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(54) 발명의 명칭 치료, 진단과 실험적 혼합물들의 운반을 위한 공학적으로 가변된 나노입자 및 치료용 관련 조
성물

(57) 요 약

생의학적 나노입자들은 새로운 공학적 모듈라 운반체 거대분자들에 기본을 두어 밝혀지고, 공학적 거대분자들 또

는 내재적 나노입자 구조를 공급하는 성분들과 연결되거나, 세포들과 조직들로 표적이 효과적이고 편리하도록 나

노입자들의 비특이적 결합을 최소화하기위한 성분들이다. 이들 나노입자들은 원자나 분자 또는 진단에 유용하게

사용되는 성분들과 연결된, 주로 생체 내(in vivo) 이미징 , 치료를 위한, 백신을 위한, 또는 실험적 연구를 위

한 성분들을 운반하는데 사용될 수 있다. 나노입자들 구성은 유전자 발현 카세트와 함께 유전자 저해제들 또는

치료적 약물과 함께 이미징 약물들과 같은 활성성분들의 조합들이며 그리고 미생물적 감염들의 치료에 유용한 폴

리아미드 혼합물들이 또한 밝혀져있다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

a. 핵산, DNA, RNA 또는 폴리펩티드를 포함하는 카고(cargo);

b. 상기 카고에 결합하며, 폴리아미드 또는 PEI를 포함하는 운반체; 및

c. 링커로 입체 코팅(steric coat) 분자에 결합되며, 전하를 띠고 있는 측쇄기(pendent group)를 지닌 폴리아미

드를 포함하는 앵커;를 포함하는 나노 입자로서,

상기 입체 코팅은 PEG; PGA; PEG와 리간드; 또는 PGA와 리간드:를 포함하며,

상기 앵커는 상기 카고 또는 상기 운반체와 연관되며,

상기 앵커의 전하를 띠고 있는 측쇄기를 지닌 상기 폴리아미드는 상기 카고 또는 상기 운반체와 별개의 분자

(separate molecule)이나, 상기 카고 및 상기 운반체와 상호작용하는 것을 특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 입체 코팅 분자는, 상기 앵커에서 먼 위치에 상기 입체 코팅 분자에 부착되는, 제 2링커,

리간드 또는 상기 제 2링커 및 리간드 둘 모두를 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 앵커에서 먼 위치는 상기 입체 코팅 분자의 원위부 말단(distal terminus)인 것을 특징으

로 하는, 나노 입자.

청구항 4 

제2항에 있어서, 상기 링커는 비공유결합성 항체 모이어티(moiety)를 포함하며,

상기 모이어티는 상기 항체의 항원 결합 자리에 결합되지 않는 것을 특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 비공유결합성 항체 결합 모이어티는 HWRGWVC, HWRAWA, HWRGWA, HWRGWL, HWRAWV, HFRRHL,

HFRRHI, HFRRHA, HVHYYW, HAHYYW, YYWLHH 및 HYFKFD로 구성되는 군에서 선택된 펩티드를 포함하는 것을 특징으

로 하는, 나노 입자.

청구항 6 

제4항에 있어서, 다클론성 항체, 단클론성 항체, 단일 사슬 항체인 Fc 분절 및 Fab 분절로 구성되는 군에서 독

립적으로 선택된, 하나 이상의 항체, 또는 이의 분절을 더 포함하는 것을 특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 7 

제4항에 있어서, IgA, IgB, IgD, IgE, IgG, IgH 및 IgM으로 구성되는 군에서 독립적으로 선택된, 하나 이상의

항체, 또는 이의 분절을 더 포함하는 것을 특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 8 

제2항에 있어서, 상기 리간드가 폴리펩티드, 수용체 결합단백질, 엽산, 탄수화물, 시알산 루이스 X, apoB, EGF,

VEGF, FGF, 테나신(tenascin), RGD, 및 고리형 RGD 중에서 선택된 것임을 특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 9 

제1항에 있어서, 상기 입체 코팅은 PEG를 포함하는 것을 특징으로 하는, 나노 입자.
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청구항 10 

제1항에 있어서, 상기 입체 코팅은 PEG 및 리간드를 포함하는 것을 특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 11 

제1항 또는 제10항에 있어서, 상기 입체 코팅은 방어 항원(protective antigen), RGD 및 고리형 RGD 중에서 선

택된 리간드를 포함하는 것을 특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 12 

제1항 또는 제10항에 있어서, 상기 운반체는 PEI, 덴드리머, 또는 히스티딘-라이신 코폴리머를 포함하는 것을

특징으로 하는, 나노 입자.

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 
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삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 
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삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제

청구항 49 

삭제

청구항 50 

삭제

청구항 51 

삭제

청구항 52 

삭제

청구항 53 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원서는 미국 프로비젼날 어플리케이션들의 베테핏에 청구한다: 2008년 2월 26일 파일된 61/067,037 ; 2008[0001]

년 2월 26일 파일된 61/067,039; 2008년 5월 22일 파일된 61/128,409 그리고 61/136,750, 그것들의 완전소유에

관한 참고로써 인코퍼레이티드된 내용들.

본 발명은 실험적, 진단 또는 백신들, 전이가 되는 특이조합들 그리고 더욱 특별하게 핵산들, 펩티드들 그리고[0002]

음이온 약품들이 세포와 조직에 운반되기 위한 것과 더욱 특별하게는 살아있는 동물들과 인체안에 살고있는 이

들 성분들을 운반하기 위한 공학적인 거대분자들과 나노입자들에 관련된 것이다. 이 발명은 생의학적 연구, 진

단,  치료  또는  치료의  모니터닝,  또는  면역과  관련된  질병들의  예방을  위해  유용한  나노입자들에  관련된
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것이다.

배 경 기 술

약학에 기본을 둔 질병의 예방과 치료, 진단적 이미징과 많은 유형의 생의학적연구는 특이 분자 성분들이 살아[0003]

있는 유기체들내에 특별한 위치로 운반이 된다는 것이다. 이들 약물들의 각각의 분자적 특성은 강제적이고 치료

제, 진단학적 이미징 약물로써의 그것들의 특성에 의해 또는 그것들의 위치에 관한 실험적 의문에 의해 대부분

결정이 된다. 운반이 잘 되기 위한 최적화를 위해 그것의 분자구조의 변경은 따라서 불가능하거나 유해하다. 그

러므로, 인산화와 다른 음이온 약물과 같은 분자들의 종류들은 모두 생의학적 이용에 관한 고려에서 종종 제외

가 된다. 광범위한 유형의 분자적 본질을 운반할 수 있는 조성들과 방법들은 높이 요구되고 있다. 더욱이, 치료

적, 진단적 또는 실험적 본질이 만약 신체내 특이한 지점으로 우선적으로 운반이 된다면 가장 효과적이 될 것이

다. 예를 들어, 만약 약물작용의 형태가 종양세포들을 죽인다고 가정하고 그래서 종양세포로 우선적으로 운반이

되기만 한다면 마찬가지로 병리학적 조직을 찾아내는 환상적인 약품이 될 것이다. 생의학 연구와 인체내 질병의

치료와 진단은 수정된 방법들 그리고 실험동물과 환자의 특이  세포들과 조직들의 대사에 영향을 미치는 성분들

을 운반하는 약물들에 의해 발전될 것이다. 이들 개선방법들의 전자에 대해서는 병의 원인, 진단방법과 치료에

대한 생의학적 연구가 가속화되어야할 것이다. 후자의 경우 그 가치는 불명확하다. 특별히, siRNA와 같은 핵산

을 포함하는 전이 분자들의 운송에 제한된 예측은 연구를 지연시키고 또 치료의 개선에 장애를 받는다. 표적 하

전 이미지 약물은 진단과 치료의 모니터닝을 향상시킬 것이다. 또한 약물 후보자의 분자 범위는 현존하는 약물

운반 체계들에 제한된다.

수 많은 나노크기의 운반입자들은 리포좀과 알부민을 기본으로 하는 입자인 독소구비신과 TAXOL
®
과 같은 운반[0004]

약물들의 효율을 개선하였다. 리포좀은 내부 수용성 부분내에 있는 그들의 카고(cargo)에 잡아들인다. 다른 나

노입자들은 카고에 고체상(solid phase)이 잡히거나 또는 고체상을 형성하는 성분들을  운반하기 위해 결합되도

록 개선되었다. 많은 나노입자들은 불용성 폴리락틱글리코릭산(polylacticglycolic acid, PLGA) 또는 폴리에틸

렌이민(polyethyleneimine, PEI) 와 히스티딘과 라이신 모노머로 형성된 코폴리머와 같은, 양성 하전된 폴리머

들인  합성 폴리머들에 기본을 두는 것으로 밝혀졌다. 나노입자들의 체계화는 실험적 또는 치료적, 이미징 혼합

물과 연관된 운반체로 밝혀졌고 다양한 정도는 입자구조에 기여할 수도 있다. 그런 실험적, 치료, 혹은 이미징

혼합물은 다음부터는 카고(cargo)로써 언급을 할 것이다. 나노입자 체계의 개선을 위한 많은 노력의 목표는 그

것의 하전 혹은 용해성이 그와 같은 손실을 예방함으로써 생의학적 적용에 카고로써 하전된 혹은 불용성 분자들

의 이용을 가능하게 되었다. 예를 들어, 많은 핵산들은 약물학적으로 받아들일수 있는 방법내에서 세포의 내부

에 접근해서 획득할 수 있는 유전자활성을 조절할 수 있지만 많은 효율적인 방법들이 여전히 필요하다. 많은 약

물들은 치료와 약물의 사용기간, 사용양에 제한을 두며 암의 치료목적으로 쓰이는 약물을 포함하여  환자의 삶

의 질을 감소시키는 역행적 부작용을 심각하게 일으킨다.  이들 약물들은 일반적으로 세포나 조직들에 극히 또

는 아무런 표적을 보이지 않는다. 그들의 지금 비표적된 분배로 인한 것들에 관하여 만약 그것들이 이들 세포들

과 조직들을 표적으로 할 수 있다면 질병의 치료와 환자들의 삶의 질의 견지에서 유의적인 잇점과 함께 그것들

의 부작용을 줄일 수 있게 된다. 표적된 나노입자와 함께 약물의 운송은 의학을 향상시키는 잠재력을 가지고 있

다. 카고가 그들의 크기와 화학적 성질의 다양함을 나타내는 범위내에서 카고와 매치시킬 수 있는 카고의 거대

분자의 운반체의 다양함을 가질 수 있다. 카고화합물과 운반체의 매칭 과정을 다음부터는 튜닝(tuning) 나노입

자로써 언급하겠다. 

운반체 분자들의 요구되는 특성중에서 부가적으로 카고와 연관된 나노입자를 형성할수 있는 능력은 최소한의[0005]

독성, 생분해성, 그리고 용이하고 낮은  비용의 제조이다.

주된 요구는 암치료와 프로필액틱 백신들을 포함하여 새롭거나 개선된 백신과 감염된 생체기관의 치료, 예를 들[0006]

어, 인스턴스 앤타락스, 박테리아와 균들, 바이러스에 대한 약물저항성의 치료를 위해 존재한다. 빠르게 개선하

고 테스터하고 생산할 수 백신들은 특별히  신생유기체들과 테러리스트 그룹들에 의해 개발되거나 살포되는 유

기체들에 쓸모가 있다. 치료상 백신접종은 수명연장과 병에 걸린 환자의 삶의 질 향상을 약속한다. 덧붙여서,

종종 생명을 위협하는 균 전염의 치료를 위한 개선된 치료법이 요구된다. 이 요구는 특별히 미생물 스트레인의

원인에 의한  예상된 급성 전염병에 의하며 이것은 최근에 사용 가능한 항균약물에 저항성을 이미 갖고 있거나

또는 저항을 갖게 된다. 

향상된 분자생물학과 RNA 장애, 안티센스 핵산, 유전자 치료, 압타머(aptamers)를 포함하는 유전자발현 조절과[0007]

관련된 최근 발견들 그리고 다른 미지의 화합물들은 광범위한 생물학적 과정들의 관찰과 질병의 원인과 메카니

즘에 관한 강력한 수단들을 제공하고 그것들은 질병 치료를 위한 새로운 치료약물들의 약속을 더 의미한다. 연
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구와 임상에서의 그것들의 유용성은 특별히, 체내 특이 세포들 또는 조직들로 표적되는  최근 방법들과 약물들

의 능력 부족으로 인하여  동물 혹은 인체내의 세포들로 그것들을 운반할 수 있는 유용한 방법들과 약물들의 부

족에 의해 제한되어있다. 

덧붙여 앞서 언급한 나노입자들의 운반들과 카고는 나노입자를 안정화시키는 성분들과 비특이 상호작용을 감소[0008]

시키는 성분들로 나노입자에 코팅을 하고자 한다  그리고/또는 세포들의 노출에 따르는 면역 또는 동물 혹은 사

람들 체내  인젝션은 선택적 결합 또는 상호작용을 위해 공급하고자 한다. 지금부터 친수성의 거대분자  표면

성분들은 낮은 비특이성 결합을 가지고 입체 코팅이라고 불리는 면역을 생기게 하는 성질을 감소시킨다. 이 입

체  코팅은  또한  리간드에  부착되는  사이트를  제공하거나  비슷한  결합을  일부분으로하는  특별한  구조를

유지한다. 입체구조분자들의 결합은 앞선 나노입자의 형성 혹은 나노입자표면에 노출된 운반체에 화학반응을 하

는 운반체에 결합함으로써 옮겨진다. 나노입자 표면에  안전하게 입체 코팅하는 방법의 개선이 필요하다. 

다양한 리간드들로 나노입자들을 꾸미고 나노입자의 표면에 그룹들을 결합하는 것은 가능하다. 수많은 약품들이[0009]

표적리간드들로써 이용이 되고있다. 표적리간드들의 중요한 한 분류로는 펩티드들이 있으며 다른 것들로는 항체

들이있다. 항체들은 항원과 결합하는 것으로 이용이 되어지고 있으나 이것은 많은 문제점들에 도달하는데 그것

을 수정하기 위해 필요한 항체기능의 부작용들이 포함이 된다. 생물학적 활성의 부작용들은 정해진 부산물들이

아니라 재생을 어렵게 하거나 불가능하게 만든다. 그리고 각기 다른 부분에 노출됨으로써 대량의 생물학적 활성

을  항체에  줌으로써  다른  부분들에  노출된다.  무작위  결합은  또한  항체의  항원결합부위를  방해하지  못하게

한다. 항체 리간드들에 표적이 되기 위해서는 항체가 필요로 하는 화학적 변경 없이 지속적이며 원래의 형태로

붙어 있어야한다. 그런 리간드들의 과도한 수의 조절 또는 입자 당 결합하는 그룹들과 수많은 수의 그와 같은

리간드들 혹은 나노입자들중에서 결합하는 그룹들은 개선이 필요하고 요구된다. 이 발명의 목표는 표면위 리간

드 전시의 개선된 조절을 할 수 있는 나노입자들을 공급하기 위한 것이다.

나노입자들의 개선을 위한 주된 도전 중에 하나는 나노입자 구조, 크기 분포 그리고 콜로이드 안전성을 조절을[0010]

하기 위한 것을 의미한다. 로우 폴리디스펄션과 함께 폴리머에 기본을 둔 나노입자들의 획득과 특히 조절된 평

균 입자 크기는 여전히 광범위하게 필요로 한다. 이 문제를 해결하기 위한 가장 상용적인 접근은 친수성 PEG 폴

리머의 결합이 나노입자의 폴리머를 형성, 약물을 운반하여 결과적으로 구조표면 장애가 나노입자 표면에 형성

되는 것이다. 이것은 형성되는 동안 입자 크기 성장이 감소되고 친수성 코팅이 제공되는 것에 의해 집합체가 감

소가 된다. 그럼에도 불구하고, PEG 폴리머와 나노입자 폴리머 형성간의 결합을 이용 하지만 여전히 최근까지도

나노입자 형성을 하는 PEG 폴리머에 의한 장애를 포함한 문제점이 있다. 그리고 안전성과 나노입자로 수송체가

과도하게 되는 분자 헤테로제네이티의  유지에 따라서 이 방법은 개선에 근접한 것 중 하나이다. 최근에, 핵산

에 대해 전기정전기적으로 조합되어 대안적으로 형성하는 것은 히스티딘과 라이신 코폴리머들이 나노입자들의

조합을 형성하는 동질적 양이온 폴리펩티드를 이용하는 것으로 개선되었다. 나노 구조와 크기 분포의 개선된 조

절이 필요하다. 따라서 실제적인 요구는 나노입자 구조, 크기 분포와 콜로이달 안정성을 조절하는 것이다.

세균감염과 같은 많은 미생물학적 감염들은 질병의 상태에서 삶의 위협을 나타내고 보통 면역력이 약화된 환자[0011]

들에서 명백히 나타나고 선택적 치료를 하는 환자들에 대해서는 제한되고 바라지 않는 부작용들이 수반된다. 감

염된 병원균이 일반적으로 약물 치료 옵션으로 사용되는 것은 특별히 제한적이다. 이 요구는 특별히 일반적으로

이용가능한 약물에 대한 내성이 있는 건강한 조직을 해치는 병원균의 감염에 관한 광범위한 약물옵션들에 존재

한다.

Lentiviral 벡터들은 in vitro와 in vivo에서 살아있는 세포들로 유전자들과 다른 전사가능한 시퀀스들을 운송[0012]

하는데 이용이 되고 그것들은 유전자에 기본을 둔 약물로써 전망을 갖고 있다. 최근에 이들 벡터들은 엔펠로프

단백질의 존재를 필요로 한다. 이 요구는 보통 VSG-G 엔벨로프 단백질을 사용할 때이다(Vesicular Stomatitis

Virus G Protein). 이 엔벨로프 단백질은 바이러스성 산물과 산물의 안전성을 예측해야하는 어려움을 수반한다.

전부분 모두 합성한 나노입자들의 형성에서 그것들을 사용하는 것처럼 합성 성분들의 사용은 이런 바이러스성

성분들을 이용하는 요구를 방지하고 개선의 향상과 lentiviral 과 치료용으로써 그와 유사한 벡터들의 이용을

향상시킨다.

나노입자 형성들은 치료용으로써 예를들어, DOXIL
®
과 ABRAXANE

®
, 백신에 필요한 다른것들처럼 그리고 이미징 약[0013]

물들에 관한 수많은 연구들을 위해 상용화 되어있으나 이들 나노입자들은 펩티드와 다른 거대분자들, 이온 약물

들 등등 많은 생의학적 응용물의 요구가 완전히 충족된 것은 아니다. 특히, 유전자 발현 카세트와 siRNA 유전자

저해제들은 실험과 임상적 적용들에서 적절한 운반의 의미가 부족하다. 부가적으로, 특별한 도전은 한 약물이

한 유전자의 발현에 필요하고 동시에 다른 유전자의 저해를 위해서도 한 약물이 필요한 것처럼 같은 활성화된

등록특허 10-1617790

- 9 -



약물들의 조합물들 또는 치료약물들과 이미지약물들의 조합의 운반이 필요한 것이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

이 항에서 서술한 기술은 살균제의 활성을 위한 유용한 거대분자들의 개선을 허락하고 별개로 자연적인 그리고[0014]

비자연적 폴리아미드를 포함하는 나노입자들의 형성을 위해 유용하다. 자유자재의 아미노산 성분들을 가진 그런

폴리아미드의 이용은 특별한 카고분자들과 일치가능한 운반자들의 기술로 확장이 되고 각각의 카고에 대한 운반

자의 선택은 이용을 효과적으로 하기 위한 나노입자의 튜닝을 구성한다. 서술된 기술의 한 구상은 어떤 면에서

는 운반체가 카고분자와 안전한 결합을 얻기 위해 특이한 카고분자들과 어울리게 공급을 한다. 이 발명의 한 구

상은 카고와 관련된 운반체가 카고를 구성하는 나노입자의 형성을 공급하고 이 발명의 다른 구상은 카고뿐만아

니라 각각의 서로 연관이 되어있는 두 운반체가 카고를 형성하는 나노입자를 형성하는 것이다.

과제의 해결 수단

이 발명은 운반체들과 나노입자들이 형성하는 아주 광대한 범위의 생화학적 성질들을 가진 폴리아미드 운반체들[0015]

의 빌딩블럭들과 같은 비자연적 아미노산들을 공급하고 따라서 1) 거대분자 과/또는 이온카고의 세포내 운반을

더 효과적으로 2) 그전에 가능하지 않았던 카고의 폭넓은 범위의 나노입자의 가변을 의미한다. 임의적으로 가지

화된, 모듈의 폴리아미드 거대분자들은 라이신, 오르니틴, 다아미노부틸레이트, 히스티딘, 2-메틸 히스티딘, 디

아미노부틸레이트의 유도체인 이미다졸, 글루타메이트, 아스파레이트, 글루타민, 아스파라진, 세린, 티로신, 그

리고 아미노글루토로네이트가 제한적으로 포함된 그룹들을 함유한 측쇄 유기 질소 와/혹은 산소를 가진 자연적

인것과 비자연적인 아미노산들의 구성을 공급한다. 앞선 말한 폴리아미드 거대분자들은 임의적으로 티올 또는

소수성 혹은 카고 또는 폴리아미드 운반체, 혹은 코팅된 물질들의 표면과 관련된 방향족 물질들과 같은 다른 활

성 측쇄기들을 구성한다. 가지화된 거대분자들은 JEFFAMINE
®
, 제1, 2 혹은 3세대의 폴리 아미도 아미드 표면의

아민(PAMAM) 덴드리머, 5KD 이하 분자량을 가진 가지화된 PEI, 에틸렌 디아민 테트라아세틱 에시드(EDTA), 또는

측쇄 결합 성분들을 가진 선형 혹은 원형 폴리아미드, 또는 아마도 티올 결합이 콜로이달 골드의 표면에서처럼

그것의 표면에 많은 결합 위치들에서 결합이 될 수도 있을 많은 수의 가지들과 같은 멀티 결합 성분들(예를 들

어, 3에서 25, 4에서 20 또는 5에서 15 등등)로 구성된 중앙의 코어 성분에 결합된 가지처럼 3개에서 16개의 거

대분자들과 함께 구성되어있다. 각각의 가지는 약 6개에서 약 50개의 아미노산으로 구성되거나 약 10개에서 약

40개의 아미노산, 또는 약 15개에서 약 30개, 또는 약 12개에서 약 25개의 아미노산들로 구성이 될 수 있다. 가

지들은 임의적으로 가지의 30에서 100% 내에서 하나에서 세 개의 가지들로 구성이 된다.

거대분자들 가지들은 분지된 종들을 포함하고 그것은 라이신 혹은 글루타메이트 또는 시스테인 디설파이드와 같[0016]

은 중성으로 꽉 채워진  결합들, PEG 혹은 알리파틱 사슬과 같은 유연한 결합, 카르복시스펄마인 혹은 카르복시

스펄마이딘과 같은 하전된 분지 종들, 그리고/혹은 변형되거나 산의 절단과 같은 가역 결합 등을 제한을 두지않

고 포함하는 가지들의 분지되기 위한 위치를 제공한다. 거대분자 가지들은 또한 분명한 배열을 갖고 있는데 그

것은 반복배열, 특이한 배열 혹은 랜덤 배열을 가질 수 있고 그리고 고체상태 단계적 합성에 의해 생성된 것과

같이 분명한 것 혹은 액상 폴리머화에 의해 생성된 것처럼 폴리 다이스펄스한 구조를 가진 것들을 제한을 두지

않고 포함한다.  현 발명은 전술한 폴리아미드 운반체의 합성을 위한 방법을 제공한다.

임의적으로 2개에서 6개의 중심체들은 PGE 또는 가지화된 DNA 처럼 유연하거나 고정된 연결체들을 이용하여 함[0017]

께 결합이 될 수 있다.

나노입자들은 보호 폴리머들과 표면에 드러나있는 리간드들로 꾸며질 수 있다. 그러나, 그런 리간드들의 숫자뿐[0018]

만 아니라 그런 폴리머들의 결합을 제어하는 것은 향상의 필요와 희망이 되었다. 입체적 코팅 과/혹은 카고와

직접적으로 표적하는 리간드에 결합하는 것은 비록 가역적 공유결합에 의한다 하더라도 불리하고,  실제적인 이

익은 만약 카고의 변경이 요구되지 않을때 얻을 수 있다. 나노입자들의 한 구상은 보호 폴리머들과 공급된 리간

드들의 향상된 조절이다. 서술한 그 기술은 어떤면에서는 항체-표적 나노입자들의 쉬운 세대를 위해 공급된다.

항체들은 분자들의 한 종류이며 그것은 리간드로써 특이 세포타입과 조직에 표적이 되는데 이용이 될 수 있다.

항체들은 특이 세포들로 나노입자들을 운반하는 표적으로써 이용이 될 수 있다. 표적화된 나노입자들에 대한 항

체들의 이용은 항체분자들이 나노입자표면에 공유결합을 요구하기 때문에 제한적이다. 이 결합의 타입은 항체분

자의 랜덤한 변경, 나노입자표면의 그것들의 랜덤한 적응, 결합위치의 화학적 변경으로 인하여 생물학적 활성의

손실 그리고 생성물의 가변성 으로 인한 문제점을 갖게 된다. 이 발명은 나노입자들의 표면에 비공유결합을 통
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하여 결합되어있는 항체-결합 분자를 통하여 항체들이 부착함으로써 생기는 이들 문제점의 해결법을 제공한다.

이 항체-결합 분자는 결합하는 항체분자의 동일한 위치상태를 제공한 분자의 특이한 위치에 결합을 한다. 항체-

결합 분자는 나노입자 표면에 직접적 혹은 입체 폴리머를 통해 달라붙게 된다. 이것은 표적위치에 의존하는 항

체의 쉬운 대체를 가능하게 하고 또한 항체들의 조합을 가능하게 한다.

서술한 기술은 또한 리간드의 프리 아민있는 곳에서 결합하는 리간드-PGE-폴리카타이온이 리간드의 합성을 공급[0019]

하고 폴리카타이온의 아미노 그룹들은 heterobifunctional PEG, SCM-PEG-Mal을 이용하여 결합이 된다.이 말레이

미드(Mal) 성분은 설피드릴 커플링 그룹과 SCM-PEG-Mal 과 같은 헤테로-bifunctional 커플링 약물들로써 알려져

있고 일반적으로 한분자의 아미노그룹이 다른 분자의 설피드릴 그룹으로 결합하기 위해 이용이 된다. 어떤 구상

들은 두개의 아미노 혼합물들이 결합하기 위하여 이  헤테로-bifunctional 분자의 이용을 공급한다.

결합들은 carrier-like 화학적 도메인 또는 대신으로 cargo-like 화학적 도메인이 입체적 폴리머와 같은 폴리에[0020]

틸렌 글리콜(PEG)과 같은 소수성 도메인과 또는 폴리글루타믹 에시드(PGA)와 같은 폴리아니오닉 도메인, 또는

US  특허 2008/0039341 A1에서 설명한 것 처럼 비구조화된 재조합 폴리머들과 연결이 되어 결합하는 것을 공급

한다. 그런 결합들은 임의적으로 리간드 혹은 연결제를 또한 포함하여 carrier-like 혹은 cargo-like 도메인의

반대편에 붙는 걸 우선적으로 한다. Cargo-like 도메인이 사용이될 때, 소수성 코팅 또는 오히려 리간드가 생물

학적으로 불활성화된 화학적 도메인과 결합이 된다. 그것은 밀접하게 공통점이 있거나 필수적으로 화학적으로

카고의 화학적 도메인, 즉 pseudo-cargo와 동등하다. 예를 들면, 임의적 소수성 코팅은 10개에서 50개의 음전기

를 띤 인산그룹들을 갖는 DNA 올리고뉴클레오타이드 혹은 10개에서 50개의 측쇄 음이온 카르복실기를 갖는 글루

타메이트의 짧은 올리고머들과 같은 카고를 닮은 거대분자들과의 결합을 통하여 공급이 되고, 유사한 siRNA 혹

은 유전자 카세트와의 결합을 통하여 공급이 된다. Carrier-like 도메인이 사용이 될 때, 이 소수성 코팅 혹은

우선적으로 리간드는 10개에서 50개의 측쇄 아민기가 있는 오르니틴의 짧은 올리고머의 카르복실기 끝 말단과

같은 임의적으로 한 말단인 한개의 위치에서 결합이 되고 따라서 가지화된 거대분자 폴리아미드 운반체는 수많

은 이미다졸과 일차적 아민 측쇄기들과 공통점이 있다. 그 결과적 결합물은 입자의 표면에 소수성 도메인을 입

히는 그런 방법인 나노입자 내에서 그것의 carrier-like 혹은 cargo-like 도메인의 결합에 의한 나노입자들과

관련이 있다. 임의적으로 리간드 혹은 linker를 포함하는 것은 carrier-like 도메인과 결합이 되고 그것에 의하

여 나노입자의 바깥쪽 표면위에 보여지게 된다. 그곳은 생화학적 활성을 나타내는 곳, 즉 세포 표면 수용체 또

는 항체와 같은 리간드의 부착 또는 수용체를 위한 펩티드 리간드 같은 곳이다. 결합성분들은 하이드라지드 성

분과 같이 공급이 되어 알데하이드 혹은 펩티드들을 경유한 리간드와 결합 되는 것을 공급하고 그리하여 결합

리간드의 전시와 근원은 그것의 특이 결합 표적과 연결되어 항체 Fc 부분에서처럼 리간드가 결합이 되는 것을

가능하게 하고 그리하여 유사한 표적을 포함하는 세포들을 표적이 되도록 공급한다.

