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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung eines Konjugates von einem Vinca-Alkaloid mit einem Protein oder einem
Protgin-Fragment, der allgemeinen Formel |
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sowie gegebenenfalls einer pharmazeutischen Zusammensetzung |

in der

R, einProteinoder ein Protein-Fragment darstellt;

R, istCOOC,_s-Alkyl oder CO-R; worin R; NH,ist, ein Ester einer Amino-Séure oder eines
Peptids,

R;  bedeutetH, CHj3 CHO;

wenn Rs und Rg einzeln betrachtet werden, ist Rg H und eines von R4 und R; ist Ethyl und das andere

H oder OH; wenn Rg und Rg zusammen mit den Kohlenstoffatomen betrachtet werden, an die sie

gebundan sind, so bilden sie gemeinsam einen Oxiran-Kern und R, ist Ethyl, und A bedeutet ein

bifunktionelles organisches Derivat vom Typ Maleoylaminosdure, Maleoyipeptid oder

Maleoylphanoxy, dadurch gekennzeichnet, dafR man eine Maleoylaminosdure, ein Maleoylpeptid

oder Maleoylphenoxy der Formel,

0

>

in der X eine lineare Alkylerkette mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen bedeutet, oder

eine verzweigte Alkylenkette mit 2 bis 5 Kohlenstoffatomen, eine Cycloalkylenkette mit 3 bis 6
Kohlenstoffatomen, eine Phenylkette mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen, oder die Gruppe R—CH der
natiirlichen Aminosauren

R - CH - COOH;
NH

HOOC - X - N

2
oder das Fragment einer Peptidkette vom Typ - (X;~NH-CO),~X,- bedeutet, indern = 1,2, 3 oder 4
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istund X, eine lineare Alkylenkstte mit 1 bis ' 2 Kohlenstoffatomen, eine verzweigte Alkylenkette mit
2 bis 5 Kohlanstoffatomen, eine Cycloalkylenkette mit 3 bis 6 Kohlenstcffatomen, eine Phenylkctte

mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen, vder die Gruppe R-CH der natiirlichen Aminaséurer darstellt, oder

auchrein Phenyl-Radikal ist; in seiner racemischen Form oder in einer seiner optisch ¢ ktiven Formen,
mit dem Hydroxyl in 4-Stellung einer Verbindung der allgemeinen Formel

H.,CO

kondensiert, in der

R2, R3, R4, Rs, Bg und X die vorgenannten Bedeutungen besitzen, und dadurch, daR® man das
erhaltene Zwischenprodukt mit einem Protein oder einem Protein-Fragment kondensiert, sowie
gegebenenfalls die Verbindung der allgsmeinen Formel | mit pharmazeutisch akzeptablen Triger-
und Fillstoffen, gemaR einer Einheitsdosis von 50mg bis zu mehreren Gramm, gegebenenfalls in
Verbindung mit anderen aktiven Substanzen, mischt.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichriet, daR man die erste Stufe der Kondensation
mit Hilfe eines Chlorameisenséure-alkylesters durchfiihrt, vorzugsweise mit Chlorameisenséure-
ethylester oder Chlorameisenséure -isobutylester, in Anwesenheit einer Amin-Base, wie
Triethylamin, N-Methyl-piperidin oder N-Methyl-morpholin, in einern organischen Lésungsmittel,
wie Ethylacatat, Tetrahydrofuran oder Methylenchlorid, dadurch, daR man das erhaltene
Zwischenprodukt aus dem Reaktionsmedium isoliert, da man es reinigt, und dall man die zweite
Stufe der Kondensation in Gblicher Art und Weise durchfiihrt, und 2war im wiiRrigen Medium bei
einer Temperatur zwischen 4°C und 25°C und einem pH-Wert von 7,5 bis 9,5.

. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da die eine oder die mehreren RCH-
Funktionsgruppen der natiirlichen Aminoséuren, dargestellt durch X oder X;, mitteis an sich
bekannter Schutzgruppen geschitzt sind. ’

. Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR das
Protein Ry Albumin von Rinderserum oder menschlichem Serum, Fetuin oder Immunoglobuline ist.
. Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf} das
Protein R, selektiv behandelt wird.

. Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da R, ein
Immunoglobulin ist, ausgewahlt aus der folgenden Gruppe, gebildet durch:

— lg von Ziege oder Schaf, immunisiert mit carcinoembryonalem Antigen;

—- lg vom Kaninchen anti-LLA;

-— g von Ziege oder Schaf, immunisiert mit carcinoembryonalem Antigen;

— verschiedene Ig vom Affen, anti-LLA, anti-LMA, anti-LLC, anti-LMC;

— lg von Ziege oder Schaf, immunisiert mit Membranen vom Lungencarcinom;

— monoklonale lg, ausgehend von Mause-Hybriden, die

— Antikdrper gegen das menschliche Colo-rektal-Carcinom absondern;
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— monoklonale Ig, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikdrper gegen des menschliche
Melanom absondern;

— mo.oklonale lg, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikrper absondern, die mit
leukdamischen Human-Zellen reagleren;

— monoklonale |g, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikrper absondern, ¢:'e mit
menschlichen Neuroblastom-Zellen reagieren;

— monoklonale lg, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikorper absondern, die mit Antigenen
vom Human-Mammacarcinom reagieren;

— monoklonale lg, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikdrper absondern, die mit den Zellen
des Human-Ovarial-Carcinoms reagieren;

— tonoklonale Ig, ausgehend vor, Méuse-Hybriden, die Antikérper absondern, dis mit Human-
Osteosarcom-Zellen reagieren;

— monoklonale Ig, ausgehend von Méuse-Hvbriden, di> Lung.2ncarcinom-Antikérper absondern;

oder einem Immunoglobulin-Fragment, némlich Fab, Fab’ oder F{ab’), oder monomerem IgM,

erhalten aus einem Antikorper durch Verdauung mit Hilfe eines proteolytischen Lnzyms,

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung neuer Konjugate von Vinca-Alkaloiden des Typs
Indol-Dihydroindol mit Proteinen oder Protein-Fragmenten, die pharmazeutische Eigenschaften aufweisen, insbesondere eine
cytostatische Aktivitat. Die Vinca-Alkaloide des Typs Indol-Dihydraindol, insbesondere Vinblastin, Vincristin und Vindesin,
werden bei der Behandlung von Krebs eingesetzt. Die chemotherapeutische Verwenduny dieser Derivate ist jedoch in der
Wirksamkeit durch ihre Sekundireffekte begrenzt. Dahar wurden bereits zahlreiche Derivate synthetisiert, um diese
Sekundiveffektive zu verringern.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Das Vinblastin und einige seiner Derivata, insbesondare das Vincrisiin oder das Vindesin, wurden schon mit Proteinan,

beispielsweise mit Albumin oder mit verschiedenen Immunoglobulinen, gekuppelt. Daraus resultierten Kupplungsprodukte

oder Verbindungen, sogenannte ,Konjugate”.

v/ir weisen insbesondere auf die folgenden Belegstellen der Literatur hin:

— J.D.Teale, Jacqueline M.Cleugh et V.Marks, Br. J. Clin. Pharm. 4, 169-172, 1977

— C.H.J.Ford, C.E Newmann, J.R.Johnsen, C.S.Woodhouse, T.A.Reader, G.F.Rowland, .. G. Simmends, Br. J. Cancer, 47,
35-42, 1983

— M.J.Embleton, G.F.Rowland, R.G.Simmends, E.Jacobs, C.H.Marsden, R.W.Baldwin, Br. J. Cancer, 47, 43-48, 1983

— J.R.Johnson, C.H.J.Ford, C.E.Newman, C.S.Woodhouse, G.F.Rowland, R.G.Simmonds, Br. J. Cancer, 44, 472-475, 1381

-— Eli Lilly Eur. Pat. Applic., Publ. n° 56.322, 21.7.82

— R.A.Conrad, G.J.Cullinan, K.Gerzan, G.A.Poore, J. Med. Chem. 22, 391, 1979

— EliLilly. U. K. Pat. Appiic., Publ. n°2.137210,3.11.84

-~ Onru Chem., Eur. Pat. Applic., Publ. n° 124.502.7.11.84,

Di-, Kupplung dieser Indol-Dihydroindol-Derivate surde nicht nur mit dem Ziel durchgufiihrt, neue immunologische Reag.azien

zur Verfiigung zu stellen, sondern vor allem in Hink ir « auf die Herstellung von wirksameren, selektiveren und weniger toxischen

Anti-Tumor-Substanzen.

Bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt wurden zwei Typen der Fupplung in Erwégung gezogen:

a) die Kupplung an C, (iber das Zwischenprodukt eines Azid-Derivats (EP-PS 56322).

b) Die Kupplung an C, Giber das Zwischanpr-dukt einer Estergruppe, abgelsitet von der Hydroxyl-Gruppe dos Kohlenstoffs in
4.Stellung de:  nca-Alkaloid-Geriistes (GB-PS 2137210; EP-PS 124502).

Ziel dor Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung von neuen Vinblastin-Derivaten mit starker Antitumorwirkung, die keine unerwiinschten
Nebenwirkungen verursachan. :

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Konjugate von einem Vinca-Atkaloid mit einem Protein mit dan gewiinschten
Eigenschaften und Verfahren zu ihrer Herstellung aufzufinden.

ErfindungsgemiR werden neuse Produkte hergestellt, die Konjugate von Vinca-Alkaloiden des Typs Indol-Dihydroindol mit
Proteinen oder Protein-Fragmenten darstellen. Erfindungsgeman erfolgt die Kupplung ebenfalls iiber das Zwischenprodukt
einer Estergruppe, die von der Hydroxyl-Gruppe des Kohlenstoffs in 4-Stellung des Yinca-Alkaloid-Geriistes abgeleitet ist.
Der Gegenstand der voriiegenden Erfindung basteht insbesondere in Konjugaten von Vinca-Alkaloiden des Typs Indol-
Dihydroindal mit einem Protein oder einem Protein-Fragment, entsprechend der allgemeinen Formel | I
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inder

R, ein Protein oder ein Protein-Fraginent darstellt;

Rz ist COOC,_,-Alkyl oder Co-R;, worin R, NH, ist,

ein Ester einer Aminoséure oder eines Peptids;

R; bedeutet H, CH;, CHO;

wenn Hs und Rg einzeln betrachtet werden, ist Rg H und eines von R4 und R; ist Ethyl und das andere H oder OH;

wenn Rs und Rg zusammen mit den Kohlenstoffatomen betrachtet werden, an die sia gebunden sind, so bilden sie ggmeinsam
einen Oxivan-Kern und A bedeutet ein bifunktionelles organisches Derivat vom Typ Maleoylaminosiiure, Maleoylpeptid oder
Maleoylphenoxy.

Diese erfindungsgeméBen Konjugate sind dadurch gekennzeichnet, daR das Protein oder das Protein-Fragment mit der Vinca-
Verbindung iiber das Zwischenprodukt einer Arm-Verbindung gekuppelt wird, durch vorherige Kondensation des
4-Desacetylindol-dihydroindol-Vinca-Alkaloids mit einem bifunktionellen organischen Derivat vom Typ Maleoylaminoséure
oder Maleoylpeptid der allgemeinen Formel '

0

\
HOOC- X = ff ”
/

0

— wobei im Fall der Maleoylaminos#uren X bedeutat:
eine lineare Alkylenkette mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen;
gine verzweigte Alkylenkette mit 2 bis 5 Kohlenstoffatomen;
eine Cycloalkylenketta mit 3 bis 6 Kohlenstoffstomen;
eine Phenylkatte mit 3 bis 8 Kohlenstoffatome:. .
Wenn das bifunktionslle Derivat vom Typ Maleoylaminoséure Ist, bedeutet X zusatzlich zu den obangenannten Werten dio
Gruppe R-CH der natirlichen Aminosiduren R-CK-COOH. In diesem letzten 7 all versteht es sich von selbst, daf} die Funktionen
H;
durch die in der Paptid-Synthese tibliche Schutzg ‘uppen geschiitzt werden kénnen, wenn die R-CH Gruppe reaktionsfhig ist.
— wobei im Fall der Maleoylpeptide X bedeutet:
cin Fragment der Peptid-Kette-(X,~-NH-CO},-X,~warin n = 1, 2, 3 oder 4 ist und X, dio gleiche Bedoutung wie X in der oben
beschriebenen Form biesitat.
— wobei X ebenfalls ein Phenyl-Radikal darstellen kann: wenn das oben definlerts hifunktionolle Derivat Asymmetrie-Zentren
aufwoist, so kann es in der racemischen Form oder in einer seiner optisch aktiven Formen verwendet werden.
Insbesondere kdnnen die erfindungsgemaRen Konjugate durch die folgende Forme! dargaestelit werden:
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in der
R, ein Protein oder ein Protein-Fragment darstelit;
Xist so beschaffen, wie oben definiert;
R ist COOC,_3-Alkyl uder CO-R;, worin R; NH, ist oder der Ester einer Aminosiure oder eines Peptids;
RJ istH, CH3, CHO;
wenn Rs und Rg einzeln betrachtet werden, ist RgH und eines von R, und Ry ist Ethyl und das andere H oder OH;
wenn Rs und Rg zusammen mit den Kohlenstoffatomen betrachtet werden, an die sie gebunden sind, so bilden sie gemeinsam
einen Oxivan-Kern und Ry ist Ethyl.
Die Verbindungen mit der vorstehenden Formel kénnen gattungsmiBig beschrieben werden als
— Vinblastin-Derivate, in denen R, COOCH; ist, Ry Methyl ist, R, Hydroxyl darstellt, Rs Ethyl bedeutet und R¢ Wasserstoff ist;
— Vindesin-Derivate, in denen R, CO-NH, ist und Ry, Ry, Rs und R, die obengenannten Badeutungen fiir die Vinblasin-Derivate
besitzen;
— 23-Vinblastinoyl-aminoséuren-Derivate, in denen R, CO-R, ist, worin R, den Ester einer Aminosaure odor eines Pgptids
darstellt ur 1R;, Ry, Rs und R; die obengenannten Bedeutungen fiir die Vinblastin-Derivate besitzen;
— Vincristin-verivate, in denen R, COOCH, ist;
Ry Formyl ist, R, Hydroxyl darstellt, R; Ethyl bedeutet und R; Wasserstoff ist;
— Leurosidin-Derivate, worin R, COOCH, ist,
Ry Methyl ist, R, Ethyl darstellt, Rs Hydroxy! bedeutet und Rs Wasserstoff ist:
— 4-Deoxy-VLB-,A"-Derivate, in denen R, COOCH; ist, R; Methyl darstellt, Ry und R Wasserstoff bedeuten und RBs Ethvl ist,
— 4-Deoxy-VLB-,B"-Derivate, in denen R, COOCH, ist, R; Methyl darstellt, Ry Ethy! ist und Rs und Rg Wasserstoff bedeuten;
— Leurosin-Derivate, in denen R, COOCHj ist,
R; Methyl darstelit, Ry Ethyl ist und R; und Rg zusammen eine Epoxid-Bindung bilden.
Das bifunktionelle Derivat vom Typ Maleaylaminoséaure kann aus der Kondensation eines N-Alkoxymaleimids mit einer
natlirlichen oder nicht natiirlichen Aminosaure stammen. Im Fall der Kondensation mit Glycin ist X = CHj; mit Alanin X = CH--
CHj; mit B-Alanin X = (CH,),; mit Phenylalanin X = CH-CH,-CgHs; mit a-Amino-Buttersiure X=CH-CH,~CH,; mit Valin X = CH-
CH-(CHy);; mit Norvalin X = CH-CH,~CH,~CH3; mit Leucin X = ~CH-CH,-CH—{CH,),; mit Isoleucin X =
~” ([t
-cH - cff C2lls
\CH3

mit Norleucin X = CH-(CH,);-CH,; mit 6 Aminocapronsiure X = (CH,);; mit 11-Arnino-undecansaure X = (CHa)o; mit 12-
Amidodecanséure X = (CHy)y,.

Das bifunktionelle Derivat vom Typ Maleoylpeptid kann ebenfalls aus der Kondensation eines N-Alkoxymaleimids mit einem
Dipeptid oder einem Tripeptid stammen, um ein Derivat -(X,~NH-CO-),X, zu ergeben, worin X, die gleiche Bedeutung besitzen
kann wie oben fiir X beschrieben. '

Die Proteine, die vorteilhafterweise verwendet werden konnen, sind insbesondere Aibumin von Rinderserum oder
manschlichem Serum, Fetuin oder Immunoglobuline.

Die verwendeten Proteine kann man ebenfalls behandeln, um sie selektiv zu modifizieren. Diese Modifizierungen erméglichen
es, Protein-Konjugate zu erhalten, die bei ihrer therapeutischen Anwendung vorzugsweise im Bereich gewisser Gewebe
konzentriert werden, beispielsweise in der Leber. Es ist daher maglich, vor der Kondensation des Vinca-Alkaloid-Derivates mit
dem Protein dieses letztere zu galactosylieren.

Die zu den Antigenen der Oberflache von malignen Zellen spezifischen Immunoglobuline und die Techniken zuihrer Herstellung
aus immunisiertem Tierserum oder durch Kultur von Hybriden, die inonoklonale Antikdrper absondern, sind bekannt.

Der bevorzugte Typ von Antikérper fiir die erfindungsgeméRe Verwendung ist ein Immunogtobulin der Klasse IgG menschlichen
Ursprungs.
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Juedoch sind die Immunoglobuline anderer Arten auch in die vorliegende Erfindung singeschlossen. Einige reprisantativoe

Immunoglobuline sind die folgenden:

-- 1g von Ziege nder Schaf, immunisiert mit carcinomembryonalem Antigen,

-~ lg vom Kaninchen anti-LLA,

— verschiedene Ig vom Affen, anti-LLa, anti-LMA, anti-LI.C, anti-LMC,

— ly von Ziege oder Schaf, immunisiert mit Membranen vom Lungen-carcinom,

— monoklonale IG, ausgehend von Mause-Hybriden, die Antikérper gegen das manschliche Colo-rectal-Carcium absondarn,

— monoklonale 1G, ausgehend von Miluse-Hybriden, die Antikérper gegen das mensch!,icho Melanom absondern,

-~ monoklonale g, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikdrper absonrarn, die mit leukdmischen Human-Zellen reagiaren,

— monoklonale Ig, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikérper absondern, die mit mer.schlichen Neuroblastom-Zellen
reagieren

— monoklonale Ig, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikérper absondern, die mit Antigenea vom Human-
Mammacarcirom reagieren.

