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A taldlmany targya Gj eljaras adagolhaté vivdanyag-
molekulik teriiletén alkalmazhatd vegyiiletek eldallitéaséara,
aminek célja paramdgneses, magneses rezonancia Gtjan képki-
alakité (a tovabbiakban rdviden: MRI) kontraszterdsitdk,
felszabaditéasa kivélasztott-(meghatérozott) szervekben vagy
szbvetekben.

A (III) &ltalanos képletd konjugétumegységekben
x1 jelentése -CHO vagy -SH csoport;

Alk jelentése 1-4 szénatomos alkiléncsoport, amely adott
esetben -S- csoportot tartalmaz;

Z jelentése 1-4 szénatomos, adott esetben -C00~- cso-
portot tartalmazd alkiléncsoport; és

legaldbb az egyik Y jelentése poli(alkilén-amino)~polikarbon-
sav kelatképzd molekula (és a masik Y, amennyiben
jelen van, hidrogénatom lehet) szabad sav vagy para-

magneses ionokkal alkotott komplex formajaban;



n értéke 0-tdl koriilbeliil 100-ig terjedd egész sz&m; és
M jelentése az -NH és Y kdzbtti kotés, amely lehet egy
amidkotés, amely magaban foglalja az Y csoport -CO
részét és a (III) képletd vegylilet -NH részét; vagy
lehet egy szerves, hidalkotd szubsztituens, amely az
Y alkilén-szénatomjdhoz kapcsolédik.
A (III) altalanos képletd konjugdtumegységeket Ggy al-
litjak eld, hogy
la) egy (I) &ltalénos képletd vegyliletet - amelyben X
jelentése -S- vagy -CHOH- Esoport, és Alk, Z és n Jjelen-
tése a fentebb meghatéarozott -
az Y kelatképzd (IIa) altalénos képletd acilezd szarma-
zékaval - amelyben a karboxilcsoportoknak legalabb egyi-
ke acilezésre alkalmas derivatizalt formaban, példaul
intra- vagy intermolekuléris anhidrid, halogenid, reak-
cidképes émid vagy reakcidképes észter alakjaban van -
acileznek; vagy
1b) egy (I) &ltalédnos képletl vegyiiletet reagédltatnak a
poli(alkilén-amino)-polikarbonsav kelatképzd (IIb) al-
talanos képletd szarmazékaval, amely egyik alkilén-
-szénatomon reakcidképes bénzol-diazénium—, halogén-
—acetamido-fenil-, halogén-acetamido-benzil-, izo-
cianato-fenil-, izotiocianato-fenil- vagy azo-imidat
hidalkotdé csoporttal szubsztitudlt; és
2) az igy kapott (IV) dltalanos képletd vegylilet -XX- kodtését
hasitva egy (III) altalédnos képleti vegylilethez jutnak.
A taldlmidny szerinti eljéarasra jellemzd, hogy az (I)

&s (IV) altalanos képletekben R jelentése olyan immobiliz&ld



szil4ard fazis, amelyhez az (I) é&s (IV) altalanos képlet mole-
kulak tobbi része kovalensen koétddik kdzvetlenilil vagy egy
k&tdcsoport (térkdzcsoport) atjan, amelyet elézetesen épi-
tenek be a szilard fazist regeneraljak, és egy kovetkezd

el18411itasi ciklusban ismételten felhasznaljak.
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A talalmény targya 04j eljaras adagolhatdé vivdanyag-
molekulsdk teriiletén alkalmazhatdé vegyliletek eldallitésiara.
Ennek célja paramdgneses, magneses rezonancia Gtjan képkiala-
kité (a tovabbiakban roviden: MRI) kontraszterdsitdk felsza-
paditasa kivalasztott szervekben vagy szdvetekben.

Ismertek olyan molekulakonjugatumok, amelyekben egy
monoklondlis vagy poliklondis antitest (citoszelektiv irdnyitd
faktor) kovalensen kotddik egy paramagneses fémionokkal kap-
csolddd aminopolikarbonsav kelatképzdt hordozd (szerkezeti)
egységgel.

Igy példaul W. T. Anderson és munkatdrsai [Cancer Res.
45, 2154-2158 (1985)] k&zlik, hogy 1 mél antitest - antitest-
hatasinak és specificitéasanak megtartdsa mellett - 8 mdlig
terjedd mennyiségben képes dietilén-triamin-pentaecetsav (r&-
viden: DTPA) megkdtésére. A DTPA paramagneses fémekkel szemben
erélyes kelatképzd; ilyen fémek példaul a Gd, Fe, Cr és Ni,
amelyek ezen az Gton specifikus sejthelyekre célozhaték (ira-
nyithaték), és a protonspin-relax&cidé (T3 és/vagy Ty) mddosi-
tasaval és a kép kontrasztossagéanak er8sitésével az MRI Gtjan
eldsegitik a kép lathatésdgat (lathatéva tételét).

A 90/14881 szamd PCT kdzrebocsatési iratban leirjéak
poliaminokarbonsav kelatképz8k kapcsoldsat iranyitd fehérjék-
hez hidképzd funkcibs csoportok segitségével. Ilyen hidképzd
csoport példaul az izocianato-, izotiocianato-, brdém-acet-
amido-, diazo-, N-hidroxi-szukcinimid-észter-csoport, valamint
az intermolekularis vagy intramolekuldris anhidridek.

A kelatképzdnek az antitesthez viszonyitott mélaréanya

azonban tdlsagosan csekély volt a hatasos MRI kontrasztndve-



léshez, s ezért tovéabbi kutatasokat folytattak a kontrasztn&-
velés jobb hatékonységa (hatasfoka) érdekében. Igy példaul W.
George és H. Cahterine WU a 90/01900 szamd PCT kdzrebocsatési
iratban olyan konjugatumokat ismertetnek, amelyekben egy
ligandumot, péld&ul valamely glikoproteint - amelynek szabad
termindlis galaktdzcsoportjai vannak az adott sejttipus
felliletén 1évd egyedi receptorok felismerésére - kapcsolnak
valamilyen kel&tozbészerhez, példaul DTPA-hoz vagy 1,4,7,10-
tetraza-ciklododekdn-N4-tetraecetsavhoz (roviden: DOTA), amely
alkalmas paramdgneses fémek megkdtésére, s igy stabilis, nem-
toxikus komplex képzésére. Szelektiv proteinként aszialooro-
szomukoidot (rdviden: AsOR) és DTPA-t alkalmaznak k&zelebbrdl
le nem irt médon, s igy esetenként olyan kelatot kapnak,
amelyben a Gd AsOR-hez viszonyitott arénya 5:1 é&s 15:1 kézott
van. Taldlmidnyuk egy mas kiviteli médja szerint polilizint
(rdéviden: PL) agy médositanak, hogy a deszialilezett gliko-
protein laktéz-termindljaival, majd ezt kdvetden DTPA-val
reagaltatjak, s 1igy egy aszia-PL-kelatképzd konjugadtumhoz jut-
nak. Kimutattidk, hogy ezzel a konjugdtummal elérhetd 90 mél Gd
kdtddése a lizin 1 méljara vonatkoztatva. Ebben a kdzrebocsa-
tasi iratban azonban kisérleti részletek nem talalhatok.

Y. Manabe és munkatarsai [Biochim. and Biophys. Acta
883, 460-467 (1986)] ismertették DTPA-val kapcsolédd poli(L-
~-lizin) el&llitasat olyan médon, hogy kdriilbeliil 100 polime-
rizacidés foka (réviden: DP) poli(L-lizin)-t DTPA gyrds anhid-
ridjével (réviden: caDTPA) reagaltattak, majd 2-piridil-di-
szulfid-csoportokat vezettek be a termékbe N-szukcinimidil-3-

-(2-piridil-ditio)-propionattal (réviden: SPDP) végzett re-



akcié Gtjan, és az igy kapott terméket tiolozott IgG-vel
(immunglobulin G) kapcsolva kovalens tia-kotésd konjugatumot
411itottak eld. E reakcibsort az 1) reakcidvazlat szemlélteti.

