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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als korperfremd angesehenen, nativen Protein, das sich

dadurch auszeichnet, daB zwischen dem Wirkstoff und dem Protein ein in einer Zelle spaltbarer Linker vorliegt. Ferner betrifft die Erfindung
ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Konjugats und die Verwendung desselben.
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Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als kérperfremd

angesehenen, nativen Protein
Die Erfindung betrifft ein Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als kérper-

fremd angesehenen, nativen Protein, Verfahren zur Herstellung eines solchen

Konjugates sowie dessen Verwendung.

Seit langem ist es ein groRes Bedurfnis, Arzneimittel gezielt an bestimmte Orte im
Korper zu bringen und sie dort ihre Aktivitat entfalten zu lassen. Ersteres ist durch
ein vorstehendes Konjugat erreicht (vgl. DE - 41 22 210). Mit diesem kann eine

tumoraktive Verbindung im Tumor angereichert werden.

Uberraschenderweise hat sich nun gezeigt, daR ein vorstehendes Konjugat auch
eine sehr hohe Aktivitdt aufweist, wenn zwischen dem Wirkstoff und dem nicht

als kérperfremd angesehenen, nativen Protein ein in einer Zelle spaltbarer Linker
vorliegt.

Ein derartiges Konjugat ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung.

Der vorstehende Ausdruck "Wirkstoff" umfat Verbindungen jeglicher Art, die zur
Therapie einer Erkrankung verwendet werden kénnen. Dies sind z.B. Verbindungen
zur Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkrankungen. Beispiele
solcher Verbindungen sind Chemotherapeutika, wie Antibiotika, z.B. Tetracycline,
und Antimetaboliten, z.B. Methotrexat, Sﬁlfonamide und Nukleoside, die nach
Einbau in eine Nukleinsdure deren Replikation bzw. Transkription inhibieren.
Bevorzugte Verbindungen vorstehender Art sind solche, die eine Sauregruppe, wie
-CO,H, -SO4H, -PO,H, oder -AsO;H,, aufweisen. Besonders bevorzugte Verbindun-
gen sind 4- und 2-Aminobenzoesaure, 4- und 2-Aminophenylsuifonsaure, 4- und
2-Aminophenyiphosphonsaure, 4- und 2-Aminophenylarsonséaure sowie Derivate
davon. Weiter bevorzugte Verbindungen sind Desoxyuridin (UDR), Desoxycytidin
(CDR), Cytosinarabinosid (AraC), S5-Fluoruracil (5-FU), 5-Fluordesoxyuridin(5-
FUDR), Azidothymidin (AZT).

Weitere Beispiele von Verbindungen als Wirkstoff sind photoaktive Substanzen,

wie Porphyrine, Chiorine und Bakteriochlorine, die zur photodynamischen Therapie
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verwendet werden kdnnen.

Vorstehende Verbindungen liegen einzein oder zu mehreren in einem erfindungs-
gemalen Konjugat vor. Sie sind als Edukte dargestellt, was bedeutet, daB sie in
einem erfindungsgemaBen Konjugat in derivatisierter Form vorliegen (vgl. nach-

stehend, Beispiele 1-7 und Figuren 1-3).

Ein vorstehender Wirkstoff ist (iber einen Linker an ein Protein gebunden. Dieses
Protein wird vom Kérper nicht als fremd angesehen. Auch liegt es in nativer, d.h.
nicht-modifizierter, Form vor. Desweiteren hat das Protein ein Molekulargewicht
(MG) von bis zu 90000, vorzugweise ist es Albumin, insbesondere humanes

Serumalbumin, oder Transferrin.

Ein vorstehender Linker ist in einer Zelle spaltbar. Der Ausdruck "Zelle" umfaRt
Einzelzellen und Zellverbénde. Beispiele ersterer sind korpereigene, nicht in einem
Verband vorliegende Zellen, z.B. Blutzellen und Virus-befallene Zellen, und korper-
fremde Zelien, z.B. Mikroorganismen, wie Bakterien, Pilze und Protozoen. Zeliver-

bénde umfassen Gewebe, Organe und Tumoren.

