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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bindung von Methotrexat an Polysaccharide. Ziel der Erfindung ist es, ein
Verfahren zur Polymerfixierung von Methotrexat an Polysaccharide zu schaffen, dessen Produkte wasserlosliche
untoxische polymere Cytostatika sind. ErfindungsgemaR wird die Aufgabe dadurch gelost, daB ein wasserlosliches
Kartoffelstirkehydrolyseprodukt in einem fiir Methotrexat gseigneten Lésungsmittel unter der katalytischen Wirkung
von Dimathylaminopyridin und Dicyclohexylcarbodiimid mit Methotrexat zur neaktion gebracht wird. Der '
Mathotrexatgehalt wird dabei so eingestellt, daB die Wasserloslichkeit des Tragers erhalten bleibt. Ein besoaderer
Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist seine gute Produzierbarkeit und die hohe Wasserloslichkeit des
Produkts bei guter antineoplastischer Aktivitat in vivo.
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Patentanspruch:

1. Verfahren zur Bindung von Methotrexat an Polysaccharide, dadurch gekennzeichnet, daf}
wasserlésliches Kartoffelstirkehydrolyseprodukt in fiir Methotrexat geeigneten organischen
Lésungsmitteln mit Methotrexat, bei Molverhiltnissen Monomaersinheit Polysaccharid zu
Methotrexat von 10:1 bis 5:1, wobei die Methotrexatkonzentration im Lésungsmittel 1 - 1072 bis
5 - 10-2 Mol I-! betragt, in Gegenwart von 1073 bis 10~° Mol Dimethylaminopyridin und mindestens
1 Mol Dicyclohexylcarbodiimid bezogen auf 1 Mol Maethotrexat zu Reaktion gebracht wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 als Losungsmittel flir Methotrexat
Dimethylacetamid und/oder Dimethyiformamid und/oder Dimethylsulfoxid eingesetzt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daR die Reaktion 1 bis 5 Stunden bei
273 bis 278K und nachfolgend 5 bis 10 Stunden bei 343 bis 373K durchgefiihrt wird,

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Polymerfixierung von Methotrexat an Polysaccharide, das rur Synthese neuer Cytostatika
mit verbesserten Eigenschaften verwendet werden kann, welche in der Humanmedizin einsetzbar sind.

Charakteristik der bekannten tochnischen Ldsungen

Es ist bekannt, daR das Cytostatikum Methotrexat (Formel 1) an verschiedene natiirliche oder synthetische Polymertrager
kovalent gebunden warden kann, wodurch sich verschiedene aplikative Vorteile ergeben.
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Die Ankniipfung an die Makromolekiile ist dabei prinzipiell sowohl iiber die NH,-Gruppen des Pteridinringes wie auch iber die
COOH-Gruppen der Glutaminséure des Methotrexats moglich. Wihrend durch die Verwendung von Dextranan und
Polypeptiden ein Depotsffekt erzielbar ist, werden mit Poly {L-lysin) und Immunglobulinen gegen Methotrexat resistente Zellen
bzw. bestimmte Gewebe spezifisch einer Behandlung zugéinglich

{(J.M.WHITLEY; B.C.F.CHU und J. GALIVAN.,

Biomedical and dental applications of polymers: Polymer Science and Technology Vol 14 Ed. by G.G.GEBELEIN und
F.F.KOBLITZ: Plenum Press. Naw York, London, 1981]

Die Bindung von Methotrexat an monoklonale Antikérper erlaubt dagegen die selektive Behandlung bestimmter Krebszellen
{R.W.BALDWIN und M.GARNETT: UCLA Symp. Mol.Cell.Biol. New Ser.27 215 (1985)].

Der Nachteil der bisher bekanntgewordenen Lésungen besteht darin, daft sie bei guten in vitro-Ergebnissen einen deutlichen
Aktivitatsverlust bei in vivo-Tests aufweisen.

AuBerdem sind die eingesetzten natirlichen Polymertréger in der Regel aufwendig in der Gewinnung und dadurch 2.T. sehr
kostspielig.

Es wurde auch versucht, durch Verwendung leichter zugénglich synthetischer Polymerer diese Méngel zu umgehen. Dabei
ergaben Polyvinylalkohol und Polysthylenimin keine befriedigende Wirksamksit der Polymer-Wirkstoff-Konjugate.

Neben dem Wirkungsverlust in vivo und toxischen Nebenwirkungen ist die Erzielung einer Wasseldslichkeit der Polymer-
Wirkstoff-Kanjugate ein weiteres noch nicht voll beherrschtes Problem. Die Wasserldslichkeit det Polymertrager wird durch die
Anbindung des wasserunldslichen Methotrexats deutlich herabgesetzt, wodurch die Applikation der Substanz erschwert ist.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein gut reproduzierbares Verfahren zur Polymerbindung von Methotrexat an Polysaccharide zu schaffen,
devsen Produkte wasserldsliche, untoxische polymere Cytostatika mit verbesserten Wirkungseigenschaften sein sollen.

