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(57) Abstract

This  invention  concerns
conjugates of transferrin, albumin
and polyethylene glycol consisting
of native or thiolated transferrin or

¢

albumin or of polyethylene glycol (?.’,"
x

(MW between approx. 5000 and
200 000) with at least one HS-,
HO- or HaN group and cytostatic
compounds derived through malein-
imide or N-hydroxysuccinimide

ester-compounds, such as

doxorubicene, daunorubicene, /
epirubicene, idarubicene, N,
mitoxandrone, chlorambucil,

melphalan, 5-fluorouracyl, (CHy),
5’-desoxy-5-fluorouridene, ,l(
thioguanine, methotrexate,

paclitaxel, docetaxel, topotecan,
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9-aminocamptothecene, etoposide, teniposide, mitopodoside, vinblastine, vincristine, vindesine, vinorelbin or a compound of general
formula A, B, C or D, where n = 0-6, X = -NH3, -OH, -COOH, -O-CO-R-COR*, -NH-CO-R-COR*, where R is an aliphatic carbon chain
with 1-6 carbon atoms or a substituted or unsubstitued phenylene group and R* H, phenyl, alkyl with 1-6 carbon atoms.




(57) Zusammenfassung

Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate bestehend aus nativem oder thioliertem Transferrin bzw. Albumin oder aus
Polyethylenglykol (MW zwischen etwa 5000 und 200 000) mit mindestens einer HS-, HO- oder HaN-Gruppe und durch Maleinimid-
oder N-Hydroxysuccinimidester-Verbindungen derivatisierten zytostatischen Verbindungen, wie Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin,
Idarubicin, Mitoxandron, Chlorambucil, Melphalan, 5-Fluorouracil, 5'-Desoxy-5-fluorouridin, Thioguanin, Methotrexat, Paclitaxel,
Docetaxel, Topotecan, 9-Aminocamptothecin, Etoposid, Teniposid, Mitopodozid, Vinblastin, Vincristin, Vindesin, Vinorelbin oder eine
Verbindung der allgemeinen Formel (A), (B), (C) oder (D), worin n = 0-6, X = -NHz, -OH, -COOH, -O-CO-R-COR¥*, -NH-CO-R-COR*,
worin R eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe und R*
H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist.
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Antineoplastisch wirkende Transferrin-, Albumin- und
Polyethylenglykolkonjugate

Gebiet der Erfindung

Diese Erfindung betrifft tumorhemmende Protein- und Polymerkonjugate bestehend aus einem
geeigneten Trégersystem und zytostatischen Verbindungen. Weiterhin betrifft die Erfindung
Verfahren zu der Herstellung von solchen Konjugaten und die Verwendung dieser.
Immunokonjugate bzw. Protein- oder Polymerkonjugate sind Verbindungen, die aus einer
geeigneten Tragersubstanz, wie z.B. einem Antikorper, einem Wachstumsfaktor, einer
hormon- bzw. peptiddhnlichen Struktur, einem Protein oder einem Polymer, und einem oder
mehreren zytotoxischen Wirkstoffen, wie z.B. Zytostatika, Toxinen oder radioaktiven
Isotopen, bestehen. Die Trigersubstanzen besitzen i.d.R. die Eigenschaft, sich bevorzugt im
Tumorgewebe anzureichern, so daB auf diesem Wege ebenso der an die Trigersubstanz
gebundene Wirkstoff im Tumorgewebe angereichert und somit eine selektivere antitumorale
Therapie erzielt wird. Chemoimmunokonjugate bezeichnen Konjugate von Trigersubstanzen
und zytostatischen Verbindungen, wobei der Trager i.d R. ein Antikérper ist.

Stand der Technik

Die zur Zeit klinisch eingesetzten Zytostatika gegen Krebserkrankungen besitzen eine Reihe
von schweren systemischen Nebenwirkungen und weisen keine Anreicherung im
Tumorgewebe auf, so dafl nach neuen Derivaten bzw. Formulierungen geforscht wird, die eine
selektivere  antitumorale  Therapie  ermoglichen Zu  diesem Zwecke werden
Chemoimmunokonjugate bzw. Protein- oder Polymerkonjugate bestehend aus einer geeigneten
Tragersubstanz und Zytostatika entwickelt.

Als  Trigersubstanzen kommen unter anderem Antikérper, Wachstumsfaktoren,
Serumproteine, hormon- bzw. peptidahnliche Strukturen oder Polymere in Frage, fiir die i.d.R.
eine Anreicherung im Tumorgewebe bekannt ist (Mégerstadt, M.: Antibody Conjugates and
Malignant Disease, Library of Congress 1990; Chadwick, C.M.:Receptors in Tumour Biology,
Cambridge University Press, 1984, Seymour, L. W. CRC Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys.
(1992), 9, 135-187; Maeda, H.; Matsumura, Y. CRC Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys.
(1989), 6, 193-210).

Die vorliegende Erfindung umfaBt die Triagerproteine humanes Serumtransferrin und
Serumalbumin, deren Anreicherung im Tumorgewebe in der Literatur dokumentiert ist (Ward,
S.G. Taylor, R.C.: 1-54, in Metal-Based Drugs (Gielen, M.F. (Ed.)), Freund Publishing House
Ltd, 1988; Sinn, H., Schrenk, H.H., Friedrich, A., Schilling, U. und Maier-Borst, W. (1990),
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Nucl. Med.Biol. Vol. 17(8), 819-827) sowie Polyethylenglykole (PEGs) als Trager von
zytostatischen Verbindungen (Topchieva, LN. (1990), Polym.Sci USSR, 32, 833-851;
Poly(ethylene glycol) Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications (1992), Ed. IJM.
Harris, Plenum Press, New York).

PEGs aufgrund ihrer Biovertraglichkeit, ihrer guten Wasserloslichkeit und synthetischen
Divergenz fiirr die Entwicklung von therapeutischen Polymerkonjugaten sehr geeignet. In den
letzten Jahren sind PEGs vor allem mit medizinisch bedeutsamen Proteinen und Enzymen
konjugiert worden (Ubersicht in Topchieva, LN. (1990), Polym.Sci. USSR, 32, 833-851).

Die Herstellung von Chemoimmunokonjugaten bzw. Protein- oder Polymerkonjugaten erfoigt
grundsitzlich entweder durch direkte Kopplung von Tragersubstanz und Wirkstoff oder mit
Hilfe von Spacergruppen, sog. homo- bzw. heterobifunktionelle Reagenzien. Vorwiegend ist
bisher das Verfahren der direkten Kopplung angewandt worden, welches jedoch haufig zu
polymeren Produkten und nicht eindeutig definierten Konjugaten fuhrt. Kurzlich sind einige
Chemoimmunokonjugate (Europiische Patentanmeldung, EP 91-117535 911615, Europiische
Patentanmeldung, EP 90-109268 900516, PCT Internationale Patentanmeldung, WO 90-
CA251 900809, Britische(UK) Patentanmeldung, GB 83-5104 830224 und Europiische
Patentanmeldung, EP 89-102370 890210), die mittels bestimmter bifunktioneller Reagenzien
hergestellt wurden, als zytostatisch wirkende Mittel vorgeschlagen worden. Des weiteren sind
aus DE 41 22 210 Al Konjugate tumoraktiver Verbindungen mit Transferrin oder Albumin
bekannt, wobei die tumoraktive Verbindung mit N-Hydroxysuccinimid und Carbodiimid
aktiviert wird und das so erhaltene Gemisch direkt an das Tragerprotein gekoppelt wird.

Beschreibung der Erfindung

Es wurde nun gefunden, daB Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate,
bestehend aus Transferrin, Albumin und Polyethylenglykol mit einer Masse zwischen 5000 und
200 000 Da und mindestens einer durch Maleinimid- oder N-Hydroxysuccinimidverbindungen
derivatisierten zytostatischen Verbindung, eine der zytostatischen Verbindung gleichwertige
oder hohere tumorhemmende Wirksamkeit aufweisen.

Fur die Herstellung dieser Protein- bzw. Polymerkonjugate sind zytostatische Verbindungen
geeignet, wie die Anthrazykline Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, ldarubicin und
Mitoxandron, die Alkylantien Chlorambucil und Melphalan, die Antimetabolite Methotrexat, 5-
Fluorouracil, 5'-Desoxy-5-fluorouridin und Thioguanin, die Taxoide Paclitaxel und Docetaxel,
die Camptothecine Topotecan und 9-Aminocamptothecin, die Podophyllotoxinderivate
Etoposid, Teniposid und Mitopodozid, die Vinca-Alkaloide Vinblastin, Vincristin, Vindesin
und Vinorelbin und eine Verbindung der allgemeinen Formel I, 11, III oder IV:
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n = 0-6, X = -NHjp, -OH, -COOH, -O-CO-R-COR*  -NH-CO-R-COR*, worin R eine
aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw.
unsubstituierte Phenylengruppe und R* H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, und
die Aminfunktionen mit einer Schutzgruppe wie der fert.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe

versehen sind,

die mit einer Maleinimid- oder N-Hydroxysuccinimidverbindung derivatisiert wurden. Die
zytostatischen Verbindungen werden dabei i.d.R. mit einer Maleinimidverbindung oder N-
Hydroxysuccinimidverbindung umgesetzt, die mindestens eine fir die Bindung zum
Zytostatikum geeignete funktionelle Gruppe besitzt, wie eine Amino-, Hydroxy-,
Carbonsédure-, Carbonsiurechlorid-, Sulfonsdure-, Sulfonsdurechlorid-, Saurehydrazid- oder
Hydrazino-, Oxycarbonylchlorid-, Aldehyd- oder Ketogruppe, so daB Maleinimidderivate bzw.
N-Hydroxysuccinimidester-Derivate von zytostatischen Verbindungen bereitgestellt werden,
wobei die chemische Verkniipfung zwischen Maleinimidverbindung und zytostatischer
Verbindung durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Carboxylhydrazon-, Oxycarbonyl-,
Acetal-, oder Ketalbindung erfolgt. Bei den aus den Verbindungen der allgemeinen Formel 1-
IV erhaltenen Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindung wird die zytostatische cis-
konfigurierte Platineinheit anschlieBend eingefiihrt, d.h. die entsprechenden Platin(ID)-
Komplexe werden entweder nach Entfernen der Schutzgruppe durch Umsetzen mit einem
Tetrachloroplatinat-Salz oder mit cis-[PtA;B] (A = Halogen, B = (NH;),, Ethylendiamin,
Propandiamin, 1,2-Diaminocyclohexan) erhalten.

Durch Umsetzen der derivatisierten zytostatischen Verbindungen mit nativem oder thioliertem
Transferrin bzw. Albumin oder mit unten aufgefiihrten hetero- bzw. homobifunktionellen PEGs
mit einer Masse zwischen 5000 und 200 000 Da - Ubersicht 1:



10

15

20

25

WO 98/10794 PCT/DE97/02000

Ubersicht 1:

Heterobifunktionelle PEGs Homobifunktionelle PEGs

Ro’{’\/o‘]\/\OH Ho»[’\/oi\/\o“
n n
R = Alkyl

,{’\/Oi\/\ '({/\/0*/\
RO NH; H, NH,
n n

RO ’{’\/o‘]:/\NHJ\/\SH HS/\)LHN’[/\/OJZ/\NHJK/\SH

werden Protein- bzw. Polymerkonjugate bereitgestellt, die einfach und effektiv hergestellt
werden, die eine hohe Reinheit besitzen, die eine im Vergleich zu mehreren der urspringlichen
zytostatischen ~ Verbindungen ausgezeichnete =~ Wasserloslichkeit ~ besitzen, die in
physiologischem Puffer stabile Formulierungen sind und die eine in vitro antiproliferative
Wirksamkeit gegen menschliche Tumorzellen aufweisen, die denen der ungebundenen
Zytostatika gleichwertig oder iiberlegen ist. Des weiteren zeigen die Konjugate in vivo eine
gleichwertige bzw. verbesserte antitumorale Wirksamkeit und eine verbesserte Vertraglichkeit.
Die durch solche Kopplungen realisierten Protein- bzw. Polyethylenglykolkonjugate, die fiir
eine selektivere Behandlung von Krebserkrankungen sehr geeignet sind, sind Gegenstand der
Erfindung und werden im folgenden beschrieben.

Das Verfahren zur Synthese der Protein- bzw. Polyethylenglykolkonjugate erfolgt bei den
Konjugaten mit Maleinimidderivaten in vier Schritten (Schritt 1 bis 4), bei den Konjugaten mit
N-Hydroxysuccinimidester-Derivaten in drei Schritten (Schritt 1, 2 und 4):

Schritt 1: Synthese von Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen

Schritt 2: Synthese von Maleinimidderivaten bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Derivaten
zytostatischer Verbindungen

Schritt 3: Thiolierung des Tragerproteins

Schritt 4: Kopplung der in Schritt 2 erhaltenen zytostatischen Verbindung an natives oder

thioliertes Trigerprotein oder an ein in Ubersicht 1 dargestelltes PEG

Schritt 1: Synthese von Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen

Die Maleinimidverbindungen werden im allgemeinen nach einem der zwei folgenden Verfahren

hergestellt:
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Beim ersten Verfahren wird Maleinsaureanhydrid mit einer aliphatischen Aminoverbindung
HyN-R-Y, wobei R eine aliphatische C-Kette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine
substituierte bzw. unsubstituierte Benzylgruppe und Y = -OH, -COOH, -SO;H,
-CH(OC7Hs)p, R*-C=0, R* = Phenyl oder Alkylrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist, zur
entsprechenden Maleaminsidure und anschlieBend mit einem bis zwei Aquivalenten
Triethylamin (Et;N) in wasserfreiem Toluol unter azeotroper Entfernung des entstehenden
Wassers zur entsprechenden Maleinimidverbindung umgesetzt. Die weitere Derivatisierung der
Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen der -COOH- bzw. -SO;H-Gruppe mit Oxalylchlorid oder
Thionylchlorid zu den entsprechenden Saurechloriden, durch Umsetzen der Hydroxygruppe
mit  Bis-(trichlormethyl)-carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonyichloriden, durch
Umsetzen der Acetalgruppe -CH(OCHs)2 zu den entsprechenden Aldehyden mit Hilfe von
saurekatalytischer Spaltung, wie z.B. durch p-Toluolsulfonsiure, Schwefelsiure oder saures
Kieselgel, und durch Umsetzen der Saurechloride mit N-(tert.-Butoxycarbonyl)-alkoholamin
bzw.  N-(tert.-Butoxycarbonyl)-alkoholhydrazin und  anschlieBender  Spaltung  mit
Trifluoressigsdure oder Chlorwasserstoff (HCI) in Ether, Tetrahydrofuran (THF) oder Dioxan
zu den entsprechenden Amino- bzw. Hydrazinoverbindungen.

