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pro vazbu biologicky aktivnich létek a
zpisobu jejich p¥ipravy. Predmétem YeSeni
jsou rozpustné a biodegradovatelné kopoly-
mery aktivované pro vazbu biologicky
aktivnich l4tek jejich% hlavni Fetéz je
tvo¥en jednotkami kyseliny asparagové
nebo glutamové, p¥ipadné& obé&ma jednotkami
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ze skupiny hydrazo, azo, nebo -NH(CH,)x NHCO-

- - = 2 a¥ 2 4 - -
C6H4 NH2, kde x 2 ;z 6, R4 je -NH CHZ)X

OH kde x = 2 aZ 6 a R je vybrany ze skupiny

sestdvajic{ z metylu, 2-propylu-, 2-metyl-

propylu, butylu, 2-butylu, fenetylu a 4- B
-hydroxyfenetylu, p¥ilemZz molekulova

hmotnost je 5 000 aZ 1 000 000.
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Vyndlez se tykd kolopymerd aktivovanych pro vazbu biclogicky aktivnich létek a zplsobu
jejich p¥ipravy.

Vazba biologicky aktivnich ldtek na rozpustné syntetické polymery byla v -poslednich
letech mnohokrdt navriena jako vyhodny typ, takzvany "prodrugs” pro lékafské aplikace.
UmoZnuje naprfklad prodlouZeni polodasu vyloudeni aktivni sloZky z té&la, ovlivndn{i mista
ddinku v téle, spojeni vice aktivit aj. Mezi perspektivni polymery pat¥i poly(asparagovd
kyselina) a poly(glutamovd kyselina} a jejich derivdty. Pro vazbu zvolenych ldtek je t¥eba
do polymerd zavést reaktivni funk&nf skupiny. U poly(asparagové kyseliny) se obvykle pouZivd
reaktivnfiho meziproduktu syntézy, poly(sukcinimiduL ktery se nechd zreagovat s reaktivnim
aminem nesoucfm vhodnou funk&ni skupinu. Tento postup vSak skytd vidy polymer racemicky,
nesouci navic v hlavnim ¥etézci alfa i beta peptidické vazby, cof m& za ndsledek, %e vysledny

polymer je velmi obt{Zn& biodegradovatelny.

Biodegradovatelné derivAty aktivované poly(asparagové kyseliny) a poly(glutamové kyseliny)
lze ziskat polymerizaci N-karboxyanhydridd monocesterd p¥islufnych aminokyselin, uvolné&nim
karboxylové skupiny rozStépenim esteru a ndslednou aktivaci karboxylu, nap¥iklad karbodiimidem
nebo estery kyseliny mraven&i. Nevyhodou tohoto postupu je sloZitd ndkolikastupnové syntéza,
nizké vytdiky, moZnost nahromad&ni neZddoucich vedlej¥ich reakci a nelplnd konverze v jed-
notlivych stupnich. Kromé& toho se pro praktické léka¥ské .vyuZiti polyanionty s volnymi
karboxylovymi skupinami p¥fl1i% nehodi, je vyhodn&js{ p¥ipravovat neionogenni derivéty s hydroxy-
lqy?mi skupinami v boénim ¥et&zci. To oviem vyZaduje dalsf{ reakci s aminoalkoholy po navézdni

biologicky aktivni lAatky.

P¥ikladem tohoto postupu je pFiprava poly(N-hydroxyetylglutaminu) nesouciho v bo&nim
fet&zci l-beta-D-arabinofuranosylcytosin (ara~C): Poly(gama-benzylglutamit) byl pFeveden
na poly(glutamovou kyselinu), za pomoci isobutylkarbonylchloridu byl navédzdn ara~C a potom
aminoetanol (Kato et al. Cancer Res. 44,25 (1984). Byl také p¥ipraven kopolymer kyseliny
glutamové a hydrazidu kyseliny glutamové ziskany z poly(glutamové kyseliny) reakci t-butyl-
karbazdtu za pomoci N-etyloxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolinu. Po reakci byla t-butylové
skupina od8tépena. Kopolymer byl vyuZit k vazb& adriamycinu pomoci acylhydrazonové vazby
(Heeswijk et al. Req. Adv. Drug Delivery systems, Anderson Kim ed., Plenum Publishing
Corporation, 1984, str. 77 aZ 100).

Pokud by byl p¥ipraven kopolymer hydroxyalkylglutaminu a glutamové kyseliny nelplnou
aminolyzou esteru a nadsledovnym zmydelnénim zbyvajicich esterd, nelze jednoduse aktivovat

uvolné&né karﬁoxyly pro reakci s biologicky aktivni ldtkou, aniZ by doZlo také k neZédoucit
reakci mezi hydroxylovymi skupinami hydroxyalkylglutaminu a karboxyly.

Nyni se zjistilo, %e aminoalkoholy katalyzuji hydrazinolyzu esterli, takZe je moZné
velmi snadno jednostupnovou rekaci pfipravit kopolymery hydroxyalkyglutamini a hydroxyalkyl-
asparagint s odpovidajicimi hydrazidy monomernich jednotek kyseliny glutamové nebo asparagové.
vychdzi se z polymernich esterd, nap¥iklad poly(gama-benzylglutamétu) nebo poly(gama-metyl-
glutamétu) respektivn& poly(beta-alkylasparédtil), jejich vzdjemnych kopolymerl nebo kopolymerl
s jinygmi aminokyselinami, na které se pisobi sm&s{ aminoalkoholu a hydrazinu. Pomér t&chto
slofek v reak&ni smdési urduje pomér hydroxyalkylamidovych a hydrazidovych jednotek ve vysled-

ném produktu. Reakci je mo¥né ddle urychlit p¥idavkem 2-hydroxypyridinu.

Kopolymery s hydrazidy kyselin asparagové je moiné p¥ipravit také z poly (sukcinimidu)
&i kopolymert sukcinimidu s jinymi aminokyselinami opdt souasnou reakci aminoalkoholu

a hydrazinu.

Na kopolymery obsahujici hydrazidy lze podle vyndlezu vdzat p¥imo létky obsahujici
aldehydové nebo ketonové skupiny. Dal¥{ moZnostil je oxidovat hydrazid na azid, ktery potom
dob¥e reaguje s aromatickymi i alifatickymi aminy. Reakci lze provést ve vodé i v organickych

rozpoudtddlech. Vyndlez tak umofnuje vézat pfimo zvolené latky s aminoskupinou nebo p¥ipravit
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meziprodukty vazbou aminu typu HzN'(CHz)n'NHCO'\ilff'NHz' kde n = 0 a% 6, ktery se potom

aktivuje diazotaci.
Pfedm&tem vyndlezu jsou rozpustné a biodegradovatelné kopolymery aktivované pro vazbu
biclogicky aktivnich l&tek, jejichZ hlavni fet&z je tvo¥en jednotkami kyseliny asparagové

nebo glutamové, pop¥ipadé obéma, a jednotkami jinych aminokyselin, podle obecného vzorce I

NH - CH - cO | ~ NH - CH - CO

NH - CH - CO | -

3
(THZJn (CH2)m R (1)

COR1 a OR2

o

C

kde n = nebo 2, m = 1 nebo 2, a + b + ¢ = 100, a = 0,5 aZz 100, b = 0 aZ 99,5, ¢ = 0 ig‘go,
,i N N nebo -NH(CHZ)XNH.CO—\Q_/—NH

substituent Rl je vybrany ze skupiny sestdvaji z -NH,-NH
kde x = 2 a% 6, R2 je —NH(CHz)X‘OH kde x"= 2 a¥ 6 a R~ je vybrany ze skupiny sestévajfci ze

27

metylu, 2-propylu-, 2-metylpropylu, butylu, 2-butylu, fenetylu a 4-hydroxyfenetylu, p¥icemZ
molekulovd hmotnost je 5 000 aZ 1 000 000.

Predmétem vynédlezu je dédle zplsob pfipravy téchto kopolymeru spodivajici v tom, Ze

na polymer obecného vzorce II

NH - ?H - CO - NH - GH ~ COo -~ NH - ?H - COo |-
3
(CH2)n (CH2)m R (I1)
COOR1 a COR2 b c

kde R zna&i metyl nebo benzyl, n =1 nebo 2, m=1nebo 2, a +b+c =100, a=0,5az 100, b =0 az 99,5,
c =0 aZ 80, R2 znadi R nebo totéZ co v bodé 1 a R3 zna¢i totéZ co v bodé€ 1, se plsobi

pFi teploté 0 aZ 60 °c smési primdrniho nebo sekunddrniho aminoalkylalkoholu s hydrazinem,

kde alkyl je linedrni nebo rozvé&tveny uhlovodikovy fetd&z o po&tu uhlikl 2 aZ 6.