다른 구상에서,  이항에 서술한 기술은 측쇄 알데하이드 또는 운반체 아민에 노출된 표면을 가진 쉬프 염기[0021]

(Schiff base)를 형성하는 산화된 덱스트란위의 하이드라지드 성분들과 같은 멀티플 부착 성분들로 구성되는 친

수성 거대분자들을 통한 코팅을 제공한다. 안전성 과/혹은 산성 엔도좀 성분들 내 쉴드된 방어적 표면부위를 형

성한다. 앞서 말한 친수성 코팅은 임의로 친수성 물질들을 더 구성하고 그리고 임의로 리간드 혹은 결합성분들

을 더 구성을 한다.

발명의 효과

어떤 구상들은, 현재 기술은 앞에 언급한 나노입자들이 면역학적 분자들, 면역증강 분자들, 연구나 치료를 위하[0022]

여 생물학적으로 활성된 분자들 혹은 방사선, 자기공명, 양전자 방사 단층 촬영법, 초음파 또는 다른 이미지 기

술들로 제한을 두지않고 포함되는 기술들에 이용되는 진단적 이미지의 약물들을  운반하는데 이용을 하기 위한

방법들을 공급한다. 이 발명은 항균제 활성과 함께 항바이러스의 활성 또는 상처부위의 치료를 위한 거대분자들

을 공급한다. 위의 성분조성들과 방법들은 향상된 새로운 치료법에 이용이 될 수 있거나 생체 외 혹은 생체내

치료에 이용이 되거나 백신접종을 통한 주된 예방 또는 암, 순환계질병, 감염성 질병, 전염질병, 자가면역 질병

그리고 신경학적 질병들을 제한없이 포함하는 질병의 예방과 치료에 이용이 될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1 은 항체농도의 기능으로써 항체가 Fc 결합 펩티드-PEG-PEI 복합에 결합. 아가로스 젤 실험은 정제한 후에[0023]

도 완전히 남아있는 PPP/DNA/Ab NPXs 를 보여준다. PPP/DNA/IgG NPXs 는 프리 항체와 PPP로 Sephacryla S-500-

HR  마이크로  스핀  칼럼에  의해  정제되었다.  Lain  1:  pCDNA-Luc  플라스미드  0.5ug;  Lain  2:  비정제된

PPP/DNA/IgG NPXs; Lain 3: 비정제된 PPP/DNA/IgG NPXs 0.7 mg/ml 의 헤파린으로 미리 배양; Lain 4: 정제된

등록특허 10-1617790

- 11 -



PPP/DNA/IgG  NPXs;  Lain  5:  정제된PPP/DNA/IgG  NPXs  0.7mg/ml  의  헤파린으로 미리 배양(A).  Dot  blotting

분석.  인체  IgG(400mg/ml  )  그리고  PPP/DNA/IgG  나노입자들(400mg/ml  IgG  포함)은  프리  항체와  PPP로

Sephacryla S-500-HR 마이크로 스핀 칼럼에 의해 정제되었다. 정제되고 정제되지 않은 항체와 NPXs는 니트로셀

룰랄 막안으로 점이 찍혀진다. 항-human IgG-HRP는 정제되고 정제되지 않은 항체와 NPXs의 항체농도를 측정하는

데 이용이 된다. Lain 1&2: background ; Lain 3. human IgG(정제  전); Lain 4. human IgG(정제 후); Lain 5.

PPP/DNA/IgG NPXs(정제 전). Lain 6. PPP/DNA/IgG NPXs(정제 후) (B). 펩티드들은 항체 첨가 전에 PPP가 첨가

되었다. 항체를 첨가한 후 펩티드가 0인 곳에 있는 삼각형 데이타 점들을 제외하고, PPP로부터 항체가 분리되기

위한 long off-rate에 따른 낮은 경쟁(C)을 보여준다.

도 2 는 측쇄기들과 그러한 성분들을 준비하기 위한 조합적 성분들을 구성하는 분지된 폴리아미드 거대분자들의

분자 묘사를 보여준다.

도 3. 디아미노카르복실레이트 화합물(DAC)과 그것들의 유기 질소 측쇄기들의 묘사를 보여준다.

도 4는 어떤 반복된 단위들과 유기 질소 측쇄기을 구성하는 가지들을 보여준다.

도 5는 측쇄 유기 질소 그룹과 덧붙여 지방족 화합물 말단 그룹과 PEG-리간드를 포함하는 2-양이온 가지 거대분

자와 함께 양이온 코어-flexible spacer trimer를 구성하는 성분들의 예를 보여준다(5A). 중성적 코어 다이머,

측쇄 유기 질소 그룹들±PEG-리간드를 포함하는4-high 양이온 가지 거대분자의 예(5B). 중성적 코어 다이머, 측

쇄 유기 질소 그룹들과 지방족 말단 그룹들을 포함하는 4-low 양이온 가지 거대분자의 예(5C)를 보여준다. 

도 6 PEG-펩티드 리간드 결합과 함께 양이온 코어-다이머를 구성하는 핵산의 팩킹에 필요한 거대분자성분, 양이

온 측쇄 유기 질소 그룹들과 양이온 말단 그룹을 구성하는 4-high 양이온 가지 거대분자를 형성하는 나노입자의

예를 묘사(6A)를 보여준다. PEG-펩티드 결합을 가진 중성 코어-다이머를 구성하는 거대분자성분들, 저(low) 양

이온 측쇄 유기질소 그룹들과 양이온 말단들을 구성하는 4-low 양이온 가지 거대분자에 결합된 항체의 한 예

(6B).  PEG-펩티드 리간드 결합과 함께 양이온 코어-다이머를 구성하는 거대분자성분, 고(high) 양이온 측쇄 유

기 질소 그룹들과 덧붙여 지방족 말단 그룹들을 구성하는 2-high 양이온 가지 거대분자에 결합하는 바이러스 입

자들의 한 예(6C)를 보여준다. 중성 코어-다이머를 구성하는 성분, 저(low) 양이온 측쇄 유기 질소 그룹들과 덧

붙여 양이온 말단 그룹들을 구성하는 4-low 양이온 가지 거대분자에 결합하는 항생물질의 결합의 한 예(6D)를

보여준다.

도 7 분자 결합들의 일반화된 묘사와 연결의 리간드-linker-약물 성분들의 예를 묘사한 것이다.

도 8 유기 산소 측쇄기들을 구성하는 모노머들의 예들을 묘사한 것이다.

도 9 반복되는 단위들과 유기 산소 측쇄기들을 구성하는 가지들의 예들을 보여준다.

도 10 고리형 RGD 펩티드와 생물학적으로 불활성 핵산 도메인을 구성하는 리간드 결합들의 예들을 보여준다.

도 11 고리형 RGD 펩티드와 독소루비신 약물을 구성하는 리간드의 결합들의 한 예를 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의들 [0024]

여기서 사용된 다음에 나오는 용어들은 아래처럼 정의가 된다:[0025]

여기서 사용된 "자연적 아미노산"은 L-아미노산들을 구성하는 그룹들로부터 임의된 단백질에서 발견되는 아미노[0026]

산을 포함한다: 알라닌, 발린, 루신, 이소루신, 프롤린, 페닐알라닌 트립토판, 메티오닌, 글라이신, 세린, 트레

오닌, 시스테인 티로신, 아스파라진 글루타민, 아스팔틱 산, 글루타믹 산, 라이신 아르기닌, 프로린, 그리고 하

이드로시프로린.

여기서 사용된 "비-자연적 아미노산"은 아미노 카르복시릭 산이며 이것은 자연적 아미노산이 아니다. [0027]

여기서 사용된 "가지(arm)"는 코어로부터 임의적 말단 그룹들까지 연장된 화학적 성분을 언급하며, 임의적 말단[0028]

그룹에서 가지가 운반체 또는 운반체-like 분자 또는 카고 또는 카고-like 분자들과의 결합을 허용한다. 운반체

-like 분자에서 "like"는 하전을 혹은 소수성 또는 수소결합, 또는 결합과 관련된 다른 성질들 그리고, 카고-

like 분자 에서 "like"는 하전 또는 소수성 또는 수소결합 또는 결합과 관련된 다른 성질에서 카고이다(예를 들

면, 카고분자에는 핵산과 같은 폴리아니온(polyanion), 카고-like 분자에는 카고 핵산이 아닌 핵산과 같은 폴리

아니온(polyanion)이 있다). 어떤 구체적인 가지들은 임의적 측쇄기들, 임의적 스페이서(spacer)그룹(들), 임의
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적 말단 그룹(들)과 가지안에 임의적인 분지 지점을 포함하는 하나 혹은 더 많은 모노모들로 구성된다. 어떤 구

상들은, 측쇄 양이온 그룹들 (예를 들면, 아민과 이미다졸), 혹은 음이온 그룹들(예를 들면, 카복실 또는 인

산), 혹은 다른 활성들을 가지는 그룹들(예를 들면, 티올 또는 방향족 그룹들)의 모노머들을 가지는 아미노산

모노머들(예를 들면, 폴리아미드)로 구성되는 가지들이다. 위에 묘사한 가지들의 다른 구상적인 것들은 폴리아

미드 분자들은 L-히스티딘 또는 L-라이신을 포함하지 않는다는 것이다. 다른 구상들은 가지내에 존재하는 각각

의 가지는 약 6개에서 약 50개의 아미노산으로 구성될 수 있다. 다른 구상적인것들은, 위에 묘사된 가지의 구상

적인것에 포함된 것은 그 가지들이 하나에서 3개의 가지들을 구성한다는 것이다.

어떤 구상들에서, 운반체의 모든 가지들의 표면에 나타나는 측쇄기들(예를 들면, 아미노산 측 사슬들)은 적어도[0029]

약 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97.5%, 99% 또는 100%가 같은 전하이다(즉, 양전기 또는 음전기). 임의적으로 가

지들은 소수성과 반데르발스 작용들에 부가적 위치들을 제공하는 소수성 그룹들을 가질 수 있다. 그 가지들은

또한 수소결합 작용을 이용할 수 있는 그룹들을 임의적으로 가질 수 있다(예를 들면, 하이드로실 또는 설프하이

드릴, 또는 아미드).

여기서 사용된 "코어(core)" 또는 "코어들(cores)"은 최소한 2개 측쇄기들이 가지들과 다른 성분들(예를 들면,[0030]

구조적 코트를 형성할 성분들)에 부착될 수 있는 것을 공급하는 분자들과 고체들을 언급한다. 코어의 예들로는

에틸렌 디아민, 1,2,3-트리아미노-프로판, JEFFAMINE
®
,
 
아민 설페이스 폴리 아미도 아마이드 (PAMAM), 1,2,3 세

대들의 덴드리머, 분자량이 5KD이하의 branched PEI, 에틸렌 디아민 테트라아세틱 산(EDTA), 또는 측쇄 결합성

분과 함께 선형 혹은 원형의 폴리아미드 들 또는 많은 수의 가지들이 콜로이달 골드의 표면에 티올이 결합되는

것 처럼 그것의 표면에 많은 첨가 사이트들을 가진 많은 고체 코어가 붙을 수 가 있다.

여기서 사용된 "나노입자-코어"는 나노입자의 중심내부 공간을 말한다. 한 구상에서, 나노입자-코어는 폴리양이[0031]

온 운반체와 핵산 또는 폴리 양이온 운반체와 폴리 음이온 운반체와 같은 2개의 정반대 하전을 띤 물질들의 혼

합체를 구성할 수 있다. 다른 구상에서, 나노입자-코어는 운반체와 불충분한 수용성 카고 사이에서 복합체를 형

성할  수  있다.  나노입자들이  고체  코어를  가진  곳에서  나노입자-코어는  산소이온  또는  나노입자,  콜로이달

골드, 콜로이달은, 실리카 와 갈도린이움 그리고 그와같은 것 처럼 고체물질을 구성할 수 있다. 고체 코어들은

많은 수의 첨가 위치들을 제공하거나 콜로이달 골드위와 같은 설프하이드릴 그룹들 즉 콜로이달 골드에 부착된

설프하이드릴, 또는 산소이온 입자들에 부착된 덱스트란과 같은 측쇄기들을 제공한다. 

나노입자들, 여기서 사용된, 크기가 300 nm 혹은 그 이하이다. 어떤 구상에서, 그 크기는 100 nm 또는 그 이하[0032]

일 수 있다. 다른 구상들에서, 그 크기가 75 nm 혹은 그 이하 또는 50 nm 혹은 그 이하 일 수 있다고 한다.

여기서 사용된 "분지 종들(branching species)"의 용어는 한 성분이 하나 혹은 그 이상, 그룹들 또는 일부들로[0033]

분지를 칠 수 있는 그 지점을 제공하는 성분들을 일컫는다(즉, 아미노산을 가지고 있는 가지의 폴리아미드 부분

이 두개 혹은 그 이상의 아민 그룹 꼬리들 그리고 다른 아미노산과 직접적으로 결합하거나 카르복실 그룹을 통

한 간접결합을 한다). 분지 종들은 분지 모노머들과 분지 분자들을 포함한다. 어떤 구상들에서, 분지 종들은 제

한적이지 않지만 라이신 또는 글루타메이트 또는 시스테인 디설파이드와 같은 중성적 탄탄한 결합들, PEG 또는

지방족 사슬들과 같은 유연한 결합들을 포함한다. 분지 모노머들은 가지들안에서 발견되는 모노머들이고 그것들

은 몇개의 꼬리들(즉, 2개 또는 이상, 또는 3개 또는 이상), 각각의 머리, 라이신 또는 디아미노부틸레이트 또

는 카르복시-스펄민과 같은 아미노산을 포함한다. 

여기서 사용된, 용어 "카고(cargo)"는 전부 혹은 거의 모든 생물학적 효과 나 어느 항에서 묘사된 나노입자들에[0034]

의해 전달된 진단 시그날을 공급하는 화합물 또는 다른 성분들로 묘사된다. 어떤 구상들에서, 카고는 제한적이

지 않지만 화합물 또는U.S. 약전이나 의사 사무용 문헌(PDR)에서 볼 수 있는 치료용 약을 포함한다. 다른 구상

들에서, 카고는 제한적이지 않지만 덱소루비신, 파실타졸, 미토마이신 C, 17-AAG, 벨카데, 인산화된 뉴클레오시

드, 인산화된 펩티드 그리고 그와 같은 것들처럼 항바이러스, 항균적(항생물질), 또는 항암(항암치료) 활성을

가진 화합물들을 포함한다. 다른 구상들에서, 카고는 실험적이거나 치료적 혹은 갈돌이움과 같은MRI 이미징 약

물들; X-레이에 기본을 둔 분석에 이용이 되는 radio-opaque 약물; PET 스캔에 사용이 되는 방사성을 가진 혼합

물과 약물들(예, 탄소-11, 질소-13, 산소-18  과 플오린-18); 그리고 방사성 활성 혼합물들과 SPECT 스캔에 사

용되는 약물들(예, 요오드-123, 테치네티움-99, 제논-133, 탈리움-201 그리고 플오린-18)을 포함한다. 다른 구

상들에서도 역시 카고는 제한적이지 않지만 단일 혹은 이중꼬임을 가진 DNA, RNA 분자들을 포함하는 제한적이지

않지만 핵산을 포함한다. 그런 핵산들은 검출 가능한 단백질을 발현하는 cDNA, 미토콘도리알 DNA, 클로로플라스

트 DNA, 항-센스 DNA, siRNA를 포함한다. 다른 구상들에서는, 카고는 다양한 생물학적 효과들 이나 진단 시그날

혹은 그 모두 를 제공하는 고합물들과 같은 성분들의 조합들을 포함한다.
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여기서 사용된, "운반체(carrier)"는 폴리아미드 거대분자 혹은 측쇄 알데하이드들과 함께 산화된 덱스트란 폴[0035]

리아세탈 처럼 카고를 충진하고 안정화 하는 non-카고를 일컫고 그 결과로써 표적 세포나 조직에서 카고를 분리

할 수 있다. 운반체들은 나노입자들에 대한 구조와 다른 중요한 성질들을 공급할 수 있다. 어떤 구상들에서, 운

반체들은 직접적이거나 간접적으로 팔들에 첨가되어 코어나 고체 나노-코어를 구성한다. 

여기서 사용된, "리간드"는 세포나 조직의 표면 구조에 대한 친화성을 가진 나노입자의 한 성분으로 첨가된 성[0036]

분이라 일컬어진다. 리간드의 구상들은 제한적이지 않지만 항체, 항체 조각들, 단백질에 결합하는 수용체 그리

고 작은 펩티드들, 폴레이트와 같은 분자들, 시아릴 루이스 X 와 같은 카본하이드레이트를 포함하는 폴리 펩티

드들을 포함한다.

여기서 사용된, "linker"는 생분해가 가능하거나 가역적 결합을 일컫거나 결합을 형성하는 그룹은 예술적 기술[0037]

로 알려진 것들로부터 선택되어 진다. 생물분해성의 결합들은 제한이 없지만 아민, 에스테르, 카바메이트, 카르

보하이드레이트 와 폴리아세탈을 포함한다. 결합들은 또한 제한적이긴 하지만 디설파이드들, 에스테르들, 폴리

아세탈, 비닐-에스테르, 쉬프 베이스, 디티오벤질, 비공유결합 펩티드 그리고 효소인지 펩티드 사슬들을 포함하

는 불안정하거나 깨어지거나 가역적인 결합들을 하나 혹은 더 많이 포함한다. 

여기서 사용된, 말단 그룹(혹은 말단 그룹 변경인자)은 변경인자로 불리거나 다른 성분들이 팔의 말단을 향해[0038]

덧붙여진다면 어떤 점에서 성분은 이중 지질 막이나 다른 지질적 성분 혹은 퓨소제닉 설팍탄트 안으로 침투되어

지는 지방족 화합물 탄화수소 사슬과 같은 팔에 의해 공급되어지는 기능이 아니라 예술 내에 공급하기 위한 것

으로 알려져 있다. 

여기서 사용된, 스페이서들 또는 유연성 스페이서는 나노입자들 또는 그것들의 성분 부분들 내에서 소 작용하는[0039]

본원에 알려져있는 많은 유연성 약물들을 일컫는다. 제한을 두지않지만, 지방족 탄화수소화합물과 에틸렌 글리

콜, 스페이서로써 역할을 하고 구조적 층을 공급하는 PEG, 폴리오사조린, 폴리아세탈, 그리고 폴리시아릭 산을

포함하는 많은 수의 친수성 약물을 포함한다.

여기서 사용된, "입체구조의 막"은 나노입자의 친수성 거대분자의 표면 성분들이 낮은 비 특이적 결합 과/또는[0040]

PEG, 산화와 환원된 덱스트란 폴리아세탈, 폴리오자조린, 폴리그리세롤, 폴리시아릭 산, 폴리글루타믹 산 또는

친수성 폴리펩티드 사슬과 같은 면역을 생기게 하는 물질을 감소시키는 것을 일컫는다.

입체구조적 막의 분자들은 부가적으로 결합자 또는 리간드 성분들을 구성될 수 있다.[0041]

여기서 사용된, "앵커(anchor)"는 운반체 like(카고와 상호작용을 하는 것을 의미한다) 또는 카고 like(운반체[0042]

또는 나노입자에 사용이 되는 광범위한-운반체)의 성분이다. 상호작용들 때문에, 앵커들은 나노결합과 결합이

되거나 관련이 된다. 성분에 첨가하여 앵커들은 입체구조적 막의 하나 혹은 많은 분자들에 부착하는 데 사용이

되는 결합자를 구성하며 그것은 임의적으로 앵커 성분에서 거리가 먼 위치에 결합자 혹은 리간드를 구성할 수

있다.

I. 묘듈화된  폴리아미드 거대분자들 [0043]

이 발명은 규격화, 임의적으로 가지화된, 유기질소 와/또는 산소 측쇄기들로 구성된 폴리아미드 거대분자들을[0044]

공급한다. 이 성분들은 임의로 코어에 결집된 다중결합의 거대분자들을 구성하고 임의적으로 유연한 스페이서,

말단그룹,  표적  리간드,  방어  폴리머를  포함하는  그룹에서  임의된  하나  혹은  더  많은  변경성분들을  더

구성한다.  앞선 항에 놓인 기술에 의한 성분들은 측쇄 유기 질소 성분들을 구성하는 성분들을 위한 좋은 예의

조합성분의 모듀랄 요소를 가진  도 2에 일반적 구조를 묘사하였다. 이 발명은 A) 모노머들, 그리고 다른 모듀

랄 성분들, B) 생물분해가능한 결합들 그리고/또는 임의의 가역적인 결합들, C) 가지들과 그것들의 집합, D) 분

지화된 거대분자의 임의적 집합, E) 임의적 코어와 멀티머들의 결합성분들, F) 임의적 변경자들, G) 상품화를

위한 생산 그리고 H) 생의학적 적용들에 관한 성분들과 방법들을 제공한다. 모듀랄 분자들의 준비와 검사의 방

법들은 결합의 패션에 의해 실시될 수 있다.  도 5는 거대분자 성분들이 발명의 거대분자들의 분자적 다양성을

설명하는 것을 보여준다. 도 6은 이 발명의 거대분자들이 생의학 적용들에 일치되는 것을 설명하는 특별한 생의

학적 적용들에 대한 특별한 성분들을 나타낸다. 섹션 IV는 그러한 성분들의 특별한 생의학적 적용들에 대한 몇

가지 성분들과 방법들을 밝혀낸다. 본 원에서 일반적 기술중 하나는 이 발명이 이들 시약들에 제한적이지 않고

모노머들, 반복되는 단위들, 가지들, 거대분자들, 멀티머들, 리간드과 변경자들 그리고 생의학적 적용들 또는

밝혀진 예들을 인지하게 된다.

한 구상에서, 거대분자 성분들은 핵산시약 또는 유사물과 혼합체를 이루어 공급이 된다. 반면 폴리메릭 핵산운[0045]
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반체들은 PEI, 덴드리머들, 그리고 최근에 히스티딘-라이신 코폴리머들과 같은 것들로 밝혀지고 그것은 지금 핵

산 운반에 필요한 높은 양이온 하전 밀도를 요구하고 생체에서 낮은 독성과 생의학적 분해에서 요구되는 적용으

로 인정을 받고 있고 아직 이들 요구 모두를 충족하는 폴리머 시스템들은 아직 없다. 또한 카고 혹은 카고의 조

합들로써 가능한 화학적 구조의 적응을 허락하는 이전의 운반체들이  없다.

한 구상에서, 도 6A에서 묘사된것은 폴리 아미드 골격때문에 생체 분해가 되지 않는 높은 하전 밀도 양이온 분[0046]

지화된 거대분자를 공급하고 보호적 PEG 를 통해 인티그린 표적 리간드 펩티드와 결합을 더욱 구성한다. 이 구

성은 일련의 단계를 통해 합성이 된다. 이미다졸 측쇄 성분들을 구성하는 모노머들을 준비하기 위해 이미다졸

카보알데하이드는 델카-Boc 디아미노뷰틸레이트와 반응을 할 수 있고 그 결과로 쉬프 염기가 감소되어 시아노보

로하이드라이드와 함께 DAB의 이미다졸에 결합된 이차적 아민을 형성할 수 있다. 그런 후 이미다졸은 보호되고

결과적으로 그 카르복실기가 NHS 에스테르로 활성이 된다. 이 생성물과 알파-Boc 델타 아미노는 보호가 된다,

예를 들어, 카르복실 활성화된 NHS 에스테르와 함께 Fmoc, DAB는 테트라펩티드들을 생성하는 고체상 합성에 이

용이 되고 보호그룹들을 제거하지 않고 레진으로부터 절단된다. 이 반복되는 단위의 카르복실은 NHS 에스테르를

내어놓고 활성화되고 그런 후 반복 단위들의 페어를 내어놓으며 결합이 되고 네개의 반복 단위들을 구성하는 가

지들을 주고 다시 보호를 유지하는 모든 측쇄기과 함께 된다. 이 결합은 아민들과 오르토고날의 결합의 Boc 보

호와 함께 형성이 될 수 있으며 예를 들어, Fmoc, 측쇄기들의 보호가 있다. 가지들의 그 카르복실기는  NHS 에

스테르를 내어놓으며 활성화되고 두개의 가지들은 각각의 오르니틴의 두개의 비보호 아미노 그룹들과 각각 결합

된다. 그리고 다시 보호를 유지하는 모든 측쇄기들과 함께한다. 가지화된 성분의 카르복실은 NHS 에스테르를 를

내어놓으며 활성화되고 이전에 그것의 카르복실에 결합되었던 각각의 오르니틴과 함께 고리형 RGD 그것의 먼 말

단에서 결합되었던 PEG60 결합 두개의 반작용을 한다. 그리고 결국은 PEG-RGD 리간드를 구성하는 네개의 가지화

된 거대분자가 침전과 디아필트레이션 추출에 의해 보호 그룹이 제거되어진다.

핵산들 또는 유사물질들이 혼합물을 형성하는 다른 성분들은 하나 또는 이상의 다음을 구성한다 1) 최소 한개의[0047]

카르복시스펄마인 분지 종들과 최소 세개 오히려 더 많은 2) 4 분지로 된 거대분자들의 최소 다이머들과 더 호

의적으로 최소 트리머들, 3) 최소 한개의 중성 또는 즈위털이오닉(zwitterionic) 친수성 폴리머와 우선적 구상

에 있어서 4개의 가지들에 대해 최소 한개라는, 그리고 하나의 우선적 구상은 PEG, 산화와 환원된 덱스트란 폴

리아세탈, 폴리오사졸린의 그룹드로부터 선택된 폴리머로 알려지고 다른 우선적 구상은 가역적이거나 절단된 결

합에 더욱 구성이 되는 것, 4) 최소 3KD 분자량의 PEG 결합자를 통하여 결합된 펩티드 리간들, 그리고, 하나의

우선적인 구상은 펩티드가 네오베스쿨라듀어(neovasculature)에 연관된 인티그린들에 임의적 결합 친화성을 가

진 펩티드를 구성하고, 그리고 다른 우선적 구상은 가역적 또는 절단가능한 결합을 더 구성, 5) 다른 결합 친화

성을 가진 최소한 하나의 부가적 리간드. 

A. 모노머들, 가지 말단 그룹들 그리고 다른 모듈라 성분들[0048]

이 발명은  헤테로바이펀셔날 성분들과 함께 머리에서 꼬리까지 거대분자 들을 형성하기 위한 그것들의 집합으[0049]

로 함께 모노머들을 공급한다. 모노머들은 또한 그것들이 결합하는 분지를 형성하는 각각의 머리에 두개 혹은

서너개의 꼬리들로 구성된다. 헤테로바이펀셔날 모노머들은 머리로써 카르복실 그룹과 꼬리에 있는 한개의 아민

을 또한 공급한다. 아민과 어떤 반응성 측면 그룹이 있는 곳은 보호되고 카르복실은 다른 모노머 또는 멀티머의

비보호 아민과 반응하기 위해 활성화된다. 모노머들, 반복단위들은 모노머들을 형성하고 가지들은 제한적이지만

어떤 항에 속해 서술된 나노입자들의 조제에 사용이 될 수 있는 하나 혹은 이상의 모노머들을 구성한다:

* 고체 상 펩티드 합성 아미노산 약물들(포함: [0050]

Boc-Fmoc-오르니틴; di-Boc-오르니틴, Boc-Fmoc-Dab, di-Boc-Dab, Boc-Fmoc-Lys; di-Boc-Lys, 알파-아미노-Boc[0051]

아미노산 카르보실 NHS 활성 시약, 그리고 아민 보호 시약)

* 이미다졸-4-아세틱 산 모노하이드로클로라이드[0052]

* di-Boc-구아니디움-아세틱 산[0053]

* 이미다졸-카보알테하이드[0054]

* Boc-N-(Boc0N)Lys-(Boc-이미다졸)His-(Boc-이미다졸)His-카르복실[0055]

* H2N-(Boc-N)Lys-(Boc-이미다졸)His-(Boc-이미다졸)His-카르복실[0056]

시약들과 모노머 성분들은 또한 이항에 포함이 되어 서술된 나노입자들의 조제에 유용한 보호 아민과 활성화된[0057]
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카르복실 그룹들로 구성이 된다, 제한적이지 않지만:

*  Boc-이미다졸-4-아세틱-NHS[0058]

* Boc-이미다졸-메칠아미드-오르니틴(알파-또는 델타-); Boc-이미다졸-메칠아민-오르니틴 (알파 또는 델타-)[0059]

* di- 또는 tetra-Boc-5-카르복시-스펄민 [0060]

시약들과 모노머들 조성물은 또한 포함되어 다른 항에서 묘사되었던 나노입자들의 조제에 유용하게 유연한 스페[0061]

이서로 구성된다, 제한적이지 않지만 :

* w-아미노-Fmoc/Boc-PEGn-카르복시릭 산, n=2-27[0062]

* Boc-w-아미노-Fmoc/Boc-PEGn-카르복실-NHS 에스테르, n=2-27[0063]

이 발명은 또한 시약들과 말단 그룹들을 구성하는 조성물들을 제공한다.[0064]

* 지방산-디안하이드라이드 와 지방족-아민[0065]

* all-아미노/이미다졸 Boc 조각들: his3O-OH, ImO3O-OH, ImdO3O-OH and ImdO3O-OH[0066]

* 리간드-카르복실, 리간드-아민, 리간드-PEG-카르복실, 리간드-PEG-아민 (예를 들어,  고리형 RGD-Lys-NH2와[0067]

같은 펩티드 리간드들)

* linker-PEG-카르복실, linker-PEG-아민(예를 들어, 하이드라지드 또는 mAb Fc 결합펩티드와 같은 linker)[0068]

생체분해가능한 결합과 생화학적으로 가역적인 결합[0069]

앞선 항에서 표사된 기술은 모듈라 성분들간에 결합들을 공급한다. 말단 그룹, 표적 리간드에 대한 산화된 항체[0070]

글리코실화 또는 Fc 부분에 결합하는 펩티드에 대한 하이드라지드 결합처럼 오리엔트된 항체들을 위한 공유 또

는 비공유결합들 에 대한 결합들, 그리고 보호적 친수성 폴리머들과 비슷한 그룹들. 이 결합들은 생체분해되는

결합이고 본원에서 하나의 기술로 알려진것들로부터 선택될 수 있다. 아미드, 에스테르 카르보네이트, 카바메이

트, 카르보하이드레이트 그리고 폴리아세탈과 같은 안정한 결합 또는 불안정한, 절단되거나 가역적인 결합들을

포함하고, 제한적이지 않지만 토디설파이드, 에스테르, 폴리아세탈, 비닐-에테르, 카바메이트, 쉬프염기, 디치

오벤질과 효소인지 펩티드 사슬이 포함된다.