Beim zweiten Verfahren wird Maleinsaureanhydrid mit einer aromatischen Aminoverbindung
HpN-R-Y, wobei R eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe und Y = -OH,
-COOH, -SO;H, R*-C=0, R* = Phenyl oder Alkylrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist, zur
entsprechenden Maleaminsaure und anschlieBend mit Essigsiureanhydrid und wasserfreiem
Natriumacetat zur entsprechenden Maleinimidverbindung umgesetzt. Die weitere
Derivatisierung der Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen der -COOH- bzw. -SO;H-Gruppe mit
Oxalylchlorid oder mit Thionylchlorid zu den entsprechenden Saurechloriden, durch Umsetzen
der  Hydroxygruppe mit  Bis-(trichlormethyl)-carbonat zu den  entsprechenden
Oxycarbonylchloriden, durch Umsetzen der Saurechloride zu den entsprechenden Aldehyden
mit Hilfe von LIAI[OC(CH3)313H in THF, durch Umsetzen der Saurechloride in THF oder
Ethylacetat mit t-Butylcarbazat und anschlieBender Spaltung mit Trifluoressigsiure oder HCI
in Ether, THF oder Dioxan zu den entsprechenden Siurehydraziden und durch Umsetzen der
Sdurechloride mit N-(tert.-Butoxycarbonyl)-alkoholamin bzw. N-(tert.-Butoxycarbonyl)-
alkoholhydrazin und anschliefender Spaltung mit Trifluoressigsiure oder HCI in Ether, THF
oder Dioxan zu den entsprechenden Amino- bzw. Hydrazinoverbindungen.

Die Maleinimidverbindungen der allgemeinen Formel VI und VII werden hergestelit, indem
man die aus den oben genannten Verfahren erhaltenen Maleinimidverbindungen, bei denen
Y -CO-NHNH; oder -COR* mit n = 1-6 und R¥ = H, Phenyl, Alkyl mit 1-6
Kohlenstoffatomen ist, mit Carbonylverbindungen der allgemeinen Formel O=CR*-R-Y oder
mit Saurehydraziden der allgemeinen Formel Y-R-R*CO-NH-NH; in wasserfreiem THF,
Methanol oder Ethanol unter eventuellem Zusatz von p-Toluolsulfonsiure oder
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Trifluoressigsaure umsetzt. Die weitere Derivatisierung der Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen
der COOH- bzw. SO;H-Gruppe mit Oxalylchlorid oder mit Thionylchlorid zu den
entsprechenden Saurechloriden, durch Umsetzen der Hydroxygruppe mit Bis-(trichlormethyl)-
carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonylchloriden.

Die  Bismaleinimidverbindungen  der  allgemeinen  Formel  XI,  wobei  zwei
Maleinimidverbindungen durch eine Gruppe Z verbunden sind, die eine Diaminoalkan-,
Dihydroxyalkan-, Dihydrazinoalkan- oder Carbonsauredihydrazid-Verbindung darstellt, so daf
zwei Maleinimidverbindungen iber zwei Amid-, Ester-, 1Imin-, Hydrazon oder
Carboxylhydrazonbindungen miteinander verbunden sind, werden aus den oben erlduterten
Maleinimidverbindungen hergestellt, wobei die Synthese der durch Amidbindungen
verkniipften Verbindungen durch Umsetzen der Saurechloride der Maleinimidverbindungen mit
Diaminoalkanverbindungen NH-(CH2),-NH7, n = 2-12, in THF oder Ethylacetat unter
eventuellem Zusatz von Et;N erfolgt, die Synthese der durch eine Esterbindung verkniipften
Verbindungen durch Umsetzen der Séaurechloride der Maleinimidverbindungen mit
Dihydroxyverbindungen HO-(CH),-OH-, n = 2-12, in THF oder Ethylacetat unter
cventuellem Zusatz von Et;N erfolgt, die Synthese der durch eine Iminbindung verknipften
Verbindungen durch Umsetzen der Aldehyde oder Ketone der Maleinimidverbindungen mit
Diaminoalkanverbindungen NHo-(CHp)-NHp, n = 2-12, in wasserfreiem THF, Methanol
oder Ethanol unter Zusatz von p-Toluolsulfonsdure oder Trifluoressigsaure erfolgt und die
Synthese der durch eine Hydrazon- bzw. Carboxylhydrazonbindung verknuipften Verbindungen
durch Umsetzen der Aldehyde oder Ketone der Maleinimidverbindungen mit
Dihydrazinoalkanverbindungen NH;-NH-(CH3),,-NH-NHp bzw. Carbonséuredihydraziden
H,N-NH-CO-(CH2),-CO-NH-NHp, n = 2-12, in wasserfreiem THF, Methanol oder Ethanol

unter Zusatz von p-Toluolsulfonsiure oder Trifluoressigsaure erfolgt.

Die N-Hydroxysuccinimidverbindungen werden im allgemeinen hergestellt, indem N-
Hydroxysuccinimid mit Y-R-COOH oder mit Y-R-COC|, wobei R eine substituierte bzw.
unsubstituierte  Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH, -NHjp, -COO-(CH3),-OH,
-CONH-(CH3),-NHBOC, -NHNHBOC, -COO-(CH»),-NHNHBOC, -SO3H,
-$0»-NHNHBOC, -CHO, -COR*, -CO-NHNHBOC mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl
mit 1-6 Kohlenstoffatomen und BOC die rert.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe ist, zur
entsprechenden N-Hydroxysuccinimidester-Verbindung umgesetzt wird. Dabei wird die
Umsetzung ausgehend von Y-R-COOH in einem wasserfreien Losungsmittel, vorzugsweise
Dichlormethan, Acetonitril oder THF unter Zusatz von Dimethylaminopyridin (DMAP) und
einem Kondensationsmittel, i.d.R. N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder N-Cyclohexyl-
N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid Metho-p-toluolsulfonat (CMC), zu den entsprechenden
Succinimidester-Derivaten durchgefiihrt. Wird das Saurechiorid Y-R-COCIl, das durch
Chlorierung mit Saurehalogenierungsreagenzien, wie z.B. mit Oxalylchlorid oder

6



10

20

25

30

35

WO 98/10794 PCT/DE97/02000

Thionylchlorid  erhalten wird, eingesetzt, dann erfolgt die Umsetzung mit N-
Hydroxysuccinimid vorzugsweise in wasserfreiem THF, Acetonitril oder Ethylacetat.

Die BOC-Schutzgruppe kann im AnschluB mit Trifluoressigsdure oder HCI in Ether oder
Dioxan entfernt werden, so daB3 die entsprechenden Amino- oder Hydrazinoverbindungen
sowie die Saurehydrazide als Trifluoracetate oder Hydrochloride erhalten werden. Eine weitere
Denvatisierung der Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen der Hydroxygruppe mit Bis-
(trichlormethyl)-carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonylchloriden.
N-Hydroxysuccinimidverbindungen der allgemeinen Formel IX und X werden hergestellt,
indem man die aus den oben genannten  Verfahren  erhaltenen N-
Hydroxysuccinimidverbindungen, bei denen Y -CO-NHNH> oder -COR* mit n = 1-6 und R*
= H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, mit Carbonylverbindungen der allgemeinen
Formel O=CR*-R-Y oder mit Saurehydraziden der allgemeinen Formel Y-R-R*CO-NH-NH,
in wasserfreiem THF, Methanol oder Ethanol unter eventuellem Zusatz von p-
Toluolsulfonsiure oder Trifluoressigsaure umsetzt. Die weitere Derivatisierung der Gruppe Y
erfolgt durch Umsetzen der -COOH- bzw. -SO;H-Gruppe mit Oxalylchlorid oder mit
Thionylchlorid zu den entsprechenden Saurechioriden, durch Umsetzen der Hydroxygruppe
mit Bis-(trichlormethyl)-carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonylchloriden.

Die Isolierung der oben genannten Maleinimid- und N-Hydroxysuccinimidester-Verbindungen
erfolgt entweder durch Kristallisation, durch Kieselgelsaulenchromatographie oder durch
praparative HPLC bzw. LPLC auf Diol-Saule, wie in den untenstehenden Beispielen

beschrieben.

Schritt 2: Maleinimidderivate _bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Derivate  zytostatischer

Verbindungen

Fir die Umsetzung mit den aus Schritt 1 erhaltenen Maleinimid- und N-
Hydroxysuccinimidverbindungen sind die in den Anspriichen 1 bis 3 genannten zytostatischen
Verbindungen geeignet. Diese zytostatischen Verbindungen werden mit den im 1. Schritt
erlauterten Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Verbindungen umgesetzt, so daB
Maleinimidderivate  bzw.  N-Hydroxysuccinimidester-Derivate  von  zytostatischen
Verbindungen bereitgestellt werden, wobei die chemische Verkniipfung zwischen
Maleinimidverbindung bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Verbindung und zytostatischer
Verbindung durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Carboxylhydrazon-, Acetal- oder
Ketalbindung erfoigt.

Bei den Anthrazyklinen Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin oder Idarubicin erfolgt die
Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Siuren oder
Séaurechloriden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X
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zu den  entsprechenden  Anthrazyklin-Maleinimidderivaten ~ bzw.  Anthrazyklin-
Hydroxysuccinimidderivaten in einem Losungsmittel, vorzugsweise Dimethylformamid (DMF)
oder THF unter eventuellem Zusatz einer tertidren Base, i.d R. Et;N, oder unter eventuellem
Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d R. DCC oder CMC, wobei die
Kopplung iber die 3'-NHp-Gruppe des Aminozuckers des Anthrazyklins als Amidbindung
erfolgt,

oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefihrten Aldehyden bzw. Ketonen der
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise
DMF, Methanol oder Ethanol, unter eventuellem Zusatz einer Saure, i1dR. p-
Toluolsulfonsiure bzw. Trifluoressigsdure, wobei die Kopplung wber die 3'-NH3-Gruppe des
Aminozuckers des Anthrazyklins als Iminbindung erfolgt,

oder durch Umsetzen mit den mit den unter Schritt 1 aufgefithrten Aminen der Maleinimid-
bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF,
Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. p-Toluolsulfonsaure bzw.
Trifluoressigsdure, wobei die Kopplung iber die Cj3-Ketoposition des Anthrazyklins als
Iminbindung erfolgt, oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten
Saurehydraziden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem
Lésungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Sdure, i.d.R. p-
Toluolsulfonsiure bzw. Trifluoressigsiure, wobei die Kopplung tber die C13-Ketoposition des
Anthrazyklins als Carboxyl- bzw. Sulfonylhydrazonbindung erfolgt.

Bei Mitoxandron erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1
aufgefithrten Sduren oder Séaurechloriden der Maleinimid- bzw. N-
Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X zu den entsprechenden Mitoxandron-
Maleinimidderivaten bzw. Mitoxandron-Hydroxysuccinimidderivaten in einem Losungsmittel,
vorzugsweise DMF oder THF unter eventuellem Zusatz einer tertidren Base, i.d.R. EtsN, oder
unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d. R. DCC oder CMC,
wobei die Kopplung iiber mindestens eine der aliphatischen HO-Gruppen des Mitoxandrons als
Esterbindung erfolgt,

oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Aldehyden oder Ketonen der
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise
THF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d R Trifluoressigsiure oder p-
Toluolsulfonsiure, wobei die Kopplung iber mindestens eine der aliphatischen HO-Gruppen
des Mitoxandrons als Acetal- bzw. Ketalbindung erfolgt.

Bei den Alkylantien Chlorambucil und Melphalan erfolgt die Synthese im einzelnen durch
Umsetzen von Chlorambucil bzw. Melphalan mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten
Hydroxyverbindungen von Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem
Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Dichlormethan oder THF unter Zusatz von DMAP und

einem Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, zu den entsprechenden Chiorambucil- oder
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Melphalan-Maleinimidderivaten bzw. Chlorambucil- oder Melphalan-
Hydroxysuccinimidverbindungen, wobei die Kopplung uber die COOH-Gruppe von
Chlorambucil bzw. Melphalan als Esterbindung erfolgt,

oder durch Umsetzen von Chlorambucil bzw. Melphalan mit Sdurehalogenierungsreagenzien,
wie Oxalylchlorid oder Thionylchlorid, zu den entsprechenden Saurechloriden und
anschlieBendem Umsetzen der Saurechloride in THF oder Ethylacetat mit t-Alkylcarbazaten,
i.d.R. tert -Butylcarbazat, oder unter eventuellem Zusatz einer tertidren Base, i.d.R. Et:N, oder
durch Umsetzen von Chlorambucil bzw. Melphalan in DMF, THF oder Ethylacetat mit t-
Alkylcarbazaten, i.d.R. t-Butylcarbazat, unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem
Kondensationsmittel, 1.d.R. DCC oder CMC, und anschlieBender Spaltung der so erhaltenen
Produkte mit Sauren, i.d.R. Trifluoressigsdure oder HCI in Ether, THF oder Dioxan, zu den
entsprechenden Saurehydraziden von Chlorambucil bzw. Melphalan, die nun wiederum mit
einem der in Schritt 1 aufgefithrten Aldehyden oder Ketonen der Maleinimid- bzw. N-
Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder
Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. Trifluoressigsaure oder p-Toluolsulfonsdure, zu den
entsprechenden Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidcarboxylhydrazon-Derivaten von

Chlorambucil bzw. Melphalan umgesetzt werden.

Bei S-Fluorouracil erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1
aufgefihrten Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen zu den
entsprechenden Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten von S-Fluorouracil in einem
Losungsmittel, vorzugsweise THF, unter eventuellem Zusatz einer tertidren Base, i.d R. Et;N,
wobei die Kopplung iiber die 'N- oder *N-Position von 5-Fluorouracil als Siureamidbindung
erfolgt,

oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Oxycarbonylchloriden der
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen zu den entsprechenden Maleinimid- bzw.
N-Hydroxysuccinimidderivaten von 5-Fluorouracil in einem Losungsmittel, vorzugsweise THF
unter eventuellem Zusatz einer tertidren Base, i.d.R. Et;N, wobei die Kopplung iiber die 'N-
oder *N-Position von 5-Fluorouracil als Oxycarbonylbindung erfolgt,

oder durch Umsetzen von S5-Fluorouracil mit Formaldehyd und den unter Schritt 1
aufgefiithrten Carbonsduren oder Sulfonsduren zu den entsprechenden Maleinimid- bzw. N-
Hydroxysuccinimidderivaten von 5-Fluorouracil in einem Losungsmittel, vorzugsweise
Dichlormethan oder THF, unter Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d.R.
DCC oder CMC, wobei die Kopplung iiber die 'N- oder *N-Position von 5-Fluorouracil als
Carbamoyloxymethylbindung erfolgt.