— monoklonale Iy, ausy shend von Miuse-Hybriden, die Antikérper absondern, die mit den Zellen des Human-Ovarial-
Carcinoms reagieren,

— monoklonale lg, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Antikdrper absondern, die mit Human-Ostaosarcom-Zellen reagieren,

— monoklonale Ig, ausgehend von Méuse-Hybriden, die Lungencarcinom-Antikorper absondern.

Die Konjugate kénnen ebenfalls hergestelit warden mit Immunoglobulin-Fragmenten, nimlich den Fragmenten Fab, Fab' oder

F(ab'); oder monomeren IgM, erhalten aus einem Antikérper durch Verdauung mit Hilfe eines proteolytitchen Enzyms.

Die Konjugate der varliegenden Erfinuung werden in einer ersten Stufe durch Kondensation einer Maleoylaminoséure odereinas

Maleoylpeptids mit dem Hydroxyl in 4-Stellung eines 4-Desacetyl-indoldihydroindol-Vinca-Alkaloids der Formel Ii erhalten, um

ein Darivat der formel Hl 2u ergeben )

SR
N

~ “/\ -

-

- COOCH

. 3 e e oo}

( ] [ ’ 0

11

inder X, Ry, Ry, R4, R; und R die oben erwihnte Bedeutung besitzen.

In einer zweiten Stufe werden die Vinca-4-carboxy-malaoyl-Derivate i’er Formel lll dann mit einem Protein oder einem Protein-
Fragment kondensiert, und zwar durch Addition von entweder freier: Thiol-Gruppen ader von freien Amino-Gruppen des
Proteins, beispielswaise den vom Lysin-Rest des Proteins stammenden Amino-Gruppen, mit der olefinischen Doppelbindung
des Maleimids, gemaR einem Additions-Mechanismus vom Typ Michael (Means, G.E. et Feenay, R.E.; Chemical modification of
proteins, 1971, S.110-133, Holden, Day Inc., San Francisco), um die Konjugate det Formel | zu ergeben.

Vom chemischen Gesichtspunkt aus wird die Herstellung der Maleoylaminosiuren oder der Maleoylpeptide gemaR den von
Q.Keller und J.Rudinger, Helv.58, 631 (1975), von D.H.Rich, ".D. Gesselchen, A. Tong, A.Cheung und C.K.Buckner; J. med.
Chem., 18, 1004 (1975) und von A. Sato und M. Nakao; J. Bicchem., 90, 1117 (1981) beschriebenen Methoden realisiert.

Die Kondensation der Maleoy!-Derivate mit dem Vinca-Alkaloid kann in klassischer Art und Weise mit Hilfe eines
Chlorameisensdure-Alkylesters durchgefiihrt werden, verzugsweise mit Chlorameisensiure-Ethylester oder -Isobutylester, in
Anwesenheit einer Arnir -Base wie Triethylamin, N-Metaylpiperidin, N-Methyl-morpholin, und in einem organischen
Losungsmittel wie Ethylacetat, Tetrahydrofuran oder Methylenchlorid.

Das erhaltene Derivat wird aus dem Reaktionsmedivm isoliert und mit Hilfe von in der Chemie angewendeten, klassischen
Methoden gereinigt.

Es kann auch jede andere Methode zur Aktivierurg der Carbonséure-Gruppe der Maleoylaminosaure oder des Maleoylpeptids,
insbesondere die in der Peptid-Chemie iiblichen Methoden, bei diesem Kondensationstyp angewendet werden, um die
Kondensation mit dem Vinca-Alkaloid durchzt:f(ihren.

Insbesondere in dem Fall, wo X Phenyl bedeutet, wird die Kondr.nsation mit 3-N-Succinimidyl-maleimidobenzoat durchgefihrt,
erhalten geméaf der von T. Alkawa, J. Biochem., 79, 233 (1976) und von M. J. 0'Sullivan et al., Anal. Biochem., 100, 100 {1979)
beschriebenen Methode. .

Die Herstellung der Konjugate kann durch Reaktion des Proteins, des monoklonalen oder des polyklonalen Antikorpers mit der
Vinca-Verbindung der Formel lll uinter kiassischen Bedingungen erfolgen, beispielsweise im wiélrigen Medium bei einer
Temperatur zwischen 4°C und 40°C und einem pH-Wert von 7,5 bis 9,5.
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Die Ar.zahl der verkniipften Raste kann von der Konzontration der Reaktionspartner und der Nauer der Reaktion abhdngen, im
allgemaeinen liegt die Zahl jedoch zwischun 6 und 20.

Boispielsweise wird eine Losung der Verbindung der Formel Ill, in einern organischen Lésungsmiltei,wiu Dioxan, tropfenweise
2u einer gepufferten Losung des Proteins gegeben, z. B. unter Verwendung eines 0,1 M-Phosphatpuffers vom pH-Wert 8,2. Nach
ciner Nacht bei gewdhnlicher Tomperatur wird das Konjugat mittels Gelfiltration isoliert, durch Ultrafiltration konzentriert und
sterilisiert. Der Gehalt an Prot-sinen wird nach der Methode von Lowry gemaessen und der Gehalt an Alkaloiden durch Massung
der Radioaktivitit eingescha‘zt.

Die mit den erfindungsgemaBen Verbindungen durchgefiihrten Versuche ,in vitro” und »invire”, um ihre Anti-Tumor-Aktivitat
2u demonstrieren, zeigen, dafl die Bildung des Konjugates iiber das Zwischenprodukt einer Maleoyl-Bindung

09

0~CO~4A~-N

7=\

vorteilhafter sein kann als iiber eine Bindung 0-CO-X-Co. Die Maleoy!-Bindung erméglicht numlich gleichzeitig die Konjugation
der freien Thiol-Gruppen und der Ainino-Gruppen des Proteins oder des Protein-Fragments. AuBBerdem zeigt die Umsstzung
durch lysosomiale Enzyme eine viel umfangreichere Freisetzung des Vinca-Alkaloids im Fall der Maleoy! Bindung. Die Konjugate
sind ebenfalls im Serum und im sauren pH-Bereich stabiler.

Die erfindungsgemafen Verbindungen wurden an Mausen BDF, getestet, bei denen eine Leukimie P 388 auf intra-paritonealem
Weg implantiert wurdle. Die ersten Resultate zeigen, daf die Verbindungen an diesem Experimental-Modell eine signifikante
Aktivitat aufweisen, da sie eine Erhohung der Uberlebenszeit induzieren.

Die neuen erfindungsgemiRen Konjugate weisen insbesonc ere interessante Anti-Tumor-Eigenschaften auf und sind daher
geeignet, in der Human-Therapeutik verwendet zu werden.

Bei ihrer therapeutischen Anwendung werden die erfindunasgemaBen Verbindungen vorzugsweise auf parenteralem Wege
verabreicht, gelést in einem pharmazeutisch akzeptablen Losungsmittel. Physiologisches Wasser oder andere Pufferlosungen,
beispielsweise mit einem Phosphat, sind geeignete Lésungsmittel. Dar Wirkstoff wird im allgemeinen ir. einer Dosierung
verabfolgt, die von 50mg bis zu einigen Gramm schwanken kann.

Die erfindungsgemaRen Verbindungen kénnen auBerdem in Kombination mit anderen Anti-Tumor-Mitteln eingesetzt werden.

Ausfiihrungsbeispiel

Die folgenden Beispiele itlustrieren in nicht einschrankender Weise das Verfahren, das zu de» erfindungsgeméRen
Verbindungen fiihrt.

Beispiel 1: N-Carbomethoxy-maleimid

Eine Lésung von 3,8 (0,64 Mol) Maleimid und 4 (0,04 M) Triethylamin in 1560 ml Ethylacetat wird bei einer Temperatur von 0°C
mit 3ml (0,04 Mol) Chlorameisensiure-methylester, gelostin 20ml Ethylacetat, behandelt. Nach 1 Stunde Rithren wird der
Niederschlag abfiltriert und mit Ethylacetat gewaschen. Die organischen Phasen werden vereinigt, mit Wasser gewaschen, iiber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und unter Vakuum bis zur Trockne eingedampft. Der Ruckstand, kristallisiert in einer
Ethylacetat-Isopropylether-Mischung, ergibt 4,19g N-Carbemethoxy-maleimid. NMR-Spektrum:;

(CDCly,5): 6,75 (2H,S)f, 3,9 (3H, S).

Beispiel 2: N-Maleoyl-L-analin

Eine Losung von 2,3g (0,025M) L-Alanin in 160 ml gesdttigter Natriumbicarbonat-Ldsung wird bei einer Temperatur von 0°C
unter kréftigem Rithren mit 3,87 g (0,026 \*) N-Carbomethoxymaleimid behandelt. Nach einer Stunde wird die Lésungs mit
200mIl Wasser verdiinnt und bei einer Temperatur von 40°C eine Stunde lang geriihrt. Der pH-Wert der Losung (8,2) wird dann
durch Zugabe von konzentrierter Schwefelsiure auf 6,4 gebracht. AnscilieBend wird die Lésung auf 100mi konzentriert, durch
Zugabe von 1M-Schwefelsiure auf pH2 angesiuert und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen werden
vereinigt, iber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und unter Vakuum bis zur Trockne eingedampft,

Der erhaltene Riickstand wird mittels Chromatographiz tiber eine Kieselerde-Kolonne (Elution Chloroform/Essigsaure 95/5)
gereinigt. Man erhéit auf diese Weise 1,2g N-Meleoyl-L-alanin.

Ausbeute 48%

IR-Spektrum (kBrjcm ™ ': 3400,3100,2930, 1780, 1740,
1700, 1460, 1420, 1390, 1370,
1345,1220,1175,1118, 1080,
1068,1015, 970, 835, 700.

NMR-Spektrum (CDCL;)5: 6,7(2H,S); 4,8; (1H, g); 1,65(3H, d).

Beispiel 3: N-Maleoyl-6-aminocabronsiure

Eine Losung von 4,29 (32,2mM) 6-Amino-capronsaure in 163ml einer geséttigten Natriumbicarbonat-Losung wird bei einer
Temperatur von 0°C unter kraftigem Rithren miy 5g (32,3mM) N-Carbomethoxymaleimid behandelt. Nach einer Stunde wird die
Losung mit 266 ml Wasser verdiinnt und bei Umgebungstemperatur eine Stunde lang geriihrt. Der pH-Wert der Lésung (8,2) wird
dann durch Zugabe von konzentrierter Schwefelsidure auf6,4 gebracht. AnschlieRend wird die Losung auf 100mi konzentrierter,
durch Zugabe von 1M-Schwefelsaure auf pH2 angeséuert und dreimal mit Ethylacetat extrahiert, Die organischen Phasen
werden vereinigt, (iber wasserfreiem Natriumsulfat getracknet und unter Vakuum bis zur Trockne eingedampft. Der erhaltene
Ruckstand wird mittels Chromatographie tber eine Kieselerde-Kolonne {Elution Chloroform/Essigsaure 95/5) gereinigt. Man
erhilt auf diese Weise 4,7g N-Maleoyl-6-amino-capronsaure.
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Ausbeuta: 51%
IR-Spektrum (kBr, cm '): 3090, 2940, 2880, 1770, 1710, 1470, 1450, 1389, 1370, 1340, 1315, 1260, 1210, 1135, 1110, 1140, 1 100,
1015, 1000, 815, 840, 735, 700.

Belspiol 4: Y*IN-Maleoyl)-L-glutaminsiure-methylester
Eine l.dsung van 1g (6,2mM) y-L-Glutaminsiiure-methyluster in 31,2ml einer gesiittigten Natriumbicarbonat-Losung wird bei
einar Temperatur von 0°C unter kréftigom Rithren mit 961 mg (6,2mM} N-Carbomethoxy-maleimid behandelt. Nach einer
Stunde wird die Losung mit 126 mi Wasser verdiinnt und eine Stunde lang bei einer Temperatur von 40°C geriihrt. Der pH-Wert
der Losung (8,2) wird dann durch Zugabe von konzentrierter Schwefelsdure auf 6,4 gebracht. AnschlieRend wird die Lésung auf
50 ml konzentriert, durch Zugabe von 1 M-Schwefelsaure auf pH 2 angeséuert und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die
organischen Phasen werden verainigl, Gberwasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und untn Vakuum bis zur Trackne
eingedampft. Der crhaltene Riickstand wird mittels Chromatographie (ibet aine Kieselerd:2» Kolonne (Elution Chloroform/
Essigsiure 95/5) gervinigt. Man erhalt auf diese Weise 956 mg reines Produkt.
Ausbeute: 49%
NMR-Spaktrum: 60: ,2(S, H Saure); 6,5 (S, Maleimid);

4 ,6(m,CH*); 3,5(S, OCH,);

2,3(m, CH,Glu)
IR-Spektrum (kBr)em ': 3470,3110,2960, 1775, 1750-1690, 1440, 1410, 1265-1 130, 1390, 1015, 830, 700.

Beispiel 5: N-Maleoyl-L-isoleucin

Gemil der Arbeitsweisa von Beisniel 2 ethalt man N-Maleoyl-L-isoleucin, indem man 424mg (3,22 mM) L-Isoleucin mit 500 m|
(3,2mM) N-Carbomethoxy-maleimid behandelt.

Ausbeute: 20%

Massensprektrum (CDI, Isobutan): 432 (2M + 1), 3562, 270,212 (M + 1), 7188, 1CS, 132, 123,

NMR-Spektrum (CDCl,) 5: 8,55 (Ep., OH); 6,85 (2, S, Maleimid-Doppelbindung); 4,65 (1, d, CH); 2,6 {m, 1, CH); 1,28 (d, CH,); 1,1
{m, CH3).

Reispiel 6: a-{N-Maleoyl)-L-aspartansaure-benzylester

Eine Losung von 1g14,48mM) a-L-Aspartanséure-benzylester in 22 5m| einer gesittigten Natriumbicarvonat-Lésung wird bei
einer Temperatur von 0°C unter kréftigem Rithren mit 694 mg (4,48 mM) N-Carbomethoxymaleimid behandelt.

Nach siner Stunde wird Jie Losung mit 91 ml Wasser verdiinnt und bei einer Temperatur von 40°C 1 Stunde lang gefiihrt. Der
pH-Wert der Losung (8,2) wird dann durch Zugabe von konzentrierter Schwefelsaure auf 6,4 gebracht. AnschlieBend wird die
Losung auf 50ml konzentriert, durch Zugabe von 1M-Schwefelséure auf pH2 angesauert und dreimal mit Ethylacetat
extrahiert.

Die organischen Phasen werden vereinigt, liber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und unter Vakuum bis zur Trockne
eingedampft.

Der ~rhaitene Riickstand wird mittels Chromatographie Gber eine Kieselerde-Kolonne (Elution Chloroform/Essigséaure 95/5)
gerei (igt. Man erhélt auf diese Weise 267 mg reines Produkt.

Ausbeute: 20%

NMR-Spektrum (CD;0D, 60 mH,, ppm):

7,1 (5H, m, H Benzyl); 6,6 (2H, S, D,, Maleimid); 5 (2H, S, CH, Ben:yl); 3,1 (2H, m CH,).

IR-Spektrum (kBr,cm ');

3060, 1765, 1745, 1720, 1410, 1270, 830, 740, 700.

Beispiel 7: N-Maleoyl-11-amino-undecanséure

Eine Lésung von Maleinsdureanhydrid (2,49, 24,8mM) in 10,1 ml Essigsdure wird zu einer Losung von 11-Aminoundecanséiure
(59, 24,8mM) in 30ml Essigsédure yegeber und cie Mischung 3 Stunden lang bei Umgebungstemperatur kriftig geriihrt.

Der weilRe Niederschlag wird abfiltriert, mit kalte r Essigsdure gewaschen und getrocknet (6,3g, 21,1 mM, 85%). 3g des
Niederschlages (10,00mM) werden in trocknem Toluen (300 mi) gel6st und mit Triethylamin (2g, 22,2mM) behandelt. Die
Losung wird in einem Dean-Stark-Apparat mittels kriftigem Rihren unter RuickfluR gehalten, bis zum Verdampfen des To'uens.
Das Produkt wird {iber eine Kieselerdc-Kolonne (Elution Chloroform/Essigsaure 95/5) gereinigt. Man erhilt auf diese Weise
1,06g N-Maleoyl-11-amino-undecanséure.

Ausbeute: 37%

NMR-Spektrum (60 mH,, CDCla, ppm); .
8,8 (bp, COOHY); 6,5 (214, S, d), Maleimid); 3,4 (2H, m, CH,); 2,3{2H, m, CH,); 1,2 (16H, bp, 8 CH,).

IR-Spektrum (kBr,cm ™'): 3450, 3100, 2910, 2850, 1770, 1700, 1610, 1690, 1470, 1450, 1420, 1375, 1340, 1310, 1280, 1240, 1180,
1125, 840, 700.

Beisptel 8: N-Msleoyl-12-amino-dodecansaure

Eine Losung von Maleinsdureanhydrid (2,289, 23,22mM)in 9,6 ml Essigsaure wird zu einer Losung von 12-Amino-dodecansiure
(59, 23,22mM) in 28mi Essigsaure gegeben und die Mischung 3 Stunden lang bei Umgebungstemperatur kréftig geriihrt. Der
weife Niederschlag wird abfiltriert, mit kalter Essigséure gewaschen und getrocknet (6,2g, 20,9mM, 86%). 4,99 (15,9mM) des
Niederschlages werden in trockenem Toluen (500 m!) geldst und mit Triethylamin (4,9ml, 35mM) behandelt. Die Losung wird in
einem Dean-Stark-Apparet mittels kraftigem Rihren unter RickfluB gehalten, bis zum Verdampfen des Toluens. Das Produkt
wird liber eine Kieselerde-Kolonne (Elution Chloroform/Essigsdure 95/5) gereinigt. Man erhélt auf diese Weise 1,38 g N-Maleoy!-
12-amino-dodecansaure.

Ausbeute: 29%

NMBR-Spektrum (60mHz, CDCl,, ppm); 6,52 (2H, s, d 1, Maleimid); 3,42 {2H, m, CH,) 2,3(2H, m, CH,); 1,26 (18H, broad peak,
97°CH,-).

IR-Spaktrum (kBr, cm™'):

3450, 3080, 2920, 2825, 1770, 1470, 1450, 1440, 1415, 1380, 1340, 1300, 1260, 1250, 1205, 1120, 920, 840, 700.
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Beispiol 9; 4-{N-Maleoyl)-L-alanyl-Vinblastin

Zu einer Losung von 1,52 (0,009 M) N-Malaoylalanin und 1,26 ml {0,009 M) Triathylamin in 10ml Ethylacatat, gekihlt auf eine
Temperatur von 0°C, gibt man tropfenwaise aine Losung von 1,17 mi {0,009M) Chloramelsensaura-isobutylester in 5mi
Ethylacetat.

Man riihrt 172 Stunden lang bel einer Tamperatur von 0°C und figt dann 2,39 (0,003 M) 0-4-Dencoty!-Vinblastin in Ldsung von
20mi Ethylacetat hinzu, wobei man die Temperatur bei 0°C hiit. AnschlieRend 188t man auf Umgebungstemperatur ansteigen
und riihrt die Mischung 10 Stunden lang. Dann gibt man 50ml Ethylacotat und 60ml einer wilBrigen 10%igen
Natriumcarbonatldsung hinzu. Man rithrt, dekantiert und trennt die organische Phase ab. Die wiRrige Phase wird dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit einer wiRrigen Losung gewaschan, {iber
Magnesiumsulfat getrocknet und unter Vakuum his zur Trockne eingadamoft. Der erhaltene Riickstand wird mittels
Chromatographia tiber eine Kiaselerde-Kolonne (Elution Dichlorm ethan/Methanol 92/8) gereinigt. Man erhalt auf diese Weise
1,869 dos reirnen Produktes.

Ausbeute: 67,6%

Masscansprektrunt {DCI, Isobutan): 935 (M + 14),922 (M + 1), 921 (M), 751, 693, 519, 445,371, 133.

NMR-Snektrum {CDCl,, 360 MHz, ppm):

8 (Nh, 1H); 7,b-7 (4H, H-p', H-10'H=11", H-12'); 6,7 (2H, Anhydrid); 6,66 (1H, H--14}; 605 (1H, H-17); 5,85 (1H, H-7); 5,45 (1H,
H-4); 5,15 (1H, H-6); 4,8 (1H, CH); 3,95 (1H, H-17'); 3,85 (3H, ~-OMu); 3,78 (3H, -OMe); 3,7 (1H, H-2); 3,6 (3H,-OMe); 2,7{(3H,
NMe); 1,72 (3H, CH; Alanin); 0,9-0,8 (6H, CH3-21, CH5-21').

Beispiel 10: 4-(N-Malaoyl)-6-amino-caproyl-Vinblastin

Zu einor Lsung von 604mg {2,861 mM) N-Maleoy!-6-amino-capronséure und 514l (4,65mM) N-Methylmorpholinin 4m!
Ethylacetat, gekiihitauf eine Temperaturvon 0°C, gibt man tropfenwaeise eing Losung von 37111{2,861 mM) Chlorameisensdure-
isobutylester in 1 m! Ethylacetat. Man rihrt 3 Minuten lang bei einer Temperatur von 0°C und gibt dann 5650mg (0,715 mM)
0-4-Deacetyl-vinblastin in Lésung von 1 ml Ethylacetat hinzu, wobei man die Temperatur bei 0°C halt. AnschlieBend laBt man auf
Umgebungstemperatur ansteigen und riihit die Mischung 10 Stunden lang. Man filtriert die Losung und die Ethylacetat-Phase
wird unter Vakuum bis zur Trocknie eingedampft. Der erhaltens Riickstand wird mittels Chromatographie Uber eine Kiesalerde-
Kolonne (Elution Dichlormet*.:an/Methanol 94/4) gereinigt. Man erhilt auf diese Weise 263 mg des reinen Produkts.

Ausbeute: 23%

Massensprektrum (DC, Isobutan): 993, 979; 965 (M* + 4); 963 (M* + 2); 961 (M*); 946; 933; 920; 906; 812; 754, 693.
IR-Spektrum (kBr, cm™'): 3400; 350; 2940: 1740; 1700; 1615;1500; 1460; 1440; 1410; 1370; 1220; 1170; 1040.
NMR-Spektrurn (CDCly, 360MHz, ppm}:

7.47-712(4H, m, H'", H'?, H'¥ 1H"); 6,65 (2H, 5, d 1 Maleimid); 6,55(14,s,H'); 6,05(1H,s,H"); 5,82(1H,m, H'); 5,42(1H, s, HY);
5,25(1H, m, H¥); 3,92 (1H, m, H); 3,77 (6H, s, OCK, CPOOCH); 3,70 (114, 5, Hz); 3,6 (3H, 5, C'* O0CH,); 2,7 (3H, 3, NCH,); 2,32 (m,
CH, Aminocapron); 1,62 {m, CH,; Aminotapron); 0,9-0,8 {6H, t, CH;21 + CH;21').

Beispiel 11: 4-(N-Maleoyl)-L-glutamyl-y-metgylester-Vinblastin

Zu cinar Lésung von 282mg (1,170mM) N-Maleoyl-L-glutaminsiure-y"methylester und 163l (1,170 mM) Triethylaminin 1,4ml
Ethylacetat, gekiihit auf eine Temperaturvon 0°C, gibt man tropfenw eise eine Losung von 152 (1,170mM) Chiorameisenséure-
isobutylester in 1ml Ethylacetat. Man riihrt 4 Minuten lang bei einer Temperatur von 0°C und gibt anschlieBend 300mg

{0,390 mM) 0-4-Deacetyl-Vinblastin in Lésung von 1 mi Ethylacetat hinzu, wobei man die Temperatur bei 0°C halt. Dann [aRt man
auf Umngebungstemperatur ansteigen und riihrt die Mischung 10 Stunden lang. Man filtriert die Lésung und die organische
Phase wird unter Vakuum konzentriert. Der erhaltene Riickstand wird mittels Chromatographie (iber eine Kieselerde-Kolonne
(Etution Ethanol/Ethylacetat 30/90) gereinigt. Man erhlt auf diese Weise 22mg des reinan Produkts.

Ausbeute: 38%

Massenspektrum (DCI, Isobutan): 1036, 1022, 1009, 995 (M* 4 4),992M"* + 1),937, 885,811, 751, 694, 635, 541.
NMBR-Spektrum (CDClg, 360MHz, ppm): 9,4 (1H, m, OH); 8 (1H, s, NH, Ind.); 7,6-7,10 (4H, m, H"", H", H'3, H"); 6,7 (2H, s, d1
Maleimid); 6,58 (1H, sH'); 6,06 (1H, s, H'"); 5,80 (1H, m, H"); 5,48 (1H,s,H*); 5,25 (1H, m, H°); 4,73(1H, m, CH*Glu); 3,95 1H, m,
HY): 3,85(3H, s, OCHAr); 3,75 (3H, s, C°O0CH,); 3,63(3H, 5, C'°00CH;); 3,58 (3H, s, OCH,Glu); 2,80 (3H, s, NCH3); 2,238 {m, CH,,
Glu); 0,9-0,8 (6H, t, CH321 + CH;21'). :
IR-Spektrum: (kBr, cm™'): 3430, 1740, 1715, 1615, 1500, 1460, 1430, 1405, 1385, 1250, 1225,1 030, 1005, 825.

Beispiel 12: 4-{N-Maleoyl)L-Isoleucyl-Vinblastin

Zu einer Lésung von 150mg (0,7109mM) N-Maleoy!-L-isoleucin und 991 {0,7109 mM) Triethylamin in 1 ml Ethylacetat, gekiihit
aufeine Temperatur von 0°C, gibt man tropfenweise eine L 6sung von 92l {0,7109mM) Chlorameisenséure-isobutylesterin 1ml
Ethylacetat. Man riihrt 3 Minuten lang bei einer Temperatur von 0°C und gibt dann 182mg (0,237 mM) 0-4-Deacetyl-Vinblastin in
Losung von 1mi Ethylacetat hinzu, wobei man die Temperatur bei 0°C halt. Anschliefend 1aRt man auf Umgebungstemperatur
ansteigan und riihrt die Mischung 10 Stunden lang. Man filtriert die Losung und die Ethylacetat-Phase wird unter Vakuum bis zur
Trockne eingedampft. Der erhaltene Riickstand wird mittels Chromatographie iiber eine Kieselerde-Kolonne (Elution Ethanol/
Ethylacetat 30/90) gereinigt. Man erhilt auf diese Weise 133mg des reinen Produktes.

Ausbeute: 40%

Massenspektrum {DCI, Aceton): 1039,963 (M* + 2); 904; 812; 769; 728, 637, 593; 549.

IR-Spektrum (kBr, cm™': 3480-3400; 2960; 2920; 2880; 1775; 1740; 1710; 1610; 1500; 1460; 1430; 1380; 1250; 1220; 1040;
1000; 830; 740.

NMR-Spektrum (CDC!3, 360 Mi 1z, ppm): 9,4 (m, OH); 7,6-7,1 (4H, m, CH arom. 11'~12'-13'-14'); 6,65 (2H, s, d, Maleimid-
Bindung); 6,6 (1H, S, C*-H); 6,06 (1H,s, C'-H); 5,8 (1H, s, C’-H); 5,45 (1H, S, C*-H); 6,25 (1H, m, C*-H); 4,5 (1H, d, C-H); 3,85
(1H,m, H"): 3,8 (3H, 5, OCH3Ar); 3,76 (3H, 5, C00CH;); 3,7 (1H, 5, Hy); 3,6 (3H, 5, C'*OOCH,); 2,65 (3H, s, NCH); 1,1 (d, 3H, CH,
Isoleucin); 0,9-0,8 (9H, m, CH, Isoleucin + CH321" + CH,21).

Beispiel 13: 4-{N-Maleoyl)-L-aspartyl-a-benzyl-ester-Vinblastin

Zu einer Losung von 267 mg (0,88 mM) N-Maleoyl-L-aspartansiiure-a-benzylester und 1181 (0,88 mM) Triethylaminin 1ml
Ethylacetat, gekihlt auf eine Temperatur von 0°C, gibt man tropfenweise eine Losung von 114l (0,88mM) Chlorameisensiure-
Isobutylester in 1ml Ethylacetat. -
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Man rihrt 4 Minuten lang bei einer Tempaeratur von 0°C und gibt dann 227 mg (0,29mM) 0-4-Deacetyl-Vinblatin in Losung von
1 m Ethylacetat hinzu, wobei man die Temperatur bel 0°C hillt, AnschlieBBend 188t man auf Umgebungstomperatur ansteigen
und riihrt die Mischung iiber Nacht.

Man fiitriert die Losung und dle organische Phase wird unter Vakuum konzentriert. Der erhaltene Rickstand wird rittels
Chromatographic Ober elie Kieselsrde-Kolonne (Elution Ethanol/Ethylacetat 30/90) gereinigt. Man erhdlt auf diese Woise
105my des reinen Produkts.

Ausbeute: 34%

NMR-Spektrum (CDCl;, 360 MHz, ppm);

205 (1H, s, NHInd"); 2,6-7,17 \4H, m, H'Y, H'Z, H'Y, H'"); 7,37-7,3 (6H, m, H Benzyl); 6,76 (2H, s, ¢ 1 Maleimid); 6,60 (1H, s, H');
6,19 (11, s, HY); 6,87 (1H, m, H'); 5,45 (1H, s, HY); 6,30 (1H, in, H%); 5,20 (2H, m, CH, Benzyl); 3,95 (1H, m, H"); 3,82-3,76 (6H. 5,
OCH; + COOCH); 3,70 (1H, 5, Hy); 3,62 (3H, s, C'*QOCH,); 2,60 (3H, s, NCH;); 0,9-0,8 (6H, CH;21").

IR-Spektrum (kBr,cm ')

3460,3030, 2960, 2880, 1770, 1740, 1715, 1610, 1600, 1460, 1430, 1410, 1380, 1260, 1220, 1175, 1110, 1025, 910, 800, 730, 700.
Massenspektrum (DCI, Isobutan);

1085, 1071, 1057, 1054, 1039, 1023, 1013, 768, 708, 542, 158.

Boisplel 14: 4.(N-Malaoyl)-11-amino-undaecanoyl-Vinblastin

Zu einer Lasung von 476 mg (1,69mM) N-Maleoyl-11-aminoundacanséure und 326 4! (2,8mM) N-Methylmorpholinin 3ml
Ethylenacetat, gekiihit auf eina Temperatur von 0°C, gibt man tropfenweise eing Losung von 218yl (1,69mM)
Chlorameisenséure-iscbutylester in 1ml Ethylacetat. Man rihrt 3 Minuten lang bei einer Tomparatur von 0°C und gi' t dann
433mg (0,56 mM) 0-¢-Deacetyl-Vinblastin in 1 ml Ethylacetat hinzu, wobei man die Temperatur bei 0°C héit. AnschlieBend 1Rt
man auf Umgebungstemperatur ansteigen und rihrt die Mischung iiber Nacht.

Man filtriert oie Losung und die Ethylacetat-Phase wird unter Vakuum bis zur Trockne eingedampft. Der erhalteno Riickstand
wird mittals Chromatographie (iber gine Kieselerde-Kolonne (lution Ethanol/Ethylacetat 30/90) gereinigt. Man erhélt auf diese
Weise 240mg des reinen Produktes.

Ausbente: 41%

NMR-Spektrum {€CDCl,, 360 MHz, ppm):

8(1H, s, NHInd'®); 7.5-7,13 (4H, m, H'", H'Z, H'3, H'*); 6,68 12H, 5, d 1 Maieimid); 6,63 (1H, s, H'); 6,10 (1H, s, H"); 5,83 (1H, m,
H7); 5,48 (VH, 5, HY; 5,25 (1H, m, HY%; 3,95 (1H,m, H'7); 3,80 (6H, s, OCH; + C?00CH,); 3,73(1H, S, H'); 3,6 (3H, 5, C'*00CH,); 2,7
{3H, s, NCH,); 1,28 (16 H, broad peak, CH,-); 0,88-0,8 (6H, 1CH,21 + tCH;21°).

IR-Spektrum (kBir, cm™"):

3430, 3040, 2930, 2860, 1770, 1735, 1710, 1615, 1505, 1460, 1410, 1370, 1230-1 250, 1000--1100.

Massenspekiruni (DCI, Isobutan):

1089, 1064, 1048, 1034, 1000, 990, 976, 960.

Beispiei 15: 4-(N-Maleoyl)-12-amino-dodecanoyl-Vinblastin

Zu einer Losung von 699 mg (2,37 mM) N-Maleayl-12-aminododecanséure und 433pi (3,95mM) N-Methylenmarpholinin 4,2ml
Ethylacetat, gekiihlt auf eine Temperatur von 0°C, gibt man tropfenweise eine L.osung ++on 307 ul (2,37 mM) Chlorameisensaure-
isobutylaster in 1mi Ethylacatat. ’
Man rithrt 3 Minuten lang bei siner Temperatur von 0°C und gibt dann 607 mg (0,79 mM) 0-4-Deacetyl-Vinblastin in Lésung von
1ml Ethylacetat hinzu, wobei man die Temparatur bai 0°C hiilt. AnschliaBend 18R* man auf Umgebungstemperatur ansteigen
und riihrt die Mischung iiber Nacht. Man filtriert die Lésung und die Ethylacetat-Phase wird unter Vakuum bis zur Trockne
eingedampft. Der erh: Itene Riickstand wird mittels Chromatographis tiber eine Kieselerde-Kolonne {Elution Ethanol/Ethylacetat
30/90) gereinigt. Man erhilt auf diese Weise 271 mg des reinen Produktes.

Ausbeute: 33%

NMR-Spektrum (CDCl,. 360 mHz, ppm):

8(1H, s, NHind'®); 7.56-7,10 (4H, m, H'", H'", H'Y, H'); 6,65 (2H, 5, d 1 Maleiid); 6,60 (1H, s, H'*); 6,08 (1H, s, H"); 5,83 (1H, m,
H'); 5,48 (1H, s, H%); 5,25 (1H, d, HP); 3,95 (1H, m, H'); 3,78 {6H, 5,~OCH; + C00CH;); 3,73 (1H, S, Hy); 3,6 (3H, s, C'*O0CH,);
2,7 (3H, s, NH3); 1,25 (20H, m, -CH-); 0,9-0,8 (6H, 6, CH321 + CH321°).

1R-Spektrum (kBr, cm™'):

3460, 3040, 2930, 2860, 1735, 1700, 1610, 1500, 1460, 1430, 1410, 1365, 1245, 1220.

Massenspekirum (CDI, Isobutan):

1063, 1046 {M* + 1), 1037, 1028, 1016, 312, 117.

Beispiel 16: 4-(N-Maleoyl)-L-alany!-Lysyl-ethylester-Vinblastin

Zueiner Losung von 40,26 mg (0,163 mIA) Lysin-ethylester-Hydrochlorid und 160l {0,978 mM) Triethylamin in 7,5 ml absolutem
Ethanol, gibt man tropfenweise eine Lésung von 150mg (0,163mM) 4-(N-Maleoyl)-L-alanyl-Vinblastinin 1 ml Ethanol. Man riibrt
{iber Nacht bei Umgebungstemperatur und dampft die Lsung dann ein. Der erhaltene Riickstand wird mittels Cisromatographic
{iber eine Kieselerde-Kolonne {Elution 14% MeQH/NH; in Ether) gereinigt. Man erhalt auf diese Weise 101,2mg des reinen
Produkts.

Ausbeute: 67%

Massenspektrum (CDI, Isobutan):

1095 (M* +2); 1094 (M* + 1); 1037; 921; 839; 769; 693; 61%; 574; 532,

IR-Spektrum (k3r, cm™'):

3460; 2940; 1740; 1710; 1615; 1500; 1460, 1430; 1690; 1240; 1225; 1120; 1010; 735.

NMR-Spaktrum (CDCl;, 360 mHz, ppm):

8{1H, NH, 16'); 7,5-7,1 (4H, K", H'2, H'*, H"); 6,6 (14,5, H *); 6,08 (1H, 5, H"'}; 5,8 {1H,m, H’); 5,45 (1H, 5, H'); 5,3 (1H, m, HE);
4,8(1H, m, CH*); 4,18(2H, q,~OCH,); 3,83(3H,s, OCH;); 3,78 (3H, 3, OCH,); 3,6 (3H, s, OMe); 2,68 (3H, 5, NCH3); 1,66 (3H, i, CH;
Ala); 1,43 (2H, s); 1,28 (CH3, OCH,CH,}; 0,9-0,8 (6H, CH;™?' = CH3™").
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Relspiel 17: Kupplung von 4-(N-Maleoyl)-L-alanyl-vinblastin mit gatactosyliortem Human-Albumin

(AHGal) - (V,-Ala-Mal-AHg)

44mg4-(N-Maleoyl)-l. alanoyl-Vinblastin werdenin 1 mi Dioxan geldst. Anderorsoelts stellt man eine Ldsung von 560mg AHGal in
5mlPhosphat-Puffer (0,2M) vom pH-War 8,5 her. Dann wird dle 4-(N-Maleoyl)-L-alanyl-Vinblastin-Lésung zu der AHGal-Losung
gegeben. Dio Mischung wird bai gewdhnlicher Temporatur tiber Nacht geriihrt und mittels Filtration Giber Sephadax-Gel G-25
(2,6 x 96cim), im Gleichgawiciit mit einer NaCl-Lsung (9%s, 141 7,5) gereinigt. Der ausgesondoerte Pic wird gosammalt (96 ml),
durch Ultrafiltration konzentriert und sterilisiert.

Dor Gehalt an Proteinen wird durch die Methoda von Lowr gemaessen und der Gehalt an Alkaloiden durch Messung dor
Racdlioaktivitit eingeschilzt. Das erhaltene Konjugat enthiilt 13,5 Molu Alkaloid pro Mo! galactosyliertes Human-Albumin.

Beisplal 16: Kupplung von 4-(N-Maleoyl)-8-umino-caproyl-Vinblastin mit galactosyliertam Human-Albumin

{AHg) + (V,-Cs-Mal-AHg)

234mg 4-(N-Maleoyl)-6-aminocaproy-Vinblastin werden in 1m! Dioxan geldst. An durerseits sieiit man cine | Hsag von 50my
AGGalin 5ml Phosphatputfer (0,2 M, vom ol-Wert 8,5 ez, Lann wird dio 4 (N-Maleyol)-6-amino-caproyl-Vinblastin-Léi'. vq zu
der AH-Gal-l 1ung geqoben. Die Mischung wird bei gewdhnlicher Ternperatur (iber Nacht geriinet und mittels Filtration iiber
Sephadex-Gu G-26 (2,6 x 96cm), im Giaichgewicht mit einer naCl-Ldsuny (9%, pH 7,5), gerainigt. Der ausgesonderte Pic wird
gesammelt (100mi), duich Ultrafiltration kor 2entriert und sterilisiert.

Der Gehalt an Proteinorn wird durch die Methade von Lowry gemossen und der Gahalt an Alkaloid durch Mu:ssung der
Radioakivitdt eingeschitzt. Das erhaltnng Konjugs: enthalt 12,7 Mole Alkaloid pro Mol nelactosyliertas Human-Albumin,

Beisplel 19: Kuppwungve 1-(N-aleoyl)-L-glutamy) yiunethylester.Yinblastin mit galactosyliertens Human-Afhumin

{AHg) - (V,~Glu-y-methyluster-Mal-AHg)

24mg 4-(N-Maleoy!)-L-glutamyl-y:methyiester Vinulastin warcienin 1m! Dioxar: goldst Andererseits stell” maneine Losung von
50mg AHGal in 5mi Phosphatpufer (0,2 M) vam pH-Wert 8,5 her. Dann wird die 4-(N-Maleovl)-L-glutamyi-y“methy!ester-
Vinblastin-Lésung zu der AHGat-i.6sung ygegeben. Dis Mischung wird bei gewdhtdicirer Tamparatur Gber Nacht geriitirt und
mittels Fittra.ion Gber Sephadex-Gel 3-26 (2,6 x 96cm), im Glaichgewicht mit ainer NaCl-Lésung (2%, 241 7.6), gereinigt.

Der ausgesonde:tn Pic wird gusamemialt (100ml), durch Ultrafiltration konzentriert und sterilisiert,

Lar Geha't an Proteinen wird durch die Methode von Lowry garnessen und der Gehali an Afkataidl durch Messuny der
Radioaktivitit eingeschatzt. Das erhaltene Konjugat enthiit 11,8Mole Alkaloid pro Mol galactosyliertes Human-AfL urin.

Belspiel 20: Kupplung von 4-(N-Mai~oyl)-L-Isoleucyl-Vinblastin mit galactosyliertem Human-Albumin

(AHGal} - (V,-lie- Mal-AHG)

250mg 4-(N-Maluoyl)-L Isoleucyl-Vinblustin werden in 20m| Dioxan galést. Andererseits stellt man eine Ldsung von 591 mg
AHGalin 16,5 ml Phosphatpuffer (0,4M) vom pH-Wert 8,5 her. Dann wird die 4-(N-Maleoyl)-L- isoleucyl-Vinblastin-L6sung zu der
AHGal-L6sung gegeben. Die Mischung wird bei gewshnlicher Temperatur tiber Nacht gerlihrt und mittels Filtration iiber
Sephadex-Gel G-25 (2,6 x 96cm), im Gleichgewicht mit einer NaCl-Lésung (9%, pH 7,5), gereinigt. Der ausgesanderte Pic wird
gesammelt (180m.l), durch Ultrafiltration konzentriert und sterilisiert.

Der Gehalt an Proteinen wird durch dis Methode von Lowry gemessen und der Gehalt an Alkaloid durch Messung der
Radioaktivitat aingeschatzt. Das erhaltene Konjugat enthilt 8,8 Mole Alkaloid pro Mol galactosyliertes Human-Alburin.

Beispiel 21: Kupplung von 4-(N-Maleoyl)-L-asy artyl-a-benzylester-Vinblastin mit galactosyliertem Human-Albumin

{AHGal) - (V,-Asp-a-B. E.-Mal-AHg) ,
105mg 4-(N-Maleoyl)-L-aspartyl-a-benzyiester-vinblastin werden in 7,9 ml Dioxan geldst. Andererseits stelit man eine Lésung
von 226 mg, AHGal in 6,3m! Phosphatpuffer (0,4M) vom pH-Vv.rt 8,5 her. Dann wird die 4-(N-Maleoyl)-L-aspartyl-a-benzylester-
vinblastin-Ldsung zu der AHGal-Losung gegeben. Die Mischung wird bei gewdhnlicher Temperatur iiber Nacht geriihrtund
mittels Fiitration Gber Sephadex-Gel G-25 (2,6 x 96¢cm), im Gleichgewicht mit einer NaCl-Lasung (9%, pH 7,5), gereinigt. Der
ausgescnderte Pic wird gesammelt (60ml), durch Ultrafiltration konzentriert und sterilisiert.

Der Genalt an Proteinen wird durch die Methode von Lowry gemassen und der Gehalt an Alkaloid durci Messung der

Radio iktivitat eingeschatzt. Das erhaltene Konjugat enthiilt 5,7 Mole Alkaloid pro Mol galactosyliertes Human-Albumin.

Beispiel 22: Kupplung von 4-(4-Maieoyl)-11-arvino-undecanoyl-Vinblastin mit galactosyliertem Human-Albumin

(AhGal) - (V-Cyy-Mal-AHg).

440mg 4-(N-Maleoyl)-11-amino-undecanoyl-Vinhlastin werden in 46 mi Dioxan gelost. Andererseits stellt man eine Lésung von
939mg AHGal in 27 ml Phosphatpuffer (0,4M) vom pH-Wert 8,5 her. Dann wird die 4-(N-Maleoyl)-11-amino-undecanoyl-
"linblastin-Losung 2u der AHGal-Lésung gegaben. Die Mischung wird bei einer Temperatur von 40°C 5 Stunden lang geriihrt und
mittels Filtration dber Trisacryl-Gel (5,6 x 50¢m), im Gleichgewicht mit einer NaCl-Losung (9%, pH 7.6}, gureinigt. Der
ausgesonderte Pic wird gesammelt (260 ml), durch Ultrafiltration konzentriert und sterilisiert.