C. 측쇄기들을 구성하는 가지들[0071]

현재 기술은 유기 질소 또는 산소 측쇄기들 또는 그것들의 조합을 가지는 하나 혹은 그 이상의 모노머들을 형성[0072]

하는 가지들을 제공한다. 이 발명은 우선적으로 티올과 같은 다른 활성 측쇄기과 하나 혹은 그 이상 모노머들을

형성하는 가지들을 공급한다. 반복적인 단위들과 가지들은 우선적으로 스페이서, 말단, 그리고/혹은 팔내에서

가지화된 것들을 더 많이 구성할 수 있다. 어떤 구상들에서, 가지들은 선상 사슬을 구성하거나 비-선상 구조와

더 우선적으로 하나 혹은 양 말단들에서 특이한 화학적 성질들(그룹들)을 더 우선적으로 구성한다. 다른 구상들

에서 가지들은 정리된 구조를 가지거나 양자택일으로 폴리디펄스 구조를 가진다. 한 구상에서, 가지들은 측쇄

이미다졸의 연속 사슬과 프라이머리 아민 그룹들로 구성되고 우선적으로 친수성 아미드, 하이드로실 또는 카르

복실 측쇄기들이나 그것들의 조합을 더욱 많이 구성할 수 있다. 다른 구상들은 가지들이 하나 혹은 더 많은 유

연한 스페이서들과 우선적으로 절단되거나 가역적인 결합을 구성한다는 것을 공급한다. 이 발명은 가지들이 유

기 질소 측쇄기을 구성하는 모노머들을 구성한다는 것을 공급한다. 측쇄기은 아래를 포함한다: 

* 카르복실 NHS 에스테르 활성과 함께 N-terminal Boc Asn(고체상 합성 혹은 고체상테/용액 상 합성과 용액상[0073]

NHS 활성)

* N-terminal Boc, 아민과 이미다졸 보호(ImO3O)4-OH 키르복실 NHS 에스테르 활성과 함께[0074]

* N-terminal Boc, 아민과 이미다졸 보호(ImdO3O)4-OH 키르복실 NHS 에스테르 활성과 함께[0075]

* N-terminal Boc, 아민과 이미다졸 보호(ImdO3dO)4-OH 키르복실 NHS 에스테르 활성과 함께[0076]

* N-terminal Boc, 아민과 이미다졸 보호(His3O)4-OH 키르복실 NHS 에스테르 활성과 함께 (고체상 합성 또는 결[0077]

합된 고체상/용액상 합성과 용액상 NHS 활성)

D. 임의적 플렉스(Flex) 스페이서들을 가진 가지화된 거대분자들[0078]

이 발명은 PEG 또는 폴리 아세탈 영역을 포함하는 하나 혹은 그 이상 유연한 스테이서들 분지내에서 우선적으로[0079]
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더 구성될 수 있다. 한 구상에서, 이 발명은 생분해할 수 있는 결합들과 하나 또는 그 이상 절단가능하거나 가

역적 결합들을 우선적으로 더 구성하는 결합에 의해 합쳐진 모노머들의 사슬로 구성된 가지화된 거대분자들을

제공한다. 이 가지화된 거대분자들은 임의적으로 스페이서를 구성할 수 있다. 한 구상에서 보호된 아미노 그룹

들과 활성화된 카르복실 그룹과 함께 카르복실레이트 화합물들(DAC)의 순차적 첨가에 의해 제공된 아미드 결합

들은 다른 화학적 치환기의 첨가를 위한 아미노 그룹들의 보호가 따른다. 우선의 구상들에서, 이 발명은 그것들

말단에 특이 화학 성질을 가지고 잇는 가지화된 거대분자들을 공급한다.

E. 임의적 변경자들을 가진 임의적 멀티머 코어[0080]

이 발명은 우선적으로 멀티 거대분자들와 함께 결합된 멀티머들을 제공한(에로 코어에서 코어) 그 지점에서 멀[0081]

티머들은 말단 그룹, 표적 리간드, 유연한 스페이서들, 그리고 가역적 혹은 절단 가능한 결합들과 같은 우선적

으로 하나 혹은 그 이상 변경자들을 구성한다(예를 들어로, PEG, 산화되고 환원된 덱스트란 폴리아세탈, 폴리

오사졸린, 폴리그리세롤, 폴리시아릭 산, 폴리 그루타믹 산 또는 친수성 폴리펩티드 사슬). 한 구상에서 운반체

또는 멀티머의 가지들에 존재하는 아미드 결합들은 거대분자 아미노 그룹의 보호에 의해 따른 두개 혹은 그 이

상 아미노그룹을 형성하는 코어에 대해 보호 아미노 그룹들과 활성화된 카르 복실 그룹을 형성하는 활성화된 거

대분자 크르복실레이트 의 순차적 첨가에 의해 제공된다. 

다른 우선 구상들은, 이 발명은 특이한 화학 성질을 구성하는 코어들을 공급한다. 이 발명은 또한 이온 옥사이[0082]

드 나노입자들 혹은 콜로이달 골드와 같은 고체상들로 구성되는 코어를 제공하여 콜로이달 골드에 부착되는 이

온 옥사이드 혹은 설프하이드릴에 결합되는 덱스트란 처럼 많은 결합을 제공할 수 있다. 부가로, 이 발명은 코

어가 이온 옥사이드 나노입자 이미징 시약들처럼 원하는 활성을 기여할 수 있다는 것을 공급한다.

이 발명은 두개 혹은 이상의 결합위치들을 가지는 상업적으로 가능한 코어들을 구성하는 멀티머 가지화된 거대[0083]

분자들을 임의적으로 제공한다 포함:

* Huntsman Jeffamin - (아미노-PPGn)3 와 아미노-PPG-PEG-PPGn-아미노 : T-403, T-3000, D230, D-400, ED-[0084]

600,

* 디아미노PEG (H2N-PEGn-NH2): n=7-100[0085]

* 폴리-오르니틴(pOn): 1KD[0086]

* 사이클릭 폴리오르니틴[0087]

* 제 1, 2 또는 3세대들의 아민 설페이스 PAMAM 덴드리머 [0088]

* 폴리에틸렌이민: 평균분자량이 0.5에서 25 KD이며 빠르게 유용한 가지형성 [0089]

* 콜로이달 골드 나노입자들[0090]

* 이온 옥사이드 나노입자들 [0091]

F. 임의적 변경자[0092]

거대분자 조성물들은 공급되어 임의적으로 하나 혹은 더 많은 변경자들을 구성한다. 한 구상에서, 조성물들은[0093]

말단 그룹 변경자들을 더 구성하고 말단 그룹들은 이온화되거나 소수성 그리고 친수성 그룹들과 리간드들의 그

룹으로부터 선택된 종들로 될 수 있다. 말단 그룹들은 비공유결합을 통하거나 안정되고, 가역적이거나 절단 가

능한 공유 생분해가능한 결합을 통해 결합이 될 수 있다. 리간드들은 본원의 하나의 기술로 알려진 항체들, 항

체 조각들 단백질에 결합된 수용체 그리고 작은 펩티드들, 폴레이트, 시아릴 루이스 X와 같은 탄화수소화합물을

포함한 폴리펩티드들로부터 선택될 수 있다. 이 발명은  세포의 표면에 노출된 표적에 임의적으로 제공되는 펩

티드 리간드들을 공급하고 한 우선적 구상은  네오바스쿨라듀어표적 RGD 펩티드 리간드, 갈락토오즈 또는 헤파

토사이크들의 표적인 말라리아 표면 단백질 펩티드들, 그리고 순환하는 림포사이트들 표적의 리간드들과 같이

직접 혈액으로 운반되도록 한 발명의 성분들에 접근 가능한 세포표면 표적들을 위한 리간드들을 제공한다. 바이

오티닐레이트된 성분들이 아비딘 또는 비슷한 단백질에 결합되는 것처럼  변경자들은 비공유결합을 통하여 결합

이 될 수 있다. 항체 리간드는 항체의 Fc 분절에 결합되는 펩티드를 구성하는 변경자와 결합한다. 아래와 같다

HWRGWV, HYFKFD, HFRRHL, 그리고, HVHYYW, 미국 특허 번호  No : 7,408,030  참고로 첨부. 임의적으로 변경자

들은 안정되고, 가역적이거나 절단이 되는 공유 생분해적 결합을 통해 결합이 될 수 있다. 우선적 구상에서, 리

간드들은 글리코실레이션 위치에서 항체에 공유결합에 의한 것처럼 비-혼돈 상태에서 결합이 된다. 다른 구상에

서, 거대분자 조성물들은 PEG, 산화와 환원 덱스트란 폴리아세탈, 폴리오사졸린, 폴리그리세롤, 폴리시아릭 산,
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폴리글루타믹 산 또는 친수성 폴리펩티드 사슬고히 같은 하나 혹은 이상의 친수성 폴리머들을 더 구성한다. 언

급한 친수성 폴리머는 비공유결합 또는 안정, 가역적 또는 절단되는 공유 생분해적 결합들을 통해 결합될 수 있

다. 다른 구상에서, 거대분자 조성물들은 세포막들 또는 바이러스성 envelope에 반응하기 유용한 지방족 수소탄

소와 같은 하나 혹은 이상의 소수성 변경자들을 더 구성한다. 다른 임의적 변경자들은 이 발명에 의해 공급이

되고 본원의 기술에 하나로써 이해된다.

G. 합성[0094]

이 발명의 발표는 개선되고 앞서 묘사하였던 나노입자들의 낮은 가격이 합성과 제조를 위해 공급한다. 한 구상[0095]

에서, 거대분자는 단계적으로 합성을 한다. 다른 구상에서, 모노머들은 반복 단위들로 결집되어있고 그다음 반

복된 단위들이 거대분자로 결집되고, 그리고 임의로 거대분자들은 균질화되거나 비균질화된 가지들로 분지화된

거대분자들로 결집된 가지들이 되고 임의로 분지화된 거대분자들은 멀티머드로 결집이 된다. 다른 구상에서, 생

성물은 연결적 합성에 의해 공급이 된다. 여전히 다른 구상에서, 구성하는 모노머들과 구성하는 유기 질소 측쇄

기들로 정의된 거대분자들의 합성에 공급이 된다. 또한 모노머들과 말단 그룹들 그리고 다른 성분들, 단위들,

가지들, 코어들의 생성, 그리고 상업적으로 이용가능한 raw 물질들과 생산된 raw 물질들의 조합에 의한 다른 성

분들, 그리고 가지들, 코어들, 말단 그룹들 그리고 다른 성분들로 조합된 거대분자들의 생성을 위해 공급된다.

한 구상에서 아미드 결합들은 보호된 아미노 그룹들과 활성화된 카르복실그룹들을 아미노카르복실레이트 모노머[0096]

들에 순차적으로 첨가함으로써 공급이 되고 다른 모노머들과 함께 순차적 반응을 위해 아미노 그룹들의 비보호

가 뒤따르고 임의로 고체상 합성에 이용이 된다. 어떤 구상들에서 고체상 합성을 이용하여 연차적 아미노 결합

형성에 의해서 모노머들의 결집이 반복되는 단위들을 생성한다. 다른 구상에서는, 반복되는 단위들의 아미노 결

합으로 부터 가지들의 결집은 액체상 합성에 이용되어지고 분지된 거대분자들이나 멀티머들의 임의의 결집을 위

해서이다.

다른 구상들은 모노머들이 고리 열림 결합에 의한 것처럼 자라는 폴리머의 시작이나 끝부분에서 결합이 되고 중[0097]

합의 정도와 분자량은 개시자와 모노머들의 비율에 의해 조절이 된다. 다른 구상은 모노머들이나 반복 단위들은

머리와 꼬리 양쪽에 반응하는 종의 비율, 오직 머리나 꼬리에서만 반응하는 종들의 머리에서 꼬리까지 결합에

의해 거대분자속으로 결집이 되고 후자의 종들은 머리나 꼬리 어느 곳에서 중합을 종결시킨다. 모든 세가지 종

들을 조절하는 비율은 낮은 이종성을 가진 다분산계의 거대분자를 공급한다.

(i) 측쇄 성분들과 보호 형태들을 가진  모노머들[0098]

한 구상에서, 이 발명은 아미노카르복실레이트들처럼 모노머의 두개 말단에 서로 다른 반응 그룹들을 가지는 헤[0099]

테로바이펀셔날 화합물들을 구성하고 측쇄기들이 보호받는 유기 질소 측쇄기들이 임의적으로 더 잘 구성되는 모

노머들을 공급한다. 모노머들이 아미노카르복실레이트들을 구성할때에 대한 구상들은, 아민, 이미다졸, 아미드,

하이드로실, 카르복실, 티올 그리고 지방족 또는 방향족들과 같이 발명에 유용한 구성성분들인 측쇄기들과 함께

포함되는 종들은 다양한 펩티드 합성 시약들의 발명에 이용되기 위해 유용하고 천연적 혹은 비-천연적 아미노카

르복실레이트들(예, 아미노산)에 의해 공급될 수 있다. 한 구상은, 2-메틸히스티딘과 같은 이미다졸을 구성하는

측쇄기와 함께 또는 디아미노카르복실레이트와 같은 이미다졸을 구성하는 측쇄기를 가진 비 천역적 모노머들을

공급한다. 4-아세틱 산-이미다졸의 NHS 에스테르가 비보호된 제 1차 아민과 모노머로 결합, 4-포밀-이미다졸 또

는 2-포밀-이미다졸이 비보호된 제1차 아민과 모노머로 결합된 제 2차 아민결합 쉬프베이스의 마일드한 환원에

의해 제 2차 아민 또는 4-아세틱 산-이미다졸이 카르보시이미다졸이 있는 비보호화된 제 1차 아민와 함께 모노

머로 결합되는 것처럼 비-천연적 모노머들을 공급한다 

(ii) 가지들[0100]

현재 알려진 발표는 생분해가능한 거대분자 가지들을 공급한다. 한 구상은 이 발표가 모노머들의 결합들을 형성[0101]

함으로 반복된 단위들 또는 가지들로 합성되는 조성물들과 방법들을 제공한다. 혹은 다른 구상들은 반복되는 단

위들이 가지들 안으로 결합되는 것이다.그 가지들은 유기 질소 측쇄기들을 구성하는 모노머들로부터 또는 다른

측쇄기들이나 측쇄기없이 구성되는 모노머들로부터 독점적으로 형성이 될수 있다. 가지들은 모노머들 또는 아미

노그룹의 한 말단과 카프복실기그룹의 말단에서와 결합한 것처럼 헤테로바이펀셔날 화합물들을 구성하는 반복된

단위들의 결합에 의해 합성될 수 있다. 가지들은 하나 혹은 이상의 PEG 스페이서 와/또는 말단그룹 변경자들을

더 많이 구성한다. 한 구상은, 가지들은 DAC 모노머들의 아미드 결합에 의해 형성된다.

한 구상에서, 반복되는 단위들은 고체상 합성 또는 용액상 합성에 의해 머리에서 꼬리로 한 단위로 연결하는 결[0102]

합에 의해 가지안으로 결합이 될 수 있다. 하나의 결합이 필요할때 혹은 입체장애에 마주친 제한된 생산물은 고
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체상 합성에서 일어난다. 관련된 구상은, 반복되는 단위들은 아미노산 배열을 고려한 회문구조이다. 그러나 머

리에서 꼬리까지 결합을 공급하는 N-말단 말단과  C-말단 말단을 여전히 가지고 있다.

(iii) 생분해성 분지된 거대분자들[0103]

현재 발표는 생분해성 분지된 거대분자들을 포함하고 공급한다. 분지된 구조를 형성하는 코어위에 가지가 결합[0104]

되는 조성물들과 방법들을 또한 공급하고 한 구상은 각각의 가지의 한 끝에 코어가 결합된다는 것이다. 코어내

분지 종들은 측쇄 일차 아미노그룹들이 결합가능한 곳에서 처럼 모노머들의 선상 조작들이 될 수 있다. 대안으

로, 그것들은 비-선상이 될 수 있다(예를들어, 결합, 덴드리머들, 또는 분지화된 PEI가 가능한 두개 혹은 이상

의 말단 일차 아미노그룹 들을 구성하는 종이 있는곳과 같다).

다른 구상들은 하나 혹은 이상의 가지들이 공유결합으로 코어에 결합되지만 아미드, 에스테르, 카바메이트, 폴[0105]

리아세탈, 하이드라존, 비닐 에테르, 디설파이드, 디티오벤지와 같은 생분해 또는 가역적 결합들이다. 한 구상

은 분지 종들에서 카르복실 성분들과 알콜성분들 사이에서 에스테르 또는 카보메이트 결합을 형성으로 가지가

분지 종들에 결합을 통해서 세린 잔유물들을 형성하는 선상 펩티드에 대한 것 처럼, 분지된 거대분자들의 합성

을 위해 공급된다. 아직 다른 구상은, 가지들의 카르복실 머리부분은 하이드라진 성분들을 구성하고 산화된 다

당류와 같은 알데하이드 성분들을 구성하는 분지 종들과 결합이 된다. 아직 다른 구상은, 분지 종들은 카르복실

기들 또는 아민들과 같은 측쇄 성분들을 구성하고 최소한 하나의 설프하이드릴 성분을 구성하는 가지들에 결합

되는 말단 말레이미드 성분들을 더욱 구성한다. 이와 같은 구상은 가지가 한개의 설프하이드릴 성분을 구성한다

는 것이다. 다른 결합들은 본원에서 숙련된 하나로 알려진 가역적 디티오벤질 결합에서 처럼 공급된다. 

한 구상에서 분지종들은 아미노-카르복실기들을 구성하고 합성은 펩티드 합성 시약들을 이용해 이루어지고, 각[0106]

각의 머리 그룹에 두개의 꼬리 그룹들을 가지는 분지들을 형성하는 종들을 포함한다. 이 발명은 내부 그룹들 또

는 2차 아민, 알콜, PEG 그리고 효소적 절단가능한 펩티드 사슬들과 같은 발명을 위한 유용한 그룹들로 구성된

측쇄기들이 분지를 분지의 생성을 위해 또한 공급된다. 한 구상 양이온 분지된 거대분자들은 카르보시-스펄민

또는 카르보시-스펄이딘이  다른 카르보시-스펄민 또는 카르복시-스펄미딘으로 제 1차 아미드 결합에 의해 형성

된다. 그런 양이온으로 분지된 거대분자들은 하나 혹은 이상의 PEG 스페이서들을 더 구성할 수 있다. 

앞서 묘사한 기술은 코어에 결합된 가지와 분지된 거대분자들의 생성을 위해 또한 공급된다. 이 가지들은 연속[0107]

적 모노머들의 첨가 또는 완전히 결합된 가지들 또는 가지의 큰 부분들에 의해 결합이 될 수 있다. 한 특이한

구상은, 가지의 카르복실기가 NHS에스테르에 의해 활성화가 되고 제1차 아민과 코어로 혼합이 되고 그곳에 다른

측쇄 유기질소(예를들어, 아민, 아미드, 이미다졸 또는 하이드라지드) 가 코어에 존재하고 보호가 된다. 일단

가지들은 코어에 결합이 되고, 만약 멀티머가 준비되어있지 않는 다면 모든 보호적 그룹들은 제거가 된다.

(iv) 멀티머들[0108]

현재의 발표는 코어에 결합되는 거대분자들을 구성하는 임의적 멀티머들의 생성을 공급한다. 한 구상에서, 보호[0109]

측쇄기들을  포함한  다수의  분지  거대분자들은  측쇄기들의  비보호와  멀티머들의  정제에  의해  코어에  결합이

된다. 이 발명은 아미드, 에스테르 또는 유사결합 과 같은 임의적으로 안정되고 생분해성의 결합들 그리고 아이

드라존, 비닐 에테르, 디설파이드 또는 디티오벤질과 같은 하나 혹은 이상의 가역적 또는 절단 가능한 결합들을

임의적으로 구성 하는 거대분자들을 또한 공급한다. 이 코어는 PEG, PEG-리간드 또는 지방족 성분같은 변경 그

룹들을 하나 혹은 이상 구성을 더 할 수 있다.

(v) 연결 성분들[0110]

이 발명은 연결성분들의 합성을 위해 임의적으로 공급된다. 한 구상에서, 분자 성분들은 측쇄 유기 질소와 거대[0111]

분자 조성들을 생성하는 본원에 알려진 합성기술들을 이용한 결합들이다. 연결 거대분자성분의 예는 도 2에 나

타낸다.

(vi) 임의적 변경자들[0112]

현재의 발표는 하나 혹은 이상의 변경자들을 포함하는 거대분자 조성물들의 생성에 공급된다. 한 구상에서, 변[0113]

경자들은 합성에서 마지막 단계에 결합이 된다. 다른 구상들에서는, 변경자들은 가지안으로 결합이 되어 분지된

거대분자들 혹은 코어 성분들, 합성 집합에 의해 나타난다. 이 현재 활성화된 변경자들과 변경자와 결합이 되어

모듈라 성분들 혹은 이전 항에서 묘사하듯이 거대분자들을 제공한다. 이 발견은 하나 혹은 이상의 가역적 또는

절단 가능한 결합들로 임의로 구성된 안정하고 생분해성 결합들을 통하여 변경자들의 결합에 더 공급이 된다.
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II. 표면 장식된 나노입자들 [0114]

이 발명은 카고를 구성하는 나노입자의 표면 장식에 필요한 친수성 물질들의 결합들을 공급하는데, 그 지점은[0115]

안정성, 효소들 그리고 다른 시약들로부터 보호, 면역력의 감소, 혈액 클리어런스의 저해, 그리고 리간드들과

다른 표면 작용기들의 첨가 지점들이 있으며 표면 장식은 하나 또는 이상 기능들을 공급한다. 이 발명은  미셀

들, 미세한 유체들, 리포좀들 그리고 폴리메릭 콜로이드들을 포함하는 하나 또는 이상의 카고를 가진 나노입자

들을 임의로 공급한다. 나노입자들은 폴리 아미드 거대분자들을 임의로 구성한다. 이 나노입자들은 입체보호를

제공하는 친수성 폴리머들처럼 표면 장식들에 임의적으로 구성이 되고 입체보호와 세포와 조직 특이 표적들에

공급되는 노출 리간드들들로 구성된다. 표면 성분들은 다음과 같은 방법으로 효과적으로 결합한다. 1) 로딩 또

는 나노입자 형성을 위해 요구되는 결합을 위하여 카고와의 결합들이 요구되는 운반자에 대한 그것들의 결합에

생기는 지난 문제들을 해결한다. 2) 그리하여 표면 성분들은 표면 성분들을 나누는 것보다 오히려 나노입자들의

분해에 의해 카고가 분리될때 나눠진다. 표면성분들을 구성하는 이전 나노입자들은 표준 성분이 운반체 물질들

에 결합을 통해 표면 성분들의 부착에 이용이 되었고 리포좀들의 지질들 또는 핵산과 나노입자 혼합체를 형성하

는 양이온 폴리머들과 같이 결합하거나 카고에 빠져들게 된다. PEG와 같은 부치가 큰 친수성 물질들 또는 트랜

스페린과 같은 표적 단백질은 표면변경에 사용이 될때 이 결합은 입자 크기 성장에 제한을 도움을 줄 수 있다.

그렇지만, 이것은 카고와 운반체간의 상호작용을 감소시킬 수 있고 로딩 효율 감소, 입자 안정성 감소 그리고

미성숙 카고의 분리 증가와 같은 유해한 효과들이 결과적으로 일어날 수 있다. 이 문제들을 해결하기 위해, 이

항에서 묘사한 기술은 표면성분들의 동향을  공급하고 어떤 구상들은 하나 또는 이상의 많은 가능한 위치의  랜

덤한 결합 대신 오리엔티드 결합을 공급한다.

이 항에서 묘사한 기술은 모듈적이고 임의적으로 분지된 것들을 공급하고,[0116]

리간드 또는 연결자를 구성하고 운반체나 카고 둘 중 하나 또는 둘 다를 구성하는 결합을 한다. 이 구성들은 거[0117]

대분자 또는 나노입자 성분들을 공급하고 임의적으로 다중결합의 거대분자들과 임의적으로 하나 또는 이상의 유

연한 스페이서, 기능 그룹들의 변경인자, 보호적 폴리머 그리고 임의적으로 가역적인 결합으로부터 선택된 성분

들을 더 구성한다. 이 구상에 따른 성분들의 조성은 도 7의 일반적 구조에 잘 나타나있다. 이 발명은 성분들과

준비에 따른 방법들을 제공한다. a) 리간드들, b) 연결자들과 임의적으로 가역적인 연결자들, c) 임의적으로 유

연한 스페이서들 그리고 변경자들, 그리고 d) 앵커들(anchors), 결합의 패션에 있어 결합과 테스터에 결합되고

테스터 될 수 있다.

앞서 묘사된 기술은 리간드들과 다른 모듈 성분들을 제공하고, 어떤 구상들에서, 리간드에 대한 특이 수용체 또[0118]

는 결합성분들로 보여지는 세포로 나노입자들이 직접 이용될 수 있다. 다른 구상은, 이 리간드들이 아민, 카르

복실, 하이드로실, 또는 알데하이드와 같이 결합 상관관계와 최소 하나의 성분들이 결합을 구성하고 결합에 대

한 다른 성분들은 오히려, 보호되고 그래서 그것들의 반응성이 블럭된다. 발명에서 유용한 리간드는 본원에서

숙련되게 알려져있다. 고리형 RGD-Lys-NH2, phage display 펩티드들과 같은 펩티드과 같이, 갈락토오즈, 시아닐

루이스 X 같은 작은 분자들 또는 폴레이트와 같은 비타민들, 항체같은 단백질, 세포수용체들의 항진제와 길항제

들 그리고 말라리아 표면 인자의 조각들과 같은 펩티드 조각들, 트랜스페린, 테나신 C, VEGF, 상피성장 인자,

시아닐 루이스 X와 같은 탄소화합물 그리고 변형된 시트루스 단백질(MCP). 이 발명은 항체와 항체결합 성분들

사이에 항체 결합 펩티드에 의해 공급되는 것처럼 최소 한개의 비공유결합을 구성하는 구성분들을 공급한다. 그

리고 임의적으로 입체 막(예를 들어, PEG)의 분자에 결합하고 그것은 그것의 말단의 끝에서 앵커에 결합이 되고

어떤 점에서 말하길 항체 결합 성분은 개개의 항체, 조작 그것들, 칵테일 그것들(예를들어, 두개 혹은 이사의

다른 항체들)에 비공유 결합을 가질 수 있다.

A. 운반체-like 물질에 대한 지향된 결합[0119]

한 구상에서, 이 항에 의해 묘사된 기술은 운반체 물질의 조각에 대한 또는 오히려 다른 물질이 표면 성분의 지[0120]

향된 결합의 결과이다. 이는 충분히 비슷한 운반체, 운반체-like로써 여기에서 함께 참고된다. 어떤 구상들에서

운반체-like 물질에 대한 표면성분의 싱글 위치 결합을 통하여 결합이 일어난다. 여기에 운반체 물질은 선상이

다. i) 언급된 결합자리는 오히려 말단 또는 말단 근처이며, ii) 운반체-like 물질은 운반체 분자크기의 약 5%

에서 50% 로부터 나타날 수가 있으며, iii) 임의적으로 앵커는 운반체보다 카고와의 결합에 더 놓은 밀도를 가

진다. 같은 고려들로 카고-like 앵커들에 적용이 된다. 이 구상은, 표면 성분은 양이온 아미노산들의 호모폴리

머의 카복실-말단 또는 음이온 측면 사슬 호모폴리아미드의 아미노-말단 과 같은 선상 운반체-like 폴리머의 한

끝에 결합이 될 수 있다. 표면 성분은 티올 또는 오르토골날 화학적 결합반응에 의해 선택된 다른 측쇄 성분에

서와 같이 운반체-like 물질내에서 특이 지점들에 결합된 성분들에 결합이 될수 있다. 한 예로 들어 언급된 측
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쇄기을 공급하는 결합과 양이온 호모폴리아미드의 작은 부분들을 함께 하는 결합에 의하거나 혹은 다른 예로는

고체상 합성동안 정의된 사슬에 의한것이다. 표면 성분은 DSPE 또는 POPE와 같이 나노입자를 형성하는데 사용되

는 지질과 호환이 되는 지질성분들에 결합이 될 수 있다. 그리고 나노입자의 표면에 지질 층안으로 결합되고 나

노입자들이 형성되기 전에 다른 지질들과 함께 혼합됨으로써 또는 미리 형성된 나노입자들과 함께 혼합이 되고,

임의적으로(젤 에서 액상 크리스탈) 상 전이 근처 또는 이상의 온도에서 일어나고 그런 다음 쿨링된다.

한구상에서, 이 발명은 고리형 RGD 펩티드를 제공한다. 그것은 약 2000 분자량의 폴리오르니티니의 카르복실 그[0121]

룹에 결합되는 그것의 말단 아민과 함께 H2N-PEG-CO2H의 카르복실기에 결합되는 라이신을 형성한다. 그런 구성분

들은 표적된 siRNA 나노입자들 네오바스풀라튜어의 제조에 유용하다. 