Bei 5’-Desoxy-5-fluorouridin erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter
Schritt 1 aufgefiihrten Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimid-
verbindungen der Formel V bis X zu den entsprechenden Maleinimid- bzw. N-
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Hydroxysuccinimidderivaten von 5’-Desoxy-5-fluorouridin  in  einem  Losungsmittel,
vorzugsweise THF, unter eventuellem Zusatz einer tertidsren Base, 1.d.R. Et:N, wobei die
Kopplung tiber die 2'-HO- oder 3'-HO-Gruppe von 5’-Desoxy-5-fluorouridin als Esterbindung
erfolgt,

oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Aldehyden oder Ketonen der
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise
THF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. Trifluoressigsaure oder p-
Toluolsulfonsdure, wobei die Kopplung uber die 2°-HO- und/oder 3'-HO-Gruppe von 5'-
Desoxy-5-fluorouridin als Acetal- bzw. Ketalbindung erfolgt.

Bei Thioguanin erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1
aufgefithrten Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der
Formel V bis X zu den entsprechenden Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten von
Thioguanin in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, unter eventuellem Zusatz einer
tertiaren Base, i.d.R. Et;N, wobei die Kopplung iber die HoN-Gruppe von Thioguanin als
Amidbindung erfolgt,

oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Aldehyden oder Ketonen der
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise
DMF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. Trifluoressigsiaure oder p-
Toluolsulfonsiure, wobei die Kopplung tiber die H,N-Gruppe von Thioguanin als Iminbindung
erfolgt.

Bei Methotrexat erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen von Methotrexat mit den
unter Schritt 1 aufgefiihrten Hydroxy- bzw. Aminoverbindungen von Maleinimid- bzw. N-
Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF oder
Dimethylsulfoxid unter Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, 1.d.R. DCC oder
CMC, zu den entsprechenden Methotrexat-Maleinimidderivaten bzw. Methotrexat-
Hydroxysuccinimidverbindungen, wobei die Kopplung entweder uber die o-COOH- oder y-
COOH-Gruppe oder iiber beide COOH-Gruppen von Methotrexat als Ester- oder
Amidbindung erfolgt,

oder durch Umsetzen von Methotrexat mit Alkylcarbazaten, i.d.R. t-Butylcarbazat, in einem
Losungsmittel, vorzugsweise DMF oder Dimethylsulfoxid unter Zusatz von DMAP und einem
Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, und anschlieBender Spaltung mit Sauren, i.d.R.
Trifluoressigsdure oder HCl in Ether, THF oder Dioxan, zu den entsprechenden
Saurehydraziden von Methotrexat, wobei die Saurehydrazidgruppe entweder an der a-COOH-
oder y-COOH-Gruppe oder an beiden COOH-Gruppen von Methotrexat eingefiihrt wurde,
und die so erhaltenen Siurehydrazidderivate von Methotrexat nun mit einem der in Schritt 1
aufgefiihrten Aldehyden oder Ketonen der N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem
Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol, THF oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure,
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1dR.  Trifluoressigsaure oder p-Toluolsulfonsiure, zu den entsprechenden  N-
Hydroxysuccinimidcarboxylhydrazon-Derivaten von Methotrexat umgesetzt werden,

Bei den Taxoiden Paclitaxel und Docetaxel erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen
mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Sauren oder Siaurechloriden der Maleinimid- bzw. N-
Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X zu den entsprechenden Taxoid-
Maleinimidderivaten bzw. Taxoid-Hydroxysuccinimidderivaten in einem Losungsmittel,
vorzugsweise DMF oder THF unter eventuellem Zusatz einer tertidren Base, i.d.R. Et;N, oder
unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC,
wobei die Kopplung iiber die C7- oder Cj-OH-Gruppe des Taxoids als Esterbindung erfolgt,
oder durch Umsetzen mit den mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Aminen bzw. Hydrazinen
der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel,
vorzugsweise DMF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Séure, i.dR. p-
Toluolsulfonsaure bzw. Trifluoressigsiure, wobei die Kopplung iiber die Co-Ketoposition des
Taxoids als Imin- bzw. Hydrazonbindung erfolgt,

oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Saurehydraziden der Maleinimid-
bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF,
Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. p-Toluolsulfonsiure bzw.
Trifluoressigsaure, wobei die Kopplung iiber die Co-Ketoposition des Taxoids als Carboxyl-
oder Sulfonylhydrazonbindung erfolgt.

Bei den Camptothecinen Topotecan bzw. 9-Aminocamptothecin erfolgt die Synthese im
einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Séuren oder Saurechloriden der
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X zu den
entsprechenden Taxoid-Maleinimidderivaten bzw. Taxoid-Hydroxysuccinimidderivaten in
einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF oder THF unter eventuellem Zusatz einer tertidren
Base, i.d. R. Et;N, oder unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel,
1.d.R. DCC oder CMC, wobei die Kopplung iiber die C)-OH-Gruppe des Topetecans als
Esterbindung bzw. uber die C9-NHy-Gruppe des 9-Aminocamptothecins als Amidbindung
erfolgt,

oder durch Umsetzen von 9-Aminocamptothecin mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten
Aldehyden bzw. Ketonen der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem
Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder Ethanol, unter eventuellem Zusatz einer
Saure, i.d.R. p-Toluolsulfonsiure bzw. Trifluoressigsaure, wobei die Kopplung iiber die Cg-
NH7-Gruppe als Iminbindung erfolgt.

Bei den Podophyllotoxinderivaten Etoposid, Teniposid und Mitopodozid erfolgt die Synthese
im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Sauren oder Saurechloriden
der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X zu den
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entsprechenden  Taxoid-Maleinimidderivaten bzw. Taxoid-Hydroxysuccinimidderivaten in
einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Dichlormethan oder THF unter eventuellem Zusatz
einer tertidaren Base, i.d.R. Et:N, oder unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem
Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, wobei die Kopplung uber eine der beiden
aliphatischen HO-Gruppen des Podophyllotoxinderivats als Esterbindung erfolgt.

Bei den Vinca-Alkaloiden Vinblastin, Vincristin, Vindesin und Vinorelbin erfolgt die Synthese
im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiilhrten Sauren oder Saurechloriden
der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X zu den
entsprechenden Taxoid-Maleinimidderivaten bzw. Taxoid-Hydroxysuccinimidderivaten in
einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Dichlormethan oder THF unter eventuellem Zusatz
einer tertidgren Base, i.d.R. Et;N, oder unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem
Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, wobei die Kopplung tuiber eine der aliphatischen
HO-Gruppen des Vinca-Alkaloids als Esterbindung erfolgt.

Bei den Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten der cis-konfigurierten Platin(1I)-
Komplexe erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen der entsprechenden
Aminoverbindungen HpN-CH7CHy-NH-(CH2)p-X, (HaN-CH2)pCH-(CHp)p-X oder HpN-
CH,CH(NHj3)-(CH2)-X (allgemeine Formel 1, I1 und I1I), wobei eine oder zwei der primaren
bzw. sekundiren Aminogruppen mit einer BOC-Gruppe geschiitzt wurde (Umsetzung mit Bis-
tert.-butyloxycarbonylanhydrid) und X -NHp bzw. -OH ist, mit den unter Schritt 1
aufgefiihrten Sauren oder Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N-
Hydroxysuccinimidverbindungen der allgemeinen Formeln V-X in einem Losungsmittel,
vorzugsweise THF oder Ethylacetat, unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, 1.d.R.
Et:N, oder unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, 1.d.R. DCC
oder CMC, =zu den entsprechenden BOC-geschitzten Maleinimid- bzw. N-
Hydroxysuccinimidderivaten, die nun durch Trifluoressigsaure oder HCI in Ether, THF oder
Dioxan unter Abspaltung der BOC-Gruppe in die entsprechenden Trifluoracetate bzw.
Hydrochloride und schlieBlich durch Umsetzen mit einem Tetrachloroplatinat(Il)-Salz,
vorzugsweise Kaliumtetrachloroplatinat(ll), in Wasser, Salzpuffern, DMF, DMF/Wasser-
Gemischen, THF/Wasser-Gemischen oder DMF/Methanol-Gemischen, in die entsprechenden
Platin(II)-Komplexe iibergefilhrt werden, wobei die Kopplung iber die endstindige HO-
Gruppe als Esterbindung oder uber die endstindige HpN-Gruppe als Saureamidbindung
erfolgt,

oder durch Umsetzen der entsprechenden Aminoverbindungen HpN-CH7CH3-NH-(CH»);-X,
(HpN-CH»p),CH-(CH3)y,-X oder HoN-CHpCH(NH2)-(CH2)p-X (allgemeine Formel 1, I und
I11), wobei eine oder zwei der primiren bzw. sekunddren Aminogruppen mit einer BOC-
Gruppe geschiitzt wurde (Umsetzung mit Bis-tert.-butyloxycarbonylanhydrid) und X -NH;
bzw. -OH ist, mit Verbindungen des Typs HOOC-R-COCR* oder CIOC-R-COCR* (R ist eine
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aliphatische Kohlenstoftkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw.
unsubstituierte Phenylengruppe, und R* ist H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen) in
einem Losungsmittel, vorzugsweise THF oder Ethylacetat, unter eventuellem Zusatz einer
tertiazren Base, i.d.R. Et;N, oder unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem
Kondensationsmittel, i.d. R. DCC oder CMC, zu den entsprechenden BOC-geschiitzten
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten, die nun eine weitere Carbonylfunktion
enthalten, die im folgenden mit einem der in Schritt 1 aufgefithrten Aminen, Saurehydraziden
oder Hydrazinen der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem
Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d R. p-
Toluolsulfonsdure oder Trifluoressigsaure, zu den entsprechenden Imin-, Carboxylhydrazon-
oder Hydrazon-Derivaten umgesetzt werden, die nun wiederum durch Trifluoressigsiure oder
HCI in Ether, THF oder Dioxan unter Abspaltung der BOC-Gruppe in die entsprechenden
Trifluoracetate bzw. Hydrochloride wund schlieflich durch Umsetzen mit einem
Tetrachioroplatinat(Il)-Salz, vorzugsweise  Kaliumtetrachloroplatinat(Il), in  Wasser,
Salzpuffern, DMF, DMF/Wasser-Gemischen, THF/Wasser-Gemischen oder DMF/Methanol-
Gemischen, in die entsprechenden Platin(Il)-Komplexe tibergefiihrt werden,

oder durch Umsetzen der entsprechenden Aminoverbindungen HyN-CHoCH,-NH-(CHj),-X,
(HpN-CH2),CH-(CH3)y-X oder HyN-CHoCH(NH3)-(CHp)-X (allgemeine Formel 1, I und
I1I), wobei eine oder zwei der primdren bzw. sekundiren Aminogruppen mit einer BOC-
Gruppe geschiitzt wurde (Umsetzung mit Bis-tert.-butyloxycarbonylanhydrid) und X -COOH
ist bzw. diese Carboxylgruppe durch Saurehalogenierungsreagenzien, wie Thionylchlorid oder
Oxalychlorid, in das Saurechlorid iibergefiihrt wurde, mit Verbindungen des Typs HOR-
COCR* oder HpN-R-COCR* (R ist eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6
Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe, und R* ist H,
Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen) in einem Losungsmittel, vorzugsweise THF oder
Ethylacetat, unter eventuellem Zusatz einer tertidren Base, i.d.R. Et;N, oder unter eventuellem
Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d R. DCC oder CMC, zu den
entsprechenden BOC-geschiitzten Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten, die nun
eine weitere Carbonylfunktion enthalten, die im folgenden mit einem der in Schritt 1
aufgefiihrten Aminen, Saurehydraziden oder Hydrazinen der Maleinimid- bzw. N-
Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder
Ethanol, unter Zusatz einer Sédure, i.d.R. p-Toluolsulfonsiure oder Trifluoressigsiure, zu den
entsprechenden Imin-, Carboxylhydrazon- oder Hydrazon-Derivaten umgesetzt werden, die
nun wiederum durch Trifluoressigsaure oder HCI in Ether, THF oder Dioxan unter Abspaltung
der BOC-Gruppe in die entsprechenden Trifluoracetate bzw. Hydrochloride und schlieBlich
durch Umsetzen mit einem Tetrachloroplatinat(IT)-Salz, vorzugsweise
Kaliumtetrachloroplatinat(Il), in Wasser, Salzpuffern, DMF, DMF/Wasser-Gemischen,
THF/Wasser-Gemischen oder DMF/Methanol-Gemischen, in die entsprechenden Platin(Il)-
Komplexe tibergefiihrt werden.
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Bei den Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten mit den Malonsdurederivaten der
aligemeinen Formel IV (HOOC),CH-(CH,),-X zu den cis-konfigurierten Platin(II)-Komplexen
erfolgt die Synthese analog zu den oben beschriebenen Komplexen, wobei die Platin(Il)-
Komplexe dadurch erhalten werden, daB8 die Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivate
der Malonsaurederivate mit cis-[PtA;B]} (A = Halogen, vorzugweise Cl oder J, B = (NHz),,
Ethylendiamin, Propandiamin, 1,2-Diaminocyclohexan) zu den entsprechenden Platin(Il)-
Komplexen in einem Losungsmittel, wie Wasser, Salzpuffern, DMF, DMF/Wasser-Gemischen,
THF/Wasser-Gemischen oder DMF/Methanol-Gemischen unter Zugabe einer Hydroxidlosung,
vorzugweise wissrige KOH, umgesetzt werden. Die Reaktion kann gegebenenfalls in
Gegenwart von Silbernitat (AgNOs) oder Silbersulfat (Ag.SO4) durchgefiihrt werden. Der
Platinkomplex wird durch Kristallisation oder durch Zugabe von einem Losungsmittel,
vorzugweise Diethylether oder THF, erhalten.

Die Isolierung der oben genannten Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivate
zytostatischer ~ Verbindungen  erfolgt  entweder  durch  Kiristallisation,  durch
Kieselgelsaulenchromatographie oder durch praparative HPLC bzw. LPLC auf einer reverse-

phase(C8 oder C18)- oder Diol-Séule, wie in den untenstehenden Beispielen beschrieben.

Schritt 3: Thiolierung des Trigerproteins

Sulfhydrylgruppen (HS-Gruppen) werden durch Umsetzen des Trdgerproteins mit einem
Thiolierungsreagenz, vorzugsweise Iminothiolan, in humanes Serumtransferrin und
Serumalbumin, eingefiihrt. Die Thiolierung erfolgt in einem Salzpuffer, idR. in 0,1 M
Natriumborat, 0,15 M NaCl, 0,001 M EDTA - pH = 8,0, mit einem UberschuB an
Thiolierungsreagenz (2- bis 100-facher UberschuB) und anschlieBender Gelfiltration
(beispielsweise Sephadex® G10 oder G25) mit einem Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat,
0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5 oder 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7.5. Die
Konzentration an Protein nach erfolgter Gelfiltration wird durch die Extinktionskoeffizienten
bei 280 nm bestimmt und liegt i.d.R. zwischen 1,0 x 10-4 und 5,0 x 10-3 M. Die Anzahl der
eingefiihrten HS-Gruppen wird mit Ellmann’s Reagenz bei 412 nm bestimmt. Durch Variation
der Reaktionsbedingungen kénnen im Mittel 1 bis 30 HS-Gruppen eingefithrt werden. Die
thiolierte Transferrin- bzw. Albuminlésung wird direkt fiir die Synthese der Konjugate

eingesetzt.