Ein Linker vorstehender Art ist dem Fachmann bekannt. Auch wei er um Fakto-
ren, z.B. Enzyme, die in Zellen die Spaltung bestimmter chemischer Bindungen
bedingen. Somit ist er in der Lage, weitere Linker zu konstruieren, die in einer Zelle
spaltbar sind. Ginstigerweise umfaRt ein solcher Linker eine Azo-Gruppe. Diese
wird bevorzugt gespalten. Besonders giinstig ist es, wenn der Linker folgende

Struktur aufweist:
-Y-R-N=N-

worin

R eine organische Gruppe, vorzugsweise eine aromatische, und besonders bevor-
zugt Phenylen oder ein Derivat davon ist, und

Y eine aus C(0), S(0),, P(O)OH und As(O)OH ausgewihite Gruppe ist.
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Vorstehende Struktur eines bevorzugten Linkers entspricht jener, die der Linker in
einem erfindungsgeméRen Konjugat aufweist. Ferner umfaRt die Struktur, zu-
mindest wenn R Phenylen oder ein Derivat davon ist, eine aktive Verbindung, die
sich besonders fiir die Therapie von Tumor-, Infektions- und Autoimmunerkrankun-
gen eignet. Nach Spaltung des Linkers und gegebenenfalls Abbau des noch am
Linker gebundenen Proteins kann die Verbindung ihre volle Aktivitit entfalten {vgl.
nachstehend, Beispiele 3 bis 7 und Figuren 2 und 3). |

Bevorzugte Konjugate der vorliegenden Erfindung sind in den Figuren 1-3 angege-
ben.

ErfindungsgemaR wird auch ein Verfahren zur Herstellung eines vorstehenden
Konjugats bereitgestellt. in einem solchen Verfahren werden iibliche Umsetzungen
der Chemie, wie Diazotierung einer Aminogruppe und Aktivierung einer Séure-
gruppe einzeln eingesetzt oder kombiniert. Es wird auf die Herstellung der Kon-

jugate in den Beispielen 1-7 und Figuren 1-3 verwiesen.

ErfindungsgemaRe Konjugate zeichnen sich dadurch aus, daR sie Wirkstoffe gezielt
in bestimmten Zellen des Kérpers anreichern und ihnen dort erlauben, ihre Aktivitat
voll zu entfalten. Dies wird durch die Kombination aus einem Protein, z.B. Albumin,
und einem in einer Zelle spaltbaren Linker erreicht. Bestimmte Zellen im Kérper,
insbesondere Tumorzellen, Zellen entziindlicher Gewebe und Mikroorganismen,
nehmen bevorzugt Albumin auf und spalten aufgrund ihrer Enzyme das Linker-
Wirkstoff-Konjugat, wodurch der bzw. die Wirkstoff(e) freigesetzt wird (werden)

und seine (ihre) Aktivitat voll entfalten kann{ kénnen).

ErfindungsgemaRe Konjugate eignen sich somit bestens fiir therapeutische Zwek-
ke, insbesondere zur Therapie von Tumor-, Infektions- und Autoimmunerkrankun-

gen.

Desweiteren kénnen in erfindungsgemafien Konjugaten Markierungen (z.B. radio-

aktive Markierungen) vorliegen, wodurch die Konjugate auch fir diagnostische
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Zwecke und Therapieuberwanderung, gegebenenfalls gleichzeitig zur Therapie,

eingesetzt werden kénnen.

Kurze

Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

Beschreibung der Zeichnung.

zeigt die Anbindung von 4-Aminophenyisulfonsiure oder 4-Amino-
phenylphosphonséure an Albumin, wobei eine Azogruppe als Linker

vorliegt,

zeigt die Anbindung von Cytidin an Albumin, wobei ein eine Azo-
Gruppe enthaltender Linker vorliegt, sowie die Freisetzung von Ami-

nocytidin,

zeigt die Anbindung von Tetracyclin an Albumin, wobei ein eine Azo-

Gruppe enthaltender Linker vorliegt, und

zeigt die Wachstumsinhibition von Tumorzellen durch Verabreichung

erfindungsgemalier Konjugate.

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung.

Beispiel 1: Herstellung eines erfindungsgemiafen Konjugats aus humanem

Serumalbumin und 4-Aminophenyisulfonsdure, wobei eine

Azogruppe als Linker vorliegt

Die Herstellung des Konjugats und seine Struktur sind in Fig. 1 gezeigt.