다른 구상은, 이 발명은 폴릭 산 결합에 공급된다. 폴릭 산은 양이온 폴리아세탈의 티올분해에 의해 형성된 티[0122]

올 말단부분에 결합이 되는데 PEG의 한 끝에 결합이 된다. 이것은 많은 알데하이드 성분들을 통해 측쇄 아민의

결합을 이끄는 덱스트란의 산화에 의해 형성이 되는 것과 같다. 그와 같은 구성분들은 유전자발현카세트와 히스

티딘-라이신 코폴리머 운반체를 구성하는 종양 표적 유전자 치료 나노플렉스의 조제에 유용한다.

다른 구상은 이 발명은 PLGA의 카르복실 말단에 결합되는 그것의 말단을 가진 PEG의 한 끝부분에 결합되는 하이[0123]

드라지드 성분에 공급된다. 이와같은 성분들은 표적화된 나노에멀젼 또는 물에 잘 용해되지 않는 화학치료요법

의 알부민 나노입자의 조제들에 유용하다. 이 나노에멀젼 또는 나노입자는 노출된 하이드라지드 성분에 산화된

항체가 결합됨으로써 꾸며지기도 한다.

다른 구상은, 이 결합들은 "앵커들(anchors)"을 구성한다. 그것은 나노입자내에서 결합되지 않는 카고에 비공유[0124]

결합들에  의해  결합된다.  그리고  그것에  의해서  비결합된  시약들의  생화학적  성질들이  변형된다.  용해성이

감소, 전기적으로 거의 중성에 가까운 입자를 만들고, 입자의 정전기적 하전의 반전, 그것의 독성의 감소 또는

다른 면에서 원하는 소유대로 이루어지는 카고의 변형이 있다. 예를 들면, 이온성 펩티드들, 핵산들의 단일 가

닥, 또는 그것들의 유사물이 구성되는 결합들을 포함한다. 그것들은 결합되지 않은 중성 핵산 유사물 카고에 결

합이 된다. 결합은 전기하전을 결합되지 않은 핵산 카고로 옮겨준다. 이 구상의 이용은 반대 하전을 가진 나노

입자들로 구성되어있는 표적화된 나노입자들로 하나 혹은 이상의 비결합되고 하전이 되지 않은 카고의 로딩을

포함한다. 하전된 인자들의 예들은 핵산 또는 RNA, DNA, 변형된 골격 과/혹은 염기들을가진 핵산, 측쇄 카르복

실 또는 다른 유기질소 성분들, 폴리시아릭 산 그리고 유사물질들, 양이온 항체, 이온화되는 약물들을 구성하는

유사물들을 포함한다.

한 구상은, 결합들은 가역적 또는 비공유결합들에 의해 결합자에 결합된 항체리간드를 구성하도록 제공하고 이[0125]

것은 입체막의 분자에 결합이 된다. 한 구상은 직접 성분이 되어 비공유결합에 의해 항체 결합 펩티드와 같은

결합자에 결합이 되는 항체를 구성한다. 거기에 항체 결합 펩티드 또는 결합자들이 어떤 개별적 항체에 또는 항

체의 혼합물에 비공유결합적 결합을 가질 수 있거나 또는 항체 결합 부분을 구성하는 조각들이나 유사물들과 같

은 결합자들이다. 크로마토그래픽 기술을 이용한 모노클로널 항체를 정제하기 위한 개선된 방법들의 효과는 많

은 짧은 펩티드 사슬들을 분리하고 항체 분자의 Fc 지역에 결합을 하고 이것은 항체 결합 펩티드로써 사용이 될

수 있다. 현재의 구상은, 그러한 펩티드들이 비공유 작용을 통하여 폴리머들과 나노입자들에 항체 분자들의 결

합에 이용이 될 수 있다. 

항체의 Fc 지역에 결합하는 펩티드들은 항체의 항원 결합능력에 영향을 주지 않고 항체 분자의 다양한 결합을[0126]

가능하게 한다. 거대분자들, 멀티머들과 나노입자들은 항체와 펩티드 결합을 하고 표면에 노출하여 관심있는 어

떤 항체에 결합할 수 있는 플랫폼을 제공한다. 만약 적정 항체가 가능하다면 이 플랫폼은 다양한 조직들과 세포

들로 거대분자들의 폴리머들과 나노입자들의 표적을 가능하게 한다. 이것은 질병의 조직과 세포들에 치료 약제

를 표적하는 방법을 제공하고 그리하여 독성 부작용들을 최소화한다. 성분의 한 예는 도 6B에서 보여지고 항체

결합 펩티드가 PEG 또는 다른 유연한 결합자들과 그것들의 말단에 이 발명의 거대분자들 또는 멀티머들과 결합

이 된다. 항체 결합성분은 개별적 항체 또는 조각들 또는 칵테일과 그런 이유로 공유적 또는 비공유적 결합을

할 수 있다. 펩티드 결합을 하는 항체는 사슬들과 같은 Fc 지역에 결합하도록 인지하는 것들을 포함한다. R-

PEG-CO-HN-HWRGWV-CONH2,  HCO-HN-YYWLHH-CONH-PEG-R,  미합중국  특허  번호:  7,408,030  에서  묘사된  다른

사슬들, 또는 HWRGWVC, HWRAWA, HWRGWA, HWRGWL, HWRAWV, HFRRHL, HFRRHA, HVHYYW, HAHYYW, 그리고 HYFKFD 와

같은 다른 펩티드 사슬들.

다른 구상들은 적어도 하나의 공유 항체 결합을 구성하는 성분들을 공급한다. 다음과 같이 i) 항체 또는 조각에[0127]

노출되어있는 반응성분들에 대한 생분해성 결합 결합자들 ii) 산화된 항체 글리코실화와 같이 항체 또는 조각의

생화학적 변형을 위한 생분해 결합 결합자. 다른 구상들은 이 기술은 단백질 A 또는 아비딘에 의한 비오티닐레
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이트 된 항체에 의해 항체의 비공유 결합을 공급한다. 항체 리간드를 구성하는 성분들의 다른 예들은 하나 또는

그 이상의 최소 한개의 항체 또는 조각 또는 유사 결합을 가지고 결합하는 것이다. 

B. 카고-like 물질에 결합되는 지향[0128]

다른 구상에서, 이 발명은 카고-like 물질들 또는 사실상 카고와 유사한 다른 물질들에 입체 막의 분자가 지향[0129]

결합하는 것을 공급한다. 유사한 다른 물질들은 카고-like로써 여기에서 모두 언급되었으며 오히려 카고-like

물질에 대한 표면 성분들의 결합을 위한 단일 지점을 가지고 있다: 임의적으로 이항에서 i) 카고-like 물질은

선상이며, ii) 결합 지점은 한 끝이거나 가까이이고, iii) 카고-like 물질은 입체막의 분자가 나노입자로 앵커

되기 적당하다. 이 구상에서, 표면 성분은 음이온 아미노산 또는 아민말단화 올리고뉴클레오타이드의 호모폴리

머의 아민 말단 끝에서와 같이 선상 카고-like 폴리머의 한 끝에 결합이 될 수 있다. 구조 막의 분자는 카고-

like 결합내에서 티올이나 다른 측쇄 성분처럼 직각 화학결합작용에 의해 음이온 측면 사슬 호모폴리아미드속으

로 삽입되어 특이한 지점에 결합되는 성분에 결합이 될 수 있다. 한 예로는 호모폴리아미드의 작은 부분들과 앞

서 공급된 측쇄기의 결합자와 함께 결합함으로써이고 다른 예로는 고체상 합성하는 동안 정의된 사슬들에 의한

것이다. 

한 구상에서, 이항에서 묘사된 기술은 10에서 50 염기 길이의 DNA 또는 RNA 올리고뉴클레오타이드의 아민과  결[0130]

합하는 그것의 말단 아민과 함께 H2N-PEG-CO2H의 카르복실 그룹에 결합되는 라이신을 구성하는 고리형 RGD 펩티

드를 위해 공급이 된다.

다른 구상에서, 이 항에서 묘사한 기술은 알데하이드 성분들의 다중결합을 통하여 덱스트란의 산화에 의해 형성[0131]

되고 그런다음 측쇄 카르복실의의 결합이 되는 것처럼 음이온 폴리아세탈의 티오분해에 의해 형성된 티올 끝 그

룹에 결합되어 그것의 말단 부분에 결합하고 있는 PEG의 한 끝부분에 폴릭산이 결합되기 위해 공급된다. 그런

조제들은 유전자 발현 카세트와 분지된 PEI 운반체로 구성되는 종양 표적 유전자 치료 나노프렉스의 조제에 이

용이 된다.

다른  구상에서  아직,  이  항에서  묘사된  기술은  PEG의  한  끝부분에  하이드라지드  성분이  결합되기  위해[0132]

공급한다. 하이드라지드 성분은 PEG의 한 끝부분에 결합이 되고 그것의 말단 끝부분은 안타락스 방어 항원에 결

합하는 음이온 폴리글루타메이트의 아민 말단과 결합한다. 그러한 조제들은 안타락스 감염으로부터 프로필락틱

보호를 위해 덴드리틱 세포에 표적된 벡신 나노입자들의 조제에 이용이 된다.

아직 다른 구상에서, 이 발명은 mAb 결합 펩티드 결합은 그것의 말단에 폴리글루타메이트의 한끝이 연결되어 있[0133]

거나 길이가 10에서 50 염기인 DNA 또는 RNA 올리고뉴틀레오타이드 엥커와 결합이 되는 2,000에서 10,000 MW

PEG의 한 끝부분에 결합되기 위해 공급된다. 그 앵커는 즉, 카고가 아닌 비 기능적 핵산이거나 폴리글루타메이

트이다. 나노입자들은 하나 또는 이상의 핵산 카고 분자들의 액상 용액의 순차적 첨가에 의해 입체막에 결합된

앞선 엥커로 준비가 될 수 있고 분지된 이미다졸-아민 측쇄 폴리아미드 양이온 거대분자와 같은 양이온 운반체

의 액상 용액과 그리고 임의적으로 약학적으로 받아들여지는 매개체와 디아필트레이션(diafiltration)에 의해

임의적으로 정제된다.

C. 표면 코트 부착[0134]

아직 다른 구상에서, 이 발명은 나노입장에 결합하기 위한 다중 지점들을 구성하는 성분들을 거쳐 지향된 나노[0135]

입자 표면 코팅을 공급한다. 이 발명의 표면 코팅은 미성숙 카고의 분리 또는 나노입자들의 분리를 감소하여 안

정화하고,  비특이 나노입자들의 상호작용들을 임의적으로 감소시킨다. 이 구상에서, 표면 코팅 성분들은 나노

입자와 많은 가역적 결합들로 구성된다. i) 언급한 결합들 범위는 두개 또는 이상의 나노입자성분들 또는 세개

또는 이상의 나노입자 성분들(예를 들어, 운반체), ii) 언급한 결합들은 생화학적 조건에 변화하거나 조직내 절

단 또는 세포결합에서 처럼 카고 분리를 허락하는 가역적 결합이다. iii) 언급한 표면 구성분들은 오히려 양이

온이 아닌 친수성이다. iv) 언급한 성분들은 임의적으로 친수성 결합들을 더 구성하고 임의적으로 리간드들과

결합자들에 노출되어있다. 이 구상에서, 나노입자들은 표면 장식된 물질들, 다원가의 가역적인 결합 과/혹은 나

노입자와 함께 상호작용, 운반체 또는 카고 또는 둘다 그런 것들과 함께 구성된다. 예를 들어, 구상은 표면에서

측쇄 아민의 초과와 함께 폴리아미드 거대분자 운반체를 구성하는 핵산 나노입자들의 표면 코팅을 제공한다. 표

면은 산화된 덱스트란으로부터 형성된 측쇄 알데하이드를 구성하고, 표면에서 제 1차 아민과 함께 폴리아세탈의

다량의 쉬프염기 결합의 형성에 의해 폴리아세탈로 입혀진다. 폴리아세탈은 임의적으로 폴리아세탈 알데하이드

성분들의 한 구성분과 결합되는 하이드라지드를 경유하여 5000MW PEG 결합자를 통하여 결합된 항체 결합 펩티드

를 더 구성한다. 다수의 결합들 과/혹은 상호작용들은 동일하거나 다양할 수 있다. 그리고 결합의 한 구상에서
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측쇄 알데하이드들과 측쇄 제1차 아민들 상에 형성되는 큰 쉬프 염기이다. 표면은 물질이 선상 혹은 가지 인가

에 관련되고, 한 우선적 구상은 표면은 유연성을 나타내는 물질과 연관이 된다. 다른 우선 구상은 물질과 관련

된 표면은 중성적 또는 거의 중성의 하전 또는 큰 zwitterionic 이온 성분들로 구성된다. 또 다른 구상은 물질

이 다원가의 결합들 과/혹은 표면과 상호작용하여 구성이 되고, 하나 혹은 이상의 성분들이 직접적으로 연결이

되지 않음 과/혹은 PEG와 노출된 리간드들과 같은 표면에 상호작용을 한다. 이 결합들 과/혹은 상호작용이 오히

려 가역적이고 그리고 한 우선 구상은 그것들이 조직 섭취 와/혹은 세포의 내면에 절단 가능하다는 것이다.

(i) 다원자가의 설프하이드릴 성분 결합들[0136]

이 항에서 묘사된 기술은 다원자가의 설프하이드릴 성분들을 구성하는 물질들과 연관된 나노입자들 설페이스와[0137]

의 결합을 공급한다. 이 설프하이드릴 결합들은 디설파이드 결합들, 티올-에테르 결합들 또는 티올-무기 결합

또는 다른 결합들 그리고 선호하는 구상은 디설파이드 결합을 구성하는 것이다. 한 구상은 티올성분들을 구성하

는 구성분들을 공급한다. 그것은 시스테인 잔기들의 결합에 의해 공급될 수 있다. 다른 구상들은 절단가능한 결

합들을 구성하는 구성분들을 공급한다. 선호하는 구상은 카고의 분리가 조직 또는 세포 섭취에 의존하여 나타나

는 성분들이다. 여전히 다른 구상들은 표면막과 운반체간 절단 가능한 디설파이드 결합들을 구성하는 구성분들

을 제공한다. 한 예로, 절단가능한 성분들은 절단에 관련한 아민을 형성하고 이 형성은 중재된 분리 감소를 나

타내는 디티올 벤질 그룹에서 일하는 Zalipsky에 의해 밝혀졌다.미국 특허번호 : 7,238,368.

(ii) 다원가의 쉬프 염기 와 다른 아민 결합들[0138]

이 항에서 밝혀진 기술은 운반체와 함께 다원가 결합들을 구성하는 물질과 관련된 표면과 함께 구성분들을 또한[0139]

제공한다. 이 결합은 쉬프 염기, 아미드, 항드라존, 카바메이트, 과/혹은 아민 그룹으로 부터 선택되어 형성될

수 있다. 이들 결합들은 아미드를 형성하는 아민과 상호작용하는 활성화된 카르복실 산 성분, 쉬프 염기를 형성

하는 제 1차 아민과 상호작용하는 알데하이드, 하이드라존을 형성하는 하이드라진과 상호작용하는 알데하이드,

아민을 형성하는 쉬프 염기의 감소, 다른 탄화-질소 결합물들, 그리고 그것들의 조합들에 의해 형성이 될 수 있

다. 한 구상에서, 쉬프 염기 형성을 구성하는 물질들과 관련된 표면의 분자들은 운반체들의 제 1차 아민들과의

상호작용하는 알데하이드 그리고 선책적으로 제 2차 아민을 형성하기위해 환원된다. 이 발명은 구성하는 알데하

이드 성분들의 조성을 제공한다, 그리고 한 우선적 구상은 탄화수소 성분들의 산화에 의해 공급된다. 또한 절단

가능한 결합들을 구성하는 성분들을 제공하고, 어떤  구상들에서는 성분들은 조직 또는 세포의 섭취에 의존해서

분리되는 구성분들을 공급한다.

(iii) 다원가의 에스테르와 헤미-아세탈 결합들[0140]

이 항에서 서술된 기술은 다원가의 에스테르 결합들을 구성하는 물질들과 관련된 표면과 함께 구성분을 공급한[0141]

다. 이들 결합들은 알콜과/혹은 카르보하이드레이트와 카르복실기의 상호작용에 의해, 알데하이드가 알콜들 과/

또는 카르보하이드레이크들의 상호작용에 의해 또는 다른 탄소-산소 결합들에 의해 형성이 될 수 있다. 한 구상

에서 에스테르 형성은 카르복실기가 폴리아세탈과 관련있는 알콜 성분들과의 상호작용에 의해 일어난다. 다른

구상은  카르복실 성분들을 형성하는 구성분들은 아미노산들을 포함하는 합체에 의해 제공이 될 수 있으며, 제

한적이지 않지만, 아스팔틱 산 과/또는 글루타믹 산 성분들을 포함한다. 다른 구상들은 절단가능한 결합들을 형

성하는 구성분들을 제공하고 어떤 구상에서는 조직이나 세포의 섭취에 의존하는 분리를 보인다.

(iv) 선형 성분들[0142]

이 항에서 묘사된 기술은 다중원자가 결합들을 가지는 선형 물질들을 가지는 구성분들을 공급한다. 이들 결합들[0143]

은 선형 성분들을 통한 성분들에 의해 형성될 수 있거나 각각의 말단에 대량의 성분들로 형성이 될 수 있다. 이

들 성분들은 호모바이펀셔날 PEG, 선형 폴리 아미드 또는 한 구상에서 선형 폴리아세칼로 구성될 수 있다. 한

구상에서, 그 성분은 분자량은 최소 5,000 달톤이고 한 구상에서 산화된 덱스트란을 가지는 PEG를 구성하는 성

분이다. 다른 구상에서 그 성분은 세린, 트레오닌, 티로신, 아스파라진, 글루타민, 아스팔테이트 또는 글구타메

이트의 그룹으로부터 선택된 최소 30% 잔기들과 함께 친수성 폴리펩티드를 형성한다. 

(v) 분지된 성분들[0144]

이 항에서 묘사된 기술은 다중원자가 결합을 갖는 분지된 물질들과의 성분들을 공급한다. 이들 결합들은 구성분[0145]

또는 각각의 분지 말단에 많은 성분들을 통한 성분들에 의해 형성될 수 있다. 이 성분들은 폴리아미드, 탄화수

소물 또는 우선적 구상인 폴리아세탈을 구성할 수 있다. 다른 구상에서, 그 성분은 N-말단 트레오닌 잔기들과

함께 또는 세린, 트레오닌, 이스팔트아미드, 글루타미드, 아스팔테이드 또는 글루타메이트 로부터 선택된 최소
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10% 잔기들을 가진 분지된 친수성 폴리펩티드를 구성한다.

(vi) 성분들의 조제[0146]

이 항에서 묘사한 기술은 다중원자가 결합들을 가진 표면 물질들을 구성하는 조제를 위해 공급한다. 그러한 성[0147]

분들의 조제는 나노입자들 형성하기 이전에 형성된 결합들 또는 한 구상에서 나노입자들의 결합에 의해 구성될

수 있다. 이 항에서 묘사된 구상들은, 비결합된 성분들이 잔류 성분들의 전환(그것들은 결합들에 포함되지 않는

다)에 의해 다른 형태로 억제될 수 있다. 한 구상에서 잔류 알데하이드 성분들은 아미노 카르복실산을 가지는

쉬프 염기의 형성에 의해 억제된다. 그 쉬프 염기는 임의적으로 아민을 감소시킨다. 어떤 구상들은 알테하이드

가 세린, 트레오닌, 아스팔틱 산 과/또는 글루타믹 산과의 반응에서 억제된다. 

이 항에서 묘사된 기술에서 두가지 또는 이상의 용액들의 혼합에 의해 정전기학의 나노입자들의 조제를 또한 공[0148]

급한다. 그 용액은 접촉에 의존해 나노입자들을 형성하는 용질 결합이 결과적으로 생긴다. 한 구상에서 한 조제

는 뒤섞이고 있는 동안 한 용액이 다른것에 첨가됨으로써 형성이 된다. 그리고 다른 구상은 정전기적 혼합물과

같이 용매의 변화들에 대해 HPLC 에 이용되는 것처럼 전기 혼합물 안으로 그 용액들의 주입에 의해 형성된 조제

이다. 두가지 예들은 나노입자들의 자발적인 결합이다.

D. 표면 장식된 미셀룰라 약물 나노입자들[0149]

아직 다른 예에서, 입체 코팅 결합들이 제공된다. 입체 코팅이 된 결합들은 임의적으로 리간드 또는 고리형 RGD[0150]

펩티드 리간드 또는 항체 결합 펩티드 결합과 같은 결합자를 구성하고, 결합은 결합체 운반체-카고 도메인도 이

불리한 수용성성분들 에 대한 방법과 관련된 카고와 운반체의 한 말단에 결합이 된다. 그러한 예들은 결과적으

로 입체 표면 코팅을 구성하는 미셀룰라 나노입자를 결과적으로 알데하이드 그룹들을 형성하는 가역적인 쉬프

염기 결합들 독소루비신, 젤다마이신과 같은 아민 성분들을 포함하는 카고에 결합되는 산화된 탄화수소물들을

구성하는 결합들처럼 형성하고 미셀룰라 나노입자들 운반체를 형성하는 것은 가역적 또는 비 공유 결합들에 의

해 결합되지 않은 카고에 결합되는 것을 공급한다. 이 결합은 설페이트 이온들과 독소구비신 침전물들과 같이

결합하는 카고와 연관있는 비결합 카고를 또한 구성할 수 있다. 한 특이한 구상에서, 측쇄 알데하이드 성분들의

플레토라(plethora)성분을 가지는 폴리 아세탈의 한 끝부분에 결합되는 그것들의 말단에 PEG 의 한 끝부분에 결

합된 RGD를 공급한다. 결합에서 이 측쇄 알데하이드 성분들은 쉬프 염기를 거쳐 독소루비신의 아민과 결합할 수

있게 된다. 그리고 임의적으로 설페이트 이온들을 거쳐서 비결합 독소루비신과 더 연관이 된다. 그런 결합들은

내부에 침전된 독소루비신을 가진 미셀을 형성하는 독소루비신과 연관이 되고 외부는 노출된 RGD 리간드들로 구

성되는 입체구조 막으로 부터 형성된다. 그러한 미셀들은 표적된 독소루비신 나노입자들에 네오바스큘라듀어의

조제에 유용하게 사용이 된다. 이 구상은 미셀의 나노입자를 결합하는 비결합된 독소루비신 분자들은 결합된 독

소루비신에 결합되고 다리 설페이트 이온을 거쳐서 물에 녹지 않는 내부의 미셀이. 이 구상에서 미셀룰라 나노

입자는 임의적으로 카고와 함께 연관된 운반체 도메인을 구성하는 표면 코트는 이 구상에서 카고에서 운반체 도

메인을 형성하고 임의적으로 비결합된 카고에 더 결합된다. 그리고 미셀룰라 나노입자들로부터 self 결합들과

연관이 된다. 임의적으로 비결합된 카고를 더 형성할 수 있다. 그리고 미셀룰라 나노입자로부터 복용하게 된다.

한 예에서 미셀은 고리형 RGD 펩티드 리간드결합들을 2,000에서 10,000 MW PEG 유연한 스페이서의 한 끝에 미셀

로부터 형성된 고리형 RGD 펩티드 리간드는 유연한 스페이서는 산화된 덱스트란과 쉬프 염기를 거쳐 멀티플 독

소루빈신 성분들에 결합되어 더 구성되고, 설페이트 염의 첨가에 의해 나노입자들 안으로도 연결이 되고, 임의

적으로 비결합된 독소루비신 과 같은 측쇄 알데하이드 성분들과 함께 폴리아세칼 운반자의 말단에 붙어 연결된

다.

III. 생의학적 적용들[0151]

A. 이온 약물 치료의  나노입자 성분들 [0152]

한 구상에서, 거대분자 조성물들은 이온 물질들과 혼합물을 공급하고 임의적으로 입체구조 막을 구성하고 임의[0153]

적으로 하나 혹은 이상의 표적 리간드들과 결합들, 그리고 핵산 카고들을 임의적으로 제공한다. 한 구상은 양이

온 분지 거대분자를 구성하는 이온 제재의 나노입자의 치료용 성분들이다. 임의적으로 음이온 거대분자와 연관

이  있는  그리고  보호적  PEG를  통해  내부  표적  리간드  펩티드  결합하는  것들을  공급한다.  결합들은

화학치료요법, 이미징 시약들, 영양소들 등과 같은 작은 분자 생물학적 활성인자를 구성하여 공급된다. 다른 구

상은 나노입자들이 하나 혹은 이상의 카고처럼 사이토톡식 시약들을 공급하고 고리형 RGD 펩티드 리간드들을 구

성하는 입체막 구성을 하는 나노입자들을 공급한다. 이 결합은 공유적 또는 비공유적으로 독소루비신 결합을 변

형하는 시약을 구성하고 오히려 쉬프 염기의 형성을 거쳐 각각의 결합은 오히려 한 독소루비신 보다 많은 결합
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들을 한다. 복합결합은 아민결합과 오르소고날의 보호를 위해 Boc와 함께 형성이 되고, 예로 Fmoc는 측쇄기들의

보호를 위해서이다. 카프복실기는 NHS 에스테르를 내어놓으며 활성화가 되고 그런다음 비보호화된 아미노 그룹

들과 결합이 된다. 그리고 모든 결합들이 이루어졌을때 모든 측쇄기들은 보호된다. 카르복실기는 NHS를 내어놓

으며 활성화가 되고 그것의 카르복실기가 고리형 RGD-lys의 아민에 결합되는 아민-PEG-카르복실의 아민성분들과

함께 반응한다. 그리고 마침내 독소루비신은 산화된 이당류의 측쇄 알데하이드 성분들과 함께 결합이 된다. 이

구상에서, RGD펩티드는 종양들과 눈 질병과 같은 신생혈관화되는 지점에 내부표적이 되는 RGD 펩티드를 제공하

고, 독소루비신은 증식을 억제하는 생물학적 활성을 제공한다. 이 결합은 암모니움 설페이트와 같은 부가적 설

페이트 염에 의해 독소루비신의 자체-밀집으로 나노입자에 임의적으로 결합이 되고 임의적으로 비결합된 독소루

비신도 있다. 다른 구상들은 다른 리간들, 그리고 리간드들의 조합들, 항체 조각들 과 /또는 고리형 RGD와 결합

된 시아릴 루이스 X , 젤다마이신, 투부라이신, 벨케이드, 과/또는 이미지 조영 약제들, 그리고 그런것들에 의

한 조합들과 같은 다른 화학치료요법 약제들을 공급한다. 그런 구상들은 측쇄 성분들의 분지는 나노입자들의 산

정성 과/또는 HIV의 TAT펩티드 또는 다른 단백질 변환 도메인들과 같은 세포속의 침투를 향상시키는 분지를 더

구성할 수 있다.

B. 이미징 나노입자 성분들[0154]

한 구상은, 거대분자들의 성분들이 이미지 약물들과 혼합물을 이루어 제공된다. 한 구상은 이미지 약물의 나노[0155]

입자-형성은 양이온 분지된 거대분자를 구성하고 임의적으로 음이온 거대분자를 구성하고 보호적인 PEG를 통하

여 인티그린 표적 리간드로 더 구성이 된다.

C. 백신 나노입자 성분들[0156]

한 구상은, 거대분자는 항원들 과/혹은 항원 표현 약물들의 복합체를 제공한다, 그리고 임의적으로 면역을 자극[0157]

하는 약물들 또는 그것들의 표현을 위한 카세트들이다. 한 구상은 이온 항원의 나노입자 백신 형성은 양이온 거

대분자와 임의적으로 관련된 양이온 분지된 거대분자를 구성하고 나노분자 표면에 결합을 하는 덴드리트릭 세포

표적 리간드 펩티드를 더 구성하는 것을 공급한다.

D. 표면 변형된 바이러스성 입자들[0158]

거대분자 조성물들은 바이러스성 입자들의 표면 변형을 공급한다. 한 구상은 도 6C에 나타나고, PEG와 결합되는[0159]

항체 Fc 지역에 결합하는 펩티드를 최소 한개를 구성하고 이것은 그것의 말단과 지방질 끝 그룹 변형자들로 구

성되는 분지된 거대분자로 구성되는 혼합 양이온/친수성 분지된 거대분자와 결합된다. 표면 변형된 바이러스성

입자들의 다른 예들은 하나 또는 이상의 다음을 구성한다; 운반체에 결합하는 최소 하나의 항체 또는 조각 거대

분자(비-무작위 지향에서), 그리고 한 구상은 가역적 또는 절단가능한 결합들을 더 구성하고, PEG 결합자와 최

소 한개의 부가적 리간드를 통하여 결합된 펩티드 리간드.

E. 항생물질 성분들[0160]

유기질소 측쇄기들을 구성하는 거대분자 조성물들은 항균성 활성을 포함하는 항생제의 활성을 나타내는 것을 공[0161]

급한다. 한 구상은 도 6D에 보여진  자연적 살균제의 약품들을 흉내내는 것들로 구성한다. 한 구상에서, 이 발

명은 모듈한 성분들과 세포 배양 약물 발견 스크린에 이용이 되어 특이한 종들과 구상적인 결합들을 밝혀내는데

사용되는 라이벌러리 의 결합의 구성을 공급한다. 1) 세포 배양 스크린을 포함하는 종들과 종족들의 잠재적 항

생제활성 그리고 2) 스크린에 포함되는 세포형태들의 낮은 포유동물 세포의 독성. 

이 항에서 묘사된 기술은 거대분자의 항생 성분들이 히스타틴을 흉내내고 더우기 다음의 것 중 하나 또는 이상[0162]

을 구성하는 것을 또한 공급한다: 1) 적어도 한개 리간드와 한 구상에서 말한 리간드는 항체 또는 조각 또는 유

사물질에 공유적으로 결합한다(어떤 구상들에서는 비-무작위 지향), 또는 다른 구상에서는 리간드는 고리형 RGD

펩티드이다; 2) 적어도 하나의 다른 결합 능력을 가진 부가적인 리간드 ; 그리고 3) 적어도 하나의 친수성 폴리

머, 이것은 가역적 또는 절단가능한 결합들을 포함할 수 있다.