Hasonld eljarast kézdlnek P. Shreve és munkatarsai
(Magnetic Resonance in Medicine 3, 336-340 (1986)].

P. F. Sieving és munkatéarsai [Bioconjugate Chem. 1,
65-71 (1990)] eljarést kdzdltek poliaminokarbonsav kelatképzdk
kapcsolasara polilizin oldalléncban 1é6vd termindlis -NHp-cso-
portjaihoz, amelyet vegyes anhidridek Gtjan végeztek. Ez
utébbit Ggy kaptdk, hogy kelatokat (példdul DPTA vagy DOTA
kelatokat) séik alakjéban'szerves aminokkal, példaul trietil-
-aminnal vagy tetrametil-guanidinnel és izobutil-(klér-for-
mist)-tal (rdéviden: IBCF) kezeltek. A kelatképzdt hordozd
polilizint ezt k&vet&en emberi szérumalbuminnal (réviden:
HSA) kapcsolt&k a kovetkezdképpen: a polilizin oldalléancban
1évd, nem reagalt aminocsoportjait szukcinimidil-4-(N-malein-
imido-metil)-ciklohexan-1-karboxilattal (réviden: SMCC) re-
agaltatva malinimido-csoporttal aktivalt maradékokat kaptak,
mig a HSA egyes szabad aminocsoportjait 2-imido-tiol&nnal ak-
tivaltak, s igy legalabb egy, rakciéképes alkil-tiol-csoport-
hoz jutottak. Végiil az igy kapott HSA-tiolt a polilizinnel
kapcsolt kelatképzd maleinimido-termindlisainak a kettds ko-
tésére addicionaltak. Becslésiik szerint az igy kapott konju-
gatum az iranyité fehérje 1 méljara szamitva &tlagosan ko-
riilbeliil 70 kelatképzd helyet tartalmazott.

A fentebb emlitett eljarasok hatréanya, hogy minden
egyes lépésben a kapott kézbensd termékek gondos kromatogra-

fisas tisztitasa sziikséges; e mlveletek hosszadalmasak, és



csekély hozamokat eredményeznek. A jelen talalmany javitott
médszert tesz lehetdvé egy (III) altalanos képletd konjugatum-
egység eldallitéasara, amely paramdgneses fémionokkal komplex-
képzésre alkalmas, és dsszekapcsolhatd olyan fehérjeiranyitd
faktorokkal, amelyek specifikusan reagdlnak kivéalasztott sejt-
-jelzdhelyekkel; ezen az dton olyan adagolhatd vegyliletekhez
jutunk, amelyek alkalmasak a paramdgneses MRI kontrasztnéveld
egységek magas aranyban tdrténd szelektiv eljuttatésara és
felszabaditésara eldre meghatarozott teriileteken, mind in vivo
kdriilmények kdzétt, mind szdvettenyészetekben.

Ez az eljaras - amint ezt az 1. igénypontban dsszegez-
zilk - azon alapul, hogy immobilizald fazist alkalmazunk a ki-
indulé anyagok és ezt kdvetben a soron kdvetkezd kdzbensd ter-
mékek megkdtésére, ahogyan a szintézis eldrehalad. Az utolsd
lépésben a kivant terméket az immobiliz4ld fazisrdl hasitasi
reakciéval szabaditjuk fel, amellyel egyszersmind reakcidképes
végcsoportot alakitunk ki az iranyitdé (célzé) faktorral tor-
ténd kapcsolashoz. Az immobilizald fazis alkalmazéasénak eldnye
kiildndsen a kozbensd termékek elkiildnitése soran jelentkezik,
mivel az elkiildnités egyszerl szlréssel vagy centrifugédléassal
végezhetd. A jelen talalmany szerinti eljaras egy mésik
eldnye, hogy a hasitasi lépésben molekulanként csak egyetlen
aktivalt, terminalis csoport szabadul fel, ezzel szemben a je-
lenleg ismert eljé&rasokban a megfeleld k&zbensd termékek gyak-
ran tébb reakcidképes végcsoportot tartalmaznak, s ez az ira-
nyité faktorral végzett kapcsolds soréan térhilésodashoz vezet.
Egy tovabbi eldny adédik kiiléntsen az (1la) lépés végrehajtasa

sor&n, ha a valasztott acilezd vegylilet egynél t8bb imino-di-



ecetsav-gy(r(t tartalmazd belsd anhidrid, mivel a kettd&sen

jelenlévd funkcidbés csoportok térhalésodashoz vezetnek. Ha az
(I) altalanos képletdl vegylileteket szildrd fazison immobili-
zaltan alkalmazzuk, akkor tobbfunkcidés anhidridekkel végzett
acilezés soran a térh&lésodast sztérikus gatlas akadalyozza.

A jelen taldlmény szerinti eljarasban az immobiliz&ld
szilard fazis - amelyet R betfiszimbélummal jeldliink - vala-
milyen polimer gyanta lehet, amely megmaradd reakcidképes cso-
portokat hordoz a felililetén; vagy lehet &svanyi részecske
(livegbdl vagy keré&miai anyagbdl) amely egy vagy tobb lépést
igényld folyamatban az (I) altalénos képletd kiinduld kompo-
nens kialakit&sira megfeleld, beépitett szubsztituenst tar-
talmaz. E célra alkalmazhatdék példdul olyan gyantak, mint a
poliakril-, polisztirol-, poliamid-, poliészter-, poliimid- és
poliolefingyantak. Asvényi részecskékként keradmiai anyagbdl
4116 porok végy gydngyodk, példaul aluminium-oxidbdél, szili-
cium-dioxidbdl, rutilbél vagy pordézus livegbdl &116 porok vagy
gydngydk hasznalhatdk. Az 4svanyi részecskéket - eldnydsen
pordzus liveggybngydket - agy tehetjiik reakcidképessé, hogy
azokat reakcidképes végcsoportokat - példaul izocianato-,
amino-, amido-, szubsztitualt oxi-karbonil-, hidroxil- vagy
tiolcsoportot - tartalmazd trialkoxi-sziladnnal sziléanozzuk. A
taladlmédny szerinti eljards egyik eldnyos megvalésitédsa szerint
a gydngydket tio-alkil-szilénnal szildnozzuk [lédsd H. Weetall:
"Covalent Coupling Methods for Inorganic Support Materials"
("Szervetlen hordozdanyagokon alkalmazhaté kovalens kapcsoléasi
médszerek") a kdvetkezd helyen: Meth. Enzym. 44, 134 (1976)],

majd a kapott terméket ciszteaminnal reagaltatjuk, s igy olyan
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immobilizalt k&zbensd aminterméket kapunk, amely hasithatdé di-
szulfidkotést (-XX- = Sy) tartalmaz [lasd L. Field és munka-
tarsai: J. Am. Chem. Soc. 83, 4414 (1961)]. Tiolozott gyantéak,
példaul a tioszefardz, szintén megfeld kiindulé anyagok.

Eljarhatunk dgy is, hogy az immobiliz4lt amint a ko-
vetkez8kben inicidtorként alkalmazzuk az aminosav-N-karbonil-
-anhidridek (rdviden: NCA-k) telechelikus polimerizaciéjaban,
s igy olyann (I) &ltalanos képletd kiindulé anyagot kapunk,
amelyben n értéke a zérustél eltérd; e reakcidkat az alabbiak-
ban réséletezzﬁk. Megjegyezziik, hogy halogén-alkil-csoportok-
kal derivatizalt poliolefinek bisz (amino-propil)-amin jelenlé-
tében tiokarbamiddal szulfidalhatdk (lasd Wwardell: "The
Chemistry of Thiol Groups" ("A tiolcsoportok kémiaja"), I.
rész, szerk. S. Patai, Wiley, New-York (1974)], s igy szintén
megfeleld kiindulé anyagokhoz juthatunk. Tio-metil-csoportot
tartalmazd gyantak (Merrifield-gyantak) szintén ellathatdk
amino-alkil-ditia-szubsztituensekkel ugyanigy ciszteaminnal
végzett reakcid Gtjan, ditio-piridinnel végzett kdzbensd reak-
ciéval vagy anélkiil [H. Yahima és munkatarsai: J. Am. Chem.
Soc. 63, 2263 (1941)].