Schritt 4: Kopplung der zytostatischen Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen

an das native oder thiolierte Trigerprotein oder an ein in Ubersicht 1 dargestelltes Polyethylen-
glykol

Fiir die Kopplung der zytostatischen Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen an
PEGs werden PEGs eingesetzt, die eine oder zwei HO-, HS- oder H;N-Gruppen besitzen und

14



10

15

20

30

35

WO 98/10794 PCT/DE97/02000

eine Masse zwischen 5000 und 200 000 Da, vorzugsweise zwischen 20 000 und 70 000 Da.
Entsprechende Verbindungen sind im Handel erhiltlich. Im folgenden werden die
Polyethylenglykole, die eine oder zwei HO-Gruppen besitzen, mit HO-PEG oder HO-PEG-
OH, die Polyethylenglykole, die eine oder zwei HS-Gruppen besitzen, mit HS-PEG oder HS-
PEG-SH und die PEGs, die eine oder zwei H,N-Gruppen besitzen, mit H,N-PEG oder HN-
PEG-NH; abgekiirzt.

Kopplung der zytostatischen Maleinimidderivate an das thiolierte Tragerprotein oder an HS-
PEG, HS-PEG-SH, H;N-PEG oder H.N-PEG-NH,: Die zytostatischen Maleinimidderivate (s.
Schritt 2) werden mit thioliertem Transferrin, Albumin (s. Schritt 3), HS-PEG, HS-PEG-SH,
H,N-PEG oder H,N-PEG-NH; bei Raumtemperatur umgesetzt. Dabei wird zu dem thiolierten
Protein, HS-PEG, HS-PEG-SH, H,N-PEG oder H,N-PEG-NH,, das sich in einem entgasten
Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5 oder 0,004 M Phosphat,
0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7.5, befindet, ein etwa 1,1- bis 10-facher Uberschuf3 des zytostatischen
Maleinimidderivats (bezogen auf die Anzahl der vorhandenen HS-Gruppen im Protein oder
PEG), gelost in einer minimalen Menge Losemittel, i.d.R. DMF, Dimethylsulfoxid, Wasser,
Ethanol, Methanol, Acetonitril oder THF (etwa | - 10% des Volumens der thiolierten Probe),
gegeben. Nach etwa 5 bis 120 Minuten wird die Losung zentrifugiert, und das gebildete
Proteinkonjugat bzw. PEG-Konjugat wird durch anschlieBende Gelfiltration (beispielsweise
Sephadex® G10, G25 oder LH20) in einem entgasten Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat,
0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5, 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5, oder 0,1-0,2 M
NaHCO;, oder in Methanol oder THF vom iberschiissigen zytostatischen Maleinimidderivat
abgetrennt. Es kann vorteilhaft sein, die thiolierte Proteinlosung vor Zugabe des
Maleinimidderivats mit einem Salzpuffer zu verdiinnen und das Maleinimidderivat, gelost in
einer minimalen Menge Losemittel, zuzugeben und anschlielend nach etwa 5-20 Minuten die
Losung mit einem handelsiiblichen Konzentrator aufzukonzentrieren und das Proteinkonjugat,
wie oben beschrieben, zu isolieren. Des weiteren kann die Losung des so erhaltenen
Proteinkonjugats bzw. des PEG-Konjugats mit einem handelstblichen Konzentrator

aufkonzentriert oder das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt werden.

Kopplung der zytostatischen N-Hydroxysuccinimidderivate an das native Trdgerprotein oder
an HO-PEG, HO-PEG-OH, H,N-PEG oder H,N-PEG-NH,: Die zytostatischen N-
Hydoxysuccinimidderivate (s. Schritt 2) werden mit Transferrin, Albumin, HO-PEG, HO-PEG-
OH, H,N-PEG oder HoN-PEG-NH, bei Raumtemperatur umgesetzt. Dabei wird zu dem
Protein, HO-PEG, HO-PEG-OH, H,N-PEG oder H,N-PEG-NH,, das sich in einem entgasten
Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 8,0 oder 0,004 M Phosphat,
0,15 M NaCl - pH 6,0 - 8,0, befindet, ein etwa 1,1- bis 50-facher Uberschuf3 des zytostatischen
N-Hydoxysuccinimidderivats, gelost in einer minimalen Menge Losemittel, i.d.R. DMF,
Dimethylsulfoxid, Wasser, Ethanol, Methanol, Acetonitril oder THF (etwa 1 - 10% des
Volumens der thiolierten Probe), gegeben. Nach etwa 5 Minuten bis 48 Stunden wird die
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Losung zentrifugiert, und das gebildete Proteinkonjugat bzw. PEG-Konjugat wird durch
anschlieBende Gelfiltration (beispielsweise Sephadex® G10,G25 oder LH20) in einem
entgasten Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7.5, 0,004 M
Phosphat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5 oder 0,1-0,2 M NaHCO;, oder in Methano! oder THF
vom luiberschiissigen zytostatischen N-Hydoxysuccinimidderivat abgetrennt. Die Losung des so
erhaltenen Proteinkonjugats bzw. PEG-Konjugats kann mit einem handelsiiblichen

Konzentrator aufkonzentriert oder das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt werden.

Die Anzahl der an das Tragerprotein bzw. an das Polyethylenglykol gebundenen zytostatischen
Maleinimidderivate bzw. N-Hydroxysuccinimidderivate erfolgt entweder durch eine
photometrische Konzentrationsbestimmung bei der absorbierenden Wellenlidnge des
zytostatischen Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivats (typischerweise zwischen 220
und 600 nm) und/oder durch eine colorimetrische Bestimmung, die bei den Konjugaten von
Chlorambucil und Melphalan mit Hilfe des NBP-Tests (Epstein, J. Rosenthal, R W., Ess, R.J.
Anal. Chem. (1955), 27, 1435-1439), bei den Konjugaten von 5-Fluorouracil und 5°-Desoxy-
5-fluorouridin mit Hilfe eines Assays nach Habib (Habib, S.T., 7alanta (1981), 28, 685-87)
und bei den Konjugaten der cis-konfigurierten Platin(II)-Analoga mit Hilfe einer Bestimmung
nach Gonias und Pizzo (Gonias, S.L., Pizzo, S.V. J. Biol. Chem. (1982), 258, 5764-5769) oder
der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) erfolgt.

Im Mittel werden auf dem oben beschrieben Weg etwa 1-30 Molekiile der zytostatischen
Verbindung an ein Molekil Protein bzw. 1-2 Molekile der zytostatischen Verbindung an ein
Molekiil der PEGs gebunden. Die Reinheit der Proteinkonjugate bzw. PEG-Konjugate wird
durch HPLC mit Hilfe einer analytischen Saule (Bio-Sil SEC 250, (300 mm x 7.8 mm) von
Bio-RAD, mobile Phase: i.d.R. 0.15 M NaCl, 0.01 M NaH,POy4, 5% CH3CN - pH 7.0 oder
Nucleogel® aqua-OH 40 bzw. 60, von Machery und Nagel, mobile Phase: i.d.R. 0.1 M NaCl,
0.004 M NaH,POy, 30% Methanol- pH 7.0) gepriift. Dabei besitzen die Transferrin-,
Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate eine Reinheit von > 90%.

Die Proteinkonjugate bzw. PEG-Konjugate konnen in geloster Form bei 0-5 °C, in gefrorener
Form bei T = -20 °C bzw. -78 °C gelagert werden. Des weiteren ist es moglich, die Losung der
Konjugate zu lyophilisieren und das Lyophilisat bei +5 bis -78 °C zu lagern.

Gegenstand der Erfindung sind auch solche Chemoimmunokonjugate bestehend aus Albumin,
das gemiB einer der Anspriiche 1 bis 3 mit etwa zwei bis dreillig Aquivalenten einer
zytostatischen Verbindung beladen ist und mit einem Protein, beispielsweise mit Transferrin
oder mit einem monoklonalen Antikorper, der gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet
ist, vorzugsweise aber mit Transferrin, ber eine der unter Anspruch 3 genannten
Bismaleinimidverbindungen  oder  iber  eine  aliphatische  bzw.  aromatische

Bismaleinimidverbindung konjugiert ist. Dabei werden etwa 80-90 % der in Albumin
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eingefithrten Thiolgruppen mit dem zytostatischen Maleinimidderivat, gelost in einer
minimalem Menge Losemittel, i.d R. DMF, Dimethylsulfoxid, Ethanol, Methanol, Acetonitril
oder THF (etwa 1 - 10% des Volumens der thiolierten Probe), umgesetzt und nach etwa 5 bis
60 Minuten ein 1,5- bis 20-facher Uberschufl der Bismaleinimidverbindung, gelost in einer
minimalem Menge Losemittel, i.d. R. DMF, Dimethylsulfoxid, Ethanol, Methanol, Acetonitril
oder THF (etwa 1 - 10% des Volumens der thiolierten Probe), zugegeben. Nach etwa 5 bis 20
Minuten wird die Losung zentrifugiert, und das gebildete Proteinkonjugat wird durch
anschlieBende Gelfiltration (beispielsweise Sephadex® G10 oder G25) in einem Salzpuffer,
i.d.R. 0,025 M Natriumborat, 0.15 M NaCl - pH 6,0-7.5 oder 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCl
- pH 6,0 - 7,5, von dem zytostatischen Maleinimidderivat und der Bismaleinimidverbindung
abgetrennt. AnschlieBend wird das so modifizierte Albuminkonjugat mit einem der oben
genannten Proteine, welches im Mittel etwa 1,5 Thiolgruppen enthilt, umgesetzt und das
resultierende Chemoimmunokonjugat, das nun aus einem mit zytostatischen Verbindungen
beladenen Albuminmolekiil und dem oben genannten Protein besteht, mit Hilfe einer Superdex-
200-Saule (Fa. Pharmacia) oder einer Hydroxylapatitsaule (Fa. Pharmacia oder Bio-Rad) in
einem Salzpuffer, i.d.R. 0,025 M Natriumborat, 0.15 M NaCl - pH 6,5-8.0, 0,004 M Phosphat,
0,15 M NaCl - pH 6,5 - 8,0, isoliert.

Es ist auch moglich, zunachst eines der oben genannten Proteine, welches im Mittel 1,5
Thiolgruppen enthalt, mit einem 1,5- bis 10-fachen Uberschul der Bismaleinimidverbindung
umzusetzen und das gebildete Proteinkonjugat durch anschlieBende Gelfiltration
(beispielsweise Sephadex G10 oder G25) mit einem entgasten Salzpuffer, wie 0,025 M
Natriumborat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5, 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7.5,
oder 0,1-0,2 M NaHCO;, von der Bismaleinimidverbindung abzutrennen, und anschlieBend das
so modifizierte  Proteinkonjugate, das nun im Mittel 1,5 Aquivalente der
Bismaleinimidverbindung enthilt, mit modifiziertem Albuminkonjugat umzusetzen, wobei etwa
80-90 % der in Albumin eingefihrten Thiolgruppen mit einem zytostatischen
Maleinimidderivat bereits umgesetzt wurden. Das resultierende Chemoimmunokonjugat, das
nun aus einem mit zytostatischen Verbindungen beladenen Albuminmolekiil und dem oben
genannten Protein besteht, wird mit Hilfe etner Superdex-200-Saule (Fa. Pharmacia) oder einer
Hydroxylapatitsiule (Fa. Pharmacia oder Bio-Rad) in einem entgasten Salzpuffer, wie 0,025 M
Natriumborat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 8,0, 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 8,0,
oder 0,1-0,2 M NaHCO;, isoliert.

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher, ohne sie einzuschranken.
Ausfiihrungsbeispiele

Schritt 1: Synthese von Maleinimid- und Hydroxysuccinimidverbindungen
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p-Maleinimidobenzophenon

14,0 g (70 mmol) p-Aminobenzophenon wurden in 70 ml Aceton gelost und 7,0 g (70 mmol)
Maleinsaureanhydrid, gelost in 40 ml Aceton, iber einen Zeitraum von 15 Minuten bei
Raumtemperatur zugetropft. Der Ansatz wurde 3 h lang bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wurde der Niederschlag abfiltriert, mit Ether gewaschen und im Vakuum
getrocknet (Ausbeute: 93%). 19,3 g (65,4 mmol) N-(p-Benzophenyl)-maleinsdureamid und 2,6
g (31,0 mmol) wasserfreies Natriumacetat wurden bei 55 °C in 50 ml Essigsiureanhydrid
gelost und bei dieser Temperatur 2 h lang gertihrt. Anschlieend wurde das Essigsaureanhydrid
bei 60°C im Wasserstrahlvakuum entfernt. Zum-Riickstand wurden 300 ml Wasser gegeben
und 2 h lang bei 70°C gerihrt. Der wihrend dieser Zeit ausgefaliene Niederschlag wurde
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus Aceton umkristalisiert (Ausbeute: 94%),
Schmelzpunkt: 150°C; RfWert: 0,70 (Essigester/Hexan 6/1); berechnet: C: 73,64 % H: 3,97
% N: 5,05 %, C17H11NO3 ; gefunden: C: 73,15 % H: 3,96 % N: 5,00 %

p-Maleinimidophenylessigsaure

25,0 g (166,9 mmol) p-Aminophenylessigsaure wurden in 250 ml Methanol suspendiert und in
der Wirme unter Zugabe von 500 ml Aceton in Losung gebracht. 19,25 g (166,9 mmol)
Maleinsaureanhydrid wurden in 100 ml Aceton gelost und wahrend 60 Minuten in die vorher
auf unter 40°C abgekiihlte Losung zugetropft. Der Ansatz wurde 60 Minuten lang bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung auf etwa 300 mi
eingeengt und bei -20°C kaltgestellt. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Aceton
gewaschen und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 82%). 18,0 g (72 mmol) N-(4-
Essigsaurephenyl)maleinsiureamid wurden in 2,4 1 Toluol suspendiert und zum Rickfluf3
erhitzt. In der Wiarme wurden 14,7 g (20,2 ml, 144 mmol) Triethylamin zugegeben und
anschlieBend 2 h lang unter RiickfluB am Wasserabscheider erhitzt. Dann wurde vom
entstandenen roten Ol abdekantiert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der gelbe
Riickstand wurde in 300 ml Wasser aufgenommen und mit 1 M HCI auf pH = 2 eingestellt. Die
saure Losung wurde mit Essigester extrahiert (6 x 50 ml). Die vereinigten Essigester-Phasen
wurden dber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Produkt wurde aus Essigester/Hexan umkristallisiert (Ausbeute: 51% gelbe Kristalle),
Schmelzpunkt: 158°C; Rf-Wert: 0,45 (Essigester/Methanol 2/1), berechnet: C: 62,34 %
H: 3,92 % N: 6,09 % (C12H9NO4); gefunden: C: 61,84 % H: 4,43 % N: 5,59 %

p-Maleinimidophenylessigsaurechlorid

1,0 g (4,33 mmol) p-Maleinimidophenylessigsaure wurden in 25 ml Dichlormethan suspendiert
und mit einem 2,5-fachen Uberschul an Oxalsiuredichlorid (1,37 g, 945 ul; 10,82 mmol)
versetzt. Die Reaktionsmischung wurde unter FeuchtigskeitsausschluB3 auf 30-40°C erwirmt
und 15 h lang geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und im
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Hochvakuum getrocknet. Kristallisation aus Toluol lieferte ein gelbes Pulver (Ausbeute: 59%);
Schmelzpunkt: 154°C; Rf-Wert: 0,29 (Essigester/Hexan 4/1)