IV. 특이 구상들[0163]

A. 히스타틴 유사물 폴리아미드 거대분자 치료요법들:[0164]

이항에서 공급한 기술의 한 구상은 상처와 미생물 감염들에 의한 치료를 위한 히스타틴 유사 폴리아미드 거대분[0165]

자들을 관리한다. 한 구상은, 폴리아미드 거대분자들의 구성이다: 가지들에 4에서 12의 분지들  10에서 30 아미

노산 길이 45에서 85%의 히스티딘과 15에서 55%의 라이신성분으로 구성되어있고 올리고펩티드 코어는 3에서 25

아미노사들이 20에서 100%의 오르니틴을 포함한다. 그 코어는 임의적으로 원형의 펩티드 들이다. 대신으로, 그
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코어는 3 세대들 이상의 덴드리머 배열에 결합된 그리고 임의적으로 베타 알라닌, 세린 과/또는 dPEG3(3 모노머

길이의 분리된 PEG)은  아미노산들 첫번째와 두번째 세대사이에 오르니틴들을 가지고 있다. 다른 구상에서, 폴

리아미드 거대분자들은 위에서처럼 3에서 25 가지들을 공급받고 제 1차 아미노 성분들을 포함하는 비-펩티드 코

어에 결합이 된다. 그것은 5,000 분자량 이상의 분지된 PEI, 3 세대들 이상의 PAMAM  덴드리머, 제프아민, 아민

성분들이 있는 말단에 8 분지이상의 분지된 PEG, 또는 덴던트 제 1차 아민 성분들을 가지는 폴리아세탈 들을 포

함한다. 이 거대분자들은 가지들과 코어의 첫번째 별개의 합성에 의해,구조를 정의하는 방법에서 또는 구조의

분포를 주는 중합에 의해 생성이 된다. 다른 구상에서, 앞의 거대분자들은 가지의 끝부분의 5%에서 100%에 결합

하는 3,000에서 10,000MW PEG을 더 구성하거나 임의적으로 코어에 결합하는 싱글 그리고 임의적으로 PEG의 말단

에 하나 또는 이상의 고리형 RGD 펩티드들을 덧붙이는 구성을 더 하기도 한다. 분지된 히스타틴 유사물 폴리아

미드 거대분자들은 약학적으로 수용되는 원칙적인 방법들 또는 비경구 복용, 임의적으로 동결건조된 약병에서

물과 등장식염수와 함께 재구성되어, 상처의 치유를 돕고 항생제의 조합으로써 상처를 치료하기 위해서 그리고

건강을 조직을 해치는 균의 감염을 치료를 위해서 발견되어 개선시킨다.

선행기술을 능가하는 이점들은 개선된 성분들, 이용, 그리고 생성물의 우선 방법들을 포함한다: 1) 또한 상처[0166]

치유를  위한  사용,  2)  분지의  이점이  효과적인  더  높은  정도,  3)  상처와  감염의  위치의  개선된  국지화와

침투화, 그리고 4) 선행기술에 비해 개선된 합성, 선행기술은 다음을 포함한다. 레진이 결합된 코어 C-말단과

함께 시작하는 단일합성 사슬을 이용한 분지된 히스티딘-라이신 코폴리머 항생미생물들의 고체상 합성,이것은

더 많은 비용이 들고 낮은 수득률과, 그리고 상업적으로 4분지된 것보다 더 많은 거대분자들은 생산에 비효율적

이다.

B. 항체 표적된 RNA 나노입자 시약들:[0167]

이 항에서 묘사된 기술은 연구를 위해 유용한 다재다능한 항체 표적 siRNA 나노입자들을 공급한다. 한 구상은[0168]

약 10% 조각된 포유동물의 DNA를 포함하고 그리고 5-20% dsDNA 올리고뉴클레오타이드를 더 포함하는 siRNA 의

액체용액의 혼합에 의해 형성된 나노입자들을 구성한다. DNA가 10에서 30 염기 쌍 길이와 5000MW PEG의 한 끝에

서 결합이 되는 곳, 그것의 말단에서 그것의 N-말단 아민에 HWRGWV로 PEG의 3에서 25%가 추가된다. 생체에서 복

용량, 낮은 독성, 낮은 분자량, 분지된 PEI와 같이 양이온의 운반체의 같은 동량 부피 액체용액, 핵산 무게에

대한 운반체 무게의 비는 3에서 7 범위내에 있다. 최소 10분간의 배양 후에, 나노입자 용액은 더 작은 부피로

혼합이 되어 있다. 하나 또는 더 많은 항체들의 액상 용액의 부피가 1/100
th
 에서 1/5

th
 로 최소 10분간 배양하

였다. siRNA 나노입자들의 결과 용액은 전기장 영역내에서 디아필터레이션과 투석에 의해 임의적으로 정제될 수

있다. 항체로 장식된 siRNA 나노입자들은 복용에 대해 수용되는 방법이 약물학적으로 공식화 되어있고 임의적으

로 동결건조된 약병에는 물 또는 5% 덱스트로즈와 함께 재구성되어있다. 연구에 제공되기 위해, 3개로 구별된

액상 용액들은 나누어진다: 폴리 카타이온 운반체, HWRGWV-PEG-DNA 을 추가 구성하는 siRNA의 액상 완충액 그리

고 항체를 위한 액상 완충액. 항체들이 수용체들에 내면화되는 결합들은 우선시된다. 실험주의자들은 siRNA와

항체들을 공급하고 실험에 사용할 항체로 장식된 siRNA 나노입자 분산을 준비한다.

선행연구를 능가하는 이점은 개선된 성분들, 이용면, 그리고 생산의 우선하는 방법들: 1) 세포와 조직에 표적된[0169]

운송을 위한 순응하는 패션에서 siRNA 나노입자 표면에 항체로 장식하기 위한 유용성, 2) 운반체 선택을 위한

다재다능함, 3) siRNA 세포간 분리를 위한 개선된 효율, 4) 선행기술을 능가하는 더 나은 합성

C. 항체로 표적된 RNA 치료법들:[0170]

이 항에서 묘사된 기술은 연구와 치료에 유용한 다재다능한 항체 표적된 siRNA 나노입자들을 공급한다. 한 구상[0171]

에서, 폴리아미드 거대분자들은 가지와 함께 4에서 12 분지 10에서 30 아미노산들 길이 DAP을 거쳐 제 2차 아민

에 의해 추가된 측쇄 이미다졸과 함께 45에서 85%를 구성 그리고 15%에서 55%의 오르니틴, 이곳에서 코어는 임

의적으로 환상 펩티드 또는 3세대들 이상과 함께 덴드리머 배열에 오르니틴들이 결합된다. 그리고 임의적으로

베타 알라닌, 세린 과/또는 dPEG3(3 모노머 길이로 따로따로 떨어진 PEG) 제 1과 제 2 세대 사이에서 아미노산

들. 위와 같이 이 거대분자들은 히스타틴 유사물들로 생성이된다. 그리고 임의적으로 PEG가  더 생성되고 임의

적으로 HWRGWV 펩티드 항체 결합자들은 위와 같이 결합된다. 분지된 폴리아미드 거대분자들은 공식화된다. 약학

적으로 물 또는 5% 덱스트로즈와 함께 경구복용이 허용되는 방법 그리고 같은 동량 부피의 siRNA의 액상 용액과

혼합하여 폴리아미드와 siRNA 의 비율이 3에서 7인 나노입자를 분산시킨 결과로 주어진 농도에서 카고로써 역할

을 한다. siRNA 액체용액은 말단 끝에 HWRGWV가 함께 첨가된 3에서 25%를 가진 5kD PEG에 결합이 되어 5에서

20%의 DNA 올리고뉴클레오타이드들을 임의적으로 더 구성할 수 있다. 최소 10분간의 배양 후에, 나노입자 용액

은 더 작은 부피로 혼합이 되어있다. 하나 또는 더 많은 항체들의 액상 용액의 부피가 1/100
th
 에서 1/5

th
 로 최
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소 10분간 배양하였다. siRNA 나노입자들의 결과 용액은 전기장 영역내에서 디아필터레이션과 투석에 의해 임의

적으로 정제될 수 있다. 항체로 장식된 siRNA 나노입자들은 복용에 대해 수용되는 방법이 약물학적으로 공식화

되어있고 임의적으로 동결건조된 약병에는 물 또는 5% 덱스트로즈와 함께 재구성되어있다. 연구에 제공되기 위

해, 3개로 구별된 액상 용액들은 나누어진다: 폴리 카타이온 운반체, HWRGWV-PEG-DNA 을 추가 구성하는 siRNA의

액상 완충액 그리고 항체를 위한 액상 완충액. 항체들이 수용체들에 내면화되는 결합들은 우선시된다. 실험주의

자들은 siRNA와 항체들을 공급하고 실험에 사용할 항체로 장식된 siRNA 나노입자 분산을 준비한다. 선행연구를

능가하는 잇점은 개선된 성분들, 이용면, 그리고 생산의 우선하는 방법들: 1) 세포와 조직에 표적된 운송을 위

한  순응하는  패션에서  siRNA  나노입자  표면에  항체로  장식하기  위한  유용성,  2)  운반체  선택을  위한

다재다능함. 3) siRNA 세포간 분리를 위한 개선된 효율, 4) 선행기술을 능가하는 더 나은 합성.

D. 고리형 RGD 표적된 핵산 나노입자 시약들 과/또는 치료법들:[0172]

이 항에서 묘사된 기술은 연구와 치료에 유용한 siRNA 또는 유전자 카세트 또는 둘다를 구성하는 카고와 함께[0173]

고리형 RGD 표적된 나노입자들을 공급한다. 한 구상에서, 폴리아미드 거대분자들은 항체로 장식된 siRNA 나노입

자를 준비할때 이용이 되고 또한 위에서처럼, 항체가 펩티드 결합자에 결합하기 위해서 공급되는 같은 범위내에

서 고리형 RGD 펩티드들이 더 구성한다는 예외와 함께, 임의적으로 항체 펩티드 결합자들에 첨가가 된다. 연구

에 제공될때 2가지 분리되는 액체 용액들이 제공된다: 폴리아미드거대분자와 siRNA 와/또는 유전자 카세트 이는

임의적으로 고리형 RGD-PEG-DNA를 더 구성한다. 생물학적 활성과 함께 siRNA 와/또는 유전자 카세트들은 활성화

된 내피세포들 과/또는 종양 세포들로 표현되는 인티그린 을 더 선호한다는 것에서부터 일어난다. 실험학자들은

siRNA를 공급하고 실험을 위해서 분산된 고리형 RGD로 장식된 나노입자를 준비한다. 치료법으로 적용이 되기위

해 공급이 될때 고리형 RGD 장식된 핵산 나노입자생산물은 생산능력에서 대규모로 제작되고 임상적 관리를 위한

지점으로 운반이 된다. 이 구상의 한 형태에서, 암 치료법은 하나 또는 이상의 엔지오제네시스 경로로 저해되는

비변형화된 siRNA  올리고뉴틀레오타이드 저해제로 구성된다.  네오바스큘러튜어 내피세포에서 표현되는 유전자

표현 , VEGF R2, VEGF R1, cRaf, 그리고 Tie, 임의적으로 하나 또는 이상의 GM-CSF 그리고 IL-12 그리고/또는

항-종양 단백직을 위한 유전자들, 그리고 나노입자 표면 위에 장식된 anti-Treg 항체들로 임의적으로 더 구성이

된다. 

선행연구를 능가하는 잇점은 개선된 성분들, 이용면, 그리고 생산의 우선하는 방법들: 1) 세포와 조직에 표적된[0174]

운반을 위해 지향된 패션은 고리형 RGD와 함께 나노입자 표현은 임의적으로 항체 장식에 결합이 되고 되고 항체

장식에 결합이 된다, 2) 폴리아미드 가지화의 놓은 정도, 3) 핵산간 분리되는 개선된 효율 그리고 임의적으로

세포간 분리와 임의적으로 유전자 저해와 표현의 조합을 제공하고 4) 선행기술을 능가하는 더 나은 합성.

E. 앤지오제닉 질병들 치료를 위한 고리형 RGD 표적화된 스쿠아라민 나노입자[0175]

이 발명은 cRNA 표적화된 치료법에 기본을 둔 스쿠아라민 나노입자를 공급한다. 고리형 RGD 장식된 siRNA 나노[0176]

입자들에 이용이 되는 것처럼 폴리아미드 거대분자들은 위의 것처럼 준비가 된다. 30%에서 100% 글루타메이트를

구성하는 각각 별개의 폴리아미드 거대분자들은 10에서 55 아미노산들을 구성한다. 그리고 임의적으로 3에서 12

멀티머들이 위와 같은 분지 배열에서 폴리오르니틴 코어로 결합이 된다. 그리고 임의적으로 고리형 RGD-PEG 결

합들을 더 구성하고 이 N-말단 아민으로 결합이된다. 고리형 RGD로 장식된 스쿠아라민 나노입자생산물의 바이얼

들은 최소 10분간의 배양에 따라 스쿠알라민과 음이온 폴리아미드의 액체용액으로 혼합이 되고 최소 10분간의

배양에 따른 양이온 폴리아미드의 액체용액과 혼합에 따른다. 결과 나노입자의 분산은 디아필터레이션에 의해

정제가 될 수 있고 경구복용을 위한 약학적으로 수용할 방법을 공식화하고, 임의적으로 동결건조된 바이알에 물

또는 5% 덱스트로즈로 재구성이 될 수 있다.

선행연구를 능가하는 이점은 개선된 성분들, 이용면, 그리고 생산의 우선하는 방법들: 1) 표적 스쿠알라민의 엔[0177]

지오제네시스의 위치, 2) 세포간 분리를 거쳐 개선된 약물학적 활성, 그리고 3) 위에서처럼 선행 연구와 비교해

서 폴리아미드 성분들의 개선된 합성.

F. 안타락스 백신에 대한 항원을 구성하는 방어 항원 표적화된 나노입자 [0178]

한 구상에서, 안타락스를 매개로 하는 질병을 예방하기 위한 백신은 공급된다. 나노입자는 양이온 분지된 폴리[0179]

아미드 운반체와 안타락스 방어 항원의 폴리글루타메이트 결합을 구성하고 임의적으로 면역반응을 위한 CpG 올

리고뉴클레오타이드 보조제로써 더 구성된다.
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실시예[0180]

실시예 1: 펩티드 복합체에 결합된 항체: 항체 Fc 결합 펩티드의 합성과 PEG와 함께 그것들의 복합체[0181]

항체 Fc결합 펩티드의 H(Trt)W(Boc)R(Pbf)G-W(Boc)VA 합성이 이루어지고, 거기에서 모든 측면사슬들은 보호 그[0182]

룹들을 유지한다. 그러나 카르복실 그룹의 C-말단은 보호가 되지 않는다, Fmoc 화학을 이용한 고체상펩티드 합

성에 의해 그리고 온화한 절단 상태에 의해 유지되는 측면사슬 보호 그룹들은, 상업적 관습 펩티드 슬리퍼에 의

해 공급된다. 카르복실릭 산 기능성 그룹은 용액상 DCC로 매개된 결합에 의해 아미노-PEG-카르복실 에 결합되기

위해 이용이 된다.

보호된 펩티드(50mg)는 에틸 아세테이트(5ml)에 용해되어 얼음욕조에서 식힌다. 위와 같은 용액을 만들기 위해,[0183]

6.7mg(1.1  몰랄 당량)의 DCC(아실클로헥실카르복실이미드)를 첨가하고 저어준다. 위와 같은 혼합물에 3.7mg의

N-하이드로실 수신이미드를 첨가하고 3시간동안 저어준다. 3시간이 끝날때, 이 침전물을 걸러 100mg (1 몰랄 당

량)의 NH2-PEG3400-COOH을 첨가하고 실온에서 12시간 동안 계속 저어준다. 반응 혼합물은 침전된 물질들을 제거

하기 위해 걸러지고 그 필터에 페트로리움 에테르를 첨가하여 물질들을 침전시킨다. 이 침전물은 페트로리움 에

테르로 3번 씻어 말린다.

a) PEI에 결합한 보호된 펩티드-PEG 의 결합[0184]

프리 카르복실 그룹과 함께 펩티드-PEG 결합은 위에서 묘사한 것 처럼 PEI와 결합을 이루는데 이용이 된다. DMF[0185]

에 결합된 펩티드-PEG 용액을 얼음 욕조에 계속 두고 DCC 의 일 당량을 위의 용액에 첨가하고 연이어 일 당량의

N-하이드로실 수신이미드를 첨가한다. 이 혼합물은 30분동안 얼음 욕조에 두고 계속 저어준다. DMF에 있는 PEI

용액의 이 반응 혼합물을 만들기 위한 몰랄의 비율은 0.1:1 : 펩티드-PEG이  PEI 아민에 결합 하고, 펩티드-PEG

와 함께 약 10%의 PEI 아민들이 결합을 한다. 이 반응 혼합물은 용액이 점차적으로 실온상태로 따뜻해진 후 2시

간 동안 저어준다. 이 반응의 진행은 펩티드-PEG 결합 피크의 사라짐을 모니터링하는 HPLC 가역 상태를 이용해

모니터한다. 이 반응은 이 방법에 의해 접근되어지는 동안 결과적으로 완전하게 된다. 생성물은 차가운 과량의

에테르가 첨가되어 침전이 된다. 이 침전은 에테르로 완전히 씻고 말린다.

b) 펩티드-PEG-PEI 결합들 내에서 펩티드 디프로텍션:[0186]

펩티드 측면 사슬에서 Boc 보호 그룹들과 알파 아미노 그룹들은 실온에서 2시간 동안 50%의 TFA/디클로로메탄[0187]

처리로 제거가 된다. 생성물은 드라이 에테르 로 침전을 하고 에테르로 3번 내지 4번씩 씻어준다. 펩티드-PEG-

PEI 결과물은 0.1% TFA/Water 에 대항하고 50,000MWCO 튜빙을 이용한, 투석에 의해 정제가 된다. 이 정제된 물

질은 동결건조되고 PEG-펩티드와 함께 PEI내 아민의 결합 %를 측정하는 NMR에 의해 특성이 결정된다. 

c) SCM-PEG-MAL을 이용한 PEI-PEG-펩티드의 합성:[0188]

분자량 2K의 폴리에틸렌이민(PEI) 6.1mg을 50 mM 소디움 포스페이트 2ml에 용해시켜 pH 7.0으로 적정한다. 위의[0189]

용액에 50 mg의 SCM-PEG-MAL  (3400)  (LaysanBio,  Arab,  AL)을 첨가하고 실온에서 15분 동안 계속 저어준다.

27mg (3동량)의 항체 결합 펩티드는 C 말단(HWRGWVC)의 Cys 잔기들과 함께 비보호적 형태로 획득이 되고 위의

반응 혼합물에 첨가하여 실온에서 다시 2시간동안 저어준다. 이 반응 혼합물은 0.05% TFA 로 희석이 된다. 이

반응 혼합물은 50 KD MWCO (분자량 컷오프) 투석 튜빙속으로 옮겨지고 48시간동안 4번의 물을 갈아주면서 광범

위한 투석을 한다. 이 결과 용액은 동결건조되고 RP-HPLC에 의해 순도를 체크한다. 

펩티드 폴리머 결합을 포함하는 액상 용액은 압지 또는 96 well plate 바닥안으로 흡수가 된다. Fc 결합 펩티드[0190]

는 PEG의 말단에 결합이 되기때문에, 항체 결합을 위한 그것의 노출은 ELISA에 의해 측정되는 레이블된 (제 2차

적으로) 항체를 이용하여 결정한다.

d) PEI-PEG-펩티드 항체 결합과 프리 펩티드 경쟁:[0191]

PPP0 (Pei-PEG-펩티드0) 은 코팅 버퍼 (1XTBS, pH7.2) 로 희석이 되고 (최종 농도: 30mg/ml) 희석된 PPP0 용액[0192]

을 well 당 100 �l 으로 96-well microplate 에 즉시 코팅한다. 이 플레이트들은 봉인되고 실온에서 하룻밤 동

안 배양된다. 

웰들은 아스피레이트되고 300ml 의 와싱 버퍼로 (0.1% Tween 20, pH 7.4 를 포함하는 1X TBS) 씻어준다. 이 방[0193]

법은 2번 더 반복하여 총 세번의 세척을 한다.

다음 단계 플레이트들은  1% BSA 가 포함된 300ml TBS 의 첨가에 의해 블락이 되고 다음  2시간동안 배양이 된[0194]
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다.

웰들은 그런 다음 세척되고 50ml의 펩티드 경쟁자들이 (항체 결합된 펩티드 또는 결합 버퍼에 희석된 레벨되지[0195]

않은 IgG, 2mM 부터 시작해서 5-fold 시리얼 희석액들을 이용, 총 10-12 points) well 들에 첨가되고 실온에서

15분동안 배양된다. 다음 , 50 �l 의 HRP-레벨된 IgG (결합 버퍼내 ~3mg/ml) 은 각각의 well들에 첨가된다. 그

플레이트를 수평으로 움직여주는 마이크로플레이트 쉐이커 위에서 500±50 rpm 에서 10분간 흔들어주고 난 다음

37℃ 에서 2시간동안 배양한다. 배양후, well들은 와싱버퍼로 5번 씻어서 경쟁자들과 HRP-IgG 들을 제거한다.

프레쉬하게 준비된 기질용액을 웰 당 150ml 하게 첨가하고 25-30 분간 실온에서 배양한다. 이 반응은 70 �l 의[0196]

2N H2SO4를 각각의 웰에 첨가함으로써 멈추게 된다. 플레이트를 부드럽게 두드려서 확실하게 섞일 수 있도록 한

다. 각각의 well 의 광학 밀도를 450nm에 고정시킨 마이크로플레이트 리더을 이용하여 즉시 측정한다. 데이터는

GraphPad Prism 소프트웨어로 분석한다.

PPP/DNA/항체 복합체들의 형성. PPP0/DNA 나노플레스들은 DNA 인산에 대한 PEI 질소의 몰랄 비율(N/P 비율)이 6[0197]

일때 형성이 된다. DNA/PEI 폴리플레스들은 10mM HEPES 버퍼, pH 7.1 에서 PEI와 함께 plasmid DNA와 같은 부

피들로 혼합됨으로써 준비가 된다.   용액들은 그런 후 완전히 볼텍스 하고 평형이 되도록 실온에서 30분간

둔다. 나노플렉스들이 형성된 후 항체는 나노플렉스 용액 안으로 첨가되어 마지막 농도가 400mg/ml 이 되도록

첨가하고 30분간 더 배양을 한다.

젤 필터에 의한 프리 항체들로부터 PPP-DNA-Ab 나노입자들의 정제 .[0198]

세파크릴 S-500-HR 마이크로스핀 컬럼은 PPP/DNA-Ab 나노입자 형성 후 프리 항체들을 정제하기 위해 사용된다.[0199]

나노입자의 회수를 증가시키기 위해 HST 버퍼( 10mM HEPES, 140mM NaCl 그리고 0.01% Tween20)에 희석시킨다.

50-75 �l 의 나노입자들은 항체 혼합물에 세파크릴 S-500 스핀 칼럼에 적용되어 735g에서 2분간 원심분리한다.

젤 필터레이션은 폴리그로트(polyglot) 성분들의 높은 회수와 함께  >95% 의 프리 항체를 나노플레스들로부터

제거한다.  Plasmid DNA 로부터 80% 이상의 회수율을 갖는다 (DNA 에 대해 53 또는 63%의 평균 회수).

아가로스 젤 전기영동법. PPP/DNA/Ab NPX. PPP0/DNA/Ab 나노입자의 인티그리티(integrity)는 아라로스 전기영[0200]

동법에  의해  검사가  된다.  헤파린은  700mg/ml의  농도에서  그것의  복합체들로부터  DNA를  분리하는데  사용이

된다.  나노입자는 헤파린과 함께 또는 없이 배양이 되고 아가로스 젤로 전기영동이 된다 (0.7%  w/v,  30분,

120V). 영향을 받지않은 것은 웰에 그대로 남아있고 헤파린이 분리된 DNA는 젤로 이동한다.

Dot blotting 분석. Dot blooting은 항체가 나노입자에 결합하는지(정제의 전 과 후)를 측정하는데 이용된다.[0201]

사람의 IgG  (400mg/ml)과 PPP0/DNA/IgG  나노입자들(400mg/ml  IgG을 포함)은 세파크릴 S-500-HR  마이크로스핀

칼럼에 의해 프리된 항체들로부터 정제된다.  이 정제된 나노입자는 나이트로셀룰라 막안으로 점이 찍여진다.

Anti-human IgG-HRP는 나노입자에 결합되어있는 항체를 찾는데 사용이 된다.

실시예 2.  PEG 보호 폴리머를 구성하고 리간드 RGD 펩티드를 표적하는 측쇄 이미다졸 성분들과 함께 분지된 양[0202]

이온 폴리머의 합성, 

a) 오르니틴으로 구성되는 코어와 오르니틴 분지의 합성: [0203]

코어와 분지들의 합성은 표준 고체상 펩티드 합성 방법에 의해 일어난다. 합성은 낮은 밀도에서 시스테인과 결[0204]

합한 레진을 펩티드가 합성함으로써 시작된다. C-말단에서 시스테인은 시스테인 측면 사슬에서 -SH 그룹을 통하

여 보호적 폴리머와 리간드의 결합을 하게 한다. 이 시스테인에 오르니틴이 결합되어 알파와 델타 아민 을 이용

하여 결합되고 오르니틴 유도체가 보호된다(Fmoc와 함께). 이 오르니틴은 코어로서 역할을 하고 부가적인 결합

이 생길 수 있게 된다. 오르니틴 코어는 그것의 2개의 아미노산들이 결합하는 것을 허락하는 분지된 점을 제공

할 수 있다. 결합의 첫번째 단계 후에, Fmoc 보호 그룹들은 염기 절단에 의해 제거된다. 다음 단계에서, 디프로

텍션에 의해 결합을 허락하는 다른 사이클은 Fmoc 아민 보호된 오르니틴을 이용하여 일어난다. 이 사이클의 끝
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부분에서 4개의 프리 아미노산들은 더 이상의 반응에도 사용이 가능하다. 한 구상에서 Fmoc-NH-PEGn-NHS 는 4개

의 프리 아미노 그룹들과 함께 반응을 하고 다른 구상에서 하나 더 많은 사이클의 오르니틴 결합과 디프로텍션

은 더 이상의 변형을 위해 8개의 프리 아미노 그룹들이 주어지게 되고 뒤이어 Boc-NH-PEGn-NHS가 오르니틴의 프

리 아미노 그룹들과 함께 반응을 하여 PEG스페이서를 도입하게 된다. 결합된 PEG 스페이서는 폴리머 분지들에

대한 가지들의 결합에 대한 입체적 장애를 감소시킬 것이다. 이 반응 후에 분지된 폴리머는 산성 절단을 이용한

레진으로부터 쪼개어지고, PEG  말단으로부터 Boc  보호 그룹들이 또한  제거될 수 있다. 이 분지된 폴리머는

HPLC에 의해 정제된다.

b) 오르니틴 가지들의 합성:[0205]

아미노산 사슬을 포함하는 펩티드, (ornithin)18,은 Fmoc 화학을 이용하는 고체상 펩티드 합성에 의해 합성된다.[0206]

산 레진 링크 또는 2-클로로트리틸 클로라이드 레진은 다루기 쉬운 펩티드의 마일드한 산 절단을 가지고 이것은

펩티드 합성을 위한 고체 지지체로써 이용이 된다. Boc 보호 그룹은 Fmoc 그룹의 비보호화를 위해 일하는 염기

조건하에서 비보호 단계들에 대해 안정하고, 오르니틴의 측면사슬 보호를 위해 사용이 된다. 마지막 결합단계에

서 아미노 그룹들의 알파와 입실론 위치 모두에서 Boc와 함께 보호되는 오르니틴은 결합이 된다. 이 전체 보호

되는 펩티드는 디클로로메탄(DCM) 에서 1% 트리플루로아세틱 산(TFA)을 포함하는 절단 시약 혼합물을 이용한 레

진으로부터 절단이 된다. 다음과 같이. 레진을 포함하는 펩티드는 1% TFA in DCM에서 2분간 처리를 하고 필터를

한다. 그 필터된 것은 절단된 것도 포함이 되나 펩티드는 보호가 된다. 이 처리는 10번 반복되고 모든 필터된

것들은 수집한다. 이 레진은 DCM과 메탄올에 더 세척이된다. 이 필터와 세척은 pool이 되고 처음 시작 부피의

약 5%가 증발된다. 여기에서, 물이 용액에 첨가되고 보호된 펩티드 측면사슬을 침전시키기 위해서 얼음으로 식

힌다. 침전된 펩티드는 필터되고 P2O5로 진공하에서 말린다. 이 결과 펩티드는 프리 카르복실 산 그룹을 가지고

다른 아민이나 하이드로실 작용기에 결합되어 사용이 될 수 있다. 이 카르복실릭산 작용 그룹은 원하는 수의 분

지를 가지기 위한 분지된 펩티드를 얻기 위해서 분지된 펩티드의 코어에 이 펩티드를 결합하기 위해 사용이 된

다. 

c) 분지된 폴리머에 대한 보호된 오르니틴 가지의 결합:[0207]

프리 카르복실 그룹과 함께 보호된 (ornithin)18 아미노 그룹들은 PEG 말단에서 프리아미노산들과 결합이 된다.[0208]

프리 카르복실기 그룹을 가진 아민 보호된 (ornithine)18 은 드라이 DMF에 용해가 된다. 드라이 DMF에 용해된 3

몰랄 당량의 하이드로실벤조트리아졸(HOBt) 은 용액에 첨가되어지고 뒤이어 3 당량의  디사이트로헥실 카보디이

미드 (DCC)가 드라이 DMF에 용해된다. 이 반응 혼합물은 5℃에서 30분간 저어준다. 이 반응 혼합물에, 프리 아

민을 가진 분지된 폴리머가 첨가되고 반응 혼합물이 점차 따뜻해져 실온으로 된 후 2시간동안 저어준다. 이 결

과 폴리머 결합은 5배 과량의 차가운 에테르를 DMF 용액에 첨가하면서 침전이 된다. 이 침전된 폴리머 결합은

에테르로 몇번씩 씻어주고 가역 상 HPLC에 의해 더 정제가 된다. 이 폴리머는 질량 스펙트랄 분석(MALDI) 에 의

해 그것의 분자량을 측정하면서 특성을 결정한다. 

