotop aus der Gruppe ausgewabhlt ist, bestehend aus Fe-52,
Mn-52m, Co-55, Cu-64, Ga-67, Ga-68, Tc-99m, In-111, 1-123, I-125, 1-131, P-32, Sc-47, Cu-67, Y-90, Pd-109,
Ag-111, I-131, Pm-149, Re-186, Re-188, At-211, Bi-212, Bi-213, Rh-105, Sm-153, Lu-177 und Au-198.

4. Komplex nach den Anspriichen 2 und 3, worin in der Verbindung der Formel (I) Q -(CH,),- ist, worin n
eine ganze Zahl von 4 bis 8, bevorzugt 6 ist, Y -CH,-COOH ist und das Radioisotop Y-90 ist.

5. Pharmazeutische und/oder diagnostische Zusammensetzung, umfassend eine Verbindung nach An-
spruch 1 oder 2, in einer Mischung mit geeigneten Vehikeln und/oder Exzipienten.

6. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 oder 2 zur Herstellung eines Arzneimittels, das bei der
Behandlung von Tumoren nutzlich ist.

7. Pharmazeutische und/oder diagnostische Zusammensetzung, umfassend einen Komplex nach einem
der Anspriiche 2, 3 oder 4, in einer Mischung mit geeigneten Vehikeln und/oder Exzipienten.

8. Verwendung eines Komplexes nach einem der Anspriche 2, 3 oder 4 zur Herstellung eines Arzneimit-
tels als Antikrebs-Radiopharmazeutikum.

9. Kit fur die Radiotherapie oder Diagnose von Tumoren, dadurch gekennzeichnet, dall zumindest eine der
Komponenten des Kits eine Verbindung nach Anspruch 1 oder 2 enthalt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen

10/10



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche

