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Beschreibung

[0001] Dies ist eine Continuation-Anmeldung von US Provisional Application Nr. 60/167,228, eingereicht am
24. November 1999.

Gebiet der Erfindung

[0002] Die vorliegende Erfindung betrifft neue zytotoxische Mittel und ihre therapeutische Anwendung. Die Er-
findung betrifft insbesondere neue zytotoxische Mittel, die Taxane umfassen und deren therapeutische Anwen-
dung. Diese neuen zytotoxischen Mittel weisen eine therapeutische Anwendbarkeit als Folge der Abgabe be-
ziehungsweise des Transports der Taxane an eine spezifische Zellpopulation in einer zielgerichteten Art und
Weise auf, durch chemisches Binden der Taxane an ein Zell bindendes Mittel.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Es sind viele Berichte Uiber das versuchsweise spezifische Targeting von Tumorzellen mit monoklona-
len Antikorper-Arzneistoffkonjugaten erschienen (Sela et al., in Immunoconjugates 189-216 (C. Vogel, Heraus-
geber 1987); Ghose et al., in Targeted Drugs 1-22 (E. Goldberg, Herausgeber 1983); Diener et al., in Antibody
mediated delivery Systems 1-23 (J. Rodwell, Herausgeber 1988); Bumol et al., in Antibody mediated delivery
systems 55-79 (J. Rodwell, Herausgeber 1988)). Alle Referenzen und Patente, die hierin erwahnt sind, sind
durch Bezugnahme mit aufgenommen.

[0004] Zytotoxische Arzneistoffe wie beispielsweise Methotrexat, Daunorubicin, Doxorubicin, Vincristin, Vin-
blastin, Melphalan, Mitomycin C und Chlorambucil wurden an eine Vielzahl muriner monoklonaler Antikérper
konjugiert. In einigen Fallen wurden die Arzneistoffmolekule an die Antikdrpermolekile durch ein Zwischentra-
ger-Molekilil, wie beispielsweise Serumalbumin (Garnett et al., 46 Cancer Res. 2407-2412 (1986); Ohkawa et
al. 23 Cancer Immunol. Immunother. 81-86 (1986); Endo et al., 47 Cancer Res. 1076-1080 (1980)), Dextran
(Hurwitz et al., 2 Appl. Biochem. 25-35 (1980); Manabi et al., 34 Biochem. Pharmacol. 289-291 (1985); Dillman
et al., 46 Cancer Res. 4886-4891 (1986) ; Shoval et al., 85 Proc. Natl. Acad. Sci. 8276-8280 (1988)), oder Po-
lyglutaminsaure gebunden (Tsukada et al., 73 J. Natl. Canc. Inst. 721-729 (1984); Kato et al. 27 J. Med. Chem.
1602-1607 (1984); Tsukada et al., 52 Br. J. Cancer 111-116 (1985)).

[0005] Ein breites Aufgebot an Linker-Technologien wurde zur Herstellung derartiger Immunkonjugate ver-
wendet und sowohl spaltbare als auch nicht-spaltbare Linker wurden untersucht. In den meisten Fallen konnte
das volle zytotoxische Potential der Arzneistoffe jedoch nur beobachtet werden, wenn die Arzneistoffmolekile
aus den Konjugaten in unmodifizierter Form am Zielort freigesetzt wurden.

[0006] WO 98/19705 beschreibt Verfahren zum Konjugieren von Arzneistoffen, einschlief3lich von Taxolen un-
ter anderen Beispielen, an zellbindende Mittel, einschliellich unter anderem von Antikérpern, Uber einen ver-
zweigten Peptid-Linker. In den fir Taxane angegebenen Beispielen werden zwei Paclitaxel-Molekile tUber eine
Carbonatbindung an C-7 an einen langen symmetrischen Peptidlinker gebunden, der eine Maleimidogruppe
zum Koppeln eines Zellbindungsmittels enthalt. Der Peptidlinker enthalt zwei Lysinreste zur unmittelbaren Frei-
setzung von Paclitaxel. EP-A-0 624 377 umfasst dieselbe Offenbarung wie WO 98/19705 und beschreibt Arz-
neistoffe, die ber Peptidlinker an zellbindende Mittel gebunden sind, die durch lysosomale Enzyme gespalten
werden kdnnen.

[0007] J.Med. Chem., Band 42, 1999, Seiten 4919 bis 4924 offenbart Paclitaxel-Konjugate, die eine Bindung
durch C-2' (iber einen einfachen Succinat-Linker umfassen. Dasselbe trifft fir EP-A-1 033 372 und WO
99/25729 zu, die die Verwendung von 6ffentlich bekannten Taxanen feststellen.

[0008] WO 89/12624 beschreibt heterobifunktionelle Kopplungsmittel, die sterisch gehinderte Disulfid-Bri-
cken zwischen Amin-enthaltendem Material wie beispielsweise Proteinen oder Peptiden, beispielsweise Anti-
korpern oder Antikérperfragmenten, insbesondere eines Anti-Tumor-Antikorpers, Trager-Proteinen, aminierten
chromatographischen Tragern und aminierten Membranen und Thiol enthaltenen Materialien wie beispielswei-
se Toxinen, Fab-Fragmenten, Cytokinen mit Thiolgruppen, die fir ihre biologische Aktivitat nicht notwendig
sind, wie beispielsweise Interleukine, Interferone etc. und andere Proteine wie beispielsweise TPA, chromato-
graphische Materialien, Polysaccharide und inerte Materialien, vorzugsweise enzymatisch aktive Toxine von
bakteriellem, Pilz- oder Pflanzen-Ursprung, bereitstellen.

[0009] WO 98/52614 beschreibt die Bindung von Arzneistoffmolekiilen an Transportpolymere, die dazu in der
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Lage sind, Arzneistoffe durch Zellmembranen zu transportieren. Ins Auge gefasste Arzneistoffmolekiile schlie-
Ren Metall-Chelate, kleine organische Molekule wie beispielsweise Taxane und Makromolekile ein. Die Bin-
dung erfolgt auf einem solchen Wege, dass unverandert Arzneistoff aus dem Polymer freigesetzt wird.

[0010] Einer der spaltbaren Linker, der fir die Herstellung von Antikérper-Arzneistoffkonjugaten verwendet
wird, ist ein Saure-labiler Linker auf Grundlage von cis-Aconitinsaure, der von der sauren Umgebung unter-
schiedlicher intrazellularer Kompartimente wie beispielsweise den Endosomen, was wahrend einer Rezep-
tor-vermittelten Endozytose eintritt, und den Lysosomen, profitiert. Shen und Ryser haben dieses Verfahren
zur Herstellung von Konjugaten von Daunorubicin mit makromolekularen Tragern eingefihrt (102 Biochem. Bi-
ophys. Res. Commun. 1048-1054 (1981)). Yang und Reisfeld verwendeten dieselbe Technologie, um Dau-
norubicin an Anti-Melanom-Antikérper zu binden (80 J. Natl. Canc. Inst. 1154-1159 (1988)). Dillman et al. ver-
wendeten ebenfalls einen Saure-labilen Linker in einer ahnlichen Weise zur Herstellung von Konjugaten von
Daunorubicin mit einem Anti-T-Zell-Antikorper (48 Cancer Res. 6097-6102 (1988)).

[0011] Ein alternativer Ansatz, erforscht von Trouet et al., schloss die Bindung von Daunorubicin an einen An-
tikdrper Uber einen Peptid-Spacer-Arm ein (79 Proc. Natl. Acad. Sci. 626-629 (1982)). Dies wurde unter der
Pramisse durchgefiihrt, dass freier Arzneistoff aus einem solchen Konjugat durch die Wirkung lysosomaler
Peptidasen freigesetzt werden konnte.

[0012] Jedoch haben in vitro Zytotoxizitatstests gezeigt, dass Antikorper-Arzneistoff-Konjugate selten diesel-
be zytotoxische Wirksamkeit wie die freien unkonjugierten Arzneistoffe erreichen. Dies legt nahe, dass Mecha-
nismen, durch die Arzneistoff-Molekile aus den Antikérpern freigesetzt werden, sehr uneffizient sind. Auf dem
Gebiet von Immuntoxinen wurde gezeigt, dass Konjugate, die Uber Disulfid-Briicken zwischen monoklonalen
Antikérpern und katalytisch aktiven Proteintoxinen gebildet wurden, zytotoxischer als Konjugate sind, die an-
dere Linker enthalten. Siehe Lambert et al., 260 J. Biol. Chem. 12035-12041 (1985); Lambert et al., in Immu-
notoxins 175-209 (A. Frankel, Herausgeber 1988); Ghetie et al., 48 Cancer Res. 2610-2617 (1988). Dies wurde
der hohen intrazellularen Konzentration von Glutathion zugeschrieben, die zu einer effizienten Spaltung der
Disulfid-Briicke zwischen einem Antikérper-Molekil und einem Toxin beitragt. Trotzdem existieren nur einige
berichtete Beispiele der Verwendung von Disulfid-Briicken zur Herstellung von Konjugaten zwischen Arznei-
stoffen und Makromolekilen. Shen et al. (260 J. Biol. Chem. 10905-10908 (1985)) beschreiben die Umwand-
lung von Methotrexat in ein Mercaptoethylamidderivat gefolgt von einer Konjugation mit Poly-D-lysin tber eine
Disulfid-Brucke. Ein anderer Bericht beschrieb die Herstellung eines Konjugats des Trisulfid enthaltenden to-
xischen Arzneistoffs Calicheamycin mit einem Antikérper (Hinman et al., 53 Cancer Res. 3336-3342 (1993)).

[0013] Ein Grund fur das Fehlen von Disulfid-gebundenen Antikdrper-Arzneistoff-Konjugaten ist die mangeln-
de Verfugbarkeit zytotoxischer Arzneistoffe, die eine Schwefel-Atom enthaltende Komponente besitzen, die
einfach zur Bindung des Arzneistoffs an einen Antikorper tber eine Disulfid-Briicke verwendet werden kénnen.
Daruber hinaus ist eine chemische Modifikation existierender Arzneistoffe ohne Verringerung ihres zytotoxi-
schen Potentials schwierig.

[0014] Ein anderer Hauptnachteil bei existierenden Antikdrper-Arzneistoff-Konjugaten ist ihr mangelndes Ver-
mogen, eine ausreichende Konzentration eines Arzneistoffes an den Zielort wegen der beschrankten Anzahl
von als Ziel definierten Antigenen zu liefern und wegen der relativ moderaten Zytotoxizitat von cancerostati-
schen Arzneistoffen wie Methotrexat, Daunorubicin und Vincristin. Um eine signifikante Zytotoxizitat zu errei-
chen, wird eine Bindung einer grol’en Anzahl von Arzneistoffmolekiilen entweder direkt an den Antikdrpern
oder durch ein polymeres Tragemolekul notwendig. Jedoch zeigen derartig schwere modifizierte Antikorper oft-
mals eine verschlechterte Bindung an das Ziel-Antigen und eine rasche in vitro Clearance aus dem Blutstrom.

[0015] Trotz der oben beschriebenen Schwierigkeiten wurde von niitzlichen zytotoxischen Mitteln, die Zellbin-
dungskomponenten umfassen, und der Gruppe von zytotoxischen Arzneistoffen, die als Maytansinoide be-
kannt ist, berichtet (USP 5,208,020, USP 5,416,064 und R.V.J. Chari, 31 Advanced Drug Delivery Reviews
89-104 (1998)). In &hnlicher Weise wurde von nutzlichen zytotoxischen Mitteln, die Zellbindungskomponenten
und Analoge und Derivate des wirksamen Antitumor-Antibiotikums CC-1065 umfassen, ebenfalls berichtet
(USP 5,475,092 und USP 5,585,499).