오르니틴 가지에서 Boc 보호 그룹들은 2시간 동안 90% TFA를 처리하므로써 제거된다. 이 결과 펩티드는 물에 용[0209]

해가 되고 물속에 있는 0.1% TFA에 반해서는 투석이 된다. 비보호화된 폴리머는 양자 NMR 에 의해 특성을 결정

하고 Boc 그룹의 제거를 모니터한다.

d) 분지된 폴리머의 오르니틴 가지에서의 이미다졸 유도체화:[0210]

폴리머의 오르니틴 가지들에서 제 1차 아민들은 이미다졸-2-카르복스알데하이드를 사용하여 환원하는 아민화에[0211]

의해 측쇄 이미다졸 그룹들이 결합되어 유도체화 되었다. 폴리머와 이미다졸 카르복스알데하이드 사이의 반응은

1:1  몰랄  비로  혼합되고,  1.5  몰랄  과량의  소디움  트리아세토실보로하이드라이드(sodium

triacetoxyborohydride)이 있을때 폴리머에서 제 1차 아민에 대한 이미다졸의 반응이 1,2 디클로로에탄에서 실

행이된다. 이 혼합물은 실온에서 질소하에서 2시간동안 저어준다. 이 폴리머는 과량의 차가운 페트로리움 에테

르를 첨가함으로써 침전이 된다. 그 결과 폴리머는 0.1% TFA in water 에 대항하여 투석이 된다. 이미다졸 분자

가 오르니틴의 제 1차 아민에 결합은 환원적 아민화인 이 방법에 의하고 이온화되는 질소를 오르니틴 가지의 각

각에 첨가하고 그것에 의하여 가지들의 하전 밀도가 증가하여 핵산과 다른 폴라음이온 분자들에 더욱 효과적인

결합을 가능하게 한다.

e) 리간드-보호적 폴리머 결합:[0212]

RGD 사슬들을 포함하는 선형과 환형의 펩티드들은 그것의 N-말단 아민 프리와 함께 표준펩티드 합성방법에 의해[0213]
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합성된다. 이 펩티드는 헤테로 바이 펀셔날 PEG, Mal-PEG-SCM과 N-말단 아민을 통하여 결합이 된다. 펜티드와

PEG 약물 사이 1:1 몰랄 비율로의 반응은 트리에틸아민의 1 몰랄 당량이 존재할때 드라이 디메틸 설포사이드

(DMSO)에서 실행이 된다. 이 반응의 과정은 가역상 HPLC에 의해 모니터된다. 실온에서 두시간동안 저어주고 난

후 이 펩티드 결합은 과량의 차가운 에테르에 의해 침전이 된다. 이 침전물은 에테르로 몇번 씻고 나서 말린다.

이 결합은 양자 NMR과 MALDI 에 의해 특성화된다.

f) 분지된 폴리머에 대한  펩티드-PEG-Mal의 결합:[0214]

이미다졸 유도화된 분지 폴리머에서 시스테인 잔기의 -SH그룹은 폴리머로 복합되는 펩티드-PEG결합에 이용이 된[0215]

다. 이 분지된 폴리머와 펩티드-PEG-Mal은 1:1.2 몰랄 비율로 함께 혼합되고 DMSO에 용해된다. 용액의 pH 는 트

리에칠라민으로 7.5로 맞춘다. 이 반응 혼합물은 반응의 진행되는 과정을 위하여 가역적 상 HPLC에 의해 모니터

되면서 실온에서 3시간동안 저어준다. 이 반응이 실제적으로 완성이 되었을때, 이 폴리머는 0.1% TFA/water 로

희석이  되고  50,000  MWCO  투석  투빙을  사용하여  광범위하게  투석이  되고,  반응하지  않는  PEC-펩티드를

제거한다. 이 투석된 폴리머는 동결건조되고 저장된다. 

g) 핵산들로 나노입자 형성:[0216]

분지된 이미다졸 측쇄 폴리머들을 형성하는 나노입자들과 핵산(예를 들어, 플라스미드 DNA 또는 siRNA) 은 폴리[0217]

양이온 분지된 폴리머와 함께 폴리음이온 핵산 성분의 자체 밀집에 의하여 준비된다. 핵을 포함하는 액상 용액

은 나노입자를 형성하는데 있어 하전 비율로 정의된 분지된 폴리머를 함유하는 용액과 혼합이 된다. 믹싱은 2가

지 용액의 포함에 의해 뒤이어 볼텍싱, 또는 입체 믹서를 이용하여 수행된다. 폴리 양이온과 함께 음이온적 핵

산 사이에서 정전기학의 상호작용을 하는 것은 입자를 구성하는 것을 이끌 수 있다. 입자의 보호 표면과 콜로이

달 안전성은 입자가 형성되는 동안에 PEG 표면 코트에 의해 공급된다. 표면 PEG 코트의 존재는 Zeta potential

측정에 의해 표면 하전을 측정함으로써 테스트된다. 이 표면 PEG 코트는 표면 하전을 감소시킬 수 있다.

실시예 3. 폴리에틸렌이미딘 코어 와 측쇄 이미다졸 그룹들로 구성된 양이온 가지들을 가진 분지된 양이온 폴리[0218]

머의 합성과 보호적 폴리머와 표적 리간드:

폴리에틸렌이민 코어와 가지들을 포함하는 이미다졸로 구성된 분지된 폴리머를 합성하기 위하여, 이미다졸 유도[0219]

체를 가진 측면 사슬이 있는 폴리오르니틴이틴(polyornithineithine) 이 아래와 같이 폴리에틸렌이민에 결합이

된다.

a) 오르니틴 가지들의 합성:[0220]

아미노산 사슬 포함 펩티드는, (ornithin)18, Fmoc 화학을 이용하여 고체 상 펩티드 합성에 의해서 합성된다. 산[0221]

레진 링크 또는 2-클로로트리틸 클로라이드 레진은 다루기 쉬운 펩티드의 마일드한 산 절단을 가지고 이것은 펩

티드 합성을 위한 고체 지지체로써 이용이 된다. Boc 보호 그룹들은 오르니틴의 아미노 측면 사슬을 보호하는데

이용이 된다. 마지막 결합단계에서 아미노 그룹들의 알파와 입실론 위치 모두에서 Boc와 함께 보호되는 오르니

틴은 결합이 된다. 마지막 결합단계에서 오르니틴은 알파와 입실론 두위치 모두의 아미노 그룹들이 결합된 곳에

서 Boc와 함께 보호된다. 이 전체 보호된 펩티드는 1% TFA in DCM 의 레진으로부터 절단이 된다 다음과 같이.

레진을 포함하는 펩티드는 1% TFA in DCM에서 2분간 처리를 하고 필터를 한다. 그 필터된 것은 절단된 것도 포

함이 되나 펩티드는 보호가 된다. 이 처리는 10번 반복되고 모든 필터된 것들은 수집한다. 이 레진은  DCM과 메

탄올에 더 세척이된다. 이 필터와 세척은 pool이 되고 처음 시작 부피의 약 5%가 증발된다. 여기에서, 물이 용

액에 첨가되고 C-말단 카르복실릭 산 그룹 프리와 함께 보호된 펩티드 측면사슬을 침전시킨기 위해서 얼음으로

식힌다. 침전된 펩티드는 필터되고 P2O5로 진공하에서 말린다. 이 결과 펩티드는 프리 카르복실 산 그룹을 가지

고 다른 아민이나 하이드로실 작용기에 결합되어 사용이 될 수 있다. 이 카르복실릭 산 작용 그룹은 이 펩티드

가 원하는 수의 분지를 가지기 위해 분지된 펩티드를 얻기 위한 분지된 펩티드의 코어에 이 펩티드가 결합하기

위해 사용이 된다. 

b) 폴리에틸렌이민(PEI)에 대한 보호된 오르니틴 가지의 결합:[0222]

프리 카르복실 그룹과 함께 보호화된  (ornithin)18 의 아미노 그룹들은 PEI의 프리 아미노 그룹들로 결합이 된[0223]

다. 프리 카르복실 그룹과 함께 아민 보호화된 (ornithin)18 은 드라이 DMF에 용해된다. 드라이 DMF에 용해된 3

몰랄 당량의 하이드로실벤조트리아졸(HOBt)은 용액에 첨가되어지고 뒤이어 3 당량의  디사이트로헥실 카보디이
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미드(DCC)가 드라이 DMF에 용해된다. 이 반응 혼합물은 5℃에서 30분간 저어준다. 이 반응 혼합물은, 프리 아민

을 가진 분지된 폴리머가 첨가되고 반응 혼합물이 점차 따뜻해져 실온으로 된 후 2시간동안 저어준다. 이 결과

폴리머 결합은 DMF 용액에 5배 과량의 차가운 에테르가 첨가되면서 침전이 된다. 이 침전된 폴리머 결합은 에테

르로 몇번씩 씻어주고 가역상 HPLC에 의해 더 정제가 된다. 이 폴리머는 질량 스펙트랄 분석(MALDI)에 의해 그

것의 분자량이 측정되면서 특성이 결정된다. 

오르니틴 가지에 첨가되는 PEI 양들은  오르니틴 가지에서 유도화된 PEI에서 아민들의 수를 조절하여 적정화할[0224]

수 있다. PEI 아민의 거의 10%의 결합이 오르니틴 가지가 PEI 아민으로 몰랄 비율이 1:10의 몰랄 비율로 요구된

다. 유도체의 퍼센트는 PEI에 대한 오르니틴 가지들의 몰랄 비율의 변화에 의해 조절할 수 있다.

오르니틴 가지의 Boc 보호 그룹들은 2시간 동안 90% TFA를 처리함으로써 제거된다. 이 결과 펩티드는 물에 용해[0225]

가 되고 물에 있는 0.1% TFA에 반해서는 투석이 된다. 비보호화된 폴리머는 양자 NMR 에 의해 특성을 결정하고

Boc 그룹의 제거를 모니터한다.

c) 분지된 폴리머의 오르니틴 가지들의 이미다졸 유도체화:[0226]

폴리머의 오르니틴 가지들의 제 1차 아민들은 이미다졸-2-카르복스알데하이드(imidazole-2-carboxaldehyde)를[0227]

사용하여 환원적인 아미노화에 의해서 측쇄 이미다졸 그룹과 결합하여 유도체화 된다. 폴리머와 이미다졸 카르

복스알데하이드 사이의 반응은 1:1 몰랄 비로 혼합되고, 1.5 몰랄 과량의 소디움 트리아세토실보로하이드라이드

(sodium triacetoxyborohydride)이 있을때 폴리머에 있는 제 1차 아민에 대한 이미다졸의 반응은 1,2 디클로로

에탄에서 일어난다. 이 혼합물은 실온에서 질소하에서 2시간동안 저어준다. 이 폴리머는 과량의 차가운 페트로

리움 에테르를 첨가함으로써 침전이 된다. 결과물 폴리머는 0.1% TFA in water 에 대항하여 투석이 된다. 이미

다졸 분자가 오르니틴의 제 1차 아민과 결합하는 것은 환원적 아민화인 이 방법에 의하고 이온화되는 질소를 오

르니틴 가지의 각각에 첨가하고 그것에 의하여 가지들의 하전 밀도를 증가하여 핵산과 다른 폴리음이온 분자들

을 더욱 효과적인 결합을 가능하게 한다.

d) 리간드-보호적 폴리머 결합:[0228]

RGD 사슬들을 포함하는 선형과 환형의 펩티드들은 그것의 N-말단 아민 프리와 함께 표준펩티드 합성방법에 의해[0229]

합성된다. 이 펩티드는 N-말단 아민을 통하여 헤테로 바이 펀셔날 PEG, VS-PEG-NHS와 결합이 된다. 이 펩티드와

PEG 약물간 1:1 몰랄 비율의 반응은 트리에틸아민의 1 몰랄 당량이 존재할때 드라이 디메틸 설포사이드(DMSO)에

서 일어난다. 이 반응의 과정은 가역상 HPLC에 의해 모니터된다. 이 반응은 반응과정이 사실상 완료가 된 후에

끝이 난다. 실온에서 두시간동안 저어주고 난 후 이 펩티드 결합은 과량의 차가운 에테르에 의해 침전이 된다.

이 침전물은 에테르로 몇번 씻고 말린다. 이 결합은 양자 NMR과 MALDI 에 의해 특성화된다.

e) 분지된 폴리머에 대한 펩티드-PEG-VS 결합:[0230]

펩티드-PEG-VS는 PEI의 아미노 그룹에 결합한다. 아민들의 약 10%가 pH=9.5에서 비닐 설폰 그룹들과의 결합을[0231]

통하여 펩티드-PEG-VS 과 반응한다. 이 양이온 폴리머는 드라이 DMF에 용해된다. 이 용액 PEI 아민과 펩티드-

PEG-VS 에 대한 1:0.1 몰랄 당량 은 DMF 용액으로써 첨가된다. 이용액의 pH는 트리에틸라민과 함께 9.5로 적정

치를 맞춘다. 이 반응 혼합물은 실온에서 24시간동안 저어주며 반응이 진행되는 과정동안 가역적 상 HPLC에 의

해 모니터 된다. 이 반응이 사실상 완료가 되었을때, 그 폴리머는 반응혼합물에 차가운 드라이 에테르를 과량으

로 첨가함으로써 침전이 된다. 이 침전물은 3번 또는 4번을 드라이 에테르와 함께 씻어낸다. 그 폴리머는 0.1%

TFA/water에 용해되고 0.1% TFA/water에 반해서 50,000 MWCO 투석 투빙을 사용하여 투석이 된다. 광범위한 투

석 후, 그 용액은 동결건조되고 저장된다.

f) 핵산들로 나노입자 형성:[0232]

분지된 이미다졸 측쇄 폴리머들과 핵산으로 형성된 나노입자들은 폴리양이온 분지된 폴리머와 함께 폴리음이온[0233]

핵산 성분의 자체 밀집에 의해 준비된다. 핵을 포함하는 액상 용액은 나노입자를 형성하는데 있어 하전 비율로

정의된 분지된 폴리머를 함유하는 용액과 혼합이 된다. 믹싱은 2가지 용액의 포함에 의해 뒤이어 볼텍싱, 또는

입체 믹서를 이용하여 수행된다. 폴리 양이온과 함께 음이온적 핵산 사이에서 정전기학의 상호작용을 하는 것은

입자를 구성하는 것을 이끌 수 있다. 입자의 보호 표면과 콜로이달 안전성은 입자가 형성되는 동안에 PEG 표면

코트에 의해 공급된다. 표면 PEG 코트는 표면 하전이 거의 중성이 되도록 감소된다. 나노입자의 생물학적 활성

은 세포 배양과 마우스의 제노그래프트 종양 모델들을 포함하는 동물 연구들에서 확인이 된다. 
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실시예 4: 히스티딘과 라이신(HK)를 구성하는 폴리펩티드 가지와 함께 PEI의 합성 그리고 보호 폴리머와 표적[0234]

리간드:

a) 분지된 펩티드의 HK 가지의 고체 상 합성:[0235]

아미노 사슬을 포함하는 펩티드, KHHHKHHHKHHHKHHHK, 는 Fmoc 화학을 사용하여 고체 상 펩티드 합성에 의해 합[0236]

성된다. 산 레진 링크 또는 2-클로로트리틸 클로라이드 레진은 다루기 쉬운 펩티드의 마일드한 산 절단을 가지

고 이것은 펩티드 합성을 위한 고체 지지체로써 이용이 된다. Boc 보호 그룹들은 오르니틴의 아미노 측면 사슬

을 보호하는데 이용이 된다. 마지막 결합단계에서 아미노 그룹들의 알파와 입실론 위치 모두에서 Boc와 함께 보

호되는 오르니틴은 결합이 된다. 마지막 결합단계에서 오르니틴은 알파와 입실론 두위치 모두의 아미노 그룹들

이 결합된 곳에서 Boc와 함께 보호된다. 이 전체 보호된 펩티드는 1% TFA in DCM 의 레진으로부터 절단이 된다

다음과 같이. 레진을 포함하는 펩티드는 1% TFA in DCM에서 2분간 처리를 하고 필터를 한다. 그 필터된 것은 절

단된 것도 포함이 되나 펩티드는 보호가 된다. 이 처리는 10번 반복되고 모든 필터된 것들은 수집한다. 이 레진

은 DCM과 메탄올로 더 세척이된다. 이 필터와 세척은 pool이 되고 처음 시작 부피의 약 5%가 증발된다. 여기에

서, 물이 용액에 첨가되고 C-말단 카르복실릭산 그룹 프리와 함께 보호된 펩티드 측면사슬을 침전시킨기 위해서

얼음으로 식힌다. 침전된 펩티드는 필터되고 P2O5로 진공하에서 말린다. 이 결과 펩티드는 프리 카르복실산 그룹

을 가지고 다른 아민이나 하이드로실 작용기에 결합되어 사용이 될 수 있다. 이 카르복실릭 산 작용 그룹은 이

펩티드가 PEI로 결합 되는데에 이용이 된다. 

b) 아민 보호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK 의  PEI에 대한 결합:[0237]

아민 보호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK 펩티드의 C-말단 카르복실기 말단은 4℃에서 용매로써 DMSO에 DCC/HOBt 결합을[0238]

통하여 PEI의 아미노 그룹들에 결합이 된다. 이 HK 펩티드 가지는 PEI 아민에 대한 펩티드 가지가 0.1:1 의 비

율이며, PEI 아미노 그룹들의 약 10% 가 유도화가 된다. 이 반응 생성물은 PEI 코어와 함께 분지된 펩티드와 측

면 사슬 보호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK를 포함하는 다수의 분지들인데, 이것은 이 반응 혼합물에 차가운 에테르를

첨가하면서 침전이 된다. 이것은 HPLC에 의해 더 정제가 된다.

c) 리간드-보호 폴리머 결합:[0239]

RGD 사슬을 포함하는 선형 그리고 환형 펩티드들은 N-말단 아민 프리와 함께 표준 펩티드 합성 방법에 의해 합[0240]

성이 된다. 이 펩티드는 N-말단 아민을 통하여 헤테로바이펀셔날 PEG, VD-PEG-NHS 와 결합이 된다. 펩티드와

PEG 시약 사이 1:1 몰랄 비율의 이 반응은 트리에틸아민의 일 몰랄 당량의 존재하에서 드라이 DMSO 에서 실행이

된다. 이 반응의 진행은 가역 상 HPLC에 의해 모니터가 된다. 실온에서 2시간 동안 저어준 후 이 펩티드 결합은

과량의 차가운 에테르 를 첨가시킴으로 침전이 된다. 이 침전물은 에테르로 몇번 씻어주고 말린다. 이 결합은

양성자 NMR과 MALDI 에 의해 특성이 결정된다.

d) 아민 보호 HK 가지를 가진 PEI 에 대한 펩티드-PEG-VS 의 결합:[0241]

펩티드-PEG-VS는 PEI의 아미노 그룹에 결합한다. 아민들의 약 10%가 pH=9.5에서 비닐 설폰 그룹들과의 결합을[0242]

통하여 펩티드-PEG-VS 과 반응한다. 이 양이온 폴리머는 드라이 DMF에 용해된다. 펩티드-PEG-VS의 1:0.1 몰랄

당량 용액을 만들기 위해; 펩티드-PEG-VS에 대한 PEI 아민이, DMF 용액에 첨가된다. 이용액의 pH는 트리에틸라

민과 함께 9.5로 적정치를 맞춘다. 이 반응 혼합물은 반응의 진행되는 과정을 위하여 가역적 상 HPLC에 의해 모

니터되면서 실온에서 24시간동안 저어준다. 이 반응이 실제적으로 완성이 되었을때, 그 폴리머는 반응혼합물에

차가운 드라이 에테르를 과량으로 첨가함으로써 침전이 된다. 이 침전물은 과량의 차가운 에테르로 3-4 번 씻어

내고 말린다.

아민 보호된 분지 폴리머는 TFA(90%)로 처리되어 측면 사슬들로부터 Boc 보호그룹들을 제거하고, 완전히 비-보[0243]

호된 분지된 펩티드를 얻을 수 있다. 이 폴리머는 0.1% TFA/water에 반해 투석되고 동결건조된다.

e) 핵산과 함께 나노입자 형성:[0244]

분지된 HK 폴리머들과 핵산(플라스미드 DNA 또는 siRNA)을 구성하는 나노입자들은 폴리-양이온 가지화된 폴리머[0245]

와 함께 폴리-음이온 핵산 성분들의 자체-밀집에 의해 준비가 된다. 핵을 포함하는 액상 용액은 나노입자를 형

성하는데 있어 하전 비율로 정의된 분지된 폴리머를 함유하는 용액과 혼합이 된다. 믹싱은 2가지 용액의 포함에

의해 뒤이어 볼텍싱, 또는 두개의 용액들이 입체 믹서안으로 펍프되고 믹서는 헬리칼 믹싱 성분을 가지는 입체

믹서를 이용하여 수행된다. 폴리 양이온과 함께 음이온적 핵산 사이에서 정전기학의 상호작용을 하는 것은 입자

를 구성하는 것을 이끌 수 있다. 입자의 보호 표면과 콜로이달 안전성은 입자가 형성되는 동안에 PEG 표면 코트
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에 의해 공급된다. 표면 PEG 코트의 표면의 존재는 Zeta potential 방법에 의해 표면 하전을 측정함으로써 테스

트된다. 표면 PEG 코트는 표면 하전이 거의 중성이 되도록 감소된다. 나노입자의 생물학적 활성은 세포 배양과

마우스의 제노그래프트 종양 모델들을 포함하는 동물 연구들에서 확인이 된다.

실시예 5: 히스티딘과 라이신(HK)으로 구성된 폴리펩티드 가지를 가진 폴리오르니틴 합성과 보호 폴리머와 표적[0246]

리간드:

a) 분지된 펩티드의 HK 가지의 고체  상 합성:[0247]

아미노 사슬을 포함하는 펩티드, KHHHKHHHKHHHKHHHK, 는 Fmoc 화학을 사용하여 고체 상 펩티드 합성에 의해 합[0248]

성된다. 산 레진 링크 또는 2-클로로트리틸 클로라이드 레진은 다루기 쉬운 펩티드의 마일드한 산 절단을 가지

고 이것은 펩티드 합성을 위한 고체 지지체로써 이용이 된다. Boc 보호 그룹들은 오르니틴의 아미노 측면 사슬

을 보호하는데 이용이 된다. 마지막 결합단계에서 아미노 그룹들의 알파와 입실론 위치 모두에서 Boc와 함께 보

호되는 오르니틴은 결합이 된다. 마지막 결합단계에서 오르니틴은 알파와 입실론 두위치 모두의 아미노 그룹들

이 결합된 곳에서 Boc와 함께 보호된다. 이 전체 보호된 펩티드는 1% TFA in DCM 의 레진으로부터 절단이 된다

다음과 같이. 레진을 포함하는 펩티드는 1% TFA in DCM에서 2분간 처리를 하고 필터를 한다. 그 필터된 것은 절

단된 것도 포함이 되나 펩티드는 보호가 된다. 이 처리는 10번 반복되고 모든 필터된 것들은 수집한다. 이 레진

은 DCM과 메탄올에 더 세척이되고 이 세척액들 모두는 수집이 된다. 이 필터와 세척은 pool이 되고 처음 시작

부피의 약 5%가 증발된다. 여기에서, 물이 용액에 첨가되고 C-말단 카르복실릭 산 그룹 프리와 함께 보호된 펩

티드 측면사슬을 침전시킨기 위해서 얼음으로 식힌다. 침전된 펩티드는 필터되고 P2O5로 진공하에서 말린다. 이

결과 펩티드는 프리 카르복실 산 그룹을 가지고 다른 아민이나 하이드로실 작용기에 결합되어 사용이 될 수 있

다. 이 카르복실릭 산 작용 그룹은 이 펩티드가 PEI로 결합 되는데에 이용이 된다. 

b) 폴리(오르니틴)에 대한 아민 보호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK 의 결합:[0249]

아민 보호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK 펩티드의 C-말단 카르복시실 말단은 용매로서 DMSO에 결합된 DCC/HOBt를 통해,[0250]

차가운 온도에서, 폴리(오르니틴)의 아미노그룹들에 결합이 된다. 이 HK 펩티드 가지는 폴리(오르니틴) 아민에

대한 HK 펩티드 가지 0.2:1 의 비율에서 이용이되고, 폴리(오르니틴) 아미노 그룹들의 약 20% 가 유도된다. 이

반응의 진행은 HPLC에 의해 추적이 된다. 이 반응 생성물은 폴리(오르니틴)과 함께 분지된 펩티드와 측면 사슬

보호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK 를 포함하는 다수의 분지들인데, 이것은 이 반응 혼합물에 차가운 에테르를 첨가하면

침전이 된다. 이것은 HPLC에 의해 더 정제가 된다.

c) 리간드-보호 폴리머 결합:[0251]

RGD 사슬을 포함하는 선형 그리고 환형 펩티드들은 N-말단 아민 프리와 함께 표준 펩티드 합성 방법에 의해 합[0252]

성이 된다. 이 펩티드는 N-말단 아민을 통하여 헤테로바이펀셔날 PEG, VS-PEG-NHS 와 결합이 된다. 펩티드와

PEG 시약 사이에서 1:1 몰랄 비율의 이 반응은 트리에틸아민의 일 몰랄 당량의 존재하에서 드라이 DMSO 에서 실

행이 된다. 이 반응의 진행은 가역 상 HPLC에 의해 모니터가 된다. 실온에서 2시간 동안 저어준 후 이 펩티드

결합은 과량의 차가운 에테르 를 첨가시킴으로 침전이 된다. 이 침전물은 에테르로 몇번 씻어주고 말린다. 이

결합은 양성자 NMR과 MALDI 에 의해 특성이 결정된다.

d) 아민 보호된 HK 가지로 구성된 폴리(오르니틴)에 대한 폴리펩티드-PEG-VS의 결합:[0253]

펩티드-PEG-VS는 폴리(오르니틴)의 아미노 그룹에 결합한다. 아민들의 약 10%가 pH=9.5에서 비닐 설폰 그룹들과[0254]

의 결합을 통하여 펩티드-PEG-VS 과 반응한다. 이 폴리(오르니틴)/HK 폴리머는 드라이 DMF에 용해된다. 펩티드-

PEG-VS의 1:0.1 몰랄 당량의 용액을 위해 펩티드-PEG-VS에 대한 폴리(오르니틴) 아민이 DMF용액에 첨가된다. 이

용액의 pH는 트리에틸라민과 함께 9.5로 적정치를 맞춘다. 이 반응 혼합물은 반응의 진행되는 과정을 위하여 가

역적 상 HPLC에 의해 모니터되면서 실온에서 24시간동안 저어준다. 이 반응이 실제적으로 완성이 되었을때, 그

폴리머는 반응혼합물에 차가운 드라이 에테르를 과량으로 첨가함으로써 침전이 된다. 이 침전물은 4번의 드라이

에테르로 씻어주고 말린다.

아민 보호된 분지된 폴리머는 TFA(90%)로 처리되어 측면 사슬들로부터 Boc 보호그룹들을 제거하고, 완전히 비-[0255]

보호화된 분지된 펩티드를 얻을 수 있다. 이 폴리머는 0.1% TFA/water에 반해 투석되고 동결건조된다.

e) 핵산과 함께 나노입자 형성:[0256]
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분지된 HK 폴리머들과 핵산을 구성하는 나노입자들은 폴리-양이온 가지화된 폴리머와 함께 폴리-음이온 핵산 성[0257]

분들의 자체-밀집에 의해 준비가 된다. 핵을 포함하는 액상 용액은 나노입자를 형성하는데 있어 하전 비율로 정

의된 분지된 폴리머를 함유하는 용액과 혼합이 된다. 믹싱은 2가지 용액의 포함에 의해 뒤이어 볼텍싱, 또는 두

개의 용액들이 입체 믹서안으로 펍프되고 믹서는 헬리칼 믹싱 성분을 가지는 입체 믹서를 이용하여 수행된다.

폴리 양이온과 함께 음이온적 핵산 사이에서 정전기학의 상호작용을 하는 것은 입자를 구성하는 것을 이끌 수

있다. 입자의 보호 표면과 콜로이달 안전성은 입자가 형성되는 동안에 PEG 표면 코트에 의해 공급된다. 표면

PEG 코트의 표면의 존재는 Zeta potential 방법에 의해 표면 하전을 측정함으로써 테스트된다. 표면 PEG 코트는

표면 하전이 거의 영(zero)이 되도록 감소된다. 