Elementaranalyse: berechnet: C: 58,91 % H:3,30% N:575% CI: 14,49 %
(C12HENO3C) gefunden: C: 60,61 % H:3,64% N:5,13% Cl: 13,80 %

p-Maleinimidophenylessigsiurehydrazid.CF3COOH

3,5 g (14 mmol) p-Maleinimidophenylessigsdurechlorid wurden zusammen mit tert -
Butylcarbazat (2,87 g, 21,7 mmol) in 50 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost und 2 h lang
bei Raumtemperatur gerithrt. Das Tetrahydrofuran wurde im Hochvakuum entfernt und der
Riickstand in 500 ml Essigester aufgenommen. Die Essigesterphase wurde zweimal mit je 125
ml Wasser ausgeschiittelt und anschlieBend iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Die
Losung wurde im Vakuum eingedampft und aus Essigester/Hexan umkristallisiert. Das
Produkt wurde abgesaugt und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 90 %); Schmelzpunkt:
Zersetzung ab 152°C; Ry -Wert: 0,50 (Tetrahydrofuran/Hexan 3/1). 2,5 g (7,25 mmol) p-
Maleinimidophenylessigsaurehydrazino-tert.-butylcarbazat wurden in 12 ml Trifluoressigsiure
gelost und 1 h lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die Trifluoressigsaure wurde anschlieBend im
Hochvakuum entfernt und der Riickstand in 50 ml Ether suspendiert. Der Niederschlag wurde
abgesaugt, mit trockenem Ether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 82 %
gelbliches Pulver), Schmelzpunkt: 112°C; Rg-Wert: 0,06 (Tetrahydrofuran/Hexan 3/1)
berechnet: C:46,80% H:3,34% N:11,70%
(C14H12N305F3) gefunden: C:46,95% H:3,24% N:11,51%

Maleinimidoacetaldehyd
91,6 g (100 ml, 689 mmol) Aminoacetaldehyddiethylacetal wurden in 200 ml Essigester gelost.

Danach wurden 67,5 g (689 mmol) Maleinsaureanhydrid, gelost in 200 ml Essigester, unter
Rihren und Eiskithlung innerhalb 60 Minuten zugetropft. Es wurde 1 h lang bei
Raumtemperatur gerithrt. Dann wurde das Reaktionsgemisch auf die Hilfte eingeengt und bei -
20 °C kaltgestellt. Nach 24 h wurde der entstandene Niederschlag im Vakuum abgesaugt, mit
Essigester und Ether gewaschen, und anschlieBend im Hochvakuum getrocknet. (Ausbeute:
90%). 30,95 g (133,8 mmol) N-(Acetaldehyddiethylacetal)maleinsiureamid wurden in 900 ml
Toluol gelost, 14,2 g (19,6 ml, 140,5 mmol) Triethylamin hinzugefiigt und das
Reaktionsgemisch 15 h lang am Wasserabscheider gekocht. Danach wurde das Lésungsmittel
im Vakuum entfernt. Der zuriickbleibende Sirup wurde in 350 ml Diethylether aufgenommen
und 3 x mit je 50 ml Wasser extrahiert. Die etherische Phase wurde iiber Na2S04 getrocknet,
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand saulenchromatographisch gereinigt
(Essigester/Hexan 1/1; Ausbeute: 36 % farbloser Sirup); Rf-Wert: 0,49 (Essigester/Hexan 1/ 1)
berechnet: C:58,15% H:7,49% N: 6,17 %
(C10H15NOyg) gefunden: C:58,10% H:6,98 % N: 6,35 %
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20,1 g (94,3 mmol) Maleinimidoacetaldehyddiethylacetal wurden in 350 ml Dichlormethan
gelost und 40,2 g Kieselgel 60 unter Rihren hinzugefigt. Es wurden 40 g 30%ige
Schwefelsaure zugegeben und 60 h lang unter RiickfluB erhitzt. Dann wurde das Kieselgel
abfiltriert und die Reaktionslosung mit 4 x 50 ml Wasser extrahiert. Das Dichlormethan wurde
iber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der zuriickbleibende Sirup wurde aus
Essigester/Hexan (1:10) umkristallisiert (Ausbeute: 15% weifle Kristalle); Schmelzpunkt: 68-
69°C; Rf-Wert: 0,52 (THF/Hexan 3/1) berechnet: C: 51,76 % H:3,62% N: 10,06 %

(C¢H5NO3) gefunden; C:51,48% H:4,14% N:9,60%

Chlorameisensaure-2-maleinimidoethylester

2,0 g (14,2 mmol) 2-Hydroxyethylmaleinimid wurden in 150 ml absoluten Dichlormethan
gelost und mit 1,56 g (4,8 mmol) Triphosgen versetzt. Nach Zugabe von 479 mg (660 ul; 4,8
mmol) Triethylamin wurde der Ansatz 72 h lang bei Raumtemperatur gerihrt, anschhieBend das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand saulenchromatographisch ber
Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Essigester/Hexan 2/1, Ausbeute: 80 % farbloser
Feststoff);Schmelzpunkt: 45 °C; Rf-Wert: 0,69 (Essigester/Hexan 2/1); berechnet: C: 41,25 %
H: 2.95% N: 6,88 % Cl: 17,41 % (C7HENO4Cl); gefunden: C: 41,11 % H: 3,00 % N:
6,88 % Cl: 16,94 %

Synthese von Bismaleinimidverbindungen:

1.4-Diamino-N,N’-di-m-maleinimidobenzyl-butan

2,36 g (10 mmol) Maleinimidobenzoesaurechlorid sowie 0,44 g (5 mmol) 1,4-Diaminobutan
wurden jeweils in 60 ml Ethylacetat gelost. In einem Dreihalskolben wurden 40 ml Ethylacetat
vorgelegt. Unter Rithren bei Raumtemperatur wurden die beiden Losungen synchron iiber
einen Zeitraum von 30 min zugetropft. Wihrend des Zutropfens fiel ein hellgelber Niederschlag
aus. Der Ansatz wurde 2 h lang geriihrt, der Niederschlag abgesaugt und mit Diethylether
gewaschen. Der heligelbe Feststoff wurde aus Aceton umkristallisiert, mit Wasser und
anschlieBend nochmals mit Ether gewaschen und i. Vak. getrocknet. Man erhielt 2,1 g (3,9
mmol, 75 % d. Theorie) des Produktes als gelb-weiBen Feststoff, DC: Kieselgel, THF/Hexan
4:1, Rr= 0,30, Fp.: 221 °C (Zersetzung), Ca¢H»N4O4 (486 g/mol) berechnet: C: 64,20%; H:
4,53%; N: 11,52%, O: 19.75%; gefunden: C: 62,57%; H: 4,55%; N: 10,67%

Diacylhydrazon aus Adipinsiuredihydrazid und m-Maleinimidoacetophenon

1,0 g (4,65 mmol) m-Maleinimidoacetophenon wurden zusammen mit 368 mg (2,11 mmol)
Adipinsiuredihydrazid in 40 m! absolutem Methanol gelost. Dem Reaktionsansatz wurden 100
ul Trifluoressigsaure hinzugegeben und 15 h bei RT geriihrt. Der dabei ausgefallene
Niederschlag wurde abgesaugt und 2 x mit je 30 ml Methanol sowie 4 x mit je 50 ml
Diethylether gewaschen. AnschlieBend wurde das Produkt i. Vak. getrocknet; DC: Kieselgel,
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THF/Hexan 4:1, R = 0.36, Fp.: 240 °C (Zersetzung); C30H2sNgOs (568 g/mol) berechnet:C:
63,38 %, H: 4,93 %, N: 14,79 %, gefunden: C: 63,18 %, H: 4,83 %, N: 15,03 %

Synthese von N-Hydroxysuccinimidester-Verbindungen
4-Acetophenoncarbonsdure-(N-hydroxysuccinimid)-ester

2,2 g (1,2 mmol) Acetophenon-4-carbonsdure und 1,52 g (1,3 mmol) und 20 mg DMAP
werden in 40 ml Tetrahydrofuran gelost und anschlieBend 2,7 g DCC, gelost in 20 ml THF, in
der Kilte innerhalb von 1 h zugetropft. Die Reaktionsmischung wird in der Kilte wahrend

12 h geruhrt, filtriert, THF im Vakuum entfernt und der Riickstand aus Essigester/Hexan
umkristallisiert (Ausbeute 65 %). DC: Kieselgel, Essigester/Methanol 1:1, Ry = 0.71,
Fp.: 140 °C, C;3H;)NOs (261 g/mol); berechnet: C: 59,77 %, H: 421 %, N: 5.36 %:
gefunden: C: 60,1 %, H: 4,2 %, N: 5,0 %

4-Carboxybenzoylhydrazid
25 g (138.9 mmol) Terephthalsauremonomethylester werden in 200 ml THF suspendiert und

zum RiuckfluB erhitzt. Bei der portionsweisen Zugabe von 40.5 ml (833.4 mmol, 6 eq)
Hydrazinmonohydrat féllt das Produkt weifler Feststoff aus. Das iiberstehende THF wird
abdekantiert und der Riickstand in Wasser gelost. Durch Zugabe von konz. HCI wird ein pH
von etwa 4 eingestellt. Es bildet sich ein weifler Niederschlag, der abgesaugt und mit halbkonz.
HCl gewaschen wird. Das Produkt wird i Vak. pgetrocknet und aus methanolischer
Natronlauge umkristallisiert. Man erhalt 24.84 g (138 mmol) des Produktes in Form farbloser
Kristallnadeln, entsprechend 99.3% der theoretisch moglichen Ausbeute. CgHgN,O; (180
g/mol); berechnet: C: 53.33, H: 4.44, N: 15.55; gefunden: C: 52.41, H: 4.26, N: 14.68

N-Tertidarbutyloxycarbonyl-4-carboxybenzoylhydrazid

20 g (0.11 mol) 4-Carboxybenzoylhydrazid werden in 200 ml THF suspendiert und mit einer
Losung von 23.98 g (0.11 mol) bis-ters.-Butyldicarbonat in 50 ml THF versetzt. Nach 48 h
Rihren bei Raumtemperatur wird das THF i. Vak. entfernt, der olige Riickstand in 400 ml
Ethylacetat aufgenommen und 4 mal mit je 100 mi Wasser extrahiert. Nach Trocknen der
organischen Phase iiber Na,SO, wird auf die Hilfte eingeengt und auf 4 °C abgekiihlt. Es
bilden sich farblose Kristalle, die abgesaugt und mit Diethylether gewaschen werden. Man
erhilt 30.3 g (0.108 mmol) des Produktes entsprechend 98.4% der theoretisch moglichen
Ausbeute. C;3H;6N2Os (280 g/mol) berechnet: C: 55.71%, H: 5.71%, N: 10.00%
gefunden: C: 56.94%, H: 5.56%, N: 9.79%

N-Tertidrbutyloxycarbonyl-4-(N-hydroxysuccinimidocarbonyl)benzoylhydrazid

4 g (14.29 mmol) N-Tertidrbutyloxycarbonyl-4-carboxybenzoylhydrazid werden zusammen mit
3.29 g (28.6 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 17.4 mg DMAP in 100 ml THF gelost und
tropfenweise bei 4 °C mit einer Losung von 3.23 g (15.72 mmol) DCC versetzt. Nach 12 h
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Riihren bei 4 °C und 48 h bei Raumtemperatur wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt, der
Riickstand in Ethylacetat gelost und 10 mal mit je 50 ml gesattigter NaCl-Losung extrahiert.
Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird auf halbes Volumen eingeengt und
auf 4 °C abgekiihit. Es bilden sich farblose Nadeln, die abgesaugt und mit wenig Diethylether
gewaschen werden. Man erhalt 5.3 g (14.09 mmol), entsprechend 98.6% der theoretisch
moglichen Ausbeute. C17H;sN3O7 (376 g/mol) berechnet: C: 54.26%, H: 4.79%, N: 11.18%
gefunden: C: 52.65%, H: 5.53%, N: 10.56%

4-((N-Hydroxysuccinimido)carbonyl)benzoylhydrazid Trifluoracetat

3 g (7.98 mmol) N-Tertidarbutyloxycarbonyl-4-(N-hydroxysuccinimidocarbonyl)benzoyl-
hydrazid werden mit 10 ml wasserfreier Trifluoressigsdure versetzt und wihrend 2 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Unter starkem Rithren werden 50 ml Diethylether zugegeben. Der
gebildete Feststoff wird abgesaugt und mehrmals mit Diethylether gewaschen. Nach Trocknen
i. Vak. erhalt man 3.0 g (7.67 mmol) des Produktes als weilles Pulver, entsprechend 96.1% der
theoretisch moglichen Ausbeute. C1sH12N:O4F3 (391 g/mol) berechnet: C: 42.97%, H: 3.07%,
N: 10.74%; gefunden: C: 43.49%, H: 3.42%, N: 10.74%

Schritt 2: Synthese von Maleinimid- und Hydroxysuccinimidderivaten zytostatischer
Verbindungen
Chlorambucilcarbonsaurehydrazid

Chlorambucil (1,0 g; 3,29 mmol) wurde in 50 ml absoluten CH2Cl2 gelést und mit
Oxalylchlorid (431 pl; 4,8 mmol) versetzt und der Ansatz 15 h lang bei 30-40°C gerithrt.
AnschlieBend wurde die Losung eingedampft und Reste von Oxalylchlorid im Hochvakuum
entfernt. Das synthetisierte Oxalylcarbonsaurechlorid wurde unmittelbar weiter umgesetzt,
indem der entstandene braune Sirup in 20 ml absoluten CH2Cl2 gelost wurde und unter
Rithren bei Raumtemperatur tert.-Butylcarbazat (457 mg; 3,45 mmol), gelost in 20 ml
CH»Cl, innerhalb von 1 h zugetropft wurde. Der Ansatz wurde 36 h lang geriihrt, vom
Unléslichen abfiltriert und die Losung im Vakuum auf etwa 3 mi eingeengt. Das entstandene
Chlorambucil-tert.-butylcarbazat wurde saulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel:
Essigester/Hexan 2/1; Rf-Wert: 0,52); Ausbeute: 700 mg (1,67 mmol; 51% d. Th.) brauner
Sirup. Chlorambucil-tert.-butylcarbazat (700 mg; 1,67 mmol) wurde in 10 ml Tetrahydrofuran
gelost und unter Rithren bei Raumtemperatur mit 10 ml Trifluoressigsaure versetzt, 1 h lang
gerithrt und anschlieBende das Losungsmittel und die Trifluoressigsaure im Hochvakuum

entfernt unter Bildung eines hellbraunen Feststoffes.