[0016] Paclitaxel (Taxol), ein zytotoxisches Naturprodukt und Docetaxel (Taxotere), ein halbsynthetisches De-
rivat (siehe Eiq. 1) sind in der Behandlung von Krebs weithin verwendet. Diese Verbindungen gehdren zur Fa-
milie von Verbindungen, die als Taxane bezeichnet werden. Taxane sind Mitose-Spindelgifte, die die Depoly-
merisation von Tubulin hemmen, was eine Zunahme der Rate beziehungsweise Geschwindigkeit des Mikrotu-
buli-Zusammenbaus und einen Zelltod zur Folge hat. Wahrend Docetaxel und Paclitaxel nitzliche Mittel bei
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der Behandlung von Krebs sind, ist ihre Anti-Tumor-Aktivitat wegen ihrer unspezifischen Toxizitat gegentber
normalen Zellen beschrankt.

[0017] Weiterhin sind Verbindungen wie Paclitaxel und Docetaxel selbst nicht ausreichend wirksam, um in
Konjugaten von zellbindenden Mitteln verwendet zu werden. Kirzlich wurden einige neue Docetaxel-Analoga
mit einer groReren Wirkstarke als entweder Docetaxel oder Paclitaxel beschrieben (Tao Wang et al., Synthesis
and Biological Activity of Advanced 2nd Generation Taxoids, Dept. of Chem, State University of NY at Stony
Brook, NY 11794-3400; Dept of Exp Therapeutics, Roswell Park Cancer Inst, EIm and Carlton Streets, Buffalo,
NY 14263, Seiten 1-12; und Fig. 1). Jedoch fehlt diesen Verbindungen eine geeignete Funktionalitat, die eine
Bindung Uber eine spaltbare Bindung an Zellbindungsmittel ermdglicht.

[0018] Demgemalf besteht ein grofler Bedarf nach einem Verfahren zur Behandlung von Krankheiten mit Ta-
xanen, wobei deren Nebenwirkungen reduziert werden, ohne ihre Zytotoxizitat zu beeintrachtigen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0019] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Taxane bereitzustellen, die in hohem Male toxisch
sind und die in der Behandlung vieler Erkrankungen noch effektiv verwendet werden kénnen.

[0020] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue Taxane bereitzustellen.

[0021] Diese und weitere Aufgaben wurden durch Bereitstellung eines zytotoxischen Mittels geldst, das ein
oder mehrere Taxane an ein Zellbindungsmittel gebunden umfasst.

[0022] In einer zweiten Ausflihrungsform stellt die vorliegende Erfindung eine therapeutische Zusammenset-
zung bereit, die Folgendes umfasst:

(A) eine wirksame Menge eines oder mehrerer Taxane, gebunden an ein Zellbindungsmittel, und

(B) einen pharmazeutisch vertraglichen Trager, Verdinnungsmittel oder Tragerstoff.

[0023] In einer dritten Ausfiihrungsform stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Abtéten ausge-
wabhlter Zellpopulationen bereit, umfassend das In-Berthrung-Bringen von Zielzellen oder Gewebe-enthalten-
den Zielzellen mit einer zytotoxischen Menge eines zytotoxischen Mittels, das ein oder mehrere Taxane ge-
bunden an ein Zellbindungsmittel umfasst.

[0024] In einer vierten Ausflihrungsform stellt die vorliegende Erfindung Taxane bereit, die eine Bindungs-
gruppe umfasst, die dazu in der Lage ist, Taxane an ein Zellbindungsmittel oder andere chemische Kompo-
nenten zu binden.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0025] Fig. 1 ist eine chemische Formel, die die Strukturen verschiedener Taxane reprasentiert, einschlief3-
lich einiger der wirksameren Taxane, beschrieben von Ojima et al., siehe oben.

[0026] Fig. 2 ist eine chemische Formel, die Strukturen einiger der Disulfid-enthaltenden Taxane gemaf der
vorliegenden Erfindung reprasentiert.

[0027] Fig. 3 zeigt die Struktur von 10-Diacetylbaccatin lll, das das Ausgangsmaterial zur Herstellung von Ta-
xanen ist.

[0028] Fig. 4 zeigt die Anti-Tumor-Wirkung von Anti-EGF-Rezeptor-Antikérper-Taxankonjugaten auf humane
Plattenepitelkrebs(A431)xenotransplantate in SCID-Mausen.

[0029] Fig. 5 zeigt die Kérpergewichtsveranderung der SCID-Mause, die in dem in Beispiel 10 beschriebenen
Experiment verwendet wurden.

[0030] Fig. 6 zeigt die Ergebnisse einer Zytotoxizitatsbestimmung fur das Anti-EGF-Rezeptortaxankonjugat
auf die Targetantigen-positive Zell-Linie A431 und fur das N901-Taxankonjugat, fur das die A431-Zell-Linie das
Zielantigen nicht exprimiert.

[0031] Fig. 7 zeigt die zytotoxische Wirksamkeit und Selektivitat des TA.1-Taxankonjugats in der Zielanti-
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gen-positiven Zell-Linie SK-BR-3 und die Zielantigen-negative Zell-Linie A431.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0032] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Synthese neuer Taxane, die eine hohe Zytotoxizitat beibe-
halten und die effektiv an Zellbindungsmittel gebunden werden kdnnen. Es wurde kirzlich gezeigt, dass die
Bindung von in hohem Male zytotoxischen Arzneistoffen an Antikorper unter Verwendung einer spaltbaren
Bindung, wie beispielsweise einer Disulfid-Briicke, die Freisetzung von voll aktivem Arzneistoff innerhalb der
Zelle sicherstellt und solche Konjugate sind in einer Antigen-spezifischen Art und Weise zytotoxisch (R.V.J.
Chari et al., 52 Cancer Res. 127-131 (1992); U.S. Pat. Nr. 5,475,092 und U.S. Pat. 5,416,064). Jedoch zeigt
der Stand der Technik, dass es extrem schwierig ist, existierende Arzneistoffe zu modifizieren, ohne ihr zyto-
toxisches Potential zu verringern. Die offenbarte Erfindung uberwindet dieses Problem durch Modifizieren der
offenbarten Taxane mit chemischen Komponenten und insbesondere solchen, die Thiol oder Disulfidgruppen
enthalten, an die geeignete Zellbindungsmittel gebunden werden kdnnen. Als Folge konservieren die offenbar-
ten neuen Taxane die zytotoxische Potenz bzw. Wirksamkeit bekannter Taxane und in einigen Fallen kdnnen
sie diese sogar erhdhen. Die Zellbindungsmittel-Taxankomplexe ermdglichen ein volles Mald an zytotoxischer
Wirkung der Taxane in einer zielgerichteten Anwendung gegen unerwiinschte Zellen und verhindert deswegen
Nebenwirkungen aufgrund einer Schadigung von nicht als Ziel definierten gesunden Zellen. Diese Erfindung
ermoglicht, dass Taxane ortsgerichtet ausgerichtet werden, was bis jetzt nicht moglich war. Somit stellt die vor-
liegende Erfindung nitzliche Mittel zur Eliminierung erkrankter oder abnormaler Zellen bereit, die getotet oder
lysiert werden sollen, wie beispielsweise Tumorzellen (insbesondere feste Tumorzellen), Virus-infizierte Zelle,
mit Mikroorganismen infizierte Zellen, Parasiten-infizierten Zellen, Autoimmunzellen (Zellen, die Autoantikdr-
per produzieren), aktivierte Zellen (solche, die in einer TransplantatabstoRung oder Graft-Versus-Host-Disease
involviert sind) oder irgendeinen anderen Typ von erkrankten oder abnormalen Zellen, wahrend sie nur mini-
male Nebenwirkungen zeigen.

[0033] Das zytotoxische Mittel gemaf der vorliegenden Erfindung umfasst ein oder mehrere Taxane, die an
ein Zellbindungsmittel Gber ihre Bindungsgruppe gebunden sind. Die Bindungsgruppe ist Teil einer chemi-
schen Komponente, die kovalent an ein Taxan Uber konventionelle Verfahren gebunden wird. In einer bevor-
zugten Ausfuhrungsform kann die chemische Komponente an Taxan uber eine Ether-Bindung kovalent gebun-
den sein.

[0034] Die in der vorliegenden Erfindung nitzlichen Taxane weise die unten dargestellte Formel () auf:

M

[0035] Diese neuen Taxane kdnnen in vier Ausfiihrungsformen unterteilt werden, namlich jeweils (1), (2), (3)
und (4). Beispiele der vier Ausflihrungsformen sind in Fig. 2 dargestellt.

[0036] In den Ausfiihrungsformen (1) bis (4) ist Reine Elektronen ziehende Gruppe, wie beispielsweise F,
NO,, CN, CI, CHF, oder CF, oder eine Elektronen schiebende Gruppe wie beispielsweise OCH,, OCH,CH,,
NR,R;, OR,, und R, und R,. sind gleich oder verschieden, und sind H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder
eine Elektronen schiebende Gruppe. R, kann ebenfalls H sein.

[0037] R, und R, sind gleich oder verschieden und sind lineare, verzweigte oder zyklische Alkylgruppen mit
1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder einfaches oder substituiertes Aryl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen. Vorzugs-
weise ist die Anzahl der Kohlenstoffatome fir R, und R; 1 bis 4. Ebenfalls sind vorzugsweise R, und R, gleich.
Beispiele fiir bevorzugte NR,R,-Gruppen schlieRen Dimethylamino, Diethylamino, Dipropylamino und Dibutyl-
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amino ein, wobei die Butylkomponente entweder primar, sekundar, tertidr oder Isobutyl ist. R, ist lineares, ver-
zweigtes oder zyklisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen. R, ist vorzugsweise F, NO, oder CF,.

[0038] Vorzugsweise liegt R, in der Metaposition vor und sind R, und R;. H.

[0039] In den Ausfiihrungsformen (1), (2) und (4) ist R,O ein heterozyklischer, linearer oder verzweigter oder
zyklischer Ester oder ein Ether mit von 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder ein

0y

Carbamat der Formel -OCONR,R,,, wobei R,, und R,; gleich oder verschieden sind und H linear oder ver-
zweigt oder zyklisches Alkyl mit 1 bis 10 Atomen oder einfaches oder substituiertes Aryl mit 1 bis 10 Kohlen-
stoffatomen sind. Fir Ester schlieen bevorzugte Beispiele fur R, -COCH,CH, und -COCH,CH,CH, ein. Fur
Carbamate schlielen bevorzugte Beispiele fir R, -CONHCH,CH,, -CONHCH,CH,CH,, -CO-Morpholino,
-CO-Piperazino, -CO-Piperidino oder -CO-N-Metyhlpiperazino ein.

[0040] In Ausfiihrungsform 3 ist R, die Verbindungs-Gruppe.

[0041] In den Ausfiihrungsformen (1), (3) und (4) ist R, Aryl oder ist lineares, verzweigtes oder zyklisches Al-
kyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen, vorzugsweise CH,CH(CH,),.

[0042] In Ausflhrungsform (2) ist R, -CH=C(CHy,),.
[0043] In allen Ausfiihrungsformen ist R, -OC(CH,), oder -C,H..

[0044] In den Ausflihrungsformen (1) und (2) ist R, die Verbindungsgruppe und ist R, H oder R;O weist die-
selbe Definition wie oben fur R,O fiir die Ausfihrungsformen (1), (2) und (4) auf.

[0045] In Ausfiuhrungsform (3) ist R; H oder R,O weist dieselbe Definition wie oben fir R,O fir die Ausfiih-
rungsformen (1), (2) und (4) auf.

[0046] In Ausfihrungsform (3) ist R; H oder R;O weist dieselbe Definition wie oben fir R,O fir die Ausfiih-
rungsformen (1), (2) und (4) auf.