Der Gehalt an Proteinen wird durch die Methode von Lowry gernessen und der Gehalt an Alkaloid durch Messung der
Radioaktivitét eingeschitzt. Das erhaltene Konjugat enthiilt 10,2 Mole Alkaloid pro Mol galactosyliertes Human-Albumin.

Beispiel 23: Kupplung von 4-(N-Maleoyl)-12-amino-dodacanoyl-Vinblastin mit galsctosyliertem Human-Albumin

(AHGal} - (V,-Cy,-Mal-AHg).

120mg 4-(N-Maleoyl)-12-amino-dodecanoyl-Vinblastin werden in 16 mi Dioxan geldst. Andererseits stellt man eine Losung von
339mg AHGal in 9,4 mi Phosphatpuffer (0,4 M) vom pH-Wert 8,5 her. Dann wird die 4-(N-Maleoyl)-12-amino-dodecanoy!-
Vinblastin-Lésung zu der AGGal-Lésung gegeben. Die Mischung wird bei einer Temperatur von 40°C 6 Stunden lang geriihrtund
inittels Filtration Gber Triacryl-Gel (5,6 x 50cm), im Gleichgewicht init einer NaCl-Losung (9%, pH 7,5), gereinigt. Der
ausgesonderte Pic wird gesammelt (240mi), durch Ultrafiltration konzentriert und sterilisiert.

Der Gehalt an Proteinen wird durch die Methode von Lowry gemessen und der Gehalt an Alkaloid durch Messung der
Radioaktivitét eingeschiitzt. Das erhaltene Konjugat enthilt 9 Mole Alkaloid pro Mol galactosyliertern Human-Albumin,
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Belspiel 24: Kupplung von 4-(N-Maleoyl)-L-alany)-Vinklastin mit unspezifischem Immunoglobulin

{1gG) - (V,-Ala-Mal-IgG).

4mg 4-{N-Maleoyl)-L-alanyl-Vinblastin werden in 193l Ethanol gelést. Andererseits stellt man eine Lésung von 10ma IgG
{6261) in 357 ul Phosphatpuffer (0,4 M} vom pH-Wert 8,6 und 447 ul Wasser (7mg Prot/ml) her. Dann wird die 4-(N-Maleoy!)-L-
alanyl-Vinblastin-Lésung zu der 19G-Losung gegeben. Die Mischung wird iiber Nacht bei einer Temperaturvon 35°C geriihrt und
mittels HPLC dber eine Kolonne (Gel-Filtration) Dupont de Nemours GF450 x 250, eingestellt in einom Phosphat-Puffer 0,2M
vom pH-Wart 7.5, gereinigt.

Dar susgesonderte Pic wird gesammelt und dasioit. Der Gehalt an Proteinen wird durch die Methode von Lowry gemaessen und
der Gehalt an Alkaloid durch Messung der Radioaktivitat eingeschiitzt. Das Konjugat enthalt 6,6 Mole Alkaloid pro Mol
Immunoglobulin.

Die erfindungsgeméRon Verbindungen wurden einer pharmakologischen Untersuchung unterzogen.

1. Sensibilitat zu lysosomalen Enzymen
Die Sensibilitat der Konjugate zu lysosomalen Enzymen wurde durch Inkubation dieser Konjugate in Anwesenheit von 5mM
Cyctein, 40mM Acetatpuffer und lysnsomalen Enzymen, iiber eine Dauer von 48 Stunden und bei giner Temperatur von 37°C

2 Voluman Acetonitril gefallt,

Nach Inkubation der Proben bei einer Temperatur von 4°C wahrend 40 und Zontrifugieren bei 3000 Umdrehungen pro Minute
wiihrend 40’ wird die Radioaktivitat des aufschwimmanden Anteilos durch Zihlen cines aliquoten Teiles in fliissiger Szintillation
ermittelt. Die losliche Radioaktivitit ist ein MaR fir dia Umsetzung des Konjugates,

Die Prozentsiitze fiir din erhaltenen Umsatzungen sind die folgenden:

Va-Ala-Mal AHg: 92 %
ViCyMalAHg:  100%
Vi-lle-Mal AHg: 75%
V.;'C]]'MGIAHQZ 79%
V.Q'C])'MB'AHQI. 92%

2. Stabillitit im Serum

Die Stabilitat der Konjugate in Anwesenhait von Serum wurde durch deren Inkubation in Anwesenheit von 62% Kalh-Fotus-
Serum iiber eine Dauer von 48 Stunden und bei einer Temperatur von 37°C untersucht.

Nach 48 Stunden Inkubation werden die nicht beschidigten Proteine durch Zugabe eines Volumens Trichloressigséure (TCA
40%) gefallt,

Nach Inkubation der Proben bei einer Temperatur von 4°C wihrend einer Stunde werden diese zentrifugiert und die
Radioaktivitit des aufschwimmanden Anteiles wird durch Zahlen eines aliquoten Teiles in flissiger Szintillation ermittelt. Die
léstiche Radioaktivitét ist ein Maf fiir die Umsetzung der Konjugate.

Die Ergebnisse zeigen, daR die Konjugate im Verlauf von 49 Stunden stabil sind.

3. Stabilitat bel saurem pH-Wert

Die Stabilitat der Konjugate im sauren pH-Bereich wurde durch Inkubation der Konjugate in Anwesenheit von 40mM Acetat-
Puffer vom pli-Wert 4,5 wiihrend 48 Stunden und bei einer Temperatur von 37°C untersucht. Die Umsetzung wird durch die
Technik der Féllung mittels TCA ermittelt.

Die Ergebnissa zeigen, daR die Konjugate unter diesen Bedingungen stabil sind.

4. Chemotherapeutische Aktivitit bei Leukémie P388

Die chemotherapeutische Aktivitit der Zwischenprodukt-Derivate und der Konjugate wurde an Leukiamie P388 ermittelt,
verabfolgt auf ntraperitonealem Weg bei der waiblichen Maus BOF,: 10° Tumorzellen werden auf intraperitonealem Weg am
Tag Null inokuliert. Die Konjugate werden dann auf intraparitonealem Wag am Tag 1 verabreicht. Der ILS-Wert stellt don
Prozentsatz der Uberlebenszeit der behandelten Mause im Vergleich zu den nicht behandelten Miusen dar.

Das molare Verhiltnis kennzeichnot die Anzahl an Alkaloid-Molen pro Mol galactosyliertom Human-Albumin,

Die Zahl der am Tag 60 iiberlebenden Miuse ist ebenso angegeben, wie die Dosis in mg/kg des Alkaloids und des Protains.

3.1. Zwischenprodukt-Cerivate

Produkt Dosis ILS Uberlebende
mg/kg/Tag % amTag 60
VBL (Vinblastin) 3 77 0/10
VCR (Vincristin} 2,7 64 o/11
Vs-Ala-Mal 5 (Beispiel 9) 25 100 0/7
50 127 0/7
75 -70 0/6
V.;-Glu-(-methylesler-Mal 50 88 0/10
100 m 0/10
Vy-lle-Mal {Beispiel 12) 50 148 0/7
100 ¢ =79 0/7
V4-Ce-Mal (Beispiel 10) 25 102 0/8
50 218 177

100 -83 0/7
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Produkt Dosls LS Uberlebende
mg/kg/Teg % amTag 60
V,-Cyy-Mal {Beispiel 14) 50 . 37 1/7
100 -19 1/5
V,-Cy-Mal (Beispiel 15} 25 185 1/6
50 > 633 6/8
100 7 17
3.2. Konjugate
Dosis molares LS {Iberlebente
Produkt mg/ky/Tag Verhéltnis Yo am Tag 60
Vinca Protein
VBL 3 77 0/10
VCR 2,7 64 0/11
V4-Ala-Mal AHg 60 374-466 13,6-10,7 69 0/5
80 450 16 133 1/5
100 562 16 201 0/5
130 2766 6,6 176 1/3
150 3035 41 138 0/7
150 1276 9.8 2652 3/5
150 913 13,7 >574 3/5
V,-Asp-a-benzy! ester Mal-AHg 60 768 57 47 0/6
V4-G|u-)’-‘methyl ester-Mal AHg 60 987 4,7 67 0/5
100 1645 4,7 75 0/5
150 2468 4,7 88 0/5
V,-lle-Mal AHg 60 545 88 51 0/5
100 908 38 48 0/5
150 1362 8,8 79 0/6
V,-Ce-Mal AHg 60 400 12 95 0/5
150 995 12 137 1/5
V,-Cy-Mal AHg 60 378 113 147 1/5
80 504 11,8 153 1/6
753 7.9
90 658 10,2 221
100 630 . 11,8 > 606 3/5
100 646 7.9 186 3/10
160 945 1.8 —45 0/5
V4-Cy2-Mal AHg 90 Pz 9 >769 5/5
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