실시예 6: 보호적 폴리머와 함께 PEI의 합성과 표적 리간드 그리고 코팅 바이러스-like-입자들:[0258]

a) 고리형 RGD-PEG-maleimide의 합성[0259]

RGD 사슬을 포함한 환형 펩티드들은 비보호된 라이신과 함께 표준 펩티드 합성 방법들에 의해 합성이 된다. 이[0260]

펩티드는 헤테로바이펀셔날 PEG, maleimide-PEG-NHS와 결합을 하고 이는 PEG의 NHS 말단과 함께 펩티드 아민의

반응을 통하여 일어난다. 펩티드와 PEG 시약 사이에서 1:1 몰랄 비율의 이 반응은 트리에틸아민의 일 몰랄 당량

의 존재하에서 드라이 DMSO 에서 실행이 된다. 이 반응의 진행은 가역 상 HPLC에 의해 모니터가 된다. 실온에서

2시간 동안 저어준 후 이 펩티드 결합은 과량의 차가운 에테르를 첨가시킴으로 침전이 된다. 이 침전물은 에테

르로 몇번 씻어주고 말린다. 이 결합은 양성자 NMR과 MALDI 에 의해 특성이 결정된다.

b) 아민 보호된 HK 가지를 구성하는 PEI에 대한 펩티드-PEG-maleimide의 결합:[0261]

펩티드-PEG-maleimide 는 PEI의 아미노 그룹에 결합한다. 아민들의 약 10%가 pH=9.5에서 비닐 설폰 그룹들과의[0262]

결합을 통하여 펩티드-PEG-maleimide  과 반응한다. 이 PEI/HK  폴리머는 드라이 DMF에 용해된다. 펩티드-PEG-

maleimide 의 1:0.1 몰랄 당량의 용액은; 펩티드-PEG-maleimide에 대한 PEI 아민, DMF 용액에 첨가된다. 이용

액의 pH는 트리에틸라민과 함께 9.5로 적정치를 맞춘다. 이 반응 혼합물은 반응의 진행되는 과정을 위하여 가역

상 HPLC에 의해 모니터되면서 실온에서 24시간동안 저어준다. 이 반응이 실제적으로 완료가 되었을때, 그 폴리

머는 반응혼합물에 차가운 드라이 에테르를 과량으로 첨가함으로써 침전이 된다. 이 침전물은 과량의 차가운 에

테르로 3-4 번 씻어내고 말린다.

아민 보호된 분지된 폴리머는 TFA(90%)와 처리되어 측면 사슬들로부터 Boc 보호그룹들을 제거하고, 완전히 비-[0263]

보호화된 분지된 펩티드를 얻을 수 있다. 이 폴리머는 0.1% TFA/water에 반해 투석되고 동결건조된다.

c) 핵산들과 함께 나노입자 형성:[0264]

분지된 HK 폴리머들과 핵산(플라스미드 DNA 또는 siRNA)을 구성하는 나노입자들은 폴리-양이온 가지화된 폴리머[0265]

와 함께 폴리-음이온 핵산 성분들의 자체-밀집에 의해 준비가 된다. 핵을 포함하는 액상 용액은 나노입자를 형

성하는데 있어 하전 비율로 정의된 분지된 폴리머를 함유하는 용액과 혼합이 된다. 믹싱은 2가지 용액의 포함에

의해 뒤이어 볼텍싱, 또는 두개의 용액들이 입체 믹서안으로 펍프되고 믹서는 헬리칼 믹싱 성분을 가지는 입체

믹서를 이용하여 수행된다. 폴리 양이온과 함께 음이온적 핵산 사이에서 정전기학의 상호작용을 하는 것은 입자

를 구성하는 것을 이끌 수 있다. 입자의 보호 표면과 콜로이달 안전성은 입자가 형성되는 동안에 PEG 표면 코트

에 의해 공급된다. 표면 PEG 코트의 표면의 존재는 Zeta potential 방법에 의해 표면 하전을 측정함으로써 테스

트된다. 표면 PEG 코트는 표면 하전이 거의 중성이 되도록 감소된다. 나노입자의 생물학적 활성은 세포 배양과

마우스의 제노그래프트 종양 모델들을 포함하는 동물 연구들에서 확인이 된다.

실시예 7: 히스티딘과 라이신(HK)을 구성하는 폴리펩티드 가지와 함께 폴리(오르니틴)의 합성과 보호적인 폴리[0266]

머와 표적 리간드 그리고 조직와 세포에 표적된 코팅 바이러스 벡터 입자들: 

a) 분지된 펩티드의 HK 가지의 고체 상 합성:[0267]

아미노 사슬을 포함하는 펩티드, KHHHKHHHKHHHKHHHK, 는 Fmoc 화학을 사용하여 고체 상 펩티드 합성에 의해 합[0268]

성된다. 산 레진 링크 또는 2-클로로트리틸 클로라이드 레진은 다루기 쉬운 펩티드의 마일드한 산 절단을 가지

고 이것은 펩티드 합성을 위한 고체 지지체로써 이용이 된다. Boc 보호 그룹들은 오르니틴의 아미노 측면 사슬

을 보호하는데 이용이 된다. 마지막 결합단계에서 아미노 그룹들의 알파와 입실론 위치 모두에서 Boc와 함께 보
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호되는 오르니틴은 결합이 된다. 마지막 결합단계에서 오르니틴은 알파와 입실론 두위치 모두의 아미노 그룹들

이 결합된 곳에서 Boc와 함께 보호된다. 이 전체 보호된 펩티는 1% TFA in DCM 의 레진으로부터 절단이 된다 다

음과 같이. 레진을 포함하는 펩티드는 1% TFA in DCM에서 2분간 처리를 하고 필터를 한다. 그 필터된 것은 절단

된 것도 포함이 되나 펩티드는 보호가 된다. 이 처리는 10번 반복되고 모든 필터된 것들은 수집한다. 이 레진은

DCM과 메탄올로 더 세척이 된다. 이 필터와 세척은 pool이 되고 처음 시작 부피의 약 5%가 증발된다. 여기에서,

물이 용액에 첨가되고 C-말단 카르복실릭 산 그룹 프리와 함께 보호된 펩티드 측면사슬을 침전시킨기 위해서 얼

음으로 식힌다. 침전된 펩티드는 필터되고 P2O5로 진공하에서 말린다. 이 결과 펩티드는 프리 카르복실 산 그룹

을 가지고 다른 아민이나 하이드로실 작용기에 결합되어 사용이 될 수 있다. 이 카르복실릭 산 작용 그룹은 이

펩티드가 PEI로 결합 되는데에 이용이 된다. 

b) 아민 보호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK 의 폴리(오르니틴)에 대한 결합:[0269]

아민 보호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK 펩티드는 C-말단 카르복시실 말단에  용매로서 DMSO에 결합된 DCC/HOBt를 통해,[0270]

4℃에서, 폴리(오르니틴)의 아미노그룹들에 결합이 된다. 이 HK 펩티드 가지는 폴리(오르니틴) 아민에 대한 HK

펩티드 가지들의 0.2:1의 비율로 이용이 되고 폴리(오르니틴) 의 아미노 그룹들의 약 20%가 유도화 된다. 이 반

응의 진행은 HPLC에 의해 추적이 된다. 이 반응 생성물은 폴리(오르니틴)과 함께 분지된 펩티드와 측면 사슬 보

호된 KHHHKHHHKHHHKHHHK를 포함하는 다수의 분지들인데, 이것은 이 반응 혼합물에 차가운 에테르를 첨가하면서

침전이 된다. 이것은 HPLC에 의해 더 정제가 된다.

c) 리간드-보호 폴리머 결합:[0271]

RGD 사슬을 포함하는 선형 그리고 환형 펩티드들은 N-말단 아민 프리와 함께 표준 펩티드 합성 방법에 의해 합[0272]

성이 된다. 이 펩티드는 N-말단 아민을 통하여 헤테로바이펀셔날 PEG, VS-PEG-NHS 와 결합이 된다. 펩티드와

PEG 시약 사이 1:1 몰랄 비율의 이 반응은 트리에틸아민의 일 몰랄 당량의 존재하에서 드라이 DMSO 에서 실행이

된다. 이 반응의 진행은 가역 상 HPLC에 의해 모니터가 된다. 실온에서 2시간 동안 저어준 후 이 펩티드 결합은

과량의 차가운 에테르 를 첨가시킴으로 침전이 된다. 이 침전물은 에테르로 몇번 씻어주고 말린다. 이 결합은

양성자 NMR과 MALDI 에 의해 특성이 결정된다.

d) 아민 보호 HK 가지를 구성하는 폴리(오르니틴)에 대한 폴리펩티드-PEG-VS의 결합:[0273]

펩티드-PEG-VS는 폴리(오르니틴)의 아미노 그룹에 결합한다. 아민들의 약 10%가 pH=9.5에서 비닐 설폰 그룹들과[0274]

의 결합을 통하여 펩티드-PEG-VS 과 반응한다. 이 폴리(오르니틴)/HK 폴리머는 드라이 DMF에 용해된다. 펩티드-

PEG-VS 의 1:0.1 몰랄 당량 용액은, 펩티드-PEG-VS에 대한 폴리(오르니틴) 아민의 관점에서 DMF 용액에 첨가된

다. 이용액의 pH는 트리에틸라민과 함께 9.5로 적정치를 맞춘다. 이 반응 혼합물은 반응의 진행되는 과정을 위

하여 가역상 HPLC에 의해 모니터되면서 실온에서 24시간동안 저어준다. 이 반응이 실제적으로 완성이 되었을때,

그 폴리머는 반응혼합물에 차가운 드라이 에테르를 과량으로 첨가함으로써 침전이 된다. 이 침전물은 4번의 드

라이 에테르로 씻어주고 말린다.

아민 보호된 분지된 폴리머는 TFA(90%)와 처리되어 측면 사슬들로부터 Boc 보호그룹들을 제거하고, 완전히 비-[0275]

보호화된 분지된 펩티드를 얻을 수 있다. 이 폴리머는 0.1% TFA/water에 반해 투석되고 동결건조된다.

e) 조직과 세포 표적된 운반을 위한 바이러스 벡터 입자들의 코팅:[0276]

보호 폴리머와 표적 리간드와 함께 분지된 양이온 폴리머는 치료적 유전자의 발현과 안티센스 핵산사슬들의 발[0277]

현, RNA 사슬들의 간섭, 또는 마이크로 RNA 사슬들과 같은 또한 유전자 저해 핵산 사슬들을 위한 벡터들의 조직

표적 운반을 위해서 바이러스 벡터 입자들의 표면을 코트 하는데 이용이 된다. 분지된 폴리머의 양이온적 성질

은 바이러스 벡터 표면에 그것의 결합을 용이하게 한다. 폴리머들은 막단백질이 포함된 바이러스로 둘러싸여 그

리고 막단백질이 없이 되어있을뿐만아니라 단백질 캡시드들로 만들어진 바이러스 입자들에 결합이 될 수 있다.

바이러스들에 둘러싸인 경우는, 소수성 성분들로 구성된 말단변형을 가진 폴리머들은 둘러싸인 것 안으로 침투

할 수 있고 부가적 안정성을 공급하는데 이용이 된다.

아데노바이러스, 렌티바이러스, 레트로바이러스, 아데노-연관 바이러스와 같은 바이러스 벡터 입자들은 코팅이[0278]

될 수 있고 폴리머 결합들을 이용하여 적절한 조직들에 표적이 될 수 있다. 현탁액이 포함된 바이러스 벡터는

바이러스 입자 표면을 완전히 덮는데 필요한 폴리머의 양을 결정하기 위하여 폴리머결합용액의 서로다른 양들과

함께 결합한다. Zeta potential 측정은 보호 폴리머 PEG와 함께 바이러스의 표면 코팅을 확인하는데 이용된다.

크로마토그래픽 방법들은 코팅된 바이러스 구조들로부터 결합되지 않은 폴리머 결합들을 제거하는데 이용이 된

등록특허 10-1617790

- 36 -



다. PEG말단의 리간드들은 표적된 리간드가 PEG와 결합이되어 직접적으로 적절한 조직과 세포로 코팅된 바이러

스 입자가 표적이 될 수 있다. 

실시예 8: 항체 표적된 나노입자와 바이러스 벡터 입자들:[0279]

a) 항체 Fc 결합 펩티드의 합성과 그것의 PEG와의 결합:[0280]

HWRGWV, PEG에 결합한 항체 Fc 결합 펩티드의 합성은 Fmoc화학을 이용한 고체 상 펩티드 합성에 의해 일어난다.[0281]

산 레진 링크 또는 2-클로로트리틸 클로라이드 레진은 다루기 쉬운 펩티드의 마일드한 산 절단을 가지고 이것은

펩티드 합성을 위한 고체 지지체로써 이용이 된다. Fmoc-Gly 잔기를 가진 레진은 Fmoc그룹이 비보호화 된 후에

헤테로바이펀셔날 PEG, Fmoc-PEG-SCM 과 결합하는데 이용이 된다. PEG의 말단에 Fmoc 그룹이 비보호화되고 사슬

의 첫번째 아미노산(발린)은 PEG의 말단 아미노산과 결합된다. 연속적으로 아미노산들은 사슬에 따라 Fmoc화학

을 이용한 표준 비결합/결합 사이클을 이용하여 결합이 된다. Fmoc 그룹의 비보호화 하는데 관여하는 기본 조건

들하에서  비-보호화  단계들을  안정화하는  Boc  보호  그룹들은  히스티딘들의  측면  사슬을  보호하는데  이용이

된다. 마지막 결합단계에서 Boc와 함께 보호되는 히스티딘은 알파 아미노 그룹과 측면 사슬 모두에서 결합이된

다. 이런 전체 보호된 펩티드-PEG결합은 다음과 같이 DCM에 1% TFA 가 포함되어있는 절단 시약 혼합물을 이용한

리진으로부터 절단된다. 레진이 포함된 펩티드는 1% TFA in DCM에서 2분간 처리를 하고 필터를 한다. 그 필터된

것은 절단된 것도 포함이 되나 펩티드는 보호가 된다. 이 처리는 10번 반복되고 모든 필터된 것들은 수집한다.

이 레진은 DCM과 메탄올로 더 세척이된다. 이 필터와 세척은 pool이 되고 처음 시작 부피의 약 5%가 증발된다.

여기에서, 물이 용액에 첨가되고 C-말단 카르복실릭산 그룹 프리와 함께 보호된 펩티드 측면사슬을 침전시킨기

위해서 얼음으로 식힌다. 침전된 펩티드는 필터되고 P2O5로 진공하에서 말린다. 이 결과 펩티드는 프리 카르복실

산 그룹을 가지고 다른 아민이나 하이드로실 작용기에 결합되어 사용이 될 수 있다. 이 카르복실릭 산 작용 그

룹은 이 펩티드가 PEI로 결합 되는데에 이용이 된다. 

b) PEI에 대한 보호된 펩티드-PEG 복합체의 결합:[0282]

프리 카르복실 그룹을 가진 펩티드-PEG 복합체는 PEI 또는 위에서 묘사한 다른 양이온 폴리머들과 결합을 하는[0283]

데 이용된다. DMF에 있는 펩티드-PEG 복합체의 용액은 얼음욕조에 넣어두고 1 당량의 DCC를 위의 용액에 첨가하

고 뒤이어 HOBt의 1 몰랄 당량을 첨가한다. 이 혼합물은 얼음욕조에서 30분동안 저어준다. DMF에 있는 PEI 용액

의 이 반응 혼합물은 PEI 아민에 대한 펩티드-PEG복합체의 0.1:1 몰랄 비율이 첨가되고, 펩티드-PEG와 함께 PEI

아민들의 약 10%가 결합된다. 이 반응 혼합물은 이 용액이 점차적으로 따뜻해져 실온으로 된 후 2시간 동안 저

어준다. 이 반응의 진행은 가역 상 HPLC을 사용하여 펩티드-PEG 복합체의 피크가 없어지는 것을 모니터링 한다.

이 침전물은 에테르를 사용하여 완전히 씻겨지고 말린다.

c) 펩티드-PEG-PEI 복합체내 펩티드 비보호:[0284]

펩티드 측면 체인의 Boc 보호 그룹들과 알파 아미노 그룹들은 실온에서 2시간동안  90% TFA와 함께 처리를 함으[0285]

로써 제거가 된다. 이 생성물은 드라이 에테르에 침전이 되고 에테르로 3번 또는 4번을 씻어준다.  펩티드-PEI

복합체의 결과물은 50,000 MWCO  튜빙을 이용하여 0.1% TFA/Water에 반해서 투석이 되어 정제된다. 정제된 물질

은 동결건조되고 PEG-펩티드와 함께 PEI 내에 있는 아민의 복합체의 함량을 측정하기 위해 NMR에 의해 특성을

밝혀내게 된다.

d) 폴리머 복합 핵산들 과 함께 나노입자들의 형성:[0286]

분지된 HK 폴리머들과 핵산(플라스미드 DNA 또는 siRNA)을 구성하는 나노입자들은 폴리-양이온 가지화된 폴리머[0287]

와 함께 폴리-음이온 핵산 성분들의 자체-밀집에 의해 준비가 된다. 핵을 포함하는 액상 용액은 나노입자를 형

성하는데 있어 하전 비율로 정의된 분지된 폴리머를 함유하는 용액과 혼합이 된다. 믹싱은 2가지 용액의 포함에

의해 뒤이어 볼텍싱, 또는 두개의 용액들이 입체 믹서안으로 펍프되고 믹서는 헬리칼 믹싱 성분을 가지는 입체

믹서를 이용하여 수행된다. 폴리 양이온과 함께 음이온적 핵산 사이에서 정전기학의 상호작용을 하는 것은 입자

를 구성하는 것을 이끌 수 있다. 입자의 보호 표면과 콜로이달 안전성은 입자가 형성되는 동안에 PEG 표면 코트

에 의해 공급된다. 표면 PEG 코트의 표면의 존재는 Zeta potential 방법에 의해 표면 하전을 측정함으로써 테스

트된다. 표면 PEG 코트는 표면 하전이 거의 중성이 되도록 감소된다. Fc 결합 펩티드가 PEG의 말단에 결합되기

때문에 이것은 나노입자의 표면위에 노출이 된다. 

e) 나노입자의 표면에 항체 결합:[0288]
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표면에서 Fc 결합 펩티드들을 가지는 나노입자들은 항체 분자들의 결합에 이용이 되고 그것은  선택된 세포들과[0289]

조직으로 나노입자의 표적된 결합을 공급할 수 있다. 정제된 단일 항체 용액들은 나노입자 용액에 표면이 항체

로 포화될때까지  첨가가 된다. 나노입자 용액들은 37℃에서 pH=7의 인산 버퍼에서 배양이 되어, 다양한 양의

항체용액들로 포화지점을 측정한다. 나노입자가 포화되는 항체의 양은 서로 다른 양들의 항체가 포함된 다양한

나노입자/항체 혼합물을 젤 전기영동 분석에 의해 측정된다. 나노입자의 표면이 항체 분자에 포화되는 비율과

종류는 더 많은 연구에 의해서 체계화된다. 이들 항체 표적 나노입자들은 세포배양과 동물 질병 모델들을 이용

한 생물학적 가치에 대해 평가가된다.

f) 항체 표적된 폴리머 복합체들과 함께 바이러스 입자들의 표면 코팅:[0290]

Fc 결합 펩티드-PEG-PEI 복합체는 바이러스 벡터 입자들의 표면에 코트하기위해 이용된다. 바이러스 벡터 입자[0291]

들은 첫번째 단계에서 단백질 캡시드가 있거나 혹은 바이러스들이 둘어싸여있거나 또는 없는 막 단백질  폴리머

복합체와 함께 배양된다. 바이러스표면과 폴리머 사이의 전기구조적 그리고 소수성 상호작용은 폴리머 복합체가

바이러스 표면으로 결합하는 것을 가능하게 한다. 두번째 단계에서, 코팅이 된 바이러스 입자들은  항체가 펩티

드에 결합이 용이하도록 항체 용액들과 함께 배양이되고, 결과적으로 바이러스 표면에 원하는 세포들과 조직으

로 표적되기 위한 항체 분자들이 결합된다. 바이러스 입자들에 코팅된  이들 항체는 그것들의 생물학적 가치들

과 치료 약제의 운반에 대한 가치를 위해 세포배양과 질병 동물 모델들을 통해서 평가를 받는다.

실시예 9. 백신을 위한 면역-증진 나노입자: 폴리-감마-D-글루타믹 산(PGA)과 함께 바실루스 안타라시스의 방어[0292]

항원(PA) 의 결합

a) 폴리펩티드들:[0293]

PA는 E.coli 내 플라스미드 인코딩 PA의 발현으로 만들어진다. 발현된 단백질은  크로마토그래픽 기술들로 정제[0294]

되고 예를 들어 Q-세파로스와 수퍼덱스 -200  컬럼들을 이용한다 Benson에서 이전에 서술되었듯이, EL et.al,

Biochemistry  37,  3941(1998)과  Rhie,  G-E  et  al,  PNAS,  100,  10925(2003).  Perez-Camero,  G.  et.al,

Biotechnol. Bioeng. 63, 110(1999) 또는 Kuboto, H et. al, Biosci Biotech Biochem, 57, 1212(1993), 에서

서술되어 있는 절차에 따라서  분자량을 감소하기 위해 소니케이션을 이용하여 PGA는 Bacillis licheniformis

또는 Bacillus subtilis 로부터 합성이 된다.

PGA로 PA분자의 결합은 수용성 1-에틸-3-(3-디메틸아미노프로필)  카르보디이미드 하이드로클로라이드(EDC)  와[0295]

같은 표준 결합 시약을 이용하여 실행된다. EDC 는 PGA 카르복실릭 산이 PA단백질의 아미노 그룹으로 아미드 결

합을 통하여 Rhie 에서 서술되었듯이 결합하게 한다, G-E et. al, PNAS, 100, 10925(2003). 다른 표준 결합 시

약들도 또한 이 복합체를 준비하여 이용을 할 수 있다. 이 결과 복합체는 컬럼 크로마토그래피에 의해서 정제되

고 질량 스펙트로메드리에 의해 특성화된다.

b)  PA-PGA 결합을 구성하는 나노입자들의 조제:[0296]

PA-PGA 결합을 구성하는 나노입자들은 폴리-라이신, 폴리에틸렌이민, 히스티딘-라이신 코폴리머, 또는 히스티딘[0297]

과 선형 또는 분지된 펩티드들을 포함하는 라이신 과 같은 폴리-양이온 물질과 함께 폴리-음이온 PGA 성분의 자

체-밀집에 의해 준비된다. PA-PGA 결합을 포함하는 용액은 나노입자들을 형성하는 하전비율이 정의된 폴리양이

온을 포함하는 용액과 함께 혼합이 된다. 이 혼합은 볼텍싱에 또는 헤리칼 믹싱 성분을 가지는 입체적 믹서에

의해 과량의 하전 비율을 다른 것에 주는 용액의 첨가에 의해 실행된다. 폴리양이온과 함께 음이온 PGA 사이에

서 정전기적 상호작용은 입자들을 형성하게 한다. 폴리양이온에 대한 PGA의 몰랄 비율은 순(net) 음성적, 중성

또는 양성적 표면 하전와 함께 입자들을 획득하기위해 조정된다. Net 표면 하전을 가진 입자들은 나노입자 형성

에 대한 콜로이달 안전성을 공급한다. 안전성에 대한 더 많은 향상을 위해 계면활성제들을 임의적으로 하나 또

는 두 용액들 모두에 첨가된다. 샘플들은 pluronic 계면활성제와 함께 준비된다. 나노입자 샘플들은 어떤 PA분

자들이 입자의표면에 존재하고, PA와 PGA에 대항하는 면역반응을 이끌어내기 위하여 항원이 존재하는 세포들에

의해서 그 입자는 받아들여지고 촉진된다.

c) 감마-D-글루타믹산 올리고메릭 펩티드들(GDGP)의 화학 합성과 PA에 대한 그것들의 결합:[0298]

10에서 15 연속적인 D-Glu 잔기들을 포함하는 펩티드들은 측면 사슬의 감마 카르복실릭 산을 통하여 인접하는[0299]

C-말단 잔기의 알파 아미노그룹에 결합이 되고 이것은 D-글루타믹 산 유도체들을 이용해 고체상 합성에 의해 합

성이 된다. 글리신, 세린, 라이신, 알라닌 또는 베타-알라닌의 세개에서 다섯개의 아미노산은 D-글루타믹산 블
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락 과 복합단백질 사이에 스페이싱을 공급할 뿐만 아니라 알파-아민을 통한 결합 지점을 공급받는 N-말단 안으

로 끼여들어 결합이 된다. 설프하이드릴 그룹을 통하여 결합이 용이하게 하기위해, 시스테인 잔기는 펩티드의

N-말단에 일체가 되어 결합된다. 이 합성된 펩티드는 HPLC에 의해 정제되고 MALDI에 의해 특성화된다.

d) PA 에 대한 감마 D-글루타믹 산 올리고펩티드 (GDGP)의 결합:[0300]

N-말단에 시스테인이 포함되는 D-글루타민 펩티드들은 단백질(PA)에 측면 사슬을 포함하는 설프하이드릴을 통하[0301]

여  결합이  된다.  액상  용액내  단백질은  pH가  7과  8사이이며  sulfosuccunimidyl-4-(N-

maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate (Sulfo-SMCC)과 반응을 한다. 활성화된 단백질의 maleimide는 과

량의 sulfo-SMCC를 제거하기 위하여 디솔팅 칼럼을 사용하여 정제가 된다. 정제된 단백질의 결합을 위하여, 펩

티드를 포함하는 시스테인을 첨가하고 pH는 6.6 과 7.5 사이로 적정한다. 시스테인 측면 사슬의 -SH그룹과 함께

Maleimide 결합은 PA-펩티드 결합체를 얻게 된다. 그것은 칼럼 크로마토그래피에 의해 더 정제가 된다. 그 결합

은 각각의 PA분자들에 결합되는 펩티드 분자들의 수를 결정하기 위하여 질량 스펙트로메트리 에 의해 특성화된

다.