Diazotierung von 4-Aminophenylsulfonséure:

4-Aminophenylsuifonsaure (173 mg, 1 mMol) wurden in 5 ml 2 N HCI
geldst. Die Losung wurde im Eisbad abgekuhlt und unter stdndigem Riihren

wurden 600 ul einer eisgekihlten 2,5 M NaNO,-Lésung (1,5 }nMoI) in
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Portionen a 0,1 ml zugegeben. Nach etwa 10 min wurde der UberschuR an
Nitrit durch Zugabe von Harnstoff beseitigt. Es wurde 4-Diazoniumphenyl-

sulfonsaure (4-DAPS) erhalten.
2. Kopplung von 4-DAPS an humanes Serumalbumin (HSA):

Zu einer Losung von 2 g HSA in 30 ml 0,17 M Bic wurde die unter 1. erhal-
tene 4-DAPS-Lésung in einem molaren Verhéltnis von 1 : 1 langsam unter
pH-Kontrolle und standigem Rihren zugegeben, so daR der pH-Wert stets
Uber 7,5 blieb. Schon wéhrend der Zugabe von 4-DAPS begann sich die
Lésung rot zu farben, wobei die Farbung mit fortschreitender Reaktions-
dauer stindig zunahm. Die Abtrennung von Verunreinigungen, wie tber-
schissiger Harnstoff oder Salze, erfolgte durch Ultrafiltration Gber eine YM
30 Membran in einer Amicon Druckfiltrationszelle. Es wurde ein Konjugat
aus 4-Aminophenylsulfonsdure und HSA erhalten, wobei eine Azogruppe als

Linker vorliegt.

Die Reinheit des erfindungsgeméaRen Konjugats wurde mittels HPLC (Vor-
saule: Zorbax Diol 20 #(50x4mm), Saule 1: Zorbax GF 450, Séule 2: Zorbax
GF 250, Laufmittel: 0,2 M Na-citrat, pH 7,5, FluB: 1 ml/min) Gberprift.

Beispiel 2: Herstellung eines erfindungsgemiéfen Konjugats aus humanem
Serumalbumin und 4-Aminophenylphosphonséure, wobei eine

Azogruppe als Linker vorliegt
Die Herstellung des Konjugats und seine Struktur sind in Fig. 1 gezeigt.

Die Herstellung erfoigte, wie in Beispiel 1 beschrieben, wobei anstatt 4-Aminophe-

nyisulfonséaure die 4-Aminophenylphosphonséure verwendet wurde.
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Beispiel 3: Herstellung eines erfindungsgemaiRen Konjugats aus Cytidin,

einen eine Azogruppe enthaltenden Linker und humanem Seru-
malbumin (Cytidin-4-DAPS-HSA)

Die Herstellung des Konjugats und seine Struktur sind in Fig. 2 gezeigt.

Das 4-DAPS wurde wie in Beispiel 1 beschrieben hergestelit.

Kopplung von 4-DAPS an Cytidin:

2,6 mMol Cytidin (etwa 600 mg) wurden in 6 ml 2 N NaOH gelést und
unter Rihren wurde die 4-DAPS-Lésung portionsweise (je 1 ml) zugegeben.
Die zunéachst farblose Cytidin-Lésung nimmt schon wihrend der Zugabe von
4-DAPS eine zunehmend intensiv rote Farbung an. Nach Vervollstandigung
der Reaktion wurde die tiefrote Lésung mit 1 N HCI auf einen pH-Wert von
etwa 2 eingestellt und anschlieRend lyophilisiert. Der nach dem Lyophilisie-
ren erhaltene trockene Riickstand wird anschlieRend in einem Gemisch von
8 ml Methanol und 2 ml DMF geldst und durch Filtration vom unléslichen
Bodenkérper abgetrennt. Es wurde 5(4-Diazophenylsulfonsaure)-cytidin (5(4-
DAPS)-Cytidin) erhalten.

Die Reinheit des Produkts wurde mittels Dinnschichtchromatographie

(Platten mit Fluoreszenz-indikator, Laufmittel: Etac/MeOH 1/1) uberpriift.
Aktivierung von 5(4-DAPS)-Cytidin zum entsprechenden HSI-Ester:

Ein Aliquot der Losung des 5(4-DAPS)-Cytidin wurde im selben Lésungs-
mittel (4 Teile Methanol und 1 Teil DMF) mit der doppelten molaren Menge
Dicyclohexyicarbodiimid (DCC) und der 7 bis 10-fachen molaren Menge an
N-Hydroxysuccinimid (HSI) versetzt. Nach einer Reaktionszeit von etwa 1 h
ist die Aktivierung des 5(4-DAPS)-Cytidin zum entsprechenden HSI-Ester
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beendet. Er kann direkt zur Kopplung an HSA eingesetzt werden.
3. Kopplung des HSI-Esters von 5(4-DAPS)-Cytidin an HSA:

Zu einer Lésung von 2 g HSA in 30 ml 0,17 M Bic wurde der HSI-Ester von
5(4-DAPS)-Cytidin langsam unter stindigem Rithren zugegeben. Schon
wéhrend der Zugabe des HSI-Esters von 5(4-DAPS)-Cytidin falit DCC aus.
Die Tribung von DCC und DC-Harnstoff wurde mittels Filtration abgetrennt.
Die Abtrennung anderer Verunreinigungen, wie Methanol, DMF und HSI,
erfolgte anschlieBend lber eine YM 30 Membran in einer Amicon Druck-
filtrationszelle. Es wurde Cytidin-4-DAPS-HSA erhalten.

Die Reinheit des erfindungsgeméaRen Konjugats wurde mittels HPLC (vgl.
Beispiel 1) Uberpriift.

Beispiel 4: Herstellung eines erfindungsgeméBen Konjugats aus UDR,
einem eine Azogruppe enthaltenden Linker und humanem
Serumalbumin (UDR-4-DAPS-HSA)

Die Herstellung des erfindungsgeméaRen Konjugats erfolgte, wie in Beispiel 3 be-
schrieben, wobei anstelle von Cytidin UDR verwendet wurde. Es wurde UDR-4-
DAPS-HSA erhalten.

Beispiel 5: Herstellung eines erfindungsgeméBen Konjugats aus AraC,
einem eine Azogruppe enthaltenden Linker und humanem
Serumalbumin (AraC-4-DAPS-HSA)

Die Herstellung des erfindungsgemiBen Konjugats erfolgte, wie in Beispiel 3 be-
schrieben, wobei anstelle von Cytidin AraC verwendet wurde. Es wurde AraC-4-
DAPS-HSA erhalten.
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Beispiel 6: Herstellung eines erfindungsgeméBen Konjugats aus CDR,
einem eine Azogruppe enthaltenden Linker und humanem
Serumalbumin (CDR-4-DAPS-HSA)

Die Herstellung des erfindungsgeméBen Konjugats erfolgte, wie in Beispiel 3
beschrieben, wobei anstelle von Cytidin CDR verwendet wurde. Es wurde CDR-4-
DAPS-HSA erhalten.

Beispiel 7: Hersteliung eines erfindungsgeméafen Konjugats aus 7-Chlorte-
tracyclin, einem eine Azogruppe enthaltenden Linker und hu-

manem Serumalbumin
Die Herstellung des Konjugats und seine Struktur sind in Fig. 3 gezeigt.
4-DAPS wurde wie in Beispiel 1 beschrieben hergestelit.
1. Kopplung von 4-DAPS an 7-Chlortetracyclin:

718,5 mg (1,5 mM) von 7-Chlortetracyclin (MG 478,9) wurden in 20 ml 1

N NaOH gelost und unter standigem Rihren die 4-DAPS-Lésung portions-
weise (je 1 ml) zugegeben. Die zuerst gelb gefarbt 7-Chlortetracyclin-Lésung
nahm wahrend der Zugabe von 4-DAPS eine zunehmend intensiv rote
Farbung an. Nach einer Reaktionszeit von etwa 24 h wurde die tiefrote

Losung mit 1 N HCI auf einen pH-Wert von etwa 2 eingestellt und lyophili-
siert. Der trockne Rickstand wurde anschlief3end in einem Gemisch von 8

ml MeOH und 2 ml DMF gelést und durch Filtration vom unidslichen Boden-
korper abgetrennt. Es wurde 7-Chlor-9(4-diazophenylsulfonsaure)-tetracyclin
(4-DAPS-Chlortetracyclin) erhaiten.