Carboxylhydrazonderivat von [4-(4-bis(2-chlorethyl)aminophenyl)lbuttersaurehydrazid

(Trifluoracetat-Salz) und 4-Acetophenoncarbonséure-(N -hydroxysuccinimid)-ester

Chlorambucilcarbonsaurehydrazid (Trifluoracetat-Salz; 721 mg; 1,67 mmol) wurde in 30 ml
Tetrahydrofuran gelost und unter Rahren bei Raumtemperatur mit 4-Acetophenoncarbonsaure-
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(N-hydroxysuccinimid)-ester (479 mg; 1,83 mmol) versetzt. Nach 20 Minuten wurde die
Reaktionslésung eingedampft. Der Riickstand wurde aus Essigester/Hexan umkristallisiert;
Ausbeute: 290 mg (0,66 mmol; 40 % d. Th.) heligelbe Kristalle; (C27H31N4O6sCl2, Mr 577),
berechnet: C 56,2 % H 5,4 % N 9,7 % Cl 12,1 %,; gefunden: C 56,3 % H 5,6 % N 12,4 %, Cl
11,7 %.

N!-(2-Maleinimidoethyloxycarbonyl)-5-fluorouracil

500 mg (3,84 mmol) 5-Fluorouracil wurden in 100 ml Tetrahydrofuran geldst und mit 505 mg
(696 ul; 4,99 mmol) Triethylamin versetzt. Zu dieser Losung wurden 1016 mg (4,99 mmol)
Chlorameisensédure-2-maleimimidoethylester, gelost in 100 ml Tetrahydrofuran, zugetropft und
der Ansatz 15 h lang bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde das Losungsmittel im
Wasserstrahlvakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt
(LOBAR®-siule; Laufmittel: Essigester/ Hexan 1,5/1; Ausbeute: 61 %); Schmelzpunkt:
132°C; Rf-Wert: 0,64 (Diol; Essigester/Hexan 2/1).berechnet: C: 4429 %
H: 2,68 % N: 14,09 % (C11H8N3Og¢F); gefunden: C: 44,29 % H: 2,68 % N: 13,58 %

N!-(m-Maleinimidobenzoyloxymethyl)-5-fluorouracil

1500 mg (11,55 mmol) 5-Fluorouracil und 2,25 ml (25,4 mmol) 37 %ige Formaldehydlosung
wurden 2 h lang unter Rihren auf 60°C erwirmt. AnschlieBend wurde das Wasser im
Hochvakuum entfernt und der Ruickstand unter Zugabe von 20 mg DMAP in 80 ml
Tetrahydrofuran gelost. Zu dieser Losung wurden 3,01 g (13,85 mmol) m-
Maleinimidobenzoesaure und 2,858 g (13,85) DCC, gelost in 50 ml Tetrahydrofuran,
zugegeben und anschlieBend 15 h lang bei Raumtemperatur gertihrt. Der Niederschlag wurde

abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in etwa 20 ml
Essigester aufgenommen und vom Ungelosten abfiltriert. Die Losung wurde eingedampft und
der Rickstand chromatographiert (1. Kieselgel (Essigester/Hexan 2/1); Ausbeute: 5 % weif3es
Pulver); Schmelzpunkt: Zersetzung >250°C; Rf-Wert: 0,32 (Essigester/Hexan 2/1).
Elementaranalyse: berechnet: C.5598% H:292% N: 12,24 %
(C16H10N306F) gefunden: C:5551% H:287% N 11,72%

3’- Aminoamidderivat von Doxorubicin mit p-Maleinimidophenylessigsaurechlorid

500 mg (0.86 mmol) Doxorubicin Hydrochlorid wurden in 50 ml absolutem DMF gelost und
1013 mg (4.30 mmol) p-Maleinimidophenylessigsdurechlorid und 719 ul (522 mg; 5.16 mmol)
Triethylamin zugegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur 15 h lang gerithrt. DMF
unter Hochvakuum entfernt und der Riickstand in 5 ml Tetrahydrofuran gelost, filtriert und
iiber eine Kieselgelsaule (Tetrahydrofuran/Hexan 3/1) gereinigt: 189 mg des roten Produktes
(29 %), RgWert: 0.26 (Ethylacetat/Hexan 3/1); Schmelzpunkt: 110 °C; CieH36N,0,4:
berechnet: C 61,84 % H 4.75 % N 3,70 %. gefunden: C 61,35 % H 5,14 % N 3,45 %.
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C-13-Benzoylhydrazonderivat von Doxorubicin und 4-((N-Hydroxysuccinimido)

carbonyl)benzoylhydrazid Trifluoracetat

0.2 mmol Doxorubicin  Hydrochlorid  und 1.0 mmol  4-((N-Hydroxy-
succinimido)carbonyl)benzoylhydrazid (Trifluoroacetat-Salz) wurden in 100 ml absoluten
Methanol gelost. Zu dieser Losung wurden 100 ul CF;COOH zugegeben und die
Reaktionsmischung 36 h lang bei Raumtemperatur gerithrt. Die Losung wurde anschliefend
auf etwa 50 ml eingeengt. Acetonitril wurde bis zur Tribung zugegeben und die Suspension
bei -20 °C 24 h lang kaltgestelit. Das Produkt wurde durch Zentrifugieren gesammelt und aus
Methanol/Acetonitril umkristallisiert: 276 mg, R-Wert (reverse phase, Acetonitril/0.005 M
NaHoPOy4 (pH 5.0) = 70/30): 0.33, Schmelzpunkt: > 200 °C (Zersetzung), C3oHsoN4O,4Cl:
berechnet: C 56,83 % H 4,86 % N 6,80 % Cl 4,31 %; gefunden: C 57.04 % H 5,14 % N 6,55
% C14,12 %.

Das Verfahren fur die Herstellung der Maleinimidderivaten mit cis-konfigurierten Platin(II)-
Einheiten wird durch folgendes Beispiel erlautert: N-(O-(3-Maleinimidobenzoyl)-2-

hydroxyethyl)-1,2-diaminoethandichloroplatin(II) - vierstufige Synthese.

N-(2-Hydroxyethyl)-N.N’-bis-tertidgrbutyloxycarbonyl-1,2-diaminoethan

Zu einer Losung von 20.8 g (200 mmol) N-(2-Hydroxyethyl)-1,2-Diaminoethan in 100 mi
Dichlormethan werden 47.96 g (220 mmol, 0.5 eq) bis-Tertidarbutyloxycarbonylanhydrid,
gelost in 200 ml Dichlormethan innerhalb von 1 h bei Raumtemperatur zugetropft. Der Ansatz
wird fiir 12 h bei Raumtemperatur gerithrt, dann mit 100 ml Diethylether verdiinnt und mit
150 ml Wasser extrahiert. Nach dem Trocknen der organischen Phase Giber Natriumsulfat wird
i. Vak. eingeengt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Saulenchromatographie
(Ethylacetat/Hexan (1:1,5), Rf-Wert (Ethylacetat/Hexan 1:1,5): Rf = 0.18; Ausbeute:
30 g (98.68 mmol). Elementaranalyse fur C14H28N205 (304 g/mol); berechnet: C: 55.26%,
H: 9.21%, N: 9.21%, gefunden: C: 55.50%, H: 9.18%, N: 9.02

N-(0-(3-Maleinimidobenzoyl)-2-hydroxyethyl)-N,N’-bis-tertidrbutyloxycarbonyl-1,2-

diaminoethan

Zu einer Losung von 8 g (26.3 mmol) N-(2-Hydroxyethyl)-N,N’-bis-tertiarbutyloxycarbonyl-
1,2-diaminoethan in 50 ml Tetrahydrofuran und 4 ml (28.9 mmol, 1.1 eq) Triethylamin werden
6.82 g (29 mmol, 1.1 eq) Maleinimidobenzoesaurechlorid, gelost in 100 ml Tetrahydrofuran,
bei Raumtemperatur unter Rahren innerhalb 1 h zugetropft. Nach weiteren 8 h Riihren bei
Raumtemperatur ist laut DC vollstandiger Umsatz erreicht. Das bei der Reaktion gebildete
Triethylammoniumchlorid wird abfiltriert. Nach Entfernen von Tetrahydrofuran und
iiberschiissigem Triethylamin i. Vak. wird das anfallende Ol siulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel: Ethylacetat/Hexan (1:1), Rf-Wert (Ethylacetat/Hexan 1:1) = 0.2, Ausbeute:
9.6 g (19.1 mmol) des Produkts in Form eines gelben Ols, entsprechend 72.6% der theoretisch
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moglichen Ausbeute. Elementaranalyse fiir C25sH33N30g8 (503 g/mol); berechnet: C: 59.64%,
H: 6.56%, N: 8.35%,; gefunden: C: 60.04%, H: 6.77%, N: 8.24%

N-(O-(3-Maleinimidobenzoyl}-2-hydroxyethyl)-1.2-diaminoethan Dihvdrochlorid

6g(11.93 mmol)  N-(O-(3-Maleinimidobenzoyl)-2-hydroxyethyl)-N,N’-bis-tertidrbutyloxy-
carbonyl-1,2-diaminoethan werden mit 60 ml (5 eq) einer 1M Losung von HCI in Diethylether
unter Rithren bei Raumtemperatur versetzt. Nach 48 h Rihren bei Raumtemperatur wird der
feinkristalline Niederschlag iiber eine G4-Glasfritte abgesaugt, durch mehrmaliges Waschen mit
wasserfreiem Ether von HCl-Resten befreit und i Vak. getrocknet. Man erhilt
3,0 g (7.98 mmol) des Produkts als feinpudrigen, gelben Feststoff, entsprechend 66.9% der
theoretisch moglichen Ausbeute. Elementaranalyse fiir C15H19N304Cl (375.9 g/mol)
berechnet: C: 47.89%, H: 5.05%, N: 11.17%, CI: 18.86%

gefunden: C:46.97%, H: 5.42%, N: 10.03%, CI: 17.63%

N-(O-(3-Maleinimidobenzoyl)-2-hydroxyethyl)-1,2-diaminoethandichloroplatin(il)
104 mg (0.25 mmol) K2PtCl4 und 94.2 mg (0.25 mmol) N-(O-(3-Maleinimidobenzoyl)-2-
hydroxyethyl)-1,2-diaminoethan Dihydrochlorid werden in jeweils Sml

20% Tetrahydrofuran/Wasser gelost und portionsweise vermischt. Die zunichst rote K2PtClg-
Losung wird zunehmend entférbt, es bildet sich ein hellgelber Niederschlag. Etwa 1 h nach der
letzten Zugabe kann das Préazipitat durch eine G4-Glasfritte abgesaugt werden. Es wird
sukzessive mit kleinen Portionen Wasser, 20% Tetrahydrofuran/Wasser und zuletzt mit
Diethylether gewaschen. Nach dem Trocknen i. Vak. erhdlt man 106 mg (0.18 mmol) des
Produktes als feinkristalline Substanz, entsprechend 72% der theoretisch méglichen Ausbeute.
Elementaranalyse fiur C15H17N304PtCly (569 g/mol);  berechnet: C: 31.63%,
H: 2.99%, N: 7.38%, Pt: 34.29%, Cl: 12.46%; gefunden: C: 31.19%, H: 3.37%, N: 6.79%, Pt:
32.35%, Cl: 12.95%

Schritt 3: Thiolierung des Triigerproteins

Das Verfahren fir die Thiolierung wird durch folgendes Beispiel genauer dargestellt: 32 mg
humanes Serumtransferrin (98 % kristallin, Mr 80000) [bzw. 28,4 mg humanes Serumalbumin
(98 % kristallin, Mr 66500)] werden in 1 ml mit Argon entgastem Puffer (0,1 M Natriumborat,
0,001M EDTA, 0,15 M NaCl - pH = 8,0) gelost (c(Transferrin/Albumin) = 4,0 x 104 M)
gelost und mit 100 ul einer frisch hergestellten 4 x 102 M Iminothiolanlosung (5,5 mg
Iminothiolan gelost in 1 ml entgastem Puffer (0,1 M Natriumborat, 0,15 M NaCl, 0,001M
EDTA - pH = 8,0) versetzt. Nach 60-70 min wird das iberschiissige Iminothiolan durch
Gelfiltration (Sdule 1,0 cm x 10 cm, Sephadex G.25) mit dem Laufpuffer 0.05 M
Natriumborat, 0.15M NaCl - pH 7.5 vom thiolierten Transferrin bzw. Albumin getrennt. Die
Proteinkonzentration nach erfolgter Gelfiltration wurde bei 280 nm g9gg = 92 300 M-! cm-!,
c[Transferrin] = 2,4 x 1074 M) bzw. £9g¢ = 35 700 M-1 cm-1, (c[Albumin} = 2,2 x 1074 M)
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und die Anzahl der eingefiihrten HS-Gruppen mit Ellmanns Reagenz bei 412 nm €417 = 13
600 M-1 cm-1) bestimmt (c[HS-Gruppen] = 7.4 x 10 M bzw. 7.7 x 1074 M). Das Verhiltnis
c[HS-Gruppen)/c[Transferrin] ~ betrug  demnach 3.1 und das Verhiltnis c[HS-
Gruppen]/c[Albumin] betrug 3,5. Die folgenden Tabellen fassen die Reaktionsbedingungen
zusammen, durch die eine unterschiedliche Anzahl von HS-Gruppen in Transferrin bzw.
Albumin eingefiihrt werden:

Tabelle 1a. Reaktionsbedingungen fiir die Einfiihrung von HS-Gruppen in Transferrin

c[Iminothiolan}/ Reaktionszeit, min Temperatur, °C Anzahl eingefiihrter
c[Protein] HS-Gruppen/Protein
10: ] 60 -75 0-5 1

101 60 -75 20 - 25 2-3

20 :1 60 - 75 20-25 5-6

30: 1 60 - 75 20 - 25 9-10

40 : 1 60 - 75 20 - 25 12-13

50:1 60 - 90 20 -25 15-16

70 : 1 60 -90 20 - 25 20-21

Tabelle 1b. Reaktionsbedingungen fiir die Einfiihrung von HS-Gruppen in Albumin

c[Iminothiolan)/ Reaktionszeit, min Temperatur, °C Anzahl eingefiihrter
c[Protein] HS-Gruppern/Protein
101 60 - 75 0-5 1

101 60 - 75 20 - 25 2-3

20:1 60 - 75 20 - 25 5-6

30:1 60 - 75 20 - 25 9-10

501 60 - 95 20 - 25 15-16

100 : 1 60 - 90 20-25 30-32

Die so thiolierte Proteinprobe wurde direkt fur die folgende Reaktion im Schritt 4 verwendet.