[0047] In Ausfihrungsform (4) ist R; H oder weist R,O dieselbe Definition wie oben fir R,O fir die Ausfiih-
rungsformen (1), (2) und (4) auf und ist R eine Verbindungsgruppe.

[0048] Die bevorzugten Positionen zur Einfiigung der Verbindungsgruppe sind R, und R,, wobei R, am meis-
ten bevorzugt ist. Geeignete Verbindungsgruppen sind in der Technik wohlbekannt und schlieen Disulfidgrup-
pen und Thioethergruppen ein.

[0049] Wenn die Bindungsgruppe eine Thiol- oder Disulfid-enthaltende Gruppe ist, kann die Seitenkette, die
eine Thiol- oder Disulfidgruppe tragt, linear oder verzweigtkettig sein, aromatisch oder heterozyklisch. Der
Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet kann leicht geeignete Seitenketten identifizieren. Spezielle Beispiele
fur die Thiol- oder Disulfid-enthaltenden Substituenten schliefen -(CH,),SZ, -CO(CH,),SZ, -(CH,),CH(CH,)SZ,
-CO(CH,),CH(CH,)SZ, -(CH,),C(CH,),SZ, -CO(CH,),C(CH,),SZ, -CONR,,(CH,),SZ,
-CONR,,(CH,),CH(CH,)SZ oder -CONR,,(CH,),C(CH,),SZ, -CO-Morpholino-XSZ, -CO-Piperazino-XSZ;
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-CO-Piperidino-XSZ und -CO-N-Methylpiperazino-XSZ, wobei Z H oder SR ist, X ein lineares Alkyl oder ein
verzweigtes Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen ist.

[0050] R und R,, sind gleich oder verschieden und sind lineares Alkyl, verzweigtes Alkyl oder zyklisches Alkyl
mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder einfaches oder substituiertes Aryl mit von 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder
heterozyklisch und R,,, kann zusétzlich H sein und,

n ist eine ganze Zahl von 1 bis 10.

[0051] Beispiele fir lineare Alkyle schlielRen Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl und Hexyl ein.

[0052] Beispiele fir verzweigte Alkyle schlieRen Isopropyl, Isobutyl, sec-Butyl, tert-Butyl, Isopentyl und
1-Ethyl-propyl ein.

[0053] Beispiele fir zyklische Alkyle schlieen Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl und Cyclohexyl ein.
[0054] Beispiele fir einfache Aryle schliefen Phenyl und Naphthyl ein.

[0055] Beispiele fir substituierte Aryle schlielRen Aryle ein, wie beispielsweise solche, die oben beschrieben
wurden, substituiert mit Alkylgruppen, mit Halogenen wie beispielsweise Cl, Br, F, Nitrogruppen, Aminogrup-
pen, Sulfonsauregruppen, Carboxylsauregruppen, Hydroxygruppen oder Alkoxygruppen.

[0056] Beispiele fir Heterozyklen sind Verbindungen, bei denen die Heteroatome aus O, N und S ausgewahlt
sind und schlieBen Morpholino, Piperidino, Piperazino, N-Methylpiperazino, Pyrollyl, Pyridyl, Furyl und Thio-
phen ein.

[0057] Die Taxane der vorliegenden Erfindung, die einen Thiol- oder Disulfid-enthaltenden Substituenten auf-
weisen, sind an sich selbst neu.

[0058] Die Taxane, die einen Thiol- oder Disulfid-enthaltenden Substituenten aufweisen, kdnnen geman be-
kannter Verfahren synthetisiert werden. Das Ausgangsmaterial fir die Synthese ist kommerziell erhaltliches
10-Diacetylbaccatin Ill, dargestellt in Fig. 3. Die Chemie zur Einflihrung verschiedener Substituenten ist in
mehreren Publikationen beschrieben (Ojima et al., J. Med. Chem. 39, 3889-3896 (1996), Ojima et al., 40 J.
Med. Chem. 267-278 (1997); |. Ojima et al., 96 Proc. Natl. Acad. Sci., 4256-4261 (1999); I. Ojima et al., U.S.
Pat. Nr. 5,475,011 und U.S. Pat. Nr. 5,811,452.

[0059] Der Substituent R, am Phenylring und die Position des Substituenten R, kann variiert werden, bis eine
Verbindung der gewtinschten Toxizitat erzielt wird. Darliber hinaus kann der Grad der Substitution am Phenyl-
ring variiert werden, um die erwiinschte Toxizitat zu erreichen. Das heil3t, der Phenylring kann ein oder mehrere
Substituenten aufweisen (beispielsweise Mono-, Di- oder Tri-Substitution des Phenylrings), welche ein weite-
res Mittel zum Erreichen einer erwiinschten Toxizitat bereitstellen. Eine hohe Zytotoxizitat ist als eine Toxizitat
definiert, die einen IC,,, im Bereich von 1 x 107"? bis 3 x 10°M aufweisen, wenn sie in vitro mit kultivierten
Krebszellen nach einer 72-standigen Expositionszeit gegentiber dem Arzneistoff in vitro gemessen wurden.
Ein Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet kann die geeignete chemische Komponente fir R, und die geeig-
nete Position fur R, unter Verwendung von lediglich Routineexperimenten bestimmen.

[0060] Beispielsweise wird erwartet, dass Elektronen ziehende Gruppen an der Meta-Position die zytotoxi-
sche Wirksamkeit erh6hen, wahrend eine Substitution in der Para-Position erwarteterweise die Wirkstarke im
Vergleich zum Stamm-Taxan nicht erhéhen wird. Typischerweise werden einige reprasentative Taxane mit
Substituenten in unterschiedlichen Position (ortho, meta und para) anfanglich hergestellt und beztglich einer
in vitro Zytotoxizitat ausgewertet.

[0061] Der Disulfid- oder Thiol-enthaltende Substituent kann an einer der Positionen eingebracht werden, in
denen bereits eine Hydroxylgruppe existiert. Die Chemie zum Schitzen der verschiedenen Hydroxylgruppen,
wahrend die erwiinschte reagiert, wurde kirzlich beschrieben (siehe beispielsweise die oben zitierten Refe-
renzen). Der Substituent wird durch einfaches Umwandeln der freien Hydroxylgruppe in einen Disulfid-enthal-
tenden Ether, einen Disulfid-enthaltenden Ether, einen Disulfid-enthaltenden Ester oder ein Disulfid-enthalten-
des Carbamat eingebracht. Diese Transformation wird wie folgt erreicht. Die erwlinschte Hydroxylgruppe wird
durch Behandlung mit dem kommerziell erhaltlichen Reagenz Lithiumhexamethyldisilazan (1,2 Aquivalente) in
Tetrahydrofuran bei —40°C wie in |. Ojima et al., siehe oben, deprotoniert. Das sich ergebende Alkoxid-Anion
wird dann mit einem Uberschuss einer Dihalovrbindung umgesetzt, wie beispielsweise Dibromethan, so dass
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sich ein Haloether ergibt. Die Verdrangung des Halogens durch ein Thiol (durch Umsetzung mit Kaliumthioa-
cetat und Behandlung mit einer milden Base oder Hydroxylamin) wird das erwlinschte Thiol-enthaltende Taxan
bereitstellen. Die Thiolgruppe kann durch Umsetzung mit Methylmethanthiolsulfonat oder Dithiodipyridin je-
weils in ein Methyl- oder Pyridyldisulfid umgewandelt werden. Dieses Verfahren ist in U.S. Pat. Nr. 5,416,064
beschrieben.

[0062] Alternativ kann die erwiinschte Hydroxylgruppe direkt durch Reaktion mit einem Acylhalogenid veres-
tert werden, wie beispielsweise einem 3-Brompropionylchlorid, so dass sich ein Bromester ergibt. Die Verdran-
gung der Bromgruppe durch Behandlung mit Kaliumthioacetat und eine weitere Verarbeitung wie oben be-
schrieben, ergibt den Thiol- oder Disulfid-enthaltenden Taxanester. Um Disulfid-enthaltende Carbamate herzu-
stellen, kann die Hydroxylgruppe mit einem im Handel erhaltlichen Chloroformiat umgesetzt werden, wie bei-
spielsweise Para-Nitrophenylchloroformiat, gefolgt von Reaktion mit einem Aminoalkyldisulfid (beispielsweise
Methyldithiocysteamin).

[0063] Disulfid-enthaltende und Thiol-enthaltende Taxan-Arzneistoffe der Erfindung kdnnen auf ihre Fahigkeit
hin Gberprift werden, die Proliferation verschiedener unerwiinschter Zell-Linien in vitro zu unterdriicken. Bei-
spielsweise kdnnen Zell-Linien wie beispielsweise die humane epidermoide Karzinomlinie A431, die humane
Brusttumorlinie SKBR3 und die Burkitt Lymphomalinie Namalwa einfach zur Bestimmung der Zytotoxizitat die-
ser Verbindungen verwendet werden. Zu evaluierende Zellen kénnen den Verbindungen fiir 72 Stunden ge-
genuber ausgesetzt werden und die tUberlebenden Fraktionen der Zellen kénnen in direkten Assays durch be-
kannte Verfahren gemessen werden. Die IC,,-Werte kdnnen dann aus den Ergebnissen der Assays berechnet
werden.

[0064] Die Wirksamkeit der Verbindungen der Erfindung als therapeutische Mittel hangt von der sorgfaltigen
Auswahl eines geeigneten Zellbindungsmittels ab. Zellbindungsmittel kénnen von irgendeiner gegenwartig be-
kannten Art sein oder derjenigen, die bekannt werden und schlieRen Peptide und Nicht-Peptide ein. Im Allge-
meinen kénnen diese Antikdrper oder Fragmente hiervon (insbesondere monoklonale Antikérper), Lymphoki-
ne, Hormone, Wachstumsfaktoren, Vitamine, Nahrungs-Transportmolekile (wie beispielsweise Transferrin)
oder irgendein anderes Zellbindungsmolekil oder -substanz sein.

[0065] Speziellere Beispiele von Zellbindungsmitteln, die verwendet werden kdnnen, schlielen Folgendes
ein:
— Fragmente von Antikdrpern wie beispielsweise sFv, Fab, Fab' und F(ab'), (Parham, 131 J. Immunol.
2895-2902 (1983); Spring et al., 113 J. Immunol. 470-478 (1974); Nisonoff et al. 89 Arch. Biochem. Biophys.
230-244 (1960));
— Interferone (beispielsweise a, B, y);
— Lymphokine wie beispielsweise IL2, IL3, IL4, IL6;
— Hormone wie beispielsweise Insulin, TRH (Thyrotropin-freisetzende Hormone), MSH (Melanozyten-sti-
mulierendes Hormon), Steroidhormone wie beispielsweise Androgene und Ostrogene;
— Vitamine wie beispielsweise Folsaure;
— Wachstumsfaktoren und Kolonie-stimulierende Faktoren wie beispielsweise EGF, TGF-a, G-CSF, M-CSF
und GM-CSF (Burgess, 5 Immunology Today 155-158 (1984)); und
— Transferrin (O'Keefe et al., 1601. Biol. Chem. 932-937 (1985)).

[0066] Monoklonale Antikérpertechniken ermdglichen die Produktion extrem spezifischer Zellbindungsmittel
in Form spezifischer monoklonaler Antikérper oder Fragmente hiervon. Insbesondere sind in der Technik wohl-
bekannt Techniken zur Erzeugung monoklonaler Antikdrper oder von Fragmenten hiervon durch Immunisieren
von Mausen, Ratten, Hamstern oder irgendeines anderen Saugetiers mit dem Antigen von Interesse, wie bei-
spielsweise der intakten Targetzelle, Antigene, die aus der Targetzelle isoliert wurden, ganzen Viren, attenu-
ierten ganzen Viren und viralen Proteinen, wie beispielsweise viralen Hillproteinen. Empfindlich gemachte hu-
mane Zellen kénnen ebenfalls verwendet werden. Ein weiteres Verfahren zur Erzeugung monoklonaler Anti-
korper oder Fragmenten hiervon ist die Verwendung von Phagenbibliotheken von sFv (einkettige variable Re-
gion), insbesondere humanes sFv. Siehe beispielsweise Griffiths et all., USP 5,885,793; McCafferty et al., WO
92/01047, Liming et al., WO 99106587).