2. Aktivierung des 4-DAPS-Chlortetracyclins zur Proteinkopplung:
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Ein Aliquot der Losung des 4-DAPS-Tetracyclins wurde im selben Lésungs-
mittel (4 Teile MeOH und 1 Teil DMF), ohne vorherige Abtrennung des
Uberschiissigen 7-Chlortetracyclins mit der doppelten molaren Menge an
DCC (bezogen auf die eingesetzte Menge an Phenyisulfonsaure) und der 7 -
10-fachen molaren Menge an HSI versetzt. Nach einer Reaktionszeit von
etwa 2 hist die Aktivierung des 4-DAPS-Chlortetracyclins zum entsprechen-
den HSI-Ester beendet. Der so erhaltene Ester kann direkt zur Proteinkopp-

lung eingesetzt werden.
3. Kopplung des HSI-Esters von 4-DAPS-Chlortetracyclin an HSA:

Zu einer Lésung von 2g HSA in 30 ml 0,17 M Bic gibt man die dquimolare
Menge an HSI-Ester von 4-DAPS-Chlortetracyclin langsam und unter stindi-
gem Rihren. Schon wahrend der Zugabe des HSI-Esters fallt der UberschuR
an DCC aus. Die Triibung von DCC und DC-Harnstoff wurde vor der Druck-
filtration mittels Filtration abgetrennt. Die Abtrennung anderer Verunreini-
gungen, wie MeOH, DMF und HSI, erfolgte {iber eine YM 30 Membran in
einer Amicon Druckfiltrationszelle. Es wurde 7-Chlor-8(4-diazophenylsulfon-

saure)-tetracyclin-HSA erhalten.

Die Reinheit des so erhaltenen Konjugats wurde mittels HPLC (vgl. Beispiel

1) bestimmt.

Beispiel 8: Herstellung eines Konjugats aus Tetracyclin, einem eine Azo-

gruppe enthaltenden Linker und humanem Serumalbumin

Die Herstellung des Konjugats erfolgte wie in Beispiel 7 beschrieben, wobei anstatt
7-Chiortetracyclin Tetracyclin verwendet wurde. Die Struktur des Konjugats ist in

Fig. 3 gezeigt.
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Beispiel 9: Wachstumsinhibition von Tumorzellen durch Verabreichung

erfindungsgemaéfRer Konjugate

Die Konjugate UDR-4-DAPS-HSA (vgl. Beispiel 4), AraC-4-DAPS-HSA (vgl. Bei-
spiel 5) und CDR-4-DAPS-HSA (vgl. Beispiel 6) sowie als Kontrolle HSA alleine
wurden jeweils mit Walker-256-Zellen unter tiblichen Bedingungen inkubiert. Nach

24, 48 bzw. 72 h wurde in ublicher Weise die Zellzahl pro mi bestimmt.

Wie aus Fig. 4 zu ersehen ist, vermindert jedes der erfindungsgemé[&én Konjugate

im Vergleich zur Kontrolle die Proliferation von Tumorzellen.
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Patentanspriiche

Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als kérperfremd angese-
henen, nativen Protein, dadurch gekennzeichnet, daR zwischen dem

Wirkstoff und dem Protein ein in einer Zelle spaltbarer Linker vorliegt.

Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR der Wirkstoff
eine zur Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkran-

kungen verwendbare Verbindung ist.

Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daR der Wirkstoff

ein Chemotherapeutikum und/oder eine photoaktive Verbindung ist.

Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR das Chemo-

therapeutikum ein Antibiotikum ist.

Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR das Chemo-

therapeutikum ein Antimetabolit ist.

Konjugat nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daRR

mehrere Wirkstoffe vorliegen.

Konjugat nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, daR

der Linker eine Azo-Gruppe umfaRt.

Konjugat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daR der Linker

folgende Struktur aufweist:

-Y-R-N =N-
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worin
R eine aromatische Verbindung ist, und

Y eine aus C(0), S(0),, P(O)OH und As(O)OH ausgewihlte Gruppe ist.