Schritt 4: Kopplung der Derivate der zytostatischen Verbindungen (Schritt 2) an das
thiolierte Trigerprotein (Schritt 3) bzw. an Polyethylengykole:

Methoden- FPLC fur die Herstellung der Konjugate: P-500 pump, LCC 501 Controller
(Pharmacia) und LKB 2151 UV-Monitor, Puffer: Standardborat: 0.025 M Natriumborat, 0.15
M NaCl - pH 7.5 oder Phosphatpuffer: 0.004 M Natriumphosphat, 0.15 M NaCl - pH 7.4. Die
Proteinkonzentration des Konjugats wurde mit dem BCA-Protein-Essay von Pierce (USA)

bestimmt
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Transfernnkonjugat mit  dem 3'-Aminoamidderivat _von _ Doxorubicin und  p-

Maleinimidophenylessigsdure (Amid)

3,5 ml thiolierte Transferrinprobe (3,3 eingefiihrte HS-Gruppen) wurden auf 30 ml mit
Standardborat verdiinnt und 1,0 ml einer Losung von Amid| (Mr 742.68) in DMF (1,8 mg
gelost in 1,0 ml DMF) zugegeben und vermischt. Nach 10 min wurde die Lésung auf ungefihr
2,0 ml mit CENTRIPREP®-10-Konzentratoren von Amicon, FRG (60 min bei 4 °C und 4500

U/min) eingeengt. Die konzentrierte Probe wurde (5 min) mit einer Sigma 112 Zentrifuge

zentrifugiert und der Uberstand auf eine Sephadex® G-25F Saule (Siule 1,0 cm x 10 cm)
gegeben und das Konjugat isoliert (Retentionsvolumen: 3,5 - 7,0 ml). Die Menge an
gebundenem Doxorubicin wurde mit Hilfe der Epsilonwerte fiir Doxorubicin €495 = 10 650
M-l cm-! bestimmt, von dem der entsprechende Beitrag von Transferrin bei dieser
Wellenlange abgezogen wurde £[Tf]495 = 4100 M-1 cm-1. Die Konzentration des gebundenen
Doxorubicins betrug 322 uM und die von Transferrin 101 uM.

Albuminkonjugat des Carboxylhydrazonderivat von [4-(4-bis(2-chlorethyl)amino-

phenyl)]buttersaurehydrazid und 4-Acetophenoncarbonsiure-(N-hydroxysuccinimid)-ester

66,5 mg Albumin, geldst in 2,2 ml 5 ml Phosphatpuffer, wurden mit 0.1 ml einer Losung des
Carboxylhydrazonderivat in DMF (1,2 mg gelost in 0,1 ml DMF) vermischt, nach 10 min
zentrifugiert und der Uberstand auf eine Sephadex® G-25F Saule (Saule 1,0 cm x 10 cm)
gegeben und das Konjugat isoliert (Retentionsvolumen: 3,7-7,1 ml). Die Menge an
gebundenem Chlorambucil wurde mit Hilfe des Tests nach Epstein (Epstein et al., Anal. Chem.
1955, 27, 1435-1439) bestimmt. Sie betrug bei diesem Arbeitsvorgang 280 uM.

Polyethylenglykolkonjugat bestehend aus CH;0-PEG-SH 20000 (a-Methoxy-o-thio-
Polyethylenglykol) und  N-(O-(3-Maleinimidobenzoyl)-2-hydroxyethyl)-1.2-diaminoethan-
dichloroplatin(I1)

100 mg CH;O-PEG-SH 20000 (0,005 mmol) werden in 5 ml Phosphatpuffer gelost und mit
57 mg (0,01 mmol) N-(O-(3-Maleinimidobenzoyl)-2-hydroxyethyl)-1,2-diaminoethan-
dichloroplatin(Il), gelost in 250 ul DMF, vermischt. Nach 20 min wurde die

Reaktionsmischung zentrifugiert und der Uberstand auf eine Sephadex® G-25F Saule (Séule
2,0 cm x 15 cm) gegeben und das Konjugat isoliert. Die Menge an gebundenem Platinkomplex
wurde mit Hilfe des Tests nach Gonias und Pizzo (Gonias, S.L., Pizzo, S.V. J.Biol.Chem.
1982, 258, 5764-5769) bestimmt. Sie betrug bei diesem Arbeitsvorgang 380 pM.

Polyethylenglykolkonjugat _ bestehend  aus = HS-PEG-SH 20000  (o.0-Bis-thio-
Polyethylenglykol) und N'-(2-Maleinimidoethyloxycarbonyl)-5-fluorouracil

100 mg HS-PEG-SH 20000 (0,005 mmol) werden in 5 ml Phosphatpuffer gelost und mit 3.0
mg (0,01 mmol) N'-(2-Maleinimidoethyloxycarbonyl)-5-fluorouracil, gelost in 250 pl DMF,

vermischt. Nach 30 min wurde die Reaktionsmischung zentrifugiert und der Uberstand auf eine
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Sephadex® G-25F Saule (Saule 2,0 cm x 15 cm) gegeben und das Konjugat isoliert. Die
Menge an gebundenem 5-Fluorouracil wurde bei €260 = 6520 M-1 cm-1 bestimmt. Sie betrug
bei diesem Arbeitsvorgang 460 uM.

Konjugat bestehend aus mit Doxorubicin (Amid) beladenem Albumin und Transferrin

30 mg Humanserumalbumin wurden in 2,0 ml mit Argon entgastem 0,1 M Natriumborat,
0.001 M EDTA, 0,15 M NaCl - pH = 8,0 bei Raumtemperatur (RT) gelost. Zu dieser
Mischung wurden 183 ul einer Losung aus 2,9 mg Iminothiolan in 250pl entgastem 0,1 M
Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0,15 M NaCl - pH = 8,0 zugegeben, gut durchmischt und 1 h
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde iiberschiissiges Iminothiolan durch Gelfiltration
abgetrennt. Die Messung der Proteinkonzentration, sowie der Konzentration an freten SH-
Gruppen ergab folgende Werte: c[Albumin] = 1,44x10 mol/l, c[SH-Gruppen] = 1,25x107
mol/l. Die durchschnittliche Zahl der SH-Gruppen pro Albuminmolekiil ergab sich aus dem
Quotienten beider Konzentrationen zu 8.7.

2,0 ml dieser thiolierten Albuminlgsung wurden fur die weitere Umsetzung verwendet. Um 7
der 8,7 SH-Gruppen pro Protein mit 3'-Aminoamidderivat von Doxorubicin und p-
Maleinimidophenylessigsaure (Amidy) abzusattigen wurde die EiweiBlosung zundchst mit
Standardboratbuffer auf 10 mi verdinnt. Dann wurden unter Schitteln 40ul einer Losung von
40 mg Amid) in 1 ml DMF zugegeben und 10 Minuten lang bei RT inkubiert. Danach wurde
die Probe 5 min lang zentrifugiert (3000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde mit Centricon 3000-
Konzentratoren® (Fa. Amicon) auf ein Volumen von etwa 1 ml eingeengt (3000g, 3x15 min, 4
°C). AnschlieBend wurden 25 mg Humanserumtransferrin in 1,2 ml in mit Argon entgastem
Puffer (0,1 M Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0,15 M NaCl - pH = 8,0) gelost. Zu dieser
Mischung wurden 15 ul einer Losung aus 2,9 mg Iminothiolan in 250ul in mit Argon
entgastem Puffer (0,1 M Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0,15 M NaCl - pH = 8,0) zugegeben,
durchmischt und 1 h lang bei RT inkubiert. Anschliefend wurde iberschiissiges Iminothiolan
durch Gelfiltration abgetrennt. Die Messung der Proteinkonzentration sowie der Konzentration
an freien SH-Gruppen (Test nach Ellmann) ergab folgende Werte: [Transferrin] = 1,20x10™
mol/l, [SH-Gruppen] = 1,96x10™* mol/l. Die durchschnittliche Zahl der SH-Gruppen pro
Transferrinmolekiil ergab sich aus dem Quotienten beider Konzentrationen zu 1,6.

1.9 ml der so thiolierten Transferrinlosung wurden fur die weitere Umsetzung zunéchst mit
Standardboratpuffer auf 10 ml verdinnt. Dann wurden der Reaktionsmischung 72 pl einer
Losung von 10 mg 1,4-Diamino-N,N’-di-m-maleinimidobenzyl-butan in 200 ul DMF
zugegeben. Nach 10 min bei RT wurde die triibe Mischung zentrifugiert (5 min, 3000 g, 4 °C).
Die uberstehende Losung wurde abdekantiert und in einem Centricon®3000 Konzentrator auf
ein Volumen von 600 pl eingeengt. Zur Entfernung iiberschussigen Bismaleinimid wurde iber
Sephadex 25 gefiltriert.

1500 pl einer Losung mit dem so modifizierten Transferrin wurden zu 500 pl der obigen mit
Doxorubicin beladenen Albuminlosung gegeben, gut vermischt und 15 min lang bei RT
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inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung in Microcon 10 Konzentratoren® (Fa. Amicon) auf
ein  Volumen von 1[50 pl eingeengt. Die konzentrierte Eiweilosung wurde
gelchromatographisch in ihre Bestandteile (Monomere, Dimere, Oligomere) getrennt.
Saulendimension: h: 40 cm, &: 1 cm, Loop: 100 pl, stationare Phase: Superdex 200
Pharmacia, mobile Phase: Boratpuffer; pH 6,8; +4 °C N, -begast, Flu}: I mi/min, Detektion:
photometrisch, A= 280 nm, Retentionsvolumina: Oligomere: 9.5 ml - 11.5 ml, Trimere: 11,7 mi
- 12,6 ml, Dimere: 12,7 mil - 14,4 ml, Monomere: 14,5 ml - 18,5 ml

Die Ausbeute der gewiinschten Dimere beziiglich des eingesetzten Amid betrug 20 - 30 %.

Biologische Untersuchungen
Als Beispiel fur die in vitro und in vivo Wirksamkeit der Konjugate werden die biologischen

Daten der unten abgebildeten Doxorubicin-Konjugate aufgefiihrt, die repriasentativ fiir das
Aktivitats- bzw. Toxizitatsprofil der in der Erfindung offenbarten Konjugate sind. Die
Wirksamkeit der Konjugate wurde mit einem ,colony forming assay“ und mit Hilfe des
BrdU(5-Brom-2'-desoxyuridin)-Einbaus gemél3 wissenschaftlicher Gepflogenheit in der
Zellkultur bestimmt. Als Beispiele sind die 1C;-Werte (,,colony forming assay“ - sieben
Xenografts) folgender Doxorubicin-Konjugate aufgezeigt: Protein = Transferrin (T) oder
Albumin (A)

»t+| protein |

g ° /—/- %m.cn
o Q" DOXO-ARZID

o 9 DOXO-HYD
" H, _@_c{"

20

IC70-Werte in sieben Human-Tumor-Xenografts (colony forming assay)

Human-Tumor- T-DOXO- T-DOXO- §{ DOXORUBICIN { A-DOXO- i A-DOXO-
Xenograft HYD ARZID ARZID HYD
bladder BXF1299 1.48 0.09 0.50 0.06 0.10
lung LXFL 529 0.054 0.06 0.02 0.03 0.04
lung LXFS 538 0.04 0.04 0.02 0.001 0.01
mamma MAXFMX1 0.04 0.04 0.02 0.01 0.10
melanoma MEXF989 0.29 0.23 0.30 0.34 0.30
prostate PC3MX 0.02 0.03 0.03 0.02 0.06
prostate DU145X 0.12 0.08 0.35 0.24 0.21
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Unter diesen experimentellen Bedingungen zeigten die wie vorstehend aufgefiihrt
synthetisierten Konjugate eine der ungebundenen zytostatischen Verbindung gleichwertige
bzw. hohere Wirksamkeit. Entsprechende Polyethylenglykolkonjugate zeigten ein ahnliches
Verhalten.

Des weiteren zeigen die oben abgebildeten Konjugate im Vergleich zum freien Doxorubicin in
den xenotransplantierbaren Nacktmausmodellen Mammacarcinoma MDA-MB-435 und
Mammacarcinoma MCF-7 insgesamt eine gegenuber dem freien Doxorubicin deutlich
verringerte  Toxizitdt (verringerte Letalitit und Korpergewichtsreduktion, weniger
Nebenwirkungen im Gastrointestinal-Bereich) und eine Stabilisierung der relativen
Tumorvolumenzunahme bei gleicher bzw. verbesserter tumorhemmender Wirksamkeit auf, wie
am Beispiel des Transferrinkonjugats T-DOXO-HYD tabellarisch dargestellt:

Tiere: Ncr:nu/nu weiblich; Tumor: Mammacarcinom MCF-7 s.c.
Therapie: Tag(d) 16, Tag(d) 23 i.v.