Darleyung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein Syntheseverfahren zu entwickeln, bei dem Methotrexat reversibel an
Polysaccharide fixiert wird und dessen Produkte wasserlosliche Polymere mit antineoplastischer Aktivitat sind,
ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelost, daB ein wasserlosliches Kartoffelstarkehydrolyseprodukt in einem far
Methotrexat geeigneten Lésungsmittel, vorzugsweise Dimethylacetamid, Dimethylformamid oder Dimethylsulfoxid mit
Methotrexat unter Zusatz von 1073 bis 10°% Mol eines Acylierungskatalysators, vorzugsweise Dimethylaminopyridin und
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mindestens 1 Mol eines wasserentzichenden Mittels, vorzugsweise Dicyclohexylcarbodiimid pro Mol Methotrexat umgeseizi
wird.

Der Gehalt des Produktes an Methotrexat wird durch das Molverhiltnis Monomerbaustein zu Methotrexat in der
Reaktionsldsung, durch die Reaktionstemperatur sowie -zeit festgelegt und kann in iiblicher Weise iiber diese GroRe gezielt
eingestelit werden.

Es ist fiir die Aufarbeitung und Anwendung des Produktes von Vorteil, wenn die Reaktion so durchgefihrt wird, du der
Umsetzungsgrad des Methotrexats iiber 50%, vorzugswaise iiber 80% liagt. Dazu ist es giinstig, die Reaktion zundchst bei 0 bis
5°C, 1 bis 5 Stunden durchzufiihren und anschlisBend bei 70 bis 100°C vorzugsweise 80°C 6 bis 10 Stunden zu
vervollstandigen.

Die Konzentration des Methotrexats in der Reaktionsldsung kann in weiten Grenzen variiert werden. Bei Verwendung von
Dimethylsulfoxid werden gute Ergebnisse mit Konzentrationen von 1-10"? bis 5-10~" Mol/I erreicht bei Molverhéltnissen
Monomerei~heit Polysaccharid zu Methotrexat von 10:1 bis 5:1,

Die wasserlslichen Polymer-Wirkstoff-Konjugate besitzen antineoplastische Aktivitit. Es muB als iiberraschendes Ergebnis
gewertet werden, daB durch die Polymerfixierung die Wirksamkeit des Methotrexats gegeniiber dem soliden Modelitumor
Melanom B 16 verglichen mit dem freien Wirkstoff erh6ht ist.

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgeméBen Verfahrens ist seine gute Reproduzierbarkeitund die hohe Wasserloslichkeit des
Produkts.

Die Verwendung biologisch abbaubarer natiirlicher Polymerer (2.B. Polysaccharide) bringt den Vorteil, daf die
Wirkstoffreisetzung durch den Bioabbau zusétzlich gesteuert werden kann und dia weitgehend untoxischen Abbauprodukte
ausgeschieden werden.

Das folgende Ausfiihrungsbeispiel erlautert die Erfindung ohne sie einzuschrdnken.

Ausfithrungsbeispiel

Durchfithrung des Tests

Als Tiermaterial wurden BDF,-Mausebdckchen aus der Zucht des Zentralinstituts fir Krebsforschung der AdW der DDR, Berlin-
Buch, verwendet. Als Testtumoren wurden die Leukamie P388 und das Melanom B 16 gewihlt. Bei P388 bekam jedes Tier etwa
5 x 10° Zellen i. p. gespritzt und beim B 16-Melanom 0,1 ml eines homngenisierten Tumorbreies.

Das B 16-Melanom wichst auch bei i. p. Applikation in soliden Zellverbénden.

Als Paramter zur Einschitzung der Wirksamkeit der Substanzen wurde die Verléngerung der Uberlebenszeit gegeniiber
Tumoitragern ohne Substanzgabe gewdnlt. :

Als Vergleichspréparat diente Methotrexat der Fa.Lachema Brno, CSSR.

Belspiel

0.45g (1mMo!) Methotrexat und 1,135g Kartoffelstarkehydrolyseprodukt {DP 30) werden in 50 mi Dimethylsulfoxid geldst, auf
0°C gekiihlt, 0,21 g Dicyclohexylcarbodiimid und 0,1g Dimethylaminopyridin hinzugegeben und 3h geschiitteh. AnschlieBend
wird 3h bei Raumtemperatur und 3h bei 80°C geriinrt.

Der gebildete Harnstoff wird abfiltriert und das Polymer in Chloroform gefallt. Das getrocknete Pulver wird mit Wasser
aufgenommen, filtriert und das Wasser im Rotationsverdampfer abdestilliert.

Der Wirkstoffgehalt des Produktes betréigt 25 Ma.-%. Die Wirksamkeit gegeniiber P388 ist verglichen mit freiem Methotrexat
geringer, die gegeniiber dem B 16-Melanom enthilt die Tabelle.

Wird ein Gemisch aus Kartoffelstarke und Methotrexat gleicher Zusammensetzung (25 Ma.-% Methotrexat) zum Test eingesetzi,
bleibt die Wirkung des freien Methotrexats unbeeinflufit (Probe 2.d v Tabelle).

Tabelle
Mittlere Uberlebenszait {in Tagen) von BDF,-Méusen nachi.p. Injektion von B16 und Behandlung

Dosis 20 40
mg/kg/injektion

Tag der Applikation 1 1
nach Tumorinkubation Probe

Kontrolle 21 21
Methotrexat 26 26
1 K} 30

2 25 24
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