Konjugat nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daR

das Protein Albumin ist.

Konjugat nach Anspruch 1, namiich das Konjugat von Fig. 1.
Konjugat nach Anspruch 1, namlich das Konjugat von Fig. 2.
Konjugat nach Anspruch 1, namlich das Konjugat von Fig. 3.
Verfahren zur Herstellung des Konjugates nach Anspruch 7, dadurch
gekennzeichnet, daR das Anbinden des Wirkstoffs iiber den Linker an
das Protein eine Diazotierung von Aminogruppen und/oder eine Aktivie-

rung von Sauregruppen umfafit.

Verwendung des Konjugates nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur

Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkrankungen.
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GEANDERTE ANSPRUCHE

[bein Internationalen Buro am 7 Marz 1996 (07.03.96) eingegangen;
ursprunglicher Anspruch 1 geandert; ursprunglicher Ansoruche 7 gestrichen:

ursprungliche Anspruche 8-14 umnumerizrt als Ansprucha 7-13;
weitere Anspruche unverandert (Z ssiten)’

Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als kérperfremd angese-
henen, nativen Protein, wobei zwischen dem Wirkstoff und dem Pro-
tein ein in einer Zelle spaltbarer Linker vorliegt, dadurch gekennzeich-

net, daR der Linker eine Azo-Gruppe umfaft.
Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR der Wirkstoff
eine zur Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkran-

kungen verwendbare Verbindung ist.

Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daR der Wirkstoff

ein Chemotherapeutikum und/oder eine photoaktive Verbindung ist.

Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR das Chemo-

therapeutikum ein Antibiotikum ist.

Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR das Chemo-

therapeutikum ein Antimetabolit ist.

Konjugat nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, da3

mehrere Wirkstoffe vorliegen.

Konjugat nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, da®

der Linker folgende Struktur aufweist:

-Y-R-N=N-

GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19)
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worin
R eine aromatische Verbindung ist, und

Y eine aus C(0), S(0),, P(O)OH und As(O)OH ausgewahlte Gruppe ist.

Konjugat nach einem der Anspriche 1-7, dadurch gekennzeichnet, da®

das Protein Albumin ist.

Konjugat nach Anspruch 1, namlich das Konjugat von Fig. 1.
Konjugat nach Anspruch 1, ndmlich das Konjugat von Fig. 2.
Konjugat nach Anspruch 1, ndamlich das Konjugat von Fig. 3.
Verfahren zur Herstellung des Konjugates nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daR das Anbinden des Wirkstoffs Gber den Linker an
das Protein eine Diazotierung von Aminogruppen und/oder eine Aktivie-

rung von Sauregruppen umfaft.

Verwendung des Konjugates nach einem der Anspriche 1 bis 11 zur

Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkrankungen.

GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19)
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FIGUR 1
DIAZOTIERUNG .
1) R \ / NH, > R’ N,
R' = SOBH oder
PO,H,
+
2.) R' N, . ALBUMIN
R' N=—/N

Fig. 1: Anbindung von 4-Aminophenylsulfonsidure oder 4-Aminophenyl-
phosphonsdure an Albumin, wobei eine Azogruppe als Linker
vorliegt.
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FIGUR 2
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EIGUR 2 (Fortsetzung)

y

1.4DCC und HSI

2.+ALBUMIN

HO OH Cytidin-4-DAPS-HSA
(gestrichelte Linien: enzymatische Spaltung)

NH,
NH,
)\ + H,N S ——NH
0 [
o) R
HOF?&O
HO OH
Figur 2: Anbindung von Cytidin iiber einen eine Azogruppe enthaltenden

Linker an Albumin
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FIGUR 3

DIAZOTIERUNG .
HO,S NH, ————— HO;S N,

R" = H oder Cl

(P)

+ ALBUMIN
R "

: -

ENZYMATISCHE SPALTUNG

R"

Figur 3: Anbindung von Tetracyclin uUber einen Linker an Albumin
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FIGUR 4
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Figur 4: Wachstumsinhibition von Tumorzellen durch

Verabreichung erfindungsgemd@Ber Konjugate
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