[0067] Die Auswahl der geeigneten Zellbindungsmittel ist eine Frage der Auswahl, die von der speziellen, als
Ziel definierten Zellpopulation abhangt, jedoch im Allgemeinen sind monoklonale Antikérper bevorzugt, wenn
ein Geeigneter verflugbar ist.

[0068] Beispielsweise ist der monoklonale Antikérper 15 ein muriner IgG,_-Antikdrper, der flir das Common
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Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen (CALLA) spezifisch ist (Ritz et al., 283, Nature 583-585 (1980)) und
kann verwendet werden, wenn die Zielzellen CALLA wie beispielsweise bei einer Erkrankung einer akuten lym-
phoblastischen Leukamie exprimieren. In ahnlicher Weise ist der monoklonale Antikérper Anti-B4 ein murines
IgG,, das an das CD19-Antigen an B-Zellen bindet (Nadler et al., 131 J. Immunol. 244-250 (1983)) und kann
verwendet werden, wenn die Zielzellen B-Zellen oder erkrankte Zellen sind, die dieses Antigen exprimieren,
wie beispielsweise in einem Nicht-Hodgkinschen Lymphom oder einer chronischen lymphoblastischen Leuka-
mie.

[0069] Zusatzlich kann GM-CSF, das an Myeloid-Zellen bindet, als Zellbindungsmittel an erkrankte Zellen aus
einer akuten myelogenen Leukdmie verwendet werden. IL-2, das an aktivierte T-Zellen bindet, kann zur Vor-
beugung einer TransplantatabstoRung, zur Therapie und Vorbeugung einer Graft-Versus-Host-Disease und
zur Behandlung einer akuten T-Zell-Leukdmie verwendet werden. MSH, das an Melanozyten bindet, kann zur
Behandlung eines Melanoms verwendet werden. Folsdure, das den Folat-Rezeptor als Ziel definiert, der auf
Ovarial- und anderen Krebsarten exprimiert wird, ist ebenfalls ein geeignetes Zellbindungsmittel.

[0070] Krebs der Brust und Hoden kann erfolgreich mit Ostrogen (oder Ostrogenanaloga) oder Androgen
(oder Androgenanaloga) jeweils als Zellbindungsmittel als Ziel definiert werden.

[0071] Konjugate der Taxane der Erfindung und eines Zellbindungsmittels kénnen unter Verwendung ir-
gendeiner Technik gebildet werden, die gegenwartig bekannt sind oder spater entwickelt werden. Zahlreiche
Verfahren zur Konjugation sind in U.S. Pat. Nr. 5,416,064 und U.S. Pat. Nr. 5,475,092 gelehrt worden. Der Ta-
xanester kann modifiziert werden, so dass sich eine freie Aminogruppe ergibt und kann dann an einen Antikor-
per oder ein anderes Zellbindungsmittel Uber einen sdurelabilen Linker oder einen photolabilen Linker gebun-
den werden. Der Taxanester kann mit einem Peptid kondensiert und anschlieRend an ein Zellbindungsmittel
gebunden werden, um einen Peptidase-labilen Linker zu erzeugen. Die Hydroxylgruppe am Taxanester kann
succinyliert und an ein Zellbindungsmittel gebunden werden, um ein Konjugat zu erzeugen, das durch intra-
zellulare Esterasen gespalten werden kann, um freien Arzneistoff freizusetzen. Am meisten bevorzugt werden
die Taxanether, -Ester oder -Carbamate behandelt, so dass eine freie oder geschiitzte Thiolgruppe erzeugt
wird und danach werden die Disulfid- oder Thiol-enthaltenden Taxane an das Zellbindungsmittel iber Disul-
fid-Briicken gebunden.

[0072] Reprasentative Konjugate der Erfindung sind Antikdrper-Taxan, Antikérperfragment-Taxan, epiderma-
ler Wachstumsfaktor (EGF)-Taxan, Melanozyten-stimulierendes Hormon (MSH)-Taxan, Schilddriisen-stimulie-
rendes Hormon (TSH)-Taxan, Ostrogen-Taxan, Ostrogenanalog-Taxan, Androgen-Taxan, Androgenana-
log-Taxan und Folat-Taxan.

[0073] Taxan-Konjugate von Antikdrpern, Antikdrperfragmenten, Protein- oder Peptidhormonen, Protein-
oder Peptidwachstumsfaktoren und anderen Proteinen werden in derselben Art und Weise durch bekannte
Verfahren hergestellt. Beispielsweise kdnnen Peptide und AntikGrper mit Vernetzungsreagenzien wie bei-
spielsweise N-Succinimidyl-3(2-pyridyldithio)propionat, N-Succinimidyl-4(2-pyridyldithio)pentanoat (SPP),
4-Succinimidyl-oxycarbonyl-a-methyl-a(2-pyridyldithio)toluol (SMPT), N-Succinimidyl-3(2-pyridyldithio)butyrat
(SDPB), 2-Iminothiolan oder S-Acetylbernsteinsdureanhydrid durch bekannte Verfahren modifiziert werden.
Siehe Carlsson et al., 173 Biochem. J. 723-737 (1978); Blattler et al., 24 Biochem. 1517-1524 (1985); Lambert
et al., 22 Biochem. 3913-3920 (1983); Klotz et al., Arch. Biochem. Biophys. 605 (1962); und Liu et al., 18 Bio-
chem. 690 (1979), Blakey und Thorpe, 1 Antikdrper, Immunoconjugates Zellbindungsmittel & Radiophar-
maceuticals, 1-16 (1988), Worrell et al., 1 Anti-Cancer Drug Design 179-184 (1986). Das freie oder geschiitzte
Thiol-enthaltende Zellbindungsmittel, das somit gewonnen wurde, wird dann mit einem Disulfid- oder Thiol-ent-
haltenden Taxan zur Erzeugung von Konjugaten umgesetzt. Die Konjugate kdnnen durch HPLC oder durch
Gelfiltration aufgereinigt werden.

[0074] In &hnlicher Weise kénnen Ostrogen- und Androgen-Zellbindungsmittel, wie beispielsweise Ostradiol
und Androstendiol an der C-17 Hydroxygruppe mit einer geeigneten Disulfidenthaltenden Carbonsaure unter
Verwendung beispielsweise von Dicyclohexylcarbodiimid als Kondensationsmittel verestert werden. Beispiele
fur solche Carbonséauren, die verwendet werden kdnnen, sind 3(2-Pyridyldithio)propanséaure, 3-Methyldithiop-
ropansaure, 4-(2-Pyridyldithio)pentansaure und 3-Phenyldithiopropansaure. Die Veresterung der C-17 Hydro-
xygruppe kann ebenfalls durch Umsetzung mit einer geeigneten geschitzten Thiolgruppe erreicht werden, die
Carbonsaurechlorid enthalt, wie beispielsweise 3-S-Acetylpropanoylchlorid. Weitere Verfahren zur Vereste-
rung kénnen ebenfalls verwendet werden, wie sie in der Literatur beschrieben sind (Haslam, 36 Tetrahedron
2409-2433 (1980)). Das geschiitzte oder freie Thiol-enthaltende Androgen oder Ostrogen kann dann mit einem
Disulfid- oder Thiol-enthaltenden Taxan umgesetzt werden, um Konjugate zu erzeugen. Die Konjugate kdnnen
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durch Saulenchromatographie auf Silicagel oder durch HPLC aufgereinigt werden. Die Folsaure kann mit ei-
nem geeigneten Hydrazid, wie beispielsweise 4-(2-Pyridyldithio)pentansaurehydrazid in Gegenwart eines
Kondensationsmittels, wie beispielsweise Dicyclohexylcarbodiimid kondensiert werden, so dass sich ein Hy-
drazon, das aktives Disulfid enthalt, ergibt. Das Disulfid-enthaltende Folat kann dann mit einem Thiol-enthal-
tenden Taxan umgesetzt werden, so dass ein Konjugat erzeugt wird, das durch Saulenchromatographie iber
Silicagel oder durch HPLC aufgereinigt wird.

[0075] Vorzugsweise sind monoklonale Antikdrper oder Zellbindungsmittel-Taxankonjugate solche, die tiber
eine Disulfid-Briicke wie oben beschrieben verbunden sind, die dazu in der Lage sind, Taxanmolekule abzu-
geben. Derartige Zellbindungskonjugate werden durch bekannte Verfahren hergestellt, wie beispielsweise
durch Modifizieren monoklonaler Antikérper mit Succinimidylpyridyldithiopropionat (SPDP) (Carlsson et al.,
173 Biochem. J. 723-737 (1978)). Die sich ergebende Thiopyridylgruppe wird dann durch Behandlung mit Thi-
ol-enthaltenden Taxanen verdrangt, so dass Disulfid-verbundene Konjugate erzeugt werden. Alternativ wird im
Falle der Aryldithiotaxane die Bildung des Zellbindungskonjugates durch direkte Verdrangung des Aryl-Thiols
des Taxanes durch Sulfhydrylgruppen bewirkt, die friiher in Antikérpermolekule eingebracht waren. Konjugate,
die 1 bis 10 Taxan-Arzneistoffe gebunden Uber eine Disulfid-Briicke enthalten, werden in einfacher Weise
durch irgendein Verfahren hergestellt.

[0076] Spezieller wird eine Losung des Dithiopyridyl-modifizierten Antikérpers in einer Knnzentration von 1
mg/ml in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer bei pH 6,5, der 1 mM EDTA enthalt, mit dem Thiol-enthaltenden Taxan
behandelt (1,25 molare Aquivalente/Dithiopyridylgruppe). Die Freisetzung des Thiopyridins aus dem modifi-
zierten Antikdrper wird spektrophotometrisch bei 343 nm Uberwacht und ist in ungefahr 20 Stunden abge-
schlossen. Das Antikdrper-Taxankonjugat wird aufgereinigt und von nicht umgesetztem Arzneistoff und ande-
ren Niedermolekulargewichtsmaterialien durch Gelfiltration durch eine Saule von Sephadex G-25 oder Se-
phacryl S300 befreit. Die Anzahl der Taxankomponenten, die pro Antikdrpermolekl gebunden ist, kann durch
Messen des Verhaltnisses der Extinktion bei 230 nm und 275 nm bestimmt werden. Ein Durchschnitt von 1 bis
10 Taxanmolekilen/Antikérpermolekilen kann tber Disulfid-Bricken durch dieses Verfahren gebunden wer-
den.

[0077] Antikdrper-Taxankonjugate mit nicht-spaltbaren Bindungen kénnen ebenfalls hergestellt werden. Der
Antikérper kann mit Vernetzungsmitteln wie beispielsweise Succinimidyl-4(maleimidomethyl)cyclohe-
xan-1-carboxylat (SMCC), Sulfo-SMCC, m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimidester (MBS), Sulfo-MBS
oder Succinimidyl-Todacetat wie in der Literatur beschrieben modifiziert werden, um 1 bis 10 reaktive Gruppen
einzubringen. Seihe Yoshitake et al., 101 Euro. J. Biochem. 395-399 (1979); Hashida et al., J. Applied Bio-
chem. 56-63 (1984); und Liu et al., 18 Biochem. 690-697 (1979). Der modifizierte Antikdrper wird dann mit dem
Thiol-enthaltenden Taxanderivat zur Erzeugung eines Konjugats umgesetzt. Das Konjugat kann durch Gelfilt-
ration durch eine Sephadex G-25-Saule aufgereinigt werden.

[0078] Die modifizierten Antikbrper oder Fragmente hiervon werden mit den Thiol-enthaltenden Taxanen
(1,25 Molaraquivalent/Maleimidogruppe) behandelt. Die Gemische werden Gber Nacht bei ungefahr 4°C inku-
biert. Die Antikdrper-Taxankonjugate werden durch Gelfiltration durch eine Sephadex G-25-S&ule aufgereinigt.
Typischerweise werden durchschnittlich 1 bis 10 Taxane pro Antikérper gebunden.

[0079] Ein bevorzugtes Verfahren besteht darin, Antikdrper oder Fragmente hiervon mit Succinimidyl-4-(ma-
leimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat (SMCC) zur Einbringung von Maleimidogruppen gefolgt von einer Um-
setzung des modifizierten Antikdrpers oder Fragmentes mit den Thiol enthaltenden Taxanen einzubringen, um
ein Thioether-gebundenes Konjugat zu ergeben. Wiederum kénnen sich Konjugate mit 1 bis 10 Arzneistoffmo-
lekilen pro Antikérpermolekil ergeben.

[0080] Die Zytotoxizitat der Taxane und ihrer Antikdrperkonjugate an nicht adharente Zell-Linien wie bei-
spielsweise Namalva und HL-60 kénnen durch Ruckextrapolierung von Zellproliferationskurven wie in Gold-
macher et al., 135 J. Immunol. 3648-3651 (1985) beschrieben gemessen werden. Die Zytotoxizitat dieser Ver-
bindung an adharente Zell-Linien wie beispielsweise SKBR3 und A431 kann durch klonngene Assays be-
stimmt werden, wie in Goldmacher et al., 102 J. Cell Biol. 1312-1319 (1986) beschrieben ist.

[0081] Die vorliegende Erfindung stellt ebenfalls eine therapeutische Zusammensetzung bereit, die Folgen-
des umfasst:

(A) eine wirksame Menge eines oder mehrerer Taxane, gebunden an ein Zellbindungsmittel, und

(B) einen pharmazeutisch vertraglichen Trager, Verdinnungsstoff oder Tragerstoff.
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[0082] In &hnlicher Weise stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Abtéten ausgewahlter Zellpopu-
lationen bereit, das das In-Beriihrung-Bringen von Zielzellen oder Gewebe, das Zielzellen enthalt, mit einer
wirksamen Menge eines zytotoxischen Mittels umfasst, umfassend ein oder mehrere Taxane gebunden an ein
Zellbindungsmittel.

[0083] Das zytotoxische Mittel wird wie oben beschrieben hergestellt.

[0084] Geeignete pharmazeutisch vertragliche Trager, Verdiinnungsmittel und Tragerstoffe sind wohlbekannt
und kénnen durch den Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet bestimmt werden, wie es die klinische Situation
erfordert.

[0085] Beispiele fiir geeignete Trager, Verdiinnungsmittel und/oder Trager schlief’en Folgendes ein: (1) Dul-
beccos Phosphat-gepufferte Salzlésung, pH ungefahr 7,4, die ungefahr 1 mg/ml bis 25 mg/ml humanes Se-
rumalbumin enthalt, (2) 0,9% Salzlésung (0,9% G/V NaCl), und (3), 5% (G/V) Dextrose; und kann ebenfalls ein
Antioxidans enthalten wie beispielsweise Tryptamin und ein Stabilisierungsmittel wie beispielsweise Tween 20.

[0086] Das Verfahren zum Abtéten ausgewahlter Zellpopulationen kann in vitro, in vivo oder ex vivo ausgeubt
werden.

[0087] Beispiele fur in vitro-Anwendungen schlieBen Behandlungen von autologem Knochenmark vor ihrer
Transplantation in denselben Patienten ein, um erkrankte oder maligne Zellen abzutéten. Behandlungen von
Knochenmark vor ihrer Transplantation, um kompetente T-Zellen abzutdten und eine Graft-Ver-
sus-Host-Krankheit (GVHD) zu verhindern; Behandlungen von Zellkulturen, um alle Zellen abzutéten auler er-
wiinschte Varianten, die das Zielantigen nicht exprimieren; oder um Varianten abzutéten, die unerwilinschtes
Antikérper exprimieren.

[0088] Die Bedingungen einer nicht-klinischen in vitro-Anwendung sind leicht von dem Durchschnittsfach-
mann auf dem Gebiet zu bestimmen.

[0089] Beispiele fur eine klinische ex vivo-Anwendung bestehen darin, Tumorzellen oder Lymphoidzellen aus
Knochenmark vor einer autologen Transplantation in der Krebsbehandlung oder in der Behandlung einer Au-
toimmunkrankheit zu entfernen oder T-Zellen und andere Lymphoidzelien aus autologen oder allogenen Kno-
chenmark oder Gewebe vor einer Transplantation zu entfernen, um eine GVHD zu vermeiden. Die Behandlung
kann wie folgt durchgefihrt werden. Knochenmark wird vom Patienten oder einem anderen Individuum gewon-
nen und danach in einem Medium inkubiert, das Serum enthalt, dem das zytotoxische Mittel der Erfindung zu-
gesetzt wurde, wobei sich die Konzentrationen von ungefahr 10 um bis 1 pM bewegen, fur ungefahr 30 Minuten
bis ungefahr 48 Stunden bei ungefahr 37°C. Die exakten Bedingungen der Konzentration und Zeit der Inkuba-
tion, das heildt die Dosis, sind leicht fir den Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet zu bestimmen. Nach der
Inkubation werden die Knochenmarkszellen mit Medium gewaschen, das Serum enthalt und werden dem Pa-
tienten intravends gemaf bekannter Verfahren wieder zuriick verabreicht. Unter Umstanden, unter denen der
Patient eine andere Behandlung empfangt wie beispielsweise eine ablative Chemotherapie oder eine Ganz-
kdrperbestrahlung zwischen dem Zeitpunkt der Gewinnung des Marks und der Reinfusion der behandelten
Zellen werden die behandelten Markzellen in flissigem Stickstoff gefroren unter Verwendung von medizini-
scher Standardausristung aufbewahrt.

[0090] Zur klinischen in vivo-Anwendung wird das zytotoxische Mittel der Erfindung als Lésung oder als lyo-
philisiertes Pulver verabreicht werden, das bezliglich einer Sterilitat und auf Endotoxinkonzentrationen getestet
ist. Beispiele fir geeignete Vorschriften der Konjugatverabreichung sind wie folgt. Konjugate werden wdchent-
lich fur 4 Wochen als intravendser Bolus jede Woche verabreicht. Die Bolus-Dosen werden in 50 bis 100 ml
normaler beziehungsweise physiologischer Salzldsung verabreicht, der 5 bis 10 ml humanes Serumalbumin
zugesetzt werden kann. Die Dosierungen werden 10 pg bis 2000 mg pro Verabreichung intravends (im Bereich
von 100 ng bis 20 mg/kg pro Tag) sein. Nach 4-wdchiger Behandlung kann der Patient eine Behandlung auf
einer wochentlichen Basis empfangen. Spezielle klinische Vorschriften bezuglich des Verabreichungsweges,
der Tragerstoffe, Verdinnungsmittel, Dosierungen, Zeitpunkte etc. kdnnen vom Durchschnittsfachmann auf
dem Gebiet bestimmt werden, wie es die klinische Situation erfordert.

[0091] Beispiele von medizinischen Zustanden, die gemal der in vivo oder ex vivo-Verfahren des Abtotens
ausgewahlter Zellpopulationen behandelt werden kdnnen, schlielRen eine Malignitat irgendeines Typs ein, ein-
schliel3lich beispielsweise Krebs der Lunge, Brust, Colon, Prostata, Nieren, Pakreas, Ovar und lymphatischen
Organen; Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise systemischer Lupus, rheumatoide Arthritis und multiple
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Sklerose. Transplantatabstof3ungen wie beispielsweise NierentransplantatabstoBung, Lebertransplantatab-
stoBung, LungentransplantatabstoRung, Herztransplantatabstoflung und Knochenmarkstransplantationsab-
stoRung; Graft-Versus-Host-Krankheit; virale Infektionen wie beispielsweise CMV-Infektionen, HIV-Infektionen,
AIDS etc.; und Parasiteninfektionen wie beispielsweise Giardiasis, Amoebiasis, Schistosomiasis und andere,
wie sie vom Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet bestimmt werden.

Beispiele

[0092] Die Erfindung wird nunmehr unter Bezugnahme auf nicht einschrankende Beispiele beschrieben wer-
den. Soweit nichts anderes angegeben ist, sind alle Prozentsatze, Verhaltnisse, Teile etc. auf das Gewicht be-
zogen.

Beispiel 1
In vitro Zytotoxizitat-Assays

[0093] Die Sulfid-, Disulfid- und Sulfidryl-enthaltenden Taxan-Arzneistoffe der Erfindung kénnen bezlglich ih-
rer Fahigkeit evaluiert werden, eine Proliferation verschiedener humaner Tumorzell-Linien in vitro zu unterdri-
cken. Zwei adherente Zell-Linien, namlich A431 (humanes epidermoides Karzinom) und SKBR3 (humaner
Brusttumor) und die nicht adherente Zell-Linie, Namalwa (Burkitt Lymphom) werden zur Bestimmung der Zy-
totoxizitat dieser Verbindungen verwendet. Die Zellen werden gegenulber den Verbindungen fir 24 Stunden
exponiert und die GUberlebenden Fraktionen der Zellen werden in direkten Assays gemessen (A431 und SKBR3
werden bezuglich einer Ausplattierungseffizienz untersucht (Goldmacher et al., 102 J. Cell Biol. 1312-1319
(1986) und Namalwa werden durch Wachstums-Riick-Extrapolation untersucht (Goldmacher et al, 135 J. Im-
munol. 3648-3651 (1985)). IC,,-Werte werden dann aus diesen Daten berechnet.

Beispiel 2
Konjugation an Antikérper

[0094] Konjugation von Thiol-enthaltendem Taxan an Antikérper Uber Disulfid-Briicken: Die Konjugation von
Thiol-enthaltenden Taxanen an Antikérper oder Fragmenten hiervon tber Disulfid-Briicken wird in zwei Schrit-
ten dargestellt. Im ersten Schritt werden Dithiopyridylgruppen in Antikdrper oder Antikérperfragmente unter
Verwendung von Succinimidylpyridyldithiopentanoat (SPP) wie von Carlsson et al. beschrieben eingebracht.
Die Thiopyridylgruppen werden dann durch Reaktion mit dem Thiol-enthaltenden Taxan zur Erzeugung eines
Konjugats verdrangt.

[0095] Erzeugung von Antikérper-SS-Taxankonjugaten. Antikdrper Anti-B4, Anti-EGF-Rezeptor und N901
oder Fragmente hiervon werden mit SPDP oder SPP wie in der Literatur beschrieben modifiziert. Zwischen 1
bis 10 Dithiopyridylgruppen werden durchschnittlich pro Antikérpermolekiil eingebracht.

[0096] Eine Lésung des Dithiopyridyl-modifizierten Antikérpers in einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer pH 6,5, der 1 nM EDTA bei 25° enthalt, wird mit einem Thiol-enthaltenden Taxan (1,25
Molaquivalent/Dithiopyridylgruppe). Die Freisetzung von Thiopyridin aus dem modifizierten Antikérper oder
Fragment hiervon wird spektrophotometrisch bei 343 nm Gberwacht und ist in ungefahr 20 Stunden abge-
schlossen. Das Antikdrper-Taxankonjugat wird aufgereinigt und von nicht umgesetztem Arzneistoff und ande-
rem Niedermolekulargewichtsmaterial durch Gelfiltration durch eine Saule von Sephadex G-25 befreit. Die An-
zahl der Taxanmolekule, die pro Antikérpermolekul gebunden ist, wird durch Messen des Verhaltnisses zwi-
schen der Extinktion bei 230 nm und 275 nm gemessen. Ein Durchschnitt von 1-10 Taxanmolekuilen pro Anti-
korpermolekil kann tber die Disulfid-Bricken durch dieses Verfahren gebunden werden.

[0097] Konjugation von Thiol-enthaltendem Taxan an Antikdrper uber eine nicht spaltbare Thioetherbindung:
Die Konjugation eines Thiol-enthaltenden Taxans wird in zwei Schritten durchgefiihrt. Der Antikérper oder das
Fragment hiervon wird zunachst mit Succinimidylmaleimidomethylcyclohexancarboxylat (SMCC) zur Einbrin-
gen von Maleimidogruppen umgesetzt. Der modifizierte Antikdrper wird dann mit dem Thiol-enthaltenden Ta-
xan unter Bildung von Thioetherbindungen umgesetzt.

[0098] Herstellung von Antikdrper-Taxankonjugaten (nicht spaltbar). Antikérper, Anti-B4, Anti-EGF-Rezeptor
und N901 oder Fragmente hiervon werden mit SMCC wie in der Literatur beschrieben modifizier.
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[0099] Die modifizierten Antikérper oder Antikérperfragmente werden mit Thiol-enthaltendem Taxan (1,25
molare Aquivalente/Maleimidogruppe) behandelt. Die Gemische werden (iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die An-
tikdrper-Taxankonjugate werden wie oben beschrieben aufgereinigt. Typischerweise werden durchschnittlich
1-10 Taxanmolekiile pro Antikérpermolekdl verbunden.

Spezielle Herstellung von Antikdrper-Taxankonjugaten.

[0100] Murine monoklonale Antikdrper, die gegen den humanen EGF-Rezeptor (EGFR) gerichtet sind, wur-
den entwickelt. Der EGF-Rezeptor wird bekanntermafRen in mehreren humanen Plattenepitelzellkarzinmomen
Uberexprimiert, wie beispielsweise Kopf und Nacken, Lunge und Brust. Vier unterschiedliche Antikérper, nam-
lich KS-61 (IgG2a), KS-77 (IgG1), KS-78 (Ig2a) und KS-62 (IgG2a) wurden an Taxane uber Disulfid-Briicken
gebunden. Der murine monoklonale Antikérper TAl, gerichtet gegen das Neu-Onkogen, uberexprimiert in hu-
manem Brust- und Ovarialkrebs, wurde zur Herstellung von TA1-Taxankonjugaten verwendet. die Herstellung
dieser speziellen Konjugate ist in den Beispielen 3 bis 7 beschrieben.

Beispiel 3
Herstellung von Anti-EGFR Antikérper KS-61-Taxankonjugat

[0101] Der Anti-EGFR Antikdrper KS-61 wurde zunachst mit N-Succinimidyl-4-[2-pyridyldithio]pentanoat
(SPP) zur Einfihrung von Dithiopyridylgruppen modifiziert. Der Antikdrper (2,3 mg/ml) in 50 mM Kaliumphos-
phatpuffer, pH 6,5, der NaCl (50 mM) und EDTA (2 mM) enthielt, wurde mit SPP (11 molare Aquivalente in
Ethanol) behandelt. Die endglltige Ethanol-Konzentration betrug 1,4% (V/V). Nach 90 Minuten bei Umge-
bungstemperatur wurde Lysin (50 mM) zugesetzt, um die Entfernung von irgendwelchen nicht kovalent gebun-
denem SPP zu unterstitzen. Man lie} die Reaktion fur 2 Stunden fortlaufen und danach wurde durch Gelffilt-
ration durch eine Sephadex G-25-Saule, die im obigen Puffer aquilibriert wurde, gereinigt. Antikérper enthal-
tende Fraktionen wurden gepoolt und der Grad der Modifikation wurde durch Behandlung einer Probe mit Dithi-
othreitol und durch Messen der Veranderung der Extinktion bei 343 nM (Freisetzung von Pyyridin-2-thion mit
£445=8,080 M~'cm™) bestimmt. Die Gewinnung des Antikorpers betrug ungefahr 90% mit 5,0 Pyridyldithiogrup-
pen pro Antikdrpermolekil gebunden.

[0102] Der modifizierte Antikérper wurde mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5, verdiinnt, der NaCl (50
mM) und EDTA (2 mM) in einer Endkonzentration von 1,28 mg/ml enthielt. Taxan-SH (1,7 Aq. pro Dithiopyri-
dylgruppe) in Ethanol (10% V/V im endgultigen Reaktionsgemisch) wurde danach der modifizierten Antikérper-
I6sung zugesetzt. Die Reaktion schritt bei Umgebungstemperatur unter Argon fiir 24 Stunden voran. Der Fort-
schritt der Reaktion wurde spektrophotometrisch bei 343 nm zur Freisetzung vom Pyridin-2-thion berwacht,
verursacht durch Disulfid-Austausch zwischen den Taxan-SH und den Dithiopyridylgruppen am Antikérper. Die
Zunahme der Extinktion bei 343 nm zeigte an, dass sich das Taxan an den Antikorper gebunden hatte. Das
Reaktionsgemisch wurde dann auf eine Sephadex G-25 SF Gelfiltrationssaule aufgeladen, die mit Phos-
phat-gepufferter Salzlésung (PBS, pH 6,5) aquilibriert war, die 20% Propylenglykol enthielt. Der Hauptpeak
umfasste monomeres KS-61-Taxan. Die Konzentration des Konjugats wurde durch Messen der Extinktion bei
280 nm bestimmt. Das Konjugat wurde mit Tween 80 (0,05%) und humanem Serumalbumin (HSA, 1 mg/ml)
formuliert.

Beispiel 4
Herstellung von Anti-EGFR Antikérper KS-77-Taxankonjugat

[0103] Der Anti-EGFR Antikdrper KS-77 wurde mit N-Succinimidyl-4-[2-pyridyldithio]pentanoat (SPP) zur Ein-
bringung von Dithiopyridylgruppen modifiziert. Der Antikdrper (5,0 mg/ml) in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH
6,5, wurde mit SPP (11 molare Aquivalente in Ethanol) behandelt. Die endgiiltige Ethanolkonzentration betrug
2% (VIV). Nach 90 Minuten bei Umgebungstemperatur wurde Lysin (50 mM) zugesetzt, um bei der Entfernung
von jeglichem nicht kovalent gebundenem SPP zu helfen. Man lie das Reaktionsgemisch fur 2 Stunden inku-
bieren und danach wurde es durch Gelfiltration durch eine Sephadex G-25-Saule aufgereinigt, die im obigen
Puffer aquilibriert wurde. Antikdrper enthaltende Fraktionen wurden gepoolt und der Modifikationsgrad wurde
durch Behandeln einer Probe mit Dithiothreitol und Messen der Veranderung in der Extinktion bei 343 nm (Frei-
setzung von 2-Mercaptopyridin mit €,,,=8,080 M~'cm™ bestimmt. Die Wiedergewinnung des Antikorpers betrug
ungefahr 90% mit 4,24 Pyridyldithiogruppen gebunden pro Antikdrpermolekiil.

[0104] Der modifizierte Antikérper wurde mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5, verdiinnt, der NaCl (50
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mM) und EDTA (2 mM) in einer Endkonzentration von 1,4 mg/ml enthielt. Taxan-SH (1,7 Aquivalente pro Dithi-
opyridylgruppe) in Ethanol (10% V/V im endglltigen Reaktionsgemisch) wurde der modifizierten Antikérperlo-
sung zugesetzt. Die Reaktion schritt bei Umgebungstemperatur unter Argon fir 24 Stunden voran. Eine Zu-
nahme der Extinktion bei 343 nm wurde erwahnt, was darauf hinweist, dass Pyridin-2-thion freigesetzt wurde
und sich das Taxan an den Antikérper gebunden hatte. Das Reaktionsgemisch wurde dann auf eine Sephacryl
S300HR Gelfiltrationssaule aufgeladen, die mit die Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS, pH 6,5) aquilibriert
war. Der Hauptpeak umfasste monomeres KS-77-Taxan. Die Konzentration von Antikorper KS-77 wurde durch
Messen der Extinktion bei 280 nm bestimmt. Das Konjugat wurde mit Tween 80 (0,06%) und HSA (1 mg/ml)
formuliert.

Beispiel 5
Herstellung von Anti-EGFR Antikérper KS-62-Taxankonjugat

[0105] Das Anti-EGF Antikorper-Taxankonjugat (KS-62 Taxan) wurde in einer Art und Weise hergestellt, die
derjenigen in Beispiel 4 beschriebenen Weise ahnlich ist. Der modifizierte Antikdrper wurde mit 50 mM Kali-
umphosphatpuffer, pH 6,5, verdinnt, der NaCl (50 mM) und EDTA (2 mM) in einer Endkonzentration von 2,5
mg/ml enthielt. Der Antikoérper wurde mit SPP modifiziert, um 5,25 Pyridyldithiogruppen pro Antikérpermolekiil
einzubringen. Taxan-SH (1,7 Aq.) in Ethanol (10% V/V im endgliltigen Reaktionsgemisch) wurden dann der
modifizierten Antikérperldsung zugesetzt. Die Reaktion schritt bei Umgebungstemperatur unter Argon fir 24
Stunden voran. Das Konjugat wurde durch Passage durch eine Sephacryl S300HR Gelfiltrationssaule aufge-
reinigt, die mit Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, pH 6,5) aquilibriert wurde. Der Hauptpeak umfasste mo-
nomeres KS-62 Taxan. Das Konjugat wurde in PBS formuliert, das Tween 80 (0,01 % G/V) und HSA (1 mg/ml)
enthielt.

Beispiel 6
Herstellung von Anti-EGFR Antikérper KS-78-Taxankonjugat

[0106] Das Anti-EGFR Antikoérper-Taxankonjugat KS-78-Taxan wurde in einer Art und Weise hergestellt, die
derjenigen in Beispiel 4 beschriebenen ahnlich ist. Der modifizierte Antikérper wurde mit 50 mM Kaliumphos-
phatpuffer, pH 6,5, verdinnt, der NaCl (50 mM) und EDTA (2 mM) in einer Endkonzentration von 1,6 mg/ml
enthielt. Der Antikérper wurde mit SPP modifiziert, um 4,5 Pyridyldithiogruppen pro Antikdrpermolekdl einzu-
bringen. Taxan-SH (1,7 Aq.) in Ethanol (15% V/V im endgiiltigen Reaktionsgemisch) wurden dann der modifi-
zierten Antikorperldsung zugesetzt. Die Reaktion schritt bei Umgebungstemperatur unter Argon fiir 24 Stunden
voran. Die Lésung wurde dann in zwei Ansatze aufgespalten, namlich Ansatz A und Ansatz B, die separat be-
handelt wurden. Ansatz A wurde gegen PBS, pH 6,5, dialysiert, das zwei 2 mM CHAPS (3-[(Cholamidopro-
pyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat) und 20% (V/V) Propylenglykol enthielt. Der pH der endgiiltigen L6-
sung betrug 6,0. Ansatz B wurde in PBS, pH 6,5, dialysiert, das 20% (V/V) Propylenglykol enthielt. Nach den
Dialysen wurde HSA (1 mg/ml) beiden Anatzen zugesetzt. Charge B beziehungsweise Ansatz B wurde weiter
mit Tween 80 (0,05%, G/V) behandelt.