Pfedmétem vyndlezu je ddle zpusob vyroby kopolymerd kyseliny asparagové, vyznadeny
tim, #e na poly(sukcinimid) se pusobi pfi teploté 0 aZ 60 °c smési primdtniho nebo sekunddrniho
aminoalkyalkoholu a hydrazinu, kde alkyl je linedrni nebo rozvétveny uhlovodikovy Fetéz

o po&tu uhliku 2 a% 6.
Vyndlez objasnén ndsledujicimi p¥iklady:
Pp¥iklad 1

2 g poly(gama-benzyl-L-glutamadtu) byly rozpu$Stény ve 20 ml dimetylacetamidu a potom
byla p¥idéna za prudkého michdni pri teploté mistnosti po kapkdch sm&s 86 ul hydrazinu
a 1,5 ml etanolaminu, michdni pokradovalo 20 min, potom byla reakdni sm&s ponechdna v klidu
4 dny p¥i 60 oC, vliita do 200 ml etanolu obsahujiciho 5 ml kyseliny octové, sraZenina byla
odfiltrovéna, rozpuftdna v okyselené vodé, dialyzovédna proti vod& a lyofilizovéna. Produktem
je kopolymer gama-hydrazidu kyseliny L~glutamové (11 mol %) a Ny -(2-hydroxyethyl) ~L~glutaminu
(89 mol %) (1,01 g). ’

P¥i{iklad 2

°¢c

2 g poly(sukcinimidu) byly rozpudt&ny ve 20 ml dimetylformamidu a za chlazeni na 0
a mfchdn{ byla po kapkdch pfiddna sm&s 144 ul hydrazinu a 2,5 ml etanolaminu. Reak&ni smés

byla michdna za teploty mistnosti p¥es noc a potom zpracovéna stejné& jako v p¥ikladu 1.

Produktem je kopolymer alfa, beta-hydrazidu kyseliny D,L-asparagové (12 mol %) a
N“ﬁ—(Z—hydroxyetyl)—D,L—asparagové kyseliny (88 mol %) (1,9 g).
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P¥Fi{iklad 3

1 g poly(gama-benzyl-L-glutamdtu) byl p¥felit smé&sf{ 2,5 ml etanolaminu a 14 ml hydrazinu
a ponechdna v klidu p¥i 60 °c 4 dny. Vysledny roztok byl sraZen 50 ml etanolu obsahujicfho
4 ml kyseliny octové, sraZenina byla promyta etanolem a etherem a vysu$ena. Produktem je
kopolymer jako v p¥ikladu 1 obsahujici 1,3 mol $ hydrazidu (0,77 g).

P¥iklad 4

‘Reakce byla provedena stejn& jako v p¥ikladu 1, ale misto etanolaminu byl pouZit 2-
-hydroxybutylamin. Produktem je kopolymer gama—-hydrazidu kyseliny L-glutamové (10 mol %)
a Ny~(2—hydroxybutyl)—L—glutaminu (1,0 g).

P¥i{iklaadad 5

Reakce byla provedena stejn& jako v p¥ikladu 1, ale misto etanolaminu byl pouZit 3-
~hydroxybutylamin. Produktem je kopolymer gama-hydrazidu kyseliny L-glutamové (10 mol %)
a NY-(3—hydroxybutyl)-glutaminu (1,0 g).

P¥i{iklad 6

1 g kopolymeru gama-benzyl~L-glutamdtu a L-genylalaninu (3 mol %) byl rozpusté&n ve
10 ml dimetylacetamidu a potom bylo piiddno za prudkého michdni pfi teploté mistnosti po
kapkdch 0,75 ml roztoku 3,1 mol % hydrazinu a 10 mol % 2-hydroxypyridinu v etanolaminu.
D4le p¥iprava pokradovala jako v p¥ikladu 1. Produktem je terpolymer gama-hydrazidu kyseliny
glutamové (9!6 mol %), fenylalaninu (3 mol %) a NY~-(2-hydroxyetyl)-L-glutaminu (0,5 g).

prfklad 7

Reakce byla provedena stejné jako v p¥ikladu 6, byl vSak uZit kopolymer gama-benzyl-L-
-glutamdtu a leucinu (6 mol %) a roztok 2,5 mol % hydrazinu v etanolaminu. Produktem je
terpolymer gama-hydrazidu kyseliny glutamové (8,4 mol %), leucinu (6 mol %) a NY—(2~hydroxy~
etyl)~L-glutaminu (0,48 g).

P¥r{klad 8

Reakce byla provedena stejné& jako v p¥ikladu 6, byl v3ak uZit kopolymer gama-benzyl-L-
-~glutamdtu a valinu (4 mol %) a roztok 1,9 mol % hydrazinu v etanolaminu. Produktem je
terpolymer gama-~hydrazidu kyseliny glutamové (6,6 mol %), valinu (4 mol %) a NY-(Z-hydroxy—
etyl)~ L-glutaminu (0,51 g).