Anzahl der Substanz Dosis Mortalitat Korperge- Optimum
Maiuse (mg/Kg/inj.) (d) wichtsverlust (%) T/C (%)
........................................................................ d ] 3 -23 .
8 NaCl 4
8 Doxorubicin 4 -5 61
8 Doxorubicin 8 1 (26) -15 39
7 Doxorubicin 12 7 (25-33) -21
8 T-DOXO-HYD 4 -4 82
8 T-DOXO-HYD 8 -4 42
8 T-DOXO-HYD 12 -6 2]

Die Dosis bezieht sich auf die vorhandene Menge Doxorubicin. Bei dquimolarer Dosis (8
mg/Kg) zeigt T-DOXO-HYD eine dem Doxorubicin vergleichbare Wirksamkeit bei
verminderter Letalitit und Korpergewichtsreduktion. Bei der im Versuch eingesetzten
Hochstdosis (12 mg/Kg) tritt bei der Therapie mit Doxorubicin eine sehr hohe Letalitét (5 von
7 bzw. 7 von 7 Tieren) auf. Die Therapie mit dem Transferrinkonjugat weist bei dieser Dosis
keine Letalitat auf, die antitumorale Wirksamkeit ist besser.
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Anspriiche

1. Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate, dadurch erhiltlich, daB man eine
derivatisierte zytostatische Verbindung, bestehend aus der zytostatischen Verbindung und
einem eine Maleinimidgruppe aufweisendem Spacermolekiil, an thioliertes Transferrin oder
Albumin mit im Mittel 1 bis 30 HS-Gruppen oder an Polyethylenglykol mit mindestens einer
HS- oder H,N-Gruppe und mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt,
wobei etwa | bis 30 Molekiile der derivatisierten zytostatischen Verbindungen an ein Molekiil
Transferrin, Albumin oder Polyethylenglykol gebunden sind,

oder daB man eine derivatisierte zytostatische Verbindung, bestehend aus der zytostatischen
Verbindung und einem eine N-Hydroxysuccinimidestergruppe aufweisendem Spacermolekiil,
an Transferrin oder Albumin oder an Polyethylenglykol mit mindestens einer HO- oder H,N-
Gruppe und mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis
30 Molekiile der derivatisierten zytostatischen Verbindungen an ein Molekul Transferrin,
Albumin oder Polyethylenglykol gebunden sind,

oder dadurch erhiltlich, da8 man thioliertes Albumin mit 2 bis 30 Aquivalenten der
derivatisierten zytostatischen Verbindung, bestehend aus der zytostatischen Verbindung und
einem eine Maleinimidgruppe aufweisende Spacermolekiil, beladt und mit Transferrin oder
einem monoklonalen Antikorper, der gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist, iiber

eine Bismaleinimidverbindung konjugiert.

2. Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate gemiB Anspruch 1, dadurch
erhéltlich, daB man eine derivatisierte zytostatische Verbindung, bestehend aus einer
zytostatischen Verbindung aus der Gruppe der Anthrazykline, der Stickstofflostderivate, der
Purin- oder Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxoide, der Camptothecine,
der Podophyllotoxinderivate, der Vinca-Alkaloide bzw. der cis-konfigurierten Platin(II)-
Komplexe und einem eine Maleinimidgruppe aufweisendem Spacermolekiil, an thioliertes
Transferrin oder Albumin mit im Mittel 1 bis 30 HS-Gruppen oder an Polyethylenglykol mit
mindestens einer HS- oder H,N-Gruppe und mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000
Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekiile der derivatisierten zytostatischen Verbindungen an
ein Molekiil Transferrin, Albumin oder Polyethylenglykol gebunden sind,

oder dal man eine derivatisierte zytostatische Verbindung, bestehend aus einer zytostatischen
Verbindung aus der Gruppe der Anthrazykline, der Stickstofflostderivate, der Purin- oder
Pyrimidinantagonisten, der Folsdureantagonisten, der Taxoide, der Camptothecine, der
Podophyllotoxinderivate, der Vinca-Alkaloide bzw. der cis-konfigurierten Platin(I)-Komplexe
und einem eine N-Hydroxysuccinimidestergruppe aufweisendem Spacermolekiil, an Transferrin
oder Albumin oder an Polyethylenglykol mit mindestens einer HO- oder H,N-Gruppe und mit
einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekiile der
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derivatisierten zytostatischen Verbindungen an ein Molekiil Transferrin, Albumin oder
Polyethylenglykol gebunden sind,

oder dadurch erhiltlich, daB man thioliertes Albumin mit 2 bis 30 Aquivalenten der
derivatisierten zytostatischen Verbindung, bestehend aus einer zytostatischen Verbindung aus
der Gruppe der Anthrazykline, der Stickstofflostderivate, der Purin- oder
Pyrimidinantagonisten, der Folsdureantagonisten, der Taxoide, der Camptothecine, der
Podophyllotoxinderivate, der Vinca-Alkaloide bzw. der cis-konfigurierten Platin(I1)-Komplexe
und einem eine Maleinimidgruppe aufweisendem Spacermolekil, beladt und mit Transferrin
oder einem monoklonalen Antikorper, der gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist,

uber eine Bismaleinimidverbindung konjugiert.

3. Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate gemall einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch erhaltlich, dafl man

a) Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, Idarubicin, Mitoxandron, Chlorambucil, Melphalan,
5-Fluorouracil, 5'-Desoxy-5-fluorouridin, Thioguanin, Methotrexat, Paclitaxel, Docetaxel,
Topotecan, 9-Aminocamptothecin, Etoposid, Teniposid, Mitopodozid, Vinblastin, Vincristin,
Vindesin, Vinorelbin oder eine Verbindung der allgemeinen Formel 1, 11, III oder I'V:

Formel 1 Formel 11
NH,
NH,
NQ NH,
(Cil-ig)n (CH,),
|
X X
Formel 111 Formel IV
o)
NH, I
o——C
>—<CHz>n—x
o, "
X o)

n = 0-6, X = -NHp, -OH, -COOH, -O-CO-R-COR*, -NH-CO-R-COR*, worin R eine
aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw.
unsubstituierte Phenylengruppe und R* H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, und
die Aminfunktionen mit einer Schutzgruppe wie der terf.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe
versehen sind,

mit einer Maleinimidverbindung der allgemeinen Formel V, VI oder VII
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Formel V Formel V1
o]
1 R
N—R—Y |  N—R—C—NH-N=C-R-Y
o]
(o)
Formel VII
0
R ?
| N—R—C=N—NH—C—R-Y
\
o

worin fur den Fall, daB R eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen
bedeutet, Y = -OH, -COOH, -COCl, -CONH-(CHj3),-OH, -COO-(CHj),-NHj,
-COO-(CHp),-NHNH; , -SO3H, -SO3Cl, -SO7-NHNH,, -O-COCIl, -CHO, -COR* mit n =
1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, und worin fiir den Fall, da3 R
10 eine substituierte bzw. unsubstituierte Benzylgruppe oder eine substituierte bzw.
unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH, -COOH, -COCI, -CONH-(CH»),-OH,
-COO-(CHp),-NH3, -COO-(CHj3),-NHNH, , -SO3H, -SO3Cl, -SO7-NHNHj, -O-COCl,
-CHO, -COR*, -CO-NHNH; mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl mit 1-6
Kohlenstoffatomen ist,
15
oder mit einer N-Hydroxysuccinimidverbindung der allgemeinen Formel VIII, IX oder X

Formel VIII Formel IX:
0]
o) R*

0 ] il )
N—O—C—R—C—NH-N=C—R—Y

I}
N—-O—C—R—Y

>
(o]

20

Formel X
0

i $*

N—O—C—R—C=N—NH—C—R—Y

\
(o]

umsetzt, worin R eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH,
25 -NHp, -NHNH,;, -COOH, -COCl, -COO-(CH)y-OH, -CONH-(CHj),-NHj,
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-COO-(CHp)-NHNHy , -SO3H, -SO3Cl, -SO2-NHNHp, -0-COCl, -CHO, -COR*,
-CO-NHNH, mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist,

wobei bei den aus den Verbindungen der aligemeinen Formel I, 1T oder 111 erhaltenen Derivate
die Schutzgruppe entfernt wird und die so erhaltenen Amine mit einem Tetrachloroplatinat-
Salz zu den entsprechenden cis-konfigurierten Platin(I1)-Komplexen umgesetzt werden, und
wobei die aus den Verbindungen der aligemeinen Formel IV erhaltenen Derivate mit cis-
[PtA;B] (A = Halogen, B = (NHs),, Ethylendiamin, Propandiamin, 1,2-Diaminocyclohexan) zu

den entsprechenden Platin(II)-Komplexen umgesetzt werden,

so daB Maleinimidderivate bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Derivate von zytostatischen
Verbindungen bereitgestellt werden, wobei die chemische Verknipfung zwischen
zytostatischer Verbindung und Maleinimidverbindung bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindung
durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Carboxylhydrazon-, Oxycarbonyl-, Acetal- oder
Ketalbindung erfolgt, und

b.) das so erhaltene Maleinimidderivat an thioliertes Transferrin oder Albumin mit im Mittel 1
bis 30 HS-Gruppen oder an Polyethylenglyko!l mit mindestens einer HS- oder H,N-Gruppe und
mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekiile
der in Stufe a) erhaltenen Maleinimidderivate an ein Molekil Transferrin, Albumin oder
Polyethylenglykol gebunden sind,

oder das so erhaltene N-Hydroxysuccinimidester-Derivat an Transferrin, Albumin oder an
Polyethylenglykol mit mindestens einer HO- oder H;N-Gruppe mit einer Masse zwischen etwa
5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekiile der in Stufe a) erhaltenen N-
Hydroxysuccinimidester-Derivate an ein Molekil Transferrin, Albumin oder Polyethylenglykol

gebunden sind,

oder thioliertes Albumin mit 2 bis 30 Aquivalenten der in Stufe a) erhaltenen
Maleinimidderivate beladt und mit Transferrin oder einem monoklonalen Antikorper, der gegen
ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist, iiber eine Bismaleinimidverbindung der allgemeinen
Formel X1

Formel X1 0 °
| N—n—z—n—Ni;‘
0

[o)
7 = -CO-NH-(CHp)-NH-CO-, -CO-O-(CHp);-0-CO-, -C=NH-(CHp);-NH=C-,
-C=N-NH-(CHy),-NH-N=C-, -C=N-NH-CO-(CHp)-CO-NH-N=C-, n = 2-12

konjugiert.
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4. Verfahren zur Herstellung der Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate nach
einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man

a) Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, Idarubicin, Mitoxandron, Chlorambucil, Melphalan,
5-Fluorouracil, 5'-Desoxy-5-fluorouridin, Thioguanin, Methotrexat, Paclitaxel, Docetaxel,
Topotecan, 9-Aminocamptothecin, Etoposid, Teniposid, Mitopodozid, Vinblastin, Vincristin,
Vindesin, Vinorelbin oder eine Verbindung der aligemeinen Formel I, 11, II1 oder IV:

Formel I Formel 11
NH,
E NH,
(Cll'iz)n (CH,),
X X
Formel 111 Formel IV
o)
Ny I
Oo—-C
>—(CH2)n-—X
(CHy, Ha 0—c¢C
| Il
X 0

n = 0-6, X = -NHjp, -OH, -COOH, -O-CO-R-COR*, -NH-CO-R-COR*, worin R eine
aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw.
unsubstituierte Phenylengruppe und R* H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, und
die Aminfunktionen mit einer Schutzgruppe wie der tert.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe

versehen sind,

mit einer Maleinimidverbindung der allgemeinen Formel V, VI oder VII

Formel V Formel VI
o]
I '
N—F—Y | N—R—C—NH-N=C-R-Y
o
o]
Formel VII
0
T 3
(1)
| N—R—C=N—NH—C—R-Y
\
o]
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worin fur den Fall, daB R eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen
bedeutet, Y = -OH, -COOH, -COCl, -CONH-(CHj),-OH, -COO-(CH»j),-NHp,
-CO0-(CH»),-NHNHj , -SO3H, -SO3Cl, -SO2-NHNHj, -O-COCl, -CHO, -COR* mit n =
1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, und worin fur den Fall, da8 R
eine substituierte bzw. unsubstituierte Benzylgruppe oder eine substituierte bzw.
unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH, -COOH, -COCI, -CONH-(CH»),-OH,
COO-(CHjp),-NHj, -COO-(CHjp),-NHNH;, , -SO3H, -SO3Cl, -SO32-NHNHj, -O-COCI,
-CHO, -COR* -CO-NHNH7 mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl mit 1-6
Kohlenstoffatomen ist, :

oder mit einer N-Hydroxysuccinimidverbindung der allgemetnen Formel VIII, IX oder X

Formel VIII Formel IX:
o]
O
0 *
(o8 ot r et
N—O—C—R—Y ( NH-N=C—-R—Y
\ o
(o]
15
Formel X
o]
(o] R*

Il | n
N—O—C—R—C=N—NH—C—R—Y

0

umsetzt, worin R eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH,
-NH,;, -NHNHj;, -COOH, -COCl, -COO-(CHy),-OH, -CONH-(CHp),-NHp,
-CO0-(CHp),-NHNH, , -SO3H, -SO3Cl, -SO-NHNHj, -O-COCl, -CHO, -COR*,
-CO-NHNH> mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist,

wobei bei den aus den Verbindungen der allgemeinen Formel 1, II oder III erhaltenen Derivate,
die Schutzgruppe entfernt wird und die so erhaltenen Amine mit einem Tetrachloroplatinat-
Salz zu den entsprechenden cis-konfigurierten Platin(I1)-Komplexen umgesetzt werden und
wobei die aus den Verbindungen der allgemeinen Formel IV erhaltenen Derivate mit cis-
[PtA,B] (A = Halogen, B = (NH;),, Ethylendiamin, Propandiamin, 1,2-Diaminocyclohexan) zu
den entsprechenden Platin(IT)-Komplexen umgesetzt werden,

so daB Maleinimidderivate bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Derivate von zytostatischen
Verbindungen bereitgestellt werden, wobei die chemische Verkniipfung zwischen
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zytostatischer Verbindung und Maleinimidverbindung bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindung
durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Carboxylhydrazon-, Oxycarbonyl-, Acetal- oder
Ketalbindung erfolgt, und

b) das so erhaltene Maleinimidderivat an thioliertes Transferrin oder Albumin mit im Mittel 1
bis 30 HS-Gruppen oder an Polyethylenglykol mit mindestens einer HS- oder H,N-Gruppe und
mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekiile
der in Stufe a) erhaltenen Maleinimidderivate an ein Molekiil Transferrin, Albumin oder
Polyethylenglykol gebunden sind,

oder das so erhaltene N-Hydroxysuccinimidester-Derivat an Transferrin, Albumin oder an
Polyethylenglykol mit mindestens einer HO- oder H,N-Gruppe mit einer Masse zwischen etwa
5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekiile der in Stufe a) erhaltenen N-
Hydroxysuccinimidester-Derivate an ein Molektl Transferrin, Albumin oder Polyethylenglykol

gebunden sind,

oder thioliertes Albumin mit 2 bis 30 Aquivalenten der in Stufe a) erhaltenen
Maleinimidderivate beladt und mit Transferrin oder einem monoklonalen Antikorper, der gegen
ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist, iiber eine Bismaleinimidverbindung der aligemeinen
Formel X1

Formel X1
0 o
| N—R—2Z—R —N
o )
Z = -CO-NH-(CHp),-NH-CO-, -CO-O-(CHp),-O-CO-,  -C=NH-(CHp),-NH=C-,

-C=N-NH-(CH3);-NH-N=C-, -C=N-NH-CO-(CH2),-CO-NH-N=C-, n = 2-12
konjugiert.

5. Arzneimittel enthaltend eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3 gegebenenfalls

zusammen mit uiblichen Tragern und Hilfsstoffen.

6. Verwendung der Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate nach einem der
Anspriiche 1 bis 3 zur Behandlung von Krebskrankheiten.
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