Beispiel 7
Herstellung von TA 1-Taxankonjugat

[0107] Der murine monoklonale Antikdrper TA1, der an das Neu-Onkogen bindet, das auf Brust- und Ovari-
altumoren exprimiert wird, wurde in der Herstellung von Taxankonjugaten verwendet. TA 1 (3,2 mg/ml) in 50
mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5, der NaCl (50 mM) und EDTA (2 mM) enthielt wurde mit SPP (8,0 molare
Aquivalente in Ethanol) behandelt.

[0108] Die endgiiltige Ethanolkonzentration betrug 5% (V/V). Nach 90 Minuten bei Umgebungstemperatur
wurde Lysin (50 mM) zugesetzt, um bei der Entfernung jeglich nicht kovalent gebundenen SPPs zu helfen. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 2 Stunden inkubiert und danach durch eine Sephadex G-25-Saule filtriert, die im
obigen Puffer aquilibriert wurde. Antikdrper-enthaltende Fraktionen wurden gepoolt und der Modifikationsgrad
wurde durch Behandeln einer Probe mit Dithiothreitol und durch Messen der Veranderung der Extinktion bei
343 nm (Freisetzung von Pyridin-2-thion mit €,,,=8,080 M~'cm™") bestimmt. Die Gewinnung des Antikdrpers be-
trug ungefahr 90%, wobei 4,9 Pyridyldithiogruppen pro Antikérpermolekil gebunden wurden.

[0109] Der modifizierte Antikérper wurde mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5, verdiinnt, der NaCl (50
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mM) und EDTA (2 mM) in einer Endkonzentration von 1,0 mg/ml enthielt. Taxan-SH (1,7 Aq. pro Pyridyldithio-
gruppe, die eingebaut wurde) in Ethanol (10% V/V im endgiltigen Reaktionsgemisch) wurden danach der mo-
difizierten Antikdrperldsung zugesetzt. Die Reaktion schritt bei Umgebungstemperatur unter Argon fiir 24 Stun-
den voran. Die Freisetzung vom Pyridin-2-thion (iberwacht bei 343 nm) zeigte, dass der Disulfid-Austausch
zwischen dem Taxan-SH und dem Pyridyldithinsubstituenten am Antikérper vollstandig war. Ein Anteil des Re-
aktionsgemisches (4,0 mg) wurde dann auf eine Sephacryl S300HR Gelfiltrationssaule aufgeladen, die mit
Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS, pH 6,5) aquilibriert war PBS, pH 6,5). Der Hauptpeak umfasste mono-
meres TA1-Taxan. Das verbleibende Konjugat wurde zu 0,5 mg/ml verdiinnt und in 50 mM Kaliumphosphat-
puffer, pH 6,5, der NaCl (50 mM), EDTA (2 mM) und 20% Propylenglykol enthielt, dialysiert. Die Konzentration
von Antikérper TA1 wurde in beiden Spezies durch Messen der Extinktion bei 280 nm bestimmt. Die Konjugate
wurde in PBS formuliert, das Tween 80 (0,05%) und HSA (1 mg/ml) enthielt.

Beispiel 8
Weitere Verfahren zur Verbindung von Taxanen
Saurelabile Linker

[0110] Taxane kdnnen mit N-geschutzten Aminosauren verestert werden, wie beispielsweise N-tboc-L-Alanin
in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid und Dimethylaminopyridin (DMAP) durch Standardverfahren, die in
der chemischen Literatur beschrieben sind. Die Spaltung der t-boc-Schutzgruppe mit Trifluoressigsaure ergibt
einen Taxan-Ester, der eine terminale Aminogruppe enthalt. Diese Aminogruppe, die ein Taxan enthalt, kann
an Antikérper oder Fragmente hiervon gebunden werden und an andere Zellbindungsmittel Gber einen saure-
labilen Linker wie es kuirzlich beschrieben wurde (Blattler et al., 24 Biochemistry, 1517-1524 (1985), U.S Pa-
tente Nr. 4,542,225, 4,569,789 und 4,764,368).

Photolabile Linker

[0111] Das Aminogruppen enthaltende Taxanderivat, das oben beschrieben wurde, kann an Zellbindungsmit-
tel Uber photolabile Linker wie kirzlich beschrieben gebunden werden (Senter et al., 42 Photochemistry and
Photobiology, 231-237 (1985), U.S. Patent Nr. 4,625,014).

Peptidase-labile Linker

[0112] Das Aminogruppen-enthaltende Taxan, das oben beschrieben wurde, kann ebenfalls an Zellbindungs-
mittel Uber Peptid-Spacer-Linker gebunden werden. Es wurde kurzlich gezeigt, dass kurze Peptid-Spacer zwi-
schen Arzneistoffen und makromolekularen Proteincarriern in Serum stabil sind, jedoch einfach durch intrazel-
lulare lysnsomale Peptidasen hydrolysiert werden (Trouet et al., 79 Proc. Natl. Acad. Sci. 626-629 (1982)). Das
Aminogruppen-enthaltende Taxan kann mit Peptiden wie beispielsweise Ala-Leu, Leu-ala-Leu oder einem Di-
mer von Ala-Leu unter Verwendung eines Kondensationsmittels wie beispielsweise 1-[3-(Dimethylamino)pro-
pyl]-3-ethylcarbodiimid-HCI kondensiert, so dass sich ein Peptidderivat des Taxans ergab, das danach an Zell-
bindungsmittel gebunden werden kann.

Esterase-labile Linker

[0113] Taxane kénnen durch Reaktion der Hydroxylgruppe mit Bernsteinsaureanhydrid verestert und danach
an ein Zellbindungsmittel gebunden werden, um ein Konjugat zu erzeugen, das durch intrazellulare Esterasen
zur Freisetzung des freien Arzneistoffes gespalten werden kann (siehe beispielsweise: Awoud-Pirak et al., 38
Biochem. Pharmacol., 641-648 (1989), Laguzza et al., 32 J. Med. Chem., 549-555 (1989)).

Beispiel 9
In vivo Anti-Tumor Aktivitat
[0114] Die Anti-Tumor-Wirkung des Anti-EGF Rezeptorantikdrper-Taxankonjugats auf humane Plattenepitel-
karzinom(A431)xenotransplantate in SCID-Mausen wurde wie folgt etabiliert. Die Anti-Tumor-Wirkung zweier
unterschiedlicher Anti-humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor-Taxankonjugate (Anti-EGFR-Taxan-

konjugate), KS-61-Taxan und KS-77-Taxan wurde in einem humanen Tumor-Xenotransplantatmodell in
SCID-Mausen evaluiert.
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[0115] 5 Wochen alte weibliche SCID-Mause (25 Tiere) wurden subkutan in die rechte Flanke mit A431 hu-
manem Plattenepitelkarzinomzellen (1,5 x 10° Zellen/Maus) in 0,1 ml serumfreien Medium inokuliert. Die Tu-
more wurden fiir 1 1 Tage bis zu einer durchschnittlichen GréRe von 100.0 mm? (Bereich von 54-145 mm?®) ge-
zuchtet. Die Tiere wurden dann zufallsbedingt in vier Gruppen eingeteilt (3-5 Tiere pro Gruppe), gemal ihrer
Tumorgrofie. Die erste Gruppe empfing KS-61-Taxankonjugat (10 mg/kg, qd x 5), das intravends verabreicht
wurde. Die zweite Gruppe empfing KS-77-Taxankonjugat (10 mg/kg, qd x 5), das intravends verabreicht wurde.
Die dritte Gruppe empfing freies (nicht konjugiertes) Taxan (0,24 mg/kg, qd x 5, intravends) in derselben Dosis
wie diejenige, die im Konjugat vorlag. Die vierte Gruppe, ein Kontrollgruppe von Tieren, empfing PBS unter
Verwendung derselben Behandlungsvorschrift wie in die Gruppen 1 bis 3.

[0116] Die Groflie der Tumore wurde zweimal wochentlich gemessen und die Tumorvolumina wurden mit der
folgenden Formel berechnet: % (Lange x Breite x Hohe). Das Gewicht der Tiere wurde ebenfalls zweimal pro
Woche gemessen. Die Ergebnisse sind in den Fig. 4 und Fig. 5 dargestellt. Die Tumoren in der Kontrollgruppe
der Mause wuchsen bis zu einer GréRRe von ungefahr 1000 mm? in 31 Tagen. Die Behandlung mit freiem Taxan
zeigte keine therapeutische Wirkung und die Tumoren in dieser Gruppe wuchsen in im Wesentlichen derselben
Geschwindigkeit wie in der Kontrollgruppe von Tieren, die PBS erhielt.

[0117] Im Gegensatz hierzu zeigten beide der Anti-EGFR-Taxankonjugate eine bemerkenswerte Anti-Tu-
mor-Aktivitat, die eine vollstdndige Hemmung des Tumorwachstums in allen behandelten Tieren fur eine Zeit-
dauer des Experimentes — 34 Tage flir das KS-61-Taxankonjugat und 27 Tage fir das KS-77-Taxankonjugat
zur Folge hatte. Die Daten zeigen ebenfalls, dass die zielgerichtete Abgabe des Taxans unter Verwendung ei-
nes Tumorspezifischen Antikorpers fur die Anti-Tumor-Aktivitat essentiell ist, weil eine aquivalente Dosis von
nicht konjugiertem Taxan keine Anti-Tumor-Wirkung in diesem Modell zeigte. Bedeutenderweise waren die Do-
sen von Antikdrper-Taxankonjugat, die verwendet wurden, gegentber den Tieren nicht toxisch, wie es durch
das Fehlen irgendeines Gewichtsverlustes demonstriert wird (siehe Fig. 5).

Beispiel 10
In vitro Zytotoxizitat von Antikdrper-Taxankonjugaten

[0118] Die Zytotoxizitat von Anti-EGFR-Taxankonjugat, KS-78-Taxan wurde in einem klonogenen Assay unter
Verwendung der EGF-Rezeptor-positiven humanen A431 Zell-Linie (ATCC CRL 1555) gemessen. N901-Ta-
xankonjugat, ein ahnliches Konjugat, das mit dem monoklonalen Mausantikdrper N901 gegen humanes CD56
hergestellt wurde, wurde als Spezifitdts-Kontrolle getestet, weil A431-Zellen sein Targetantigen, namlich CD56,
nicht exprimieren. Die Zytotoxizitat des TA.1-Taxankonjugats, ein Konjugat, das mit dem monoklonalen
Mausantikorper TA.1 gegen humanes Neu-Antigen hergestellt wurde, wurde mit der Antigen-positiven huma-
nen Zell-Linie SK-BR-3 (ATCC HTB 30) und der Antigen negativen A431-Zell-Linie gemessen. Die Zellen wur-
den in unterschiedlichen Dichten in 6-Well-Gewebskulturplatten in DMEM-Medium ausplattiert, das mit 10%
fotalem Kalbsserum erganzt wurde. Immunkonjugate in verschiedenen Konzentrationen wurden zugesetzt und
die Zellen wurden in einer angefeuchteten Atmosphéare bei 37°C in 6% CO, gehalten, bis Kolonien von unge-
fahr 20 Zellen oder mehr gebildet wurden (6 bis 10 Tage). Kontrollplatten enthielten kein Immunkonjugat. Die
Zellen wurden dann mit Formaldehyd fixiert, mit Kristall violett angefarbt und unter einem Mikroskop mit gerin-
ger VergroRerung gezahlt. Die Ausplattierungseffizienz wurde danach aus der Kolonienanzahl bestimmt und
die Uberlebenden Zellfraktionen wurden als das Verhaltnis der Ausplattierungseffizienz der behandelten Probe
und der Ausplattierungseffizienz der Kontrolle berechnet.