유사한 결합 과정은 PA 아민들에 대한 펩티드의 N-말단 아민 의 결합이 이용된다. 이 경우에는, 첫번째 펩티드[0302]

는 호모바이펀셔날 교차 결합과 무수상태하에서 disuccinimidyl glutamate(DSG)의 과도한 양(2~3 몰랄 과량)에

반응이 된다. 이 반응은 1-2 몰랄 당량의 염기의 존재하에서 드라이 DMSO 또는 DMF내에서 일어난다. NHS 에스테

르는 펩티드의 N-말단 아미노 그룹들과 함께 반응을 하게 된다. 이 반응이 실제적으로 완전히 다 완료되었을때

유도된 펩티드는 드라이 에테르를 이용하여 침전이 되고 그 침전은 다시 회수되고 무수상태에서 저장한다. NHS

활성 말단을 가지는 이 펩티드는 pH=7 에서 pH=8의 액상 버퍼에서 PA와 함께 반응하는 연속적인 단계에 이용이

되고, PA-펩티드의 결합을 위해 준비한다. 이 결합은 칼럼 크로마토그래피에 의해 정제되고 질량 스펙트로메트

리에 의해 특성화된다. PA 분자당 결합하는 펩티드들의 수는 질량 스펙트로메트리에 의해 측정한다.

e) PA-GDGP 결합을 구성하는 나노입자들의 조제:[0303]

PA-GDGP 결합을 구성하는 나노입자들은 폴리-라이신, 폴리에틸렌이민, 히스티딘-라이신 코-폴리머, 또는 히스티[0304]

딘과 선형 또는 분지된 펩티드들을 포함하는 라이신 과 같은 폴리-양이온 물질과 함께 폴리-음이온 GDGP 성분의

자체-밀집에 의해 준비된다. PA-GDGP 결합을 포함하는 용액은 나노입자들을 형성하는 하전비율이 정의된 폴리양

이온을 포함하는 용액과 함께 혼합이 된다. 이 혼합은 볼텍싱에 또는 헤리칼 믹싱 성분을 가지는 입체적 믹서에

의해 과량의 하전 비율을 다른 것에 주는 용액의 첨가에 의해 실행된다. 폴리양이온과 함께 음이온 GDGP 사이에

서 정전기적 상호작용은 입자들을 형성하게 한다. 폴리양이온에 대한 PGA의 몰랄 비율은 net 음성적, 중성 또는

양성적 표면 하전와 함께 입자들을 획득하기위해 조정된다. Net 표면 하전을 가진 입자들은 나노입자 형성에 대

한 콜로이달 안전성을 공급한다. 안전성에 대한 더 많은 향상을 위해 계면활성제들을 임의적으로 하나 또는 두

용액들 모두에 첨가된다. 샘플들은 pluronic 계면활성제와 함께 준비된다. 나노입자 샘플들은 어떤 PA분자들이

입자의 표면에 존재하고, PA와 GDGP에 대항하는 면역반응을 이끌어내기 위하여  항원이 존재하는 세포들에 의해

서 그 입자는 받아들여지고 촉진된다.

f) 분지된 감마-글루타믹 산(bGDGP) 의 합성과 PA에 대한 그것의 결합:[0305]

각각의 가지에서 두개 또는 이상의 가지를 가진 분지된 펩티드들은 10에서 15 연속적인 D-Glu 잔기들을 포함하[0306]

는 펩티드들을 구성하고 그 펩티드들은 측면 사슬의 감마 카르복실릭 산을 통하여 인접하는 C-말단 잔기의 알파

아미노그룹에 결합이 되고 이것은 D-글루타믹 산 유도체들을 이용해 고체상 합성에 의해 합성이 된다. 글리신,

세린, 라이신, 알라닌 또는 베타-알라닌의 세개에서 다섯개의 아미노산은 D-글루타믹산 블락 과 복합단백질 사

이에 스페이싱을 공급할 뿐만 아니라 알파-아민을 통한 결합 지점을 공급받는 N-말단 안으로 끼여들어 결합이

된다. 선상 사슬내 한개의 라이신 의 삽입은 분지된 지점을 제공할 수 있다 왜냐하면 아미노산 잔기들의 더 많

은 첨가는 라이신 잔기의 알파와 입실론아미노 그룹들 모두에서 진행될 수 있기때문이다. 두번째 라이신 결합은

분지된 수가 4까지 증가할 수 있다. D-Glu유도체들은 4 분지들까지 결합이 될 수 있고 동시에 활성화된 감마 카

르복실릭 산을 통하여 분지된 펩티드를 생성할 수 있다. 이 합성된 펩티드는 HPLC에 의해 정제되고 MALDI에 의

해 특성화된다.

g) PA에 대한 감마-D-글루타믹 산 올리고펩티드(bGDGP)의 결합:[0307]

C-말단에  시스테인이  포함되는  bGDGP은  단백질(PA)에  측면  사슬을  포함하는  설프하이드릴을  통하여  결합이[0308]

된다.  액상  용액내  단백질은  pH가  7과  8사이이며  sulfosuccunimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-

carboxylate(Sulfo-SMCC)과 반응을 한다. 활성화된 단백질의 maleimide는 과량의 sulfo-SMCC를 제거하기 위하
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여 디솔팅 칼럼을 사용하여 정제가 된다. 정제된 단백질의 결합을 위하여, 펩티드를 포함하는 시스테인은 첨가

되고 pH는 6.6 과 7.5 사이로 적정한다. 시스테인 측면 사슬의 -SH그룹과 함께 Maleimide 결합은 PA-bGDGP 성분

을 얻게 된다. 그것은 칼럼 크로마토그래피에 의해 더 정제가 된다. 그 결합은 각각의 PA분자들에 결합되는 펩

티드 분자들의 수를 결정하기 위하여 질량 스펙트로메트리 에 의해 특성화된다.

h) PA-bGDGP 결합들을 구성하는 나노입자들의 조제:[0309]

PA-bGDGP 결합을 구성하는 나노입자들은 폴리-라이신, 폴리에틸렌이민, 히스티딘-라이신 코-폴리머, 또는 히스[0310]

티딘과 선상 또는 분지된 펩티드들을 포함하는 라이신 과 같은 폴리-양이온 물질과 함께 폴리-음이온 GDGP 성분

의 자체-밀집에 의해 준비된다. PA-GDGP 결합을 포함하는 용액은 나노입자들을 형성하는 하전비율이 정의된 폴

리양이온을 포함하는 용액과 함께 혼합이 된다.  이 혼합은 볼텍싱에 또는 헤리칼 믹싱 성분을 가지는 입체적

믹서에 의해 과량의 하전 비율을 다른 것에 주는 용액의 첨가에 의해 실행된다.  폴리양이온과 함께 음이온

bGDGP 사이에서 정전기적 상호작용은 입자들을 형성하게 한다. 폴리양이온에 대한 bGDGP의 몰랄 비율은 net 음

성적, 중성 또는 양성적 표면 하전와 함께 입자들을 획득하기위해 조정된다. Net 표면 하전을 가진 입자들은 나

노입자 형성에 대한 콜로이달 안전성을 공급한다. 안전성에 대한 더 많은 향상을 위해 계면활성제들을 임의적으

로 하나 또는 두 용액들 모두에 첨가된다. 샘플들은 pluronic 계면활성제와 함께 준비된다. 나노입자 샘플들은

어떤 PA분자들이 입자의표면에 존재하고, PA와 GDGP에 대항하는 면역반응을 이끌어내기 위하여  항원이 존재하

는 세포들에 의해서 그 입자는 받아들여지고 촉진된다.

i) HK 폴리머와 PGA 폴리머를 구성하는 나노입자들의 조제:[0311]

HK 폴리펩티드 폴리머들과 PGA를 구성하는 나노입자들은 히스티딘-라이신 코-폴리머같은 선형 또는 분지된 형과[0312]

같은 폴리-양이온 물질과 함께 폴리-음이온 GDGP 성분의 자체-밀집에 의해 준비된다. PGA를 포함하는 용액은 나

노입자들을 형성하는 하전비율이 정의된 HK 폴리머를 포함하는 용액과 함께 혼합이 된다.  이 혼합은 볼텍싱에

또는 헤리칼 믹싱 성분을 가지는 입체적 믹서에 의해 과량의 하전 비율을 다른 것에 주는 용액의 첨가에 의해

실행된다. 폴리양이온과 함께 음이온 PGA 사이에서 정전기적 상호작용은 입자들을 형성하게 한다. 폴리양이온에

대한 PGA의 몰랄 비율은 net 음성적, 중성 또는 양성적 표면 하전와 함께 입자들을 획득하기위해 조정된다. Net

표면 하전을 가진 입자들은 나노입자 형성에 대한 콜로이달 안전성을 공급한다. 안전성에 대한 더 많은 향상을

위해 계면활성제들을 임의적으로 하나 또는 두 용액들 모두에 첨가된다. 샘플들은 pluronic 계면활성제와 함께

준비된다. 나노입자 샘플들은 어떤 PGA분자들이 입자의 표면에 존재하고, PA와 GDGP에 대항하는 면역반응을 이

끌어내기 위하여 항원이 존재하는 세포들에 의해서 그 입자는 받아들여지고 촉진된다.

실시예  10:  측쇄  이미다졸-아민  분지된  폴리아미드와  인터날  scaffold을  이용한  RGD  표적된  핵산  운송[0313]

나노입자:

a) 측쇄 이미다졸-아민 가지의 고체 상 합성:[0314]

이미다졸(Im)과  아민(Am)  측쇄기들의  정해진  사슬을  포함하는  폴리아미드  가지는,[0315]

AmImImImAmImImImAmImImImAmImImImAm, 이는 완전 보호된 Boc와 몇가지 비-자연적 아미노 산들을 이용하여 폴리

아미드의 C-말단의 프리 카르복실기는 폴리아미드를 얻기 위하여 이미다졸과 아민 성분들과 함께 고체 상 합성

에 의해 합성된다: Fmoc-N-(Boc-Im)-N'-diaminoproprionic acid [사슬에서 Im 단위를 위하여], Fmoc-N-(Boc)-

N'-diaminoproprionic  acid  [N-말단을  제외하고  사슬에서  Im  단위를  위하여],  그리고  Boc-N-(Boc)-N'-

diaminopropionic  acid  [N-말단의  Am을  위하여].  Fmoc-N-(Boc-Im)-N'-diaminoproprionic  acid  monomer는

Fmoc-N-diaminoproprionic acid에 이미다졸 알데하이드가 결합됨으로써 준비 된다. 중성 pH와 소디움 브로하이

드라이드와 함께 Schiff 염기의 환원, 그리고 이미다졸이 반응을 하고 Boc 보호된 이미다졸을 형성한다. 이 폴

리아미드는 아민 또는 다른 작용기와 함께 코어에 결합하는데 이용되는 프리 카르복실릭 산 그룹을 가진다.

b) N-말단 트레오닌과 함께 선형 폴리아민 코어:[0316]

측쇄 아민(Am)과 세린(S) 또는 트레오닌(T) 수산기와 함께 선형 코어 폴리아미드는 TamTAmTAmTAmTAmS 사슬과 함[0317]

께 고체 상에 의해 합성이 된다. Fmoc 화학과 절단을 이용하는데 왜냐하면 측쇄 아민들은 Boc 보호를 유지하기

때문이다. 이 합성은 자연적 그리고 비-자연적 아미노산들에서 이용된다: Fmoc-Threonine,  Fmoc-Serine,  and

Fmoc-N-(Boc)-N'-diaminoproprionic acid [사슬에서 Am 단위를 위하여]. 이것은 HPLC에 의해 정제된다.

c) 측쇄 이미다졸-아민 분지된 폴리아미드 운반체:[0318]
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이 코어는 아민으로부터 Boc그룹이 절단됨으로써 비보호화된다. Boc보호 물질은 TFA(90%)과 함께 처리되어 Boc[0319]

보호 그룹들을 제거하고, 완전히 비-보호된 물질들을 얻게 된다. 그런 다음 이 물질은 0.1% TFA/water 에 대항

하여 투석이 되고 동결건조된다. 그런 후 이미다졸의 C-말단 카르복실 끝부분과 아민 보호 가지는 위에서 처럼

DCC/HOBt 결합을 이용하여 코어 아미노그룹들과 결합이 된다. 코어 아민에 대한 가지의 비율은 2:1 이며, 코어

의 아미노그룹들의 대부분의 유도화에 이용이된다. 이 반응의 진행은 HPLC에 의해 모니터되고 분지된 폴리아미

드를 얻기 위해 코어에 4-6가지들과 함께 결합을 한다. 그리고 그 생성물은 차가운 에테르에 의해 침전이 된다.

이 생성물은 위와 같은 처리에 의해 비보호되고 마지막 운반은 TFA 염으로써 HPLC에 의해 정제된다.

d) oligodeoxyribonuclic acid 성분에 대한 Peg 결합:[0320]

한 선형 단일 가닥 DNA 21mer oligonucleotide scaffold는 AAUAAUAAUAAUAAUAAUAAU의 사슬과 함께 고체 상에 의[0321]

해 준비되고 5' 말단 아민을 가지고 변형된다. 올리고뉴클레오타이드의 하이드라지드-PEG 결합은 5' 아민의 반

응에 의해 Boc-hydrazide-PEG-NHS와 함께 준비된다. 차가운 DMSO와 그런다음 Boc 보호 그룹은 위에서 처럼 제거

되고, Hz-PEG-DNA를 생성한다.

e) neovasculature 표적된 운반을 위한 RGD 표적된 나노입자들:[0322]

siRNA 올리고뉴클레오타이드는 0.05 에서 0.5 mg/ml 농도의 Hz-PEG-DNA의 증류수 수용액에 1 mg/ml 농도로 용[0323]

해된다. 그런 다음 이 용액은 볼텍스되는 동안 15 ml 튜브내 2-6 mg/ml in water 농도의 운반체가 되도록 같은

부피의 수용액 용액들로 drop-wise되도록 첨가하고, 그리고 결과 핵산 운반 나노입자들은 실온에서 최소 30분간

두도록 한다.  별개로,  고리형 RGD펩티드는 라이신 입실론 아민이 액상 버퍼 pH  7에서 알데하이드로 전환이

된다. 고리형 RGD를 포함하는 알데하이드의 10x 액상용액은 마지막 농도가 5에서 200 microgram/ml 인 나노 입

자 용액에 첨가되고 이것은 실온에서 최소 30분간 둔다. 이 결과 용액은 pH=7.5 에서 1시간동안 100x 부피의

5nM HEPES에 대항하여 투석이 되고 난 후 pH=7.5에서 1시간동안 100x 부피의 5% 글루코스에 대항하여 용해가 된

다. 이 결과 RGD 표적 나노입자들은 4℃에 저장을 한다.

실시예 11: 안티-증식 분자들과 함께 한 나노입자 체계화들:[0324]

a) 스쿠아라민(squalamine)과 PGA로 구성된 나노입자의 조제:[0325]

양이온 스쿠아라민을 구성하는 나노입자들은 스쿠아라민 폴리-음이온 GDGP, bGDGP 또는 PGA의 자체 밀집에 의해[0326]

준비된다. 스쿠아라민을 포함하는 용액은 나노입자들을 형성하는 하전비율이 정의된 양이온 스쿠아라민을 포함

하는 용액과 함께 혼합이 된다. 이 혼합은 볼텍싱 또는 헤리칼 믹싱 성분을 가지는 입체적 믹서에 의해 과량의

하전 비율을 다른 것에 주는 용액의 첨가에 의해 실행된다. 폴리양이온과 함께 음이온  PGA 사이에서 정전기적

상호작용은 입자들을 형성하게 한다. 폴리양이온에 대한 PGA의 몰랄 비율은 net 음성적, 중성 또는 양성적 표면

하전와 함께 입자들을 획득하기위해 조정된다. Net 표면 하전을 가진 입자들은 나노입자 형성에 대한 콜로이달

안전성을 공급한다. 안전성에 대한 더 많은 향상을 위해, 계면활성제들 또는 PGA와 같은 소수성 폴리머들이 공

유결합이나 비공유결합작용을 통해서 나노입자 안으로 내재되어 들어온다.

b) 양이온 폴리펩티드에 결합하는 스쿠아라민으로 구성된 나노입자의 조제:[0327]

스쿠아라민의 아미노 그룹은 라이신을 구성하는 양이온 폴리펩티드들에 결합이 된다. 또한 예 3에서 묘사된 히[0328]

스티딘과 라이신은 호모바이펀셔날 교차 결합 이용을 통하여 또는 티올 벤질과 함께 결합을 통하여 스쿠아라민

의 환원 중재 분리를 나타낸다. Zalipsky et al. US 특허 7,238,368 에서 묘사되었듯이, 스쿠아라민-폴리 양이

온 결합은 PGA,  GDGP 또는 bGDGP와 함께 혼합되어 나노입자들을 형성한다. 이 혼합은 볼텍싱에 또는 헤리칼 믹

싱 성분을 가지는 입체적 믹서에 의해 과량의 하전 비율을 다른 것에 주는 용액의 첨가에 의해 실행된다. 음이

온 글루타믹 산과 양이온 스쿠아라민-폴리양이온 결합의  정전기적 상호작용은 입자들을 형성하게 한다. 스쿠아

라민-폴리양이온 결합에 대한 폴리음이온 종의 몰랄 비율은 net 음성적, 중성 또는 양성적 표면 하전과 함께 입

자들을 획득하기 위해 조정된다. Net 표면 하전을 가진 입자들은 나노입자 형성에 대한 콜로이달 안전성을 공급

한다. 안전성에 대한 더 많은 향상을 위해, 계면활성제들 또는 PEG와 같은 친수성 폴리머들이 공유결합이나 비

공유결합작용을 통해서 나노입자 안으로 내재되어 들어온다.
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삭제[0329]

실시예 12. 측쇄 알데하이드와 알콜 성분들과 함께  폴리아세탈의 조제:[0330]

폴리 하이드로시메틸아세탈-알데하이드(PHAA)는  페리오데이크 산화에 의해 카르보하이드레이트의 측면 절단을[0331]

통해 준비된다. 덱스트란은, 9-70 kDa(0.162 g/mmol 글루코피라노시드에 의해), 탈 이온화된 물에 0.051g/ml농

도로 용해가 된다. 0-5℃ 덱스트란용액은 소디움 메타페리오데이크와 함께 0.2 에서 1.1 몰 당량(0.214g/mol)

으로 탈이온화된 물에 0.14g/ml 농도로 용해되고, 0-5℃에서 광선-보호 유리 리엑터에서 3시간동안 배양된다.

이 침전된 소디움 이오데이트는 반응 혼합물을 필터링함으로써 제거된다(글래스 필터). 이 필터물의 pH는 7.0으

로 1N NaOH로 적정한다. 얻어진 거대분자 생성물은 탈염이 되고 투석 또는 Centrion 투석계(Amicon, Beverly,

MA) 에 의해 농축되는데, 이것은 호로우 파이버 카르트리지(hollow fiber cartridge), 컷오프(cutoff) 30KDa를

가지는 장비이다, 약 6배의 부피의 탈이온화 물은 폴리머 용액을 통하여 통과된다. 임의적으로, 이 생성물은

Sephadex G-25에 정제될 수 있고 준비된 칼럼은 용리액으로써 디이온화된 물을 사용한다. PHAA는 동결건조에 의

해 액상 용액으로부터 회수된다.                

[0332]

측쇄 알데하이드의 임의적 부분 환원으로 전환된 측쇄 알콜 성분들은 여과액의 pH는 5N NaOH에 의해 8.0으로 적[0333]

정하고, 그 결과 용액은 소디움 보로하이드라이드 (0.037g/mol)로 처리되어 0.1 에서 1몰 당량의 페리오데이트

처리로 탈이온화 물에 용해된다 0.074 g/ml, 0-5℃에서 2시간 동안. 그런 다음, pH는 1N HCl을 이용하여 약 7.0

으로 맞춘다. 획득한 거대분자 생성물은 탈염되고, 농축되고 위에서와 같이 동결건조된다.

실시예 13: 양이온 핵산 나노입자의 조제:[0334]

분지된 양이온 폴리아미드로 구성된 양이온 핵산 나노입자들은 분지된 폴리아미드를 포함하는 폴리-양이온 이미[0335]

다졸-아민 의 과량과 함께 폴리-음이온 핵산의 자체 밀집에 의해 준비된다. 핵산을 포함하는 수용성 용액이 정

의된 하전 비율들이 1:1.5 에서 1:10 핵산:폴리양이온에서 수용성 폴리양이온을 포함하는 용액과 혼합이 되어

나노입자들을 형성한다. 이 혼합은 볼텍싱에 또는 헤리칼 싱 성분을 가지는 입체적 믹서에 의해 과량의 하전 비

율(핵산)을 다른 것에 주는 용액의 단순 첨가에 의해 실행된다. 폴리양이온과 함께 음이온 핵산 사이에서 정전

기적 상호작용은 입자들을 형성하게 한다. 폴리양이온에 대한 핵산의 몰랄 비율은 양전하적 표면 하전과 함께

획득한 입자들을 위해 보정되는데, 예를 들어, 그 무게 비율은 1:4 핵산:폴리양이온이다. Net 표면 하전을 가진

입자들은 나노입자 형성을 위하여 어떤 콜로이달 안전성을 공급한다. 더 향상된 안정성을 가지기 위해서, 혼합

되기 전에, 비-이온 계면활성제를 임의적으로 하나 또는 두가지 용액들에 첨가한다. 혼합이전의 계면활성제 CMC

에 거의 동랑이 되기 위해 농축된다. 계면활성제는 Tween, E8C12, 옥타글루토사이드, 플루로닉  또는 Brij. 나

노입자들이 투석되고 5℃에 저장이 된다.

실시예 14: PHAA 안정화된 핵산 나노입자들의 조제: [0336]

낮은 염 수용액에서 HK 폴리펩티드(예 2) 를 구성하는 핵산 나노입자들은 노출된 제 1차 아민의 2-100의 몰랄[0337]

당량에서 PHAA와 함께 0-5℃ 에서 2시간동안 처리된다. 예를들어, 1:4 무게 비율의 핵산:HK 폴리펩티드 1mg/ml

는 제 1차 아민 나노입자들과 25%의 잔기들과 함께  0.02mg/mml 또는 0.002 mmol/ml농도의 노출된 제 1차 아민

의 당량으로써 평가가 되고 결과적으로 PHAA의 동량 부피가 첨가되어 0.032-0.16mg/ml 의 농도가 된다. 이 획득

된 생성물은 탈염되고 투석 또는 Centrion system(Amicon, Beverly, MA) 에 의해 농축된다. 쉬프 염기의 임의

적 환원으로 아민이 되는 것은, pH 가 7.5에서 적정되고 결과물 용액은 소디움 보로하이드라이드(0.037g/mmol)
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와 함께 계산된 알데하이드 성분 2몰 당량을 탈이온화 물에 용해시켜 0.074g/ml 농도로 하여 0-5℃에서 2시간동

안 처리가 된다. 그런 다음, pH는 1N HCl로 약 7.0으로 맞춘다. 생성물은 투석되고 위에서와 같이(실시예 1) 농

축된다.

실시예 15. 측쇄 알데하이드 말단 그룹성분들을 구성하는 물질들의 조제:[0338]

말단 알데하이드 성분들과 함께 호모바이펀셔널 PEG는 양끝에서(디카르보하이드레이트-PEG 또는 DC-PEG) 카르보[0339]

하이드레이트 성분들과 함께 첫번째 준비된 PEG에 의해 준비되는데 다음과 같이 고체 상 펩티드 합성에 관여하

는 화학 반응들이 이용이 된다. DMF 내에서 디아미노-PEG 또는 다른 극성 비-액상 용매는 글루쿠로닉 산의 3당

량들과 함께 혼합이 되고 DCC와 함께 PEG 말단그룹들과 함께 아미드 결합들을 형성하는데 반응을 하고 또는 다

른 펩티드 결합 약물은 고체 상의 합성에 전형적인 상태로 이용이된다. 이 생성물은 탈이온수와 함께 희석, 필

터화, 투석, 그리고 마지막으로 동결건조 로 회복이 된다. 임의적으로 디-카르복실-PEG 는 비슷한 반응 조건들

과 생성물의 회복에 이용되어 글루코사민 또는 갈락토사민과 같이 반응한다. 디 알데하이드-PEG(PEG-DA)는 페리

오데이트 산화에 의해 카르보하이드레이트 말단 그룹의 측면 절단을 통해 준비된다. DC-PEG, 준비된 1-20 kDa

호모바이펀셔날 PEG는 탈이온수내 카르보하이드레이트 0.05g/ml 에 용해가 되고 오직 카르보하이드레이트 말단

그룹들의 무게를 고려하여 취한다.  총  DC-PEG  1  kDa  의 PEG는 0.2  g/ml이다,  2kDa  total에서는 0.36g/ml,

10kDa에서는 1.6g/ml이다.  0-5℃ PEG-DC 용액은 소디움 메타페리오데이트(0.214 g/mol) 카르보하이드레이트에

대한 1.1 몰 당량 은 0.15 g/ml 0-5℃에서 광-보호된 유리 반응조 에서 3시간 동안 배양된다. 이 생산물은 위와

같이(실시예 1) 탈염, 농축, 그리고 동결건조된다. 

말단 알데하이드 성분들과 함께 친수성 폴리펩티드들은 고체 상 생성에 의해 분지된 N-말단 트레오닌 펩티드의[0340]

첫번째 단계로 준비가 된다. 고체 상 합성에 의해 트리-라이신 과 같은 다중 원자가 아민 코어에서 또는 post-

합성에 의해 Jeffamine 과 같은 코어를 형성한다. 친수성 폴리 펩티드들은 세린, 트레오닌, 아스팔트아미드, 글

루타미드, 아스파라테이트 또는 글루타메이트 그룹들과 같은 임의된 최소 30%의 감소된 것들을 준비한다. N-말

단 알데하이드 성분들과 함께 분지된 폴리펩티드들은 페리오데이트에 의해 N-말단 트레오닌 잔지 말단 그룹들의

산화를 경유하여 위와 같은 반응조건들을 이용하여 준비가 된다.

실시예 16: 표적된 리간드-PEG 결합과 함께 안정화된 나노입자들의 조제:[0341]

노출된 표적 리간드표면과 PEG가 결합된 안정된 나노입자들의 표면은 리간드 결합, PEG 또는 리간드-PEG 성분들[0342]

이 결합 되어 안정화된 나노입자들로 조제된다. 이것의 예로, 결합은 알테히드 성분들의 표면에서 함께 생긴다.

첫번째, 리간드, PEG,  또는 리간드 PEG 성분들은 말단 아민 성분들과 함께 조제되고, 그리고 이 예에서 싱글

아민은 안정화된 나노입자들의 조제들의 표면에 노출된 알데하이드 성분들에 결합되기 위해서다. 환형 RGD 펩티

드는 상업적으로 이용이 된다. 프리 아미노 성분과 함께 라이신 잔기들에 이용되는(Peptides International),

직접적으로 이용이 되거나 아미노-보호 오메가-아미노-PEG-카르보실 약물들도 또한 상업적으로 이용이 되고, 위

에서 처럼(실시예 4) 화학결합 펩티드 합성을 이용하여 이어서 오메가-아미노-PEG의 비보호화가 된다. 리간드

메토시-PEG-아민 없이 PEG의 결합을 위하여 상업적으로 이용이 된다.

안정화된 나노입자들은 다중원자가의 측쇄 알테히드 그룹들과 함께 조제된다. 위의 예 3에서의  예들처럼 그러[0343]

나, 임의적 환원은 일어나지 않는다. 결과물로서 나노입자들은 리간드의 낮은 염 수용액과 함께 혼합이 되고,

프리 아민 성분들과 함께 PEG, 또는 리간드-PEG 는 0-5℃에서 광-보호 유리 리엑터에서 3시간동안 배양된다. 아

민에 대한 쉬프 염기의 임의적 환원은, pH가 7.5로 적정되고 그 결과 용액은 계산된 알데하이드 성분의 2 몰 당

량의 소디움 보로하이드라이드 (0.037 g/mmol)로 처리되는데 탈이온화 물에 0.074g/ml 로 2시간동안 0-5℃에서

용해된다. 다음, pH는 1N HCl을 이용하여 약 7.0으로 적정한다. 그 생성물은 위와 같이 (실시예 1) 투석되고 농

축된다.

입자의 표면 보호와 콜로이달 안정성은 PEG 표면 코트에 의해 향상된다. 표면 PEG코트의 존재는 Zeta potential[0344]

측정에 의한 표면 하전을 측정함으로써 테스트된다. 표면 PEG코트의 존재는 거의 중성으로 표면 하전을 환원시

키게 된다. 왜냐하면 고리형 RGD 펩티드는 PEG의 말단 끝에 결합되기때문에 그것이 표면에 노출이 된다.

표면에서 Fc 결합 펩티드와 함께 나노입자는 고리형 RGD 펩티드 대신에 H2N-HWRGWV-CO2H 를 이용하여 항체분자에[0345]

결합되기 위해 준비된다. 그것은 나노입자의 표적된 결합을 임의된 세포들과 조직으로 보내도록 한다. 정제된
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단일클론 항체 용액들은 표면이 항체로 포화될때까지 나노입자 용액을 첨가시킨다. 나노입자 용액들은 37℃에서

인산염 버퍼에서 pH  7에서 다양한 양들의 항체 용액들로써 포화지점을 결정하게 된다. 나노입자에 포화되는 항

체의 양은 서로 다른 항체의 양을 포함하는 다양한 나노입자/항체 혼합물의 분석의  젤 전기영동법에 의해 측정

된다. 나노입자표면에 포화되는 항체 분자에 대한 비율은 더 많은 연구에 의해 공식화된다. 표적된 나노입자의

항체는 세포배양과 동물 질병 모델들을 이용하여 생물학적 특성들에 대해 평가될 것이다.

실시예 17: SCM-PEG-Mal을 이용한 PEI-PEG-c(RGDfK)의 합성:[0346]

환형 RGD 펩티드 c(RGDfk)는 Peptides International 로부터 획득한다. 10 mg 의 RGD 펩티드는 2ml 드라이 DMF[0347]

에  용해된다.  이것은  64mg  (1.1  eq)의  SCM-PEG-Mal(3400  mol  wt)이  첨가되고  이어서  3ml의   N,N-

diidopropylethylamine(DIPEA)이 첨가된다. 이 반응 혼합물은 실온에서 3시간동안 저어준다. 3시간동안 저어준

후, 7.2mg의 PEI(2K)는 위의 용액에 첨가된다. 4.5ml DIPEA를 더 첨가하고 그 반응 혼합물을 24시간동안 계속

저어준다. 이반응의 경과는 HPLC에 의해 모니터 된다. 이 결합은 반응 혼합물을 차가운 에테르 속으로 첨가함으

로써 침전이 된다. 이 침전물은 수집하고 에테르 로 3번 씻어주고 말린다.

이 샘플은 0.05% TFA/water에 용해되고 50Kd MWCO 투석 튜브안으로 옮겨서 0.05% TFA/water 에 대항하여 48시[0348]

간동안 광범위하게 투석이 된다. 이 용액은 그런 다음 동결건조되고 고체물질로 얻어진다.

본 원에서의 숙련된 기술은 이 발명이 묘사한 것들과 이에 대한 구상들에 제한적이지 않다는 것을 인지할 것이[0349]

다.

이 항에서 모든 참고문헌들은 참고로써 incorporate된다.[0350]

실시예 18: 리포좀 나노입자의 항체 데코레이션:[0351]

a) Lipid-PEG-P0 결합의 합성:[0352]

말단에서 부가적 Cys와 함께 펩티드에 결합된 항체는 반응적 말레이미드 성분(1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-[0353]

Phosphoethanolamine-PEG0Mal:  DSPE-PEG-Mal)과 결합을 함으로써 lipid-PEG  에 결합이 된다.  100mg의 DSPE-

PEG-Mal(Avanti Polar Lipids Inc.)은 5ml의 드라이 DMF(N,N-dimethyl formamide)에 용해되고 70mg의 펩티드

(HWRGWVC)는 위의 용액에 첨가되고 실온에서 3시간동안 저어준다. 이 반응의 진행은 TLC에 의해 알 수 있다. 반

응의 끝에서, 드라이 에테르를 첨가하여 침전시켜서 침전물을 만든다. 이 결합은 RP-HPLC에 의해 더 정제가 될

수 있고 NMR과 Mass Spectrometry에 의해 특성화된다.

b) 표면 노출된 PEG-P0 결합을 구성하는 리포좀의 조제:[0354]

DSPE-PEG-P0  결합은  다음과  같은  핵산  운반을  위해  양이온성  리포좀안으로  합병된다.  1,2-Dioleoyl-3-[0355]

trimethyl ammonium propane(DOTAP), 콜레스테롤과 DSPE-PEG-P0 의 혼합물은 드라이 클로로포름에 5:4:1의 몰

랄 비율로 용해가 된다. 혼합된 지질들의 이 클로로포름 용액은 유리관에서 얇은 막 안으로 로터리 증발기를

사용하여 서서히 증발이 된다. 이 지질 혼합물은 10mM HEPES 버퍼, pH 7.3에서 현탁액이 되어 격렬하게 섞어준

다. 이 리포좀 현탁액은 100nm 폴리카보네이트 막을 통하여 5번을 짜내어 리포좀의 크기를 평균 100nm 크기로

줄여준다.

c) 표면에 노출된 PEG-P0의 핵산-리포좀 나노입자의 조제 그런 다음 항체 테코레이션:[0356]

HEPES 버퍼내 같은 부피들의 DOTAP/Chol/DSPE-PEG-P0 리포좀과 HEPES 버퍼내 핵산은 리포좀 용액안으로 핵산 용[0357]

액의  빠른  첨가로  혼합이  되고  이어  격렬하게  30초동안  섞어준다.  두  용액의  농도는  다양한  N/P(핵산의

DOTAP/phosphate의 아미노 작용) 비율들의 나노입자 구성분들을 획득할 수 있게 조정된다. Lipid-NA 복합체 현

탁액 안으로, 항체용액은 첨가되고 사용하기 전 37℃에서 2시간 동안 배양된다. 임의적으로 결합되지 않은 항체

는 젤 필터레이션의 투석에 의해 제거될 수 있다.
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