A 2) reakciévazlatban szemléltetiink egy halogén-al-
kilezett gyantabdl kiinduld reakcidsort.

A jelen taldlmény egy tovabbi megvaldésitasi médja
szerint a szilard fazist epoxi-propil-szilénnal reagaltatva
beépitett oxirangylriat tartalmazd termékekhez jutunk; ez a
csoport egyes kereskedelmi forgalomban 1évd poli (akril-amid) -
-gyantakban, példaul az Eupergit gyantékban (gydrtdja a Sigma

Chemicals cég) jelen van. Az oxirdncsoportot tartalmazdé immo-



biliz&lt fazist alkalmazzuk 1,2-diol-egységet tartalmazdé koz-
pensd termékek elBallitasahoz, tehat olyan (I) 4ltalanos kép-
let@ vegyililetek el&&llitasdhoz, amelyekben -XX- jelentése
—CHOH-CHOH- csoport, a 3) reakciévazlatban bemutatott szkéma
szerint.

A (B) és (A) altalanos képletd vegyliletek termindlis
aminocsoportjat a kdvetkezdkben alkalmazzuk a kelatképzd mole-
kulaval végzendd kdzvetlen kapcsolasra szabad &llapotban vagy
a paramiagneses fémionnal alkotott komplex formdjaban; e kap-
csolast Snmagaban ismert médon végezzilk példdul a bevezetSben
leirt médon, kiilondsen Liu Yuanfang és munkatirsai mdédszerével
[Pure and Applied Chem. 63, 427-463 (1991)]. Eljarhatunk Qgy,
hogy az amint a kelatképzd valamilyen anhidridjével acilezziik
(e célra példaul intramolekularis anhidridet alkalmazhatunk,
azaz a kelatképzd olyan alakjat, amely legalabb egy imino-
—diecetsav-anhidrid-gyirdt tartalmaz; vagy hasznalhatunk e
célra intermolekularis anhidridet, mely két azonos vagy két
kiildnbdz8 molekulabdl tevddik Ossze, amelyet a valasztott
poli (alkilén-amino)-polikarbonsav kelatképzd szerbdl allitunk
eld. Heterogén intermolekuléaris anhidridek el&allit&sdhoz re-
agensként eldnydsen alkalmazhatdé az izobutil-(klér-formiat)
[1asd Bioconjugate Chem. 1, 65-71 (1990)].

Ezt kévetden a taldlmany szerinti eljaras (2) lépésé-
ben az immobiliz&ld fazisrdl a kelatképzot lehasitjuk, s ezzel
egyiddben a kelatképzdn olyan reakcidképes csoportot alakitunk
ki, amely az iranyité fehérjefaktorhoz valdé kapcsolasra al-
kalmas; e fehérjét a kapcsolds eldtt adott esetben aktivalnunk

kell.



A fenti (A) &ltaldnos képletl vegyiiletek esetében a
hasitast a vicinalis diolok szelektiv oxidacidjara vagy per-
oxid&lasara Altaldban hasznalt mdédon végezhetjiik; ennek soran
egy OHC-CHySCHp-CHoNH-MY 41talanos képletd reakcidképes
aldehid szabadul fel, ahol M és Y jelentése az 1. igénypontban
meghatarozott.

A fenti (B) &ltal&nos képletd vegyiiletek esetében a
hasitast a diszulfid-kétésen a szokasos moédszerekkel végezzik,
példaul valamilyen merkaptéan, igy tio-etanol vagy ditio-treit
jelenlétében. Ebben az esetben egy HS-(CHy) p-NH-MY &ltaléanos
képletl kelatképzd molekula szabadul fel, amely a szokasos mé-
don alkalmazhaté szulfiddal aktivalt fehérje iranyité faktor
kapcsolaséhoz (lasd a leiras bevezetésében idézett kdzleménye-
ket). A hasitasi reakcid utéan az immobiliz&16 fazis példaul
sz(iréssel vagy centrifugédléassal regenerdlhatd, és egy kovet-
kezd eldallitasi ciklusban ismét felhasznalhaté. Igy az el-
jaras gazdaséagosséagi szempontbdl kedvezd. Ha az immoblilizaléd
fazis egy aldehid- és szulfid-csoportot tartalmazdé vegylilettel
(la4sd a fenti aldehidet) egylitt szabadul fel, akkor mas szin-
tézisben felhasznalhatd vagy a szokasos médszerekkel regene-—
ralhatdé, és a jelen talalmany szerinti eljar&s egy masik cik-
lusaban ismét felhaszndlhatd.

A jelen taldlmany egyik kiildndsen érdekes kiviteli
mdédja szerint az (A) vagy (B) altalanos képlet@ aminok inici-
storokként alkalmazhatdék aminosavanhidridek telechelikus poli-
merizéciéjadban [E. J. Goethals: "Telechelic Polymers,
Synthesis and Applications" ("Telechelikus polimerek szinté-

zise és alkalmaz&sa"), CRC Press, New-York (1989)]; ezen az
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dton poliaminosavakhoz jutunk, tehat olyan vegyliletekhez,
amelyek polimer v&z&n szamos, kelétkébzé molekula kapcsoléaséra
alkalmas kotdhely van. Ezzel az eljarassal eldnydsen ndvelhetd
a kapcsolas utéan kapott, irdnyitott molekulékban kelat alakjéa-
ban megkdtdtt paramagneses ionok szama. A talalmany egyes ki-
viteli médjai szerint a (B) 4ltalanos képletd vegyiiletet az L-
-glutanminsav gamma-helyzetben védett szarmazékal vagy az asz-
paraginsav megfeleld, béta helyzetben védett szarmazékai
aminosavanhidridjeinek a polimerizalasara alkalmazzuk. Ez
utébbi esetekben véddcsoportként benzil-, fenacil-, piperonil-
vagy p-metoxi-fenaci1—csoportot alkalmazhatunk.

Az észtereket van Heeswijk médszerével [Synthesis, 744
(1982)]}, az aminosavanhidrideket foszgénnel (gdzalakG foszgén-
nel vagy szilédrd trifoszgénnel) végbemend reakcidé Gtjan allit-
juk eld. Polimerizdcid utén az iniciadtor amint termindlisan
tartalmazé poliaminosavakrél a szokasos mdédon eltdvolitjuk a
véddcsoportokat, e célra példdul brémhidrogénsavat vagy tri-
fluor-ecetsavat (réviden: TFA) haszndlhatunk, majd az igy ka-
pott, szabad karboxilcsoportot etiléndiaminnal (vagy valami-
lyen m&s alkiléndiaminnal) amidaljuk, s igy az oldalléancban
termin&lisként primer amincsoportokat tartalmazbé terméket ka-
punk. Ezekhez a terminalis aminocsoportokhoz a keldtképz$ mo-
lekuldkat a fentebb (A) vagy (B) 41talanos képletl vegyiiletek
esetére leirt mdédon kapcsoljuk, azaz vagy acilezés Gtjan vagy
dgy, hogy a kelatképzd polialkilénamin-polikarbonsav molekula
egyik alkilén-szé&natomjabol reakciéképes kdtdhidat alakitunk
ki, és ezt haszndljuk fel. Ezt kdvetden az -XX- kotést a

fentebb mar ismertetett kdriilmények kozott hasitjuk, s igy
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szabad, aktivalt kelatképzd polimer szabadul fel, amely szabad
karboxilcsoportokat tartalmazé vagy paramagneses fémmel komp-

lexet alkoté karboxilcsoportokat tartalmazé formdban kapcsol-

haté az iranyité faktorhoz.

Hasonldé reakcidkat végezhetiink az L-lizin aminosavan-
hidridjének alkalmazis&val, amiddn az epszilon-NHy-csoportokat
fluorenyl-oxi-karbonil- (réviden: PFL) vagy benzil-oxi-karbo-
nil- (réviden: PBL) csoporttal védjik. Polimerizacidé utéan a
véddcsoportot dimetil-formamidban (rdviden: DMF) piperidinnel
vagy dioxdnban oldott TFA és metanszulfonsav elegyével eltéa-
volitjuk (lasd a példakat).

A fentebb leirtak szerint nyert telechelikus poliami-
nosavak szamos termindlis amint tartalmaznak oldallancban,
amelyekhez a kelatképzd molekulak az eldbbiekben mar leirt
médszerekkel kapcsolhaték. Igy példaul az immobilizalt (A) al-
talanos képletd vegyiilettel iniciadljuk az L—iizin-aminosav—
anhidrid polimerizaciéjat, az igy nyert, immobilizalt poli-
lizint reagaltathatjuk caDTPA-val, s igy olyan poliaminosavhoz
jutunk, amelynek polimeriz&ciés foka megkdzelitdleg 50-110, és
amelyben az oldalldncok jelentds héanyada (akar 60-80%—a) ke-
14tképzd molekulédval van kapcsolatban. Ezt kdévetden - amint
fentebb kifejtettiik - oxidacié Gtjan felszabaditjuk a polimer
kelatképzdt, amely -CHO végcsoportot tartalmaz, és ez utdbbi
Gtjan kapcsolhatd az iranyitd faktorhoz; ez esetben nem sziik-
séges a fehérje aktivalasa a kapcsolasi reakcid eldtt, és ez
nyilvanvaldéan a taldlminy lényeges eldnye a technika jelenlegi
4114sa szerint ismert eljarasokhoz képest. Iradnyité faktorok-

ként igen sok fehérje alkalmazhaté: ilyenek példaul a monoklo-
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nalis és poliklondlis antitestek, igy a human szérumalbumin
(HSA), a specifikus és nemspecifikus Ig-k, alfa-2-makroglobu-
1in, interleukin, epidermalis novekedési faktor (EGF), a trom-
bocitakbdl szarmazd ndvekedési faktorok és 4ltaldban a spe-
cifikus sejt-jelzdhelyeket felismerd fehérjék és glikoprotei-
nek.

A talalmanyt az aldbbi nem korlédtozd jellegld példakban
részletesen ismertetjiik. (A kisérleti részben a fentebb mar
jelzett rdviditéseken kivil az ACOH ecetsavat jelent.)

Példak

A glutaminsav-aminosav—anhidrid—benzil—észtert H.
Block médszerével &llitottuk eld ["Ring Opening Polymeriza-
tion" ("GyfirGnyitéassal jard polimerizacié") 2, 23, szerk. K.
C. Frish és S. L. Reegen, kiadé Marcel Dekker, New-York
(1969) 1.

A glutaminsav—aminosavanhidrid—(gamma-fenacil)—észtert
tgy kapjuk, hogy 8,6 g glutaminsav-észter és 250 ml
tetrahidrofuran (réviden: THF) szuszpenziéjaba foszgént ve-
zetiink, teljes olddédas utén a kapott oldatot nitrogénnel &b-
1itjiik, majd beparoljuk, és a szilard maradékot etil-acetéat és
hexan elegyéb&l atkristalyositjuk. Szintelen, Kkristdlyos ter-
méket kapunk.

A glutaminsav—aminosavanhidrid-(gamma—piperonil)—ész-
tert Ggy &l1litjuk eld, hogy 1 g észtert 20 ml dioxé&nnal ké-
sziilt szuszpenzidjiban 350 mg szilard trifoszgénnel (beszer-
zési helye: Janssen) kezellink, az elegyet 90 percig 60 °C ho-
mérsékleten keverjiik, és szlikség esetén a teljes olddédas el-

érésére igen kis adagokban tovabbi trifoszgént tesziink hozza.
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Ezutan az oldatot 400 ml hexédnba ontjik, és az elegyet mas-
napig =20 °C hdmérsékleten 411ni hagyjuk. A Kkristalyos csapa-
dékot kis mennyiségl etil-acetatban oldjuk, az oldatot 40 °C
hémérsékleten szénnel deritjiik, majd hexant adunk hozz&. EKKkor
a kivant termék fehér kristalyok alakjaban kicsapédik. Az igy

kapott terméket ismételten tisztitjuk, s igy fehér kristalyo-

kat kapunk.
1. példa

A) Beépitett primer aminokat tartalmazd hordozd eld-

&411itdsa vicinalis diol térkdzcsoport utjan (amino-

diol-csoportos hordozd)

5 g FEupergit-C gydngyot (glicidilcsoportokat tartal-
mazé poliakrilamid-gyanta, a Sigma cég terméke) 100 ml 0,1 M
foszfat-pufferoldatban szuszpendalunk, amely 1 mM EDTA-t tar-
talmaz, és pH értéke 6,0 & 1 g (6,5 mmol) ditio-treitet (ro-
viden: DTE), azaz nagy felesleget adunk hozza keverés kﬁzben.
A heterogén keveréket szobahdmérsékleten 2 napig keverjik,
utana a gyongydkrdl a folyadékot leszivatjuk, s a gyéngydcket a
fenti foszfat-pufferoldattal mossuk. Az elemzést Ggy végezzik,
hogy k&riilbeliil 50 mg alkikvot részt kivesziink, éé 1 é6ran 4t
szobah®dmérsékleten 10 ml 10 millim&los DMF-os 2,2'-ditio-piri-
dinnel keverjiik. A gydéngyokrdl a folyadékot leszivjuk, DMF-
dal, majd diklér-metannal (réviden: DKM) mossuk, ismét 5 ml
DMF-ban szuszpendaljuk, és az -SS- k6tést 1 csepp merkapto-
—-etanollal (EtSH) hasitjuk. 30 perces keverés utén a gyongyo-
ket szlréssel elkiilénitjik, és a szlirletben a 2-tio-piridont
343 nm hullamhosszon mért abszorbanciaval (¢ = 8080) M.C.

Millot és munkatérsai mdédszerével ([J. Chromatography 354, 155
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(1986) ] meghatadrozzuk.

A gydngydket (azaz a ninta kivétele utan maradt részt)
100 ml 0,5 M Tris-HCl-ban (0,5 mM EDTA) szuszpenddljuk (pH-
-értéke 8,5), és 2-brém-etil-amin hidrobromidot adunk hozza
(az eldbb leirt elemzés eredménye alapjén szamitott mennyi-
ségben) tgy, hogy a brém-amin tiolhoz viszonyitott mélaranya
50 legyen, K. Okazaki és munkatirsai médszere szerint [Anal.
Biochem. 149, 516 (1985)]. Az elegyet szobahdmérsékleten 2
napig keverjiik, utéana a gyséngydkrdl a folyadékot leszivatjuk,
a gydngydket azonos pufferoldattal, majd vizzel mossuk, és
vakuumban szaritjuk.

A szabad aminocsoportok elemzését C.C.Y. Lee és G.M.
Loudon szerint végezziik [Anal. Biochem. 94, 60 (1979)]; at-
lagértéke (tob sarzs stlaga): 1 g széraz gyongyre vonatkoz-
tatva 50 pumol -NHp csoport.

A fenti reakciébsort a 4) reakciévazlattal szemléltet-
juk.

B) DTPA aldehidszarmazékanak az eldallitasa

1 g (2,8 mmol) DTPA-bisz-anhidridet (caDTPA) (a Pierce
Chemicals cégt8l szereztiik be) 100 ml szaraz DMF-ban oldunk,
10 mmol trietil-amint (réviden: TEA), majd 2 g (0,1 mmol) eld-
z85 A) 1lépésben eldallitott gydngyterméket adunk hozza. A
szuszpenzidét 24 6ran at szobahdmérsékleten keverjik, majd a
folyadékot leszivjuk, a terméket DMF-dal mossuk, &és ismét
szuszpendaljuk 100 ml DMF-ban, amely 1 g (2,8 mmol) caDTPA-t
&s 10 mmol TEA-t tartalmaz. 24 Oras keverés utan a gyongyok-
r61 a folyadékot ismét leszivjuk, és a terméket eldbb DMF-dal,

majd dimetil-szulfoxiddal (réviden: DMSO), végil enyhén sbé-
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savas vizzel mossuk. Ezt kdvetden a gydngytket 10 ml 7-es pH-
-értékd 0,1 M foszfatpufferban szuszpendaljuk, mely utdbbi
0,01 M natrium-metaperjodatot tartalmaz, és fénytdl védve 30
percig keverjiik. Ekkor a gyéngyokrdl a folyadékot leszivjuk,
6s a terméket azonos pufferoldattal mossuk. A szlirletet és a
moséfolyadékokat egyesitjik.

A szlrletet (amely a moséfolyadékokat is tartalmazza)
sésavval 2 pH-ig savanyitjuk, és forgbébeparld készililéken (ro-
tavaporon) koriilbelil 2 ml térfogaﬁra tdményitjliik. A maradékot
ioncseréld gyantaval (Dowex 1x8 acetatformdban, finomséaga
20-50 szaraz "mesh" toltott 20 x 1 cm méretd oszlopon vezetjilik
4t. Az elualast gradiensen névekvd koncentraciéja ecetsavol-
dattal (pH = 3), 2 ml/perc sebességgel végezzik. Az egymast
k&vetd frakciék alikvot részét (2 ml) aldehidcsoportra vonat-
kozdan elemezziik J. Bartos és munkatarsai médszerével [Pure
Appl. Chem. 51, 1803 (1979)]1 Ggy, hogy ciklohexanonnal és
amménium-karbonattal kezeljiik, majd a fluoreszcenciat mérjik.
bsszesen 10 frakcié kozill a 6. és 7. frakcidk tartalmazzék a
DTPA aldehidsz&rmazékénak tulnyomd részét. Az aldehid-pozitiv
(aldehidtartalmid) frakcidkat egyesitjlik, és liofilizédljuk. A
terméket Bartos és munkatarsai fentebb idézett mbédszere sze-
rint 1H-NMR spektroszképiai vizsgélatnak vetjik ala, és
aldehidre elemezziik.

A szaritott termék témége arra utal, hogy a hordozérél
végbemend felszabadulés kériilbeliil 100%-ban végbenegy; valoé-
szint, hogy az igy kapott DPTA aldehiddel monoszubsztitualt,
mivel a halés szerkezetd matrix feltehetden sztérikus gatlas

Gtjan meggatolja a DTPA kétszeres k&tddését a szilard fazis-
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hoz. Az aldehidcsoport mérése azonban azt mutatja, hogy az
elméleti szubsztitucié csak felerészben ment végbe. Ez az el-
térés esetleg azzal magyarédzhatd, hogy a felszabadulds soran
bizonyos mértékben tGloxidécié kdvetkezik be, és ennek ko-
vetkeztében az aldehidcsoportok egy része karboxilcsoportté
alakul. A fenti reakcidkat az 5) reakciévazlattal szemléltet-
jiik [az (A) &ltalanos képletd vegyiilet a fenti A) lépésben
eldallitott amino-diol-hordozd].

2. példa

Beépitett DTPA-t tartalmazé, aldehidcsoportos poli (L=

-lizin) eldallitasa

a)

Az (alkil—oxi—karbonil)—csoporttal védett 1lizin N-
-karboxi-anhidridjének (rdviden: N-karboxi-anhidrid = NCA)
polimerizacidjat a fenti 1. példaban eldallitott (A) altalanos
képletd amino-diol-hordozd aminocsoportjaval inditjuk meg
(inici&ljuk) . Az (1) képletd, BL jeld e€-(benzil-oxi-karbo-
nil)-L-lizint, valamint a (2) képletd, FL jeld €~ (fluorenil-
-metil-oxi-karbonil)-L-lizint - azaz a véd&csoportos lizin-
-monomereket - a Bachem-cégt8l (Svajc) szereztilk be. A megfe-
1eld N-karboxi-anhidrideket (NCA-kat) W. H. Daly és munkatar-
sai szerint [Tetrahedron Letters 46, 5859 (1988) ] szilard
trifoszgénes reakcidval 411itjuk eld, amelyhez oldészerként
THF-t hasznalunk.

b)

10 mmol BL- vagy FL-NCA-t 2 g (0,1 mmol) 1. példaban
elB5411itott amino-diol-hordozéval 40 ml dioxadnban (BL-NCA

esetén) vagy 40 ml DMF-ban (FL-NCA esetén) szobahdmérsékleten
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3 napig keveriink. A gyéngydkrdl a folyadékot leszivatjuk, a
gybngyterméket rendre dioxénnal, majd DMF-dal, végiil diklér-
-metannal mossuk, majd vakuumban szaritjuk és mérjik. A poli-
mer mennyiségét a hordozd tdmegének ndvekedésébdl szamitjuk
ki. Igy a BL-termék esetében 90%, az FL-termék esetében 40%
hozamot ériink el.

59 poli(e-fluorenil—metil—oxi—karbonil)—L—lizinnel
(réviden: PFL) derivatizalt szubsztratumot 50 ml 20%-os DMF-os
piperidinoldattal keverve eltavolitjuk a metilffluorenil—véd6-
csoportot. A reakcidé utan a gyéngyterméket tdbbszor mossuk
DMF-dal, majd DKM-nal, és vakuumban szaritjuk. A véddcsoport
eltavolitasa kézel 100%-os hozammal megy végbe.

1g poli(e—benzil-oxi-karbonil)—L—lizinnel (réviden:
PBL) derivatizalt szubsztratumot (gybngyterméket) 50 ml, brom-
hidrogénsavat és ecetsavat 33:67 aranyban tartalmazé eleggyel
60 percig keverve a véddcsoportot eltavolitjuk, majd a gydngy-
terméket eldbb vizzel, utédna etanollal, végiil DKM-nal mossuk,
és vakuumban szaritjuk. Ebben az esetben a ninhidrinpréba sze-
rint a véddcsoport eltavolitdsa nem megy végbe teljesen, igy
az alabb leirt mdveleteket eldnydsen azzal a termékkel végez-
ziik, amelybdl a metil-fluorenil-csoport eltévolitasa kozel
100% hozamot eredményez.

c)

1 g, véd&csoportot mar nem tartalmazd, polilizinnel
(PL) derivatizalt Eupergit gydngyterméket 20 ml, 1 g caDTPA-t
tartalmazdé DMSO-ban 24 6ran at szobahdmérsékleten keveriink,
majd tovabbi 1 g caDTPA-t adunk hozza, és a reakcidbelegyet

tovabbi 24 6ran at keverjik. Ezt a miveletet addig ismételjiik,
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amig a ninhidrinproba szerint szabad aminocsoport mar nincsen
jelen (azaz szinreakcié nem mutatkozik). Ekkor a gyéngyter-
méket elkiilénitjiik, &s a DMSO-t moséassal eltavolitjuk.

d)

A beépitett DTPA-t tartalmazd polilizin (PL) hordozé
20 ml 0,1 M foszfatpufferban (pH 7,0) szuszpendaljuk, amely
0,01 M natrium-metaperjodatot tartalmaz, és a reakcidelegyet
30 percig fénytdl védve keverjiik. Ekkor a hordozdérdl a folya-
dékot leszivatjuk, és azonos pufferoldattal mossuk. A szlrle-
tet a mosdéfolyadékkal egyesitjik, és 5 000 molekulatomeg-mé-
retkizarasi hatarral rendelkezd membran alkalmazasaval, vizzel
szemben dializadlva tisztitjuk. A maradékot liofiliz&lva ko-
riilbeliil 50% hozammal kapjuk a polimert. Az aldehidcsoport
elemzése azt mutatja, hogy a polimer lancoknak kériilbeliil
15%-a tartalmaz reakcidképes -CHO csoportot. Valészinti, hogy
ez a hozam ndvelhetd, ha a hordozdanyagrdl a felszabaditéast
enyhébb oxidaciés koriilmények k6zodtt végezziikk. Ez utdbbi
reakcidkat a 6) reakcidvazlatban szemléltetjik. (E vazlatban
csak az FL termékkel végzett folyamatot mutatjuk be.)

3. példa

Beépitett DTPA-t tartalmazé, tiolcsoportos poli(L-

-lizin) eldallitasa

a) A propantiol beépitése

4,24 g Uvegtdrmeléket (ellendrzott iivegpbérusmérete
CPG-10-1000, beszerezhetd a Fluka AG cégtdl) eldbb vizzel,
majd forrd salétromsavval mosunk, uténa 50 ml (0,1 M 7-es pH
értéki, 1 mM EDTA-t tartalmazé) foszfatpufferban szuszpen-

daljuk, és 4,24 ml olyan oldatot adunk hozz&, amelyet agy
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. kaptunk, hogy 3,7 ml 3-(merkapto—propil)—trimetoxi—szilént
20 ml 1:1 ar&nya acetéatpuffer/etanol eleggyel (pH = 4) 2 éran
4t kevertiink. Az ilivegtdrmeléket a reakcideleggyel masnapig
keverjilik, majd 1:1 aréanyd viz/etanol eleggyel mossuk, és
20 ml1, 1,2 g (10 mmol) ditio-piridint tartalmazd etanolban
ismét szuszpendaljuk. 2 6ra malva az ivegtdrmeléket elkilé-
nitjiik, etanollal mossuk, szaritjuk. Igy olyan terméket
kapunk, amely 1 g Uuvegre vonatkoztatva 7 umol tiolcsoportot
tartalmaz. Hasonld eljarassal végezzik szilicium-dioxid-ré-
szecskék (Aerosil-A300), valamint aluminium-oxid és titan-
-dioxid (P25) tiolozasat.

b) Az inicidtor beépitése

1,75 g tiolozott (tiolcsoportos) tivegtdrmeléket 20 ml
DMF-ban szuszpendalunk, é&s nagy feleslegben 250 mg (3 mmol)
ciszteamint adunk hozz&a. A szuszpenziét masnapig kezeljiik,
majd az iUvegtdrmeléket elkiildnitjiik, &s sorrendben elSbb DMF-
-dal, majd kloroformmal, etanollal, igen hig vizes savval,
natrium-hidrogén-karbonat-oldattal, végil DMF-dal mossuk.

c) Az e-helyzetben véddcsoportot tartalmazd lizin

polimerizdcidja

E miveletet a 2. példaban k&zolt leirashoz hasonldan
végezziikk. 10 mmol FL-NCA-t 1 mmol, aminocsoporttal szubszti-
tualt hordozdéval (eldallitasat lasd fentebb) 48 éran at szo-
bahdmérsékleten keveriink 50 ml frissen desztillalt DMF-ban az
aminszennyezés nyomainak eltdvolitasa céljabdl, majd a termé-
ket elkiildnitjiik, DMF-dal és utdna DKM-nal mossuk.

A véddcsoport eltdvolitasat DMF-ban piperidinnel vé-

gezziik a 2. példédban leirtak szerint.
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d) caDTPA beépitése a véddcsoportot nem tartalmazd

€~NHy-csoportokra

A 2. példdban ismertetett eljarast alkalmazzuk, a
caDTPA-t feleslegben vessziik, és a reakciét addig folytatjuk,
amig a szabad NHp-csoportok lényegében eltilinnek. Ekkor az
{ivegtérmeléket elkiildnitjiik, és eldbb diox&nnal, majd DKM-nal
mosva a DMSO-tél mentesitjiik.

e) A beépitett DTPA-t tartalmazdé polimer felszabadi-

tasa

Az immobiliz&lt, DTPA-val derivatizalt polilizint tar-
talmazd iivegtdrmeléket 20 ml 0,1 M, 1 mM EDTA-t tartalmazd
foszfatpuffer (pH = 7) és 100 mg ditio-treit oldataban szusz-
pendaljuk, masnapig &llni hagyjuk, majd az ilivegtdrmeléket
szirjik, é&s azonos pufferoldattal mossuk. A szlirletet vakuum-
ban beparolva kapjuk a termindlis tiolcsoportot tartalmazé
terméket 76% hozammal.

E reakcidsort a 7) reakcidévazlatban szemléltetjiik,
ahol R az immobiliz&lé iiveghordozét jelenti. A hordozd felili-
letén szamos hidroxilcsoport van jelen (a szilikagélbdl vagy
adszorbe&alt nedvességbdl eredden), s ez lehetdvé teszi a szi-
lanszarmazékkal végbemend kondenzéacidt.

4. példa

Beépitett DTPA-t tartalmazd, aldehidcsoportos polime-

rek alkalmazasa iranyitd vektorkonjugatumban, MRI

kontrasztndveld anyagok meghatdrozott teriiletekre
torténd szallitdsa (eljuttatdsa) céljabdl

0,9 mg [kdriilbelil 6 nanomol (nmol) ] nemspecifikus

emberi emmunglobulint (réviden: nIg; a Sigma cégtdl szereztik
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be) 0,9 ml, 1%-os, 5,5 pH-értéki acetat-pufferoldatban oldunk,
és a 2. példaban készilt, termindlis adehidcsoportos polimert,
valamint 20 pl vizben oldott natrium-[ciano-trihidrido-bora-
tot] adunk hozza olyan mennyiségben, hogy az antitest/alde-
hid/redukalészer mélardnya 1:10:5 legyen. A reakcidelegyet 8
6rain At szobahdmérsékleten keverjiik, majd tovabbi mennyiség-
ben natrium-[ciano-trihidrido-borat]-ot adunk hozza, és a
keverdst 16 6ran at folytatjuk. Ezutédn az elegyet 100 000
molekulatémeg-kizardsi mérethatara membranon a4t 10 mM, 0,15 M
natrium-kloridot tartalmazé, 7,2 pH-értékd pufferoldattal
egyiitt a redukaldszer feleslegének és az elreagalatlan po-
limernek az eltavolitasa végett szlrjiik.

Ekkor a 0,5 ml térfogatd oldatot gélsz{rd oszlopon,
amelyet eldz8leg PBS-val egyensulyba hoztunk, kromatografal-
juk. Igy két cslcsot kapunk: az elsd frakcid nIg-t tartalmaz,
a masodik frakcié tartalmazza a kivéant, polimerrel kapcsolt
nIg-t. Ez utébbi frakcidét 10 000 molekulatdmeg-kizdrasi hatara
membranszdrdn szlrjiik, s igy olyan terméket kapunk, amely ko&z-
vetleniil felhasznalhatd paramdgneses ionokkal komplexképzésre,
s utana befecskendezhetd az in vivo MRI vizsgédlatok soran. E
termék az Ig 1 molekuldjéra szamitva kériilbelill 50-100 Gat3
iont képes komplex formajaban megkdtni.

Tovabbi kisérleteinkben az nIg-t mas iranyitd (célzd)
faktorokkal cseréltiik fel, és hasonld eredményekhez jutottunk.

5. példa

Beépitett DTPA-t tartalmazd, tiolcsoportos polimerek

alkalmazisa iranyité, befecskendezhetd (injekcids)

konjugdtumban MRI kontrasztnéveld szelektiv szalli-
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tasara (eljuttatasara) meghatarozott teriiletekre

in vivo koriilmények kozoétt

0,9 mg nIg (vagy egér elleni CEA 35-5 termék, amely
beszerezhetd az Institute of Biochemistry intéznénytdl,
Lausanne) és 0,9 ml PBS-pufferoldat keverékéhez 60 nmol N-
—szukcinimidil-4-(N-maleinimido)-butirat (rdéviden: SMBU; be-
szerezhetd a Sigma cégtdl) 50 pl DMF-dal késziilt oldatat ad-
juk. A reakcidelegyet 1 oran 4t szobahdmérsékleten &llni hagy-
juk, majd az oldatot 10 000 molekulatémeg kizar&si hatara
membranon PBS-val szrve az SMBU felesleget eltdvolitjuk.

A szirlethez 16 nmol 3. példaban késziilt, tiolcso-
portot DTPA-polilizin 40 pl PBS-val késziilt oldatat adjuk, a
reakcidelegyet 2 6rén at szobahdmérsékleten allni hagyjuk,
majd a konjugatumot a fenti 4. példaban leirt médon tisztit-
juk, s igy olyan befecskendezhetd oldatot kapunk, amely MRI
kontrasztndveld vizsgadlatok soran in vivo kérﬁlményék ko6zoétt
alkalmazhatd.

6. példa

Makro-térhaldés polisztirolgyantabdl késziilt gyodngydket
(beszerezhetd a Plyschiences intézménytdl) 48 éran at TFA-ban
aztatunk, majd rendre dimetil-formamiddal, dioxé&nnal, végiil
metanollal mossuk. 15,5 g igy kapott gydngysét 80 ml kloro-
formban szuszupendalunk, és 1,8 ml (13,7 mmol) 6n(IV)-bromid
és 18,6 ml (228 mmol) (brém-metil)-metil-éter elegyét csepeg-
tetjiik hozza keverés kézben 0 °C hdmérsékleten nitrogénatmosz-
fériban. A reakcibelegyet egy ideig 411ni hagyjuk, majd az 1igy
kapott gyantédt sorrendben el8bb 3N dioxanos hidrogén-klorid-

-oldattal (3:1 aranyban), uténa dioxadnnal, metanollal, végiil
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kloroformmal mossuk, és szaritjuk. A szaritott gydngyterméket
90 ml DMF-ban szuszpenddljuk, visszafolyatd httd alatt nitro-
génatmoszféraban 100 °C-ra melegitjik, 2,1 g (27,9 mmol) tio-
karbamid kis mennyiségfl dimetil-formamiddal késziilt oldatat
adjuk hozza, majd a reakcidelegyet mésnapig 100 °C hé&mérsék-
leten tartjuk. A gydngyterméket DMF-dal mossuk, majd 3,6 g
bisz(3-amino-propil-amin) -t tartalmazé 90 ml DMF-ban ismét
szuszpendaljuk, és nitrogénatmoszféraban masnapig 100 °C-on
melegitjiik. Ezutadn a gydngyoket rendre dimetil-formamiddal,
dioxannal, végiil kloroformmal mossuk, és vakuumban szaritjuk.

Az igy kapott 15,5 g gyantat (amely 512 mikroekviva-
lens -SH csoportot tartalmaz) 140 ml 50%-os vizes etanolban
szuszpendaljuk, amely 0,8 g (10,4 mmol) ciszteamint tartalmaz,
és addig adagolunk hozza 3%-os hidrogén-peroxidot, amig a re-=
akcidelegy egy alikvot részlete a jéd/kalium-jodid-oldatot mar
nem redukalja. Ezuté&n masnapig keverjiik, majd a gyéngyterméket
eldbb viztartalmd etanollal, majd vizzel mossuk. Ezutan éjsza-
kan a4t Soxhlet-késziilékben metanol és kloroform 1l:1 aranyid
elegyével extrahaljuk, s utadna vakuumban szaritjuk.

8 g beépitett amin-diszulfidot tartalmazé szilard fa-
zist 30 ml diox&nban szuszpendalunk, és 5,2 g r-benzil-gluta-
nat-N-karboxi-anhidrid (BG-NCA) 20 ml dioxannal készililt olda-
tat adjuk hozza. A reakcidelegyet 3 napig keverjik, majd a
gyantarél a folyadékot leszivatjuk, és a gyantat dioxannal,
metanollal, végiil kloroformmal mossuk. 4 g, immobilizalt
poliglutamatot tartalmazd gydngyterméket 35 ml benzolban
szuszpendalva 40 ml, hidrogén-bromiddal telitett benzolhoz

adunk, és az elegyet 1 dran a4t keverjiik, mikdzben folyamatosan
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brémhidrogéngazt buborékoltatunk at rajta. Ekkor a gazbeveze-
tést megsziintetjiik, és a keverést masnapig folytatjuk, majd a
gydngyterméket elkiilénitjiik, és a szokasos moédon mossuk;
utolsd olddszerként DKM-t alkalmazunk. Ezt kdvetden az immo-
bilizalt poliglutaminsav szabad karboxilcsoportjait a szokasos
kdriilmények kézdtt etiléndiaminnal amidda alakitjuk, majd a
terminalis szabad aminocsoportos oldallancot caDTPA-val rea-
galtatjuk az eldzd példakban leirt médon. Végiil a gydngyter-
méket DMF-ban szuszpenddljuk, és a tiolcsoporttal aktivalt
polikelatozd molekulat 3% tioetanol (az olddszer térfogatara
vonatkoztatva) hozzaadasaval felszabaditjuk. A felszabadulas
hozama 72 6r&n &t 120 °C hd&mérsékleten végzett hasitds utéan
meghaladja az 50%-ot. A végterméket Ggy kapjuk, hogy a szilard
fazist szlréssel elkiilénitjilkk, és a szlrletet vakuumban be-
paroljuk. Az elkiilonitett szilard fazis egy kovetkezd gyartasi
ciklusban ismételten félhasznélhaté.

A jelen taldlmany megvaldsitasi formdiban fdként
linearis vaza poli(alkilén-amino)-polikarbonsav tipusa kelat-
képzdket, példdul EDTA vagy DTPA szerkezetl anyagokat alkal-
maztunk. Alkalmazhaték természetesen eltérd szerkezetd kelat-
képz8k is, igy csillagszerd szerkezettel biré vegyilletek, pél-
daul a nitrilo-triecetsav &s a trietilén-amino-hexaecetsav
homoldg; valamint makrociklusos kelatképzd, amilyen a ciklo-
tetraza-dodekdn-tetraecetsav (réviden: DOTA), valamint egyéb,
hasonld szerkezet® vegyiiletek (lasd példaul a 3 401 052 szama
német kdzrebocsatasi iratot). A taladlmany szerinti eljarasban
olyan poli(alkilén-amino)-polikarbonsav—szérmazékok is alkal-

mazhatdk, amelyek molekuléjaban egy vagy t8bb karboxilcsopor-
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tot hidroxil-, alkoxi- vagy amidcsoport helyettesit; erre ti-
pikus példa egy olyan kelatképzd vegylilet, amely alkoxi-oldal-
1ancot tartalmaz; igy az a DTPA-analdg, ammelyben egy termi-
nalis karboxilcsoportot benzil-oxi-csoport helyettesit

(BOPTA) .
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras a (III) &altalanos képletd konjugatumegy-
ségek eldallitasara az €18 szdvetek biocaktiv sejt-jelzdhelye-
ivel szemben specifikusan valaszképes és/vagy azokkal speci-
fikusan kotddd iranyitd faktorokkal tdrténd kapcsolasra, ada-
golhatd, célzott, olyan konjugatumok létrehozéasa (kialakitésa)
céljabdl, amelyek képesek paramagneses MRI kontrasztndveld
egységet (egységeket) szelektiven szallitani (eljuttatni) meg-
hatarozott szervekhez vagy szovetekhez, s ahol a (III) &altala-
nos képletd konjugatumegység legalabb egy poli(alkil-amino) -
-polikarbonsav kelatképzdot tartalmaz, és a (III) képletben
x1 jelentése -CHO vagy -SH csoport;

Alk jelentése 1-4 szénatomos alkiléncsoport, amely adott
esetben -S- csoportot tartalmaz;

Z jelentése 1-4 szénatomos, adott esetben -COO~ cso-
portot tartalmazd alkiléncsoport; és

legalabb az egyik Y jelentése poli(alkilén—amino)—polikarbon—
sav kel&atképzd molekula (és a maésik ¥, amennyiben
jelen van, hidrogénatom lehet) szabad sav vagy para-
magneses ionokkal alkotott komplex formdjaban;

n értéke 0-td1 koriilbeliil 100-ig terjedd egész szam; és

M jelentése az -NH és Y kdzotti kotés, amely lehet egy
amidksdtés, amely magdban foglalja az Y csoport -CO
részét és a (III) képletd vegylilet -NH részét; vagy
lehet egy szerves, hidalkotd szubsztituens, amely az

Y alkilén-szénatomjdhoz kapcsolddik,

aminek soran
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la) egy (I) &altalanos képletd vegyliletet - amelyben X
jelentése -S- vagy -CHOH- csoport, és Alk, Z és n jelen-
tése a fentebb meghatérozott -
az Y kelatképzd (IIa) &altaléanos képletd acilezd szarma-
zék&aval - amelyben a karboxilcsoportoknak legalabb egyi-
ke acilezésre alkalmas derivatizalt formaban, példaul
intra- vagy intermolekuléris anhidrid, halogenid, reak-
cidképes amid vagy reakcidképes észter alakjéban van -
acileziink; vagy

1b) egy (I) &altalanos képletd vegyiiletet reagaltatunk a
poli(alkilén-amino)-polikarbonsav kelatképzd (IIb) al-
talanos képletd szarmazékaval, amely egyik alkilén-
-szénatomon reakciéképes benzol-diazdénium-, halogén-
-acetamido-fenil-, halogén-acetamido—benzil-, izo-
cianato-fenil-, izotiocianato-fenil- vagy azo-imidat
hidalkoté csoporttal szubsztitualt; és

2) az igy kapott (IV) 41talanos képletl vegylilet -XX- kotését
hasitva egy (III) &altalanos képletd vegyililethez jutunk,

azzal jellemezyvVve, hogy az (I) és (IV) al-

talanos képletekben R jelentése olyan immobilizaldé, szilard
fazis, amelyhez az (I) és (IV) 4ltalanos képletli molekulak
t5bbi része kovalensen kotddik vagy kdzvetlenil, vagy egy
k&tdcsoport (térkdztartd csoport) itjan, amelyet eldzetesen
épitiink be a szilédrd fazis feliiletére, s aminek sorén a 2) lé-
pésben végzett hasitas utan a szilard fazist regeneréljuk, és
egy kovetkezd eldallitasi ciklusban ismételten felhaszndljuk.
2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal

jellemezyvVve, hogy poli(alkil-amino)-polikarbonsav
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kelatképzd (IIa) altalanos képletl szarmazékaként egy (IIc)
4ltalanos képletdl intermolekuldris anhidridet alkalmazunk,
amelynek két gemindlis acetoxicsoportja imino-diecetsav-
-anhidrid-gydrd alakjaban van.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezvVve, hogy az R-rel jeldlt szilard fazis-
ként pordzus vagy nem pordzus, szerves vagy 4svanyi ré-
szecskéket vagy gydngybket alkalmazunk.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezVve, hogy szerves fazisként polisztirol,
szefarbéz, agardz, tioszefardz, poliakriléat, poliakrilamid,
poliészter, poliamid, poliimid polimer gyantat, &svanyi
fazisként ilveget, fém-oxidot vagy keramiaanyagot, pordzus vagy
nem porézus szlrdgydngydk alakjaban, vagy iiveg-, szilikagél-,
aluminium-oxid-, cirkénium-dioxid-, titan-dioxid-port alkal-
mazunk.

5. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezvVve, hogy (I) és (IV) &ltaléanos képletd
vegyliletekként olyan vegyiileteket alkalmazunk, ahol x1 -sH
csoportot, X -S- csoportot, Alk etiléncsoportot, Z tetra-
metiléncsoportot jelent, n értéke kériilbeliil 50 és 110 kozott
van, és m értéke 2.

6. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezvVve, hogy (I) és (IV) 4altaléanos képletd
vegyliletekként olyan vegyilileteket alkalmazunk, ahol x1 -sH
csoportot, X -S- csoportot, Alk etiléncsoportot, Z -(CH3y)-
-COO(CHy) - csoportot jelent, n értéke 50 és 110 kozott van,

és m értéke 2.
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7. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti eljéarés, az -
zal jellemezVve, hogy a 2) hasitéasi lépést
hidrolizissel hajtjuk végre.

8. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezvVve, hogy (I) és (IV) altalanos képletd
vegyiiletekként olyan vegyilileteket alkalmazunk, ahol X1 -cHO
csoportot, X -CHOH- csoportot, Alk -CH3S(CH3) 2- csoportot,

Zz ~-(CHy) 4~ csoportot jelent, n értéke 50 és 110 ko6zott van,
és m értéke 2.

9. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezVve, hogy (I) és (IV) &altalénos képletld
vegyliletekként olyan vegyiileteket alkalmazunk, ahol x1 -cHO
csoportot, X -CHOH- csoportot, Alk -CH3;S(CH2) 2- csoportot,
7z -(CHp) 4~ csoportot jelent, n értéke zérus, és m értéke 2.

10. A 8. vagy 9. igénypontok szerinti eljards, a z -
zal jellemezVve, hogy a 2) hasitési lépést
oxidacidéval hajtjuk végre.

11. Fehérjékhez torténd kapcsolashoz alkalmas, reakcib-
képes X1 végcsoportot tartalmazdé poli(alkil-amino)-polikar—
bonsav Kelatképzdk, amelyek (III) 4ltalénos képletében
x1 jelentése -CHO vagy —-SH csoport;

Alk jelentése 1-4 szénatomos alkiléncsoport, amely adott
esetben -S- csoportot tartalmaz;

Z jelentése 1-4 szénatomos, adott esetben -COO- cso-
portot tartalmazd alkiléncsoport; és

legalabb az egyik Y jelentése poli(alkilén-amino)-polikarbon-
sav kelatképzd molekula (és a masik Y, amennyiben

jelen van, hidrogénatom lehet) szabad sav vagy para-
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magneses ionokkal alkotott komplex form&jéban;

értéke 0-t61 kdriilbeliil 100-ig terjedd egész szém; és
jelentése az -NH és Y kSz6tti kotés, amely lehet egy
amidkétés, amely magaban foglalja az Y csoport -CO
részét és a (III) képletd vegyiilet -NH részét; vagy
lehet egy szerves, hidalkot® szubsztituens, amely az
Y alkilén-szénatomjdhoz kapcsolddik.

12. A 11. igénypont szerinti

HOC-CHy—-S~ (CHy) 2~NHCOCH, - [N (ACOH) (CH2) 212-N(ACOH) 3 és

HOC-CH3~-S-(CHy) 2—-NH- [CO-CH-NH-]n-H
1

(CHy) 4~NH-COCH,~ [N (ACOH) (CHp) 2]2-N(ACOH) 2

képletd vegyliletek.

A meghatalmazott:

)i DANUBIA
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6) reakci ovazlat
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bazis
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R.... ... .. ...._..-[co-(gH—NH-]n—H
c) caDTPA Chy)y-NH,.
d) oxidacio
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