[0119] Fig. 6 zeigt die Ergebnisse der Zytotoxizitatsbestimmung fir die beiden Ansatze des KS-78-Taxankon-
jugats auf die Targetantigen-positive Zell-Linie A431. Konjugate von beiden Ansatzen zeigen eine ahnliche To-
xizitat fur die Zielzellen; eine Behandlung fiir 6 Tage bei Konzentrationen von 10® M erreichten Uberlebende
Fraktionen von weniger als 107 (weniger als 1 % der Zellen (iberleben). Ein Kontrollkonjugat, N901-Taxan, fur
das keine Antigene auf der Oberflache von A431-Zellen vorliegen, zeigt keine Toxizitat fur die Zellen bei Kon-
zentrationen von bis zu 3-10® M. Unkonjugierter KS-78-Antikorper zeigt ebenfalls einen sehr geringen zytoto-
xischen Effekt. Diese Ergebnisse demonstrieren die Targetantigen-spezifische Zytotoxizitat des KS-78-Taxan-
konjugats.

[0120] Die zytotoxische Potenz und Selektivitat des TA.1-Taxankonjugates wurde mit der Targetantigen-posi-
tiven Zell-Linie SK-BR-3 und der Targetantigen-negativen Zell-Linie A431 untersucht. Die Ergebnisse sind in
Fig. 7 dargestellt. In einer Konjugatkonzentration von 10° M wurden mehr als 90% der Ziel-SK-BR-3-Zellen
abgetotet (Uberlebende Fraktion von weniger als 0,1), wahrend keine Toxizitat gegenlber der Nicht-Tar-
get-A431-Zellen beobachtet wurde. Diese Ergebnisse demonstrieren das selektive Abtdten von Antigenpositi-
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ven Zellen und das die zytotoxische Wirkung des Konjugats von der spezifischen Bindung durch ihren Antikor-
perbestandteil abhangig ist.

[0121] Wahrend die Erfindung ausflhrlich und unter Bezugnahme auf spezielle Ausfiihrungsformen hiervon
beschrieben wurde, wird fir den Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet klar sein, dass verschiedene Veran-
derungen und Modifikationen hierin durchgefuhrt werden kénnen, ohne vom Geist und Umfang der Erfindung
abzuweichen.

Patentanspriiche

1. Cytotoxische Verbindung, dargestellt durch Formel (1):

(I

R, H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder eine Elektronen schiebende Gruppe ist, und R," und

R," gleich oder unterschiedlich sind und H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder eine Elektronen schiebende
Gruppe sind;

R,O ein heterocyclischer, linearer, verzweigter oder cyclischer Ester oder Ether mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen
oder ein Carbamat der Formel -OCONR, R, ist, wobei R,, und R, gleich oder unterschiedlich sind und H, ein
lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder Aryl sind;

R, Aryl, ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen ist;

R, -OC(CH,), oder Phenyl ist;

R; eine Thiol oder Disulfid enthaltende Linkergruppe zum kovalenten Binden an ein Zellbindungsmittel tiber
die Thiol- oder Disulfidreste ist; und

R¢ H ist oder RO ein heterocyclischer, linearer, verzweigter oder cyclischer Ester oder Ether mit 1 bis 10 Koh-
lenstoffatomen oder ein Carbamat der Formel -OCONR, R, ist, wobei R,, und R, gleich oder unterschiedlich
sind und H, ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder Aryl sind.

2. Cytotoxische Verbindung dargestellt durch Formel (I):
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)

R, H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder eine Elektronen schiebende Gruppe ist, und R, und R," gleich
oder unterschiedlich sind und H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder eine Elektronen schiebende Gruppe
sind;

R,0 ein heterocyclischer, linearer, verzweigter oder cyclischer Ester oder Ether mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen
oder ein Carbamat der Formel -OCONR R, ist, wobei R,; und R, gleich oder unterschiedlich sind und H, ein
lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder Aryl sind;

R, -CH=C(CH,), ist;

R, -OC(CH,), oder Phenyl ist;

R, eine Thiol oder Disulfid enthaltende Linkergruppe zum kovalenten Binden an ein Zellbindungsmittel Gber
die Thiol- oder Disulfidreste ist; und

Rs H ist oder R;O ein heterocyclischer, linearer, verzweigter oder cyclischer Ester oder Ether mit 1 bis 10 Koh-
lenstoffatomen oder ein Carbamat der Formel -OCONR (R, ist, wobei R,, und R, gleich oder unterschiedlich
sind und H, ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder Aryl sind.

wobei:

3. Cytotoxische Verbindung, dargestellt durch Formel (1):
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I

R, H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder eine Elektronen schiebende Gruppe ist, und R, und R," gleich
oder unterschiedlich sind und H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder eine Elektronen schiebende Gruppe
sind;

R, eine Thiol oder Disulfid enthaltende Linkergruppe zum kovalenten Binden an ein Zellbindungsmittel Gber
die Thiol- oder Disulfidreste ist;

R, Aryl oder ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen ist;

R, -OC(CH,), oder Phenyl ist;

R; H ist oder RO ein heterocyclischer, linearer, verzweigter oder cyclischer Ester oder Ether mit 1 bis 10 Koh-
lenstoffatomen oder ein Carbamat der Formel -OCONR, R, ist, wobei R,, und R, gleich oder unterschiedlich
sind und H, ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder Aryl sind; und
R¢ H ist oder RO ein heterocyclischer, linearer, verzweigter oder cyclischer Ester oder Ether mit 1 bis 10 Koh-
lenstoffatomen oder ein Carbamat der Formel -OCONR, R, ist, wobei R,, und R, gleich oder unterschiedlich
sind und H, ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder Aryl sind.

wobei:

4. Cytotoxische Verbindung, dargestellt durch Formel (I):
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()

R, H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder eine Elektronen schiebende Gruppe ist, und R, und R," gleich
oder unterschiedlich sind und H, eine Elektronen ziehende Gruppe oder eine Elektronen schiebende Gruppe
sind;

R, H ist oder R,0 ein heterocyclischer, linearer, verzweigter oder cyclischer Ester oder Ether mit 1 bis 10 Koh-
lenstoffatomen oder ein Carbamat der Formel -OCONR, R, ist, wobei R, und R,, gleich oder unterschiedlich
sind und H, ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder Aryl sind;

R, Aryl oder ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen ist;

R, -OC(CH,), oder Phenyl ist;

R; H ist oder R;O ein heterocyclischer, linearer, verzweigter oder cyclischer Ester oder Ether mit 1 bis 10 Koh-
lenstoffatomen oder ein Carbamat der Formel -OCONR, R, ist, wobei R, und R,, gleich oder unterschiedlich
sind und H, ein lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder Aryl sind;

R, eine Thiol oder Disulfid enthaltende Linkergruppe zum kovalenten Binden an ein Zellbindungsmittel Gber
die Thiol- oder Disulfidreste ist.

5. Verbindung gemaR einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei R, F, NO,, CN, CI, CHF,, CF,, -OR, oder -NR;R,
ist, wobei:
R, und R, gleich oder unterschiedlich sind und lineares, verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlen-
stoffatomen oder einfaches oder substituiertes Aryl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen sind, und Ry ein lineares,
verzweigtes oder cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen ist.

6. Verbindung gemal einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei R, -OCH, oder -OCH,CHj ist.

7. Verbindung gemaf Anspruch 5, wobei R, und R, jeweils 1 bis 4 Kohlenstoffatome besitzen.

8. Verbindung gemal Anspruch 5 oder 7, wobei R, und R; gleich sind.

9. Verbindung gemal einem der Anspriiche |, 2 oder 4 bis 8, wobei R, -COCHC_H,, -COCH,CH,CH,,
-CONHCH,CH,, -CONHCH,CH,CHj,, -CO-Morpholino, -CO-Piperadino, -CO-Piperazino oder -CO-N-Methylpi-

perazino ist.

10. Verbindung geméafl Anspruch 3, wobei R, -COCH,CH,, -COCH,CH,CH,, -CONHCH,CH,,
-CONHCH,CH,CH,, -CO-Morpholino, -CO-Piperidino, -CO-Piperazino oder -CO-N-Methylpiperazino ist.

11. Verbindung gemal einem der Anspriche 1 bis 10, wobei die Thiol oder Disulfid enthaltende Linker-
gruppe Rg, R; oder R, ist:
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-(CH,),SZ, -CO(CH,),SZ, -(CH,),CH(CH,)SZ,

-CO(CH,),CH(CH,)SZ, -(CH,),C(CH,),SZ, -CO(CH,),C(CH,),SZ,

-CONR,,(CH,),SZ, -CONR,,(CH,),CH(CH,)SZ,

-CONR,,(CH,),C(CH,),SZ, -CO-Morpholino-XSZ, -CO-Piperidino-XSZ, -CO-Piperazino-XSZ oder -CO-N-Me-
thylpiperazino-XSZ, wobei

Z H oder SR ist, wobei R und R,, gleich oder unterschiedlich sind, und lineares Alkyl, verzweigtes Alkyl oder
cyclisches Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder einfaches oder substituiertes Aryl mit 1 bis 10 Kohlen-
stoffatomen oder heterocyclisch ist, und R,, zusétzlich H sein kann, X ein lineares Alkyl oder verzweigtes Alkyl
mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen ist und n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist.

12. Verbindung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei R, in der Metaposition ist und R, und R," H
sind.

13. Verfahren zur Synthese der Verbindung geman einem der Anspriche 1 bis 12, umfassend das Einfiih-
ren eines Disulfid oder Thiol enthaltenden Substituenten in die Verbindung der Formel |, der ein solcher Sub-
stituent fehlt, in einer der Positionen OR,, OR, oder OR;, die ein Hydroxyl ist, und Umwandeln in einen Thiol
oder Disulfid enthaltenden Ether, Ester oder Carbamat.

14. Cytotoxisches Mittel, umfassend ein oder mehrere Taxane, die kovalent an ein Zellbindungsmittel Gber
eine Linkergruppe gebunden sind, wobei mindestens eines der Taxane eine Verbindung, dargestellt durch For-
mel (1), wie in einem der Anspriche 1 bis 12 definiert, ist.

15. Therapeutische Zusammensetzung, umfassend:
(A) eine therapeutisch wirksame Menge des cytotoxischen Mittels gemaf Anspruch 14; und
(B) einen pharmazeutisch annehmbaren Trager.

16. Cytotoxisches Mittel gemaf Anspruch 14, wobei das Zellbindungsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe,
bestehend aus Antikdrpern, Antikérperfragmenten, Interferonen, Lymphokinen, Hormonen, Vitaminen, Wachs-
tumsfaktoren, Kolonie stimulierenden Faktoren und Transferrin.

17. Cytotoxisches Mittel gemal Anspruch 14 oder 16, wobei das Zellbindungsmittel ein Antikorper ist.

18. Cytotoxisches Mittel gemaf’ einem der Anspriiche 14, 16 oder 17, wobei das Zellbindungsmittel ein mo-
noklonaler Antikorper ist.

19. Cytotoxisches Mittel gemaf einem der Anspriiche 14 oder 16 bis 18, wobei das Zellbindungsmittel ein
Antigen spezifisches Antikdrperfragment ist.

20. Cytotoxisches Mittel gemaf einem der Anspriiche 14 oder 16 bis 19, wobei das Antikorperfragment
sFV, Fab, Fab' oder F(ab'), ist.

21. Cytotoxisches Mittel gemaf einem der Anspriiche 14 oder 16 bis 20, wobei das Zellbindungsmittel ein
Wachstumsfaktor oder ein Kolonie stimulierender Faktor ist.

22. Cytotoxisches Mittel gemaf einem der Anspriiche 14 oder 16 bis 20 zur Verwendung in einem Verfah-
ren zum Toéten ausgewahlter Zellpopulationen, umfassend das Inkontaktbringen von Zielzellen oder Gewebe,
das Zielzellen enthalt, mit einer wirksamen Menge des cytotoxischen Mittels.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Figur 2
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Figur 3
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Figur 4
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Figur 5
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Uberlebende Fraktion der Zellen
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Figur 7
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