P¥ {klad 9

K roztoku polymeru z pffkladu 1 ve 3 ml 0,1 mol/l HCl byla za michdni{ a chlazeni na
0 % pfidédno postupn& 1 ml mol/l dusitanu sodného (NaNO,) a po 5 min suspenze 39 mg N-(6-
~aminohexyl)-2,4-dinitroanilidu (AHDN} dihydrochloridu ve 20 ml 0,2 mol/l bikarbondtu sodné-
ho (NaHCO3). Po 2 h michdnf byl roztok p¥eveden do dialyzadni trubice, dialyzovdn proti vodé
a lyofilizovdn. Ve vysledném preparédtu je na 11 mol % monomernich jednotek vézdn N~-(6-amino-

hexyl) 2,4-dinitroanilid (AHDN).
P¥iklad 10

K roztoku 100 g polymeru z p¥ifkladu 2 ve 2 ml dimetylsulfoxidu (DMSO) bylo postupné
za michédni{ a chlazeni na 0 %¢ pfiddno 1 ml 0,1 mol/l kyseliny chlorovodikové (HCl) v metanolu,
sm&s 0,5 ml butylnitritu a 4,5 ml dimetylsulfoxidu (DMSO) a po 5 min roztok 0,139 ml
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trietylaminu a 39 mg N-(6-aminohexyl) -2,4-dinitroanilidu (AHDN) dichloridu v 10 ml dimetyl-
sulfoxidu (DMSO). Reakéni sm&s byla po 2 h dialyzovdna proti vod& a lyofilizovéna. Ve
vysledném prepardtu je na 11 % monomernich jednotek v4z&n N-(6-aminohexyl)-2,4-dinitroanilid
(AHDN) .

P¥{klad 11

K roztoku 45 mg polymeru z p¥fkladu 6 v 10 ml 0,1 mol/1 kyseliny chlorovodikové bylo
za michdni a chlazeni na 0 °C p¥iddno 10 ml 0,1 dusitanu sodného a po 5 min roztok 10 mg
adriamycinu v 0,1 ml metanolu a 10 ml 0,1 mol/l hydrogenfosfore&nanu sodného. Vysledny
roztok byl po 2 h nanesen na kolonu plnénou Sephadexem G-26 a odd&lend vysokomolekuldrni
frakce byla lyofilizovédna. Ve vysledném prepardtu byl na 9,6 % monomernich jednotek vazén
adriamycin.

P¥iklad 12

K roztoku 50 mg polymeru z p¥ikladu 2 v 10 ml 0,1 mol/1l kyseliny chlorovodikové bylo
za mich4nf a chlazeni na 0 °C p¥iddno 10 ml 0,1 mol/l dusitanu sodného (NaNOZ) a po 5 min
roztok 40 mg cytosinu v 10 ml 0,1 mol hydrogenuhliditanu sodného (NaHCO3). Po 2 h byla od-
délena vysokomolekuldrni frakce gelovou filtraci pfes Sephadex G-26. Ve v¢sledném prepardtu

byl na 0,5 % monomernich jednotek v&zan cytosin.

Pp¥iklad 13
Reakce byla provedena stejné jako v p¥ikladu 11, pouze misto adriamycinu bylo uZito
38 mg cytosin- beta-D-arabinofuranosidu hydrochloridu (Ara-C). Ve vysledném prepardtu byl

na 0,6 % monomernich jednotek vdzén Ara-C.
P¥riklad 14

Reakce byla provedena stejné& jako v p¥ikladu 1, pouze misto adriamycinu bylo pouZito
40 mg S5-~aza-2 -deoxycytidinu (Aza-C). Ve vysledném prepardtu byl na 0,6 % monomernich
jednotek v&zé&no Aza-~C.

P¥riklad 15

Reakce byla provedena stejné jako v p¥ikladu 9, pouze misto N-(6-aminohexyl)-2,4~
~dinitroanilidu bylo pouZito roztoku 39 mg 4-amino-N-{2-aminoetyl)benzamidu hydrochloridu
(AABH) . Ve vysledném polymeru byl na 11 % monomernich jednotek vézdn 4-amino~N-(2-aminoetyl) -
benzamid hydrochlorid (AABH).

P¥iklad 16

K 50 mg polymeru z p¥fkladu 15 ve 2,5 ml 0,5 mol/l kyseliny chlorovodikové (HC1l) bylo
za mich&n{ a chlazeni na 0 °C p¥iddno 0,25 ml 1 mol/l dusitanu sodného (NaNOz) a po 5 min
1 ml 2 mol/1 uhlititanu sodného (Na,CO,), 0,26 ml 1 mol/l hydrogensi¥iditan sodny (Na,S0,1"
a po dal8ich 5 min 9 mg pankreatického inhibitoru trypsinu a kallikreinu (TKI, spec. anti-
tryptickd aktivita 4,2 BAPA J/mg) v 1 ml vody. NenavAzany trypsin a kallikrein (TKI) byl
oddélen od vysokomolekularni frakce gelovou filtraci p¥es Sephadex G-50. V¢sledny vysoko-
molekuldrni prepardt obsahoval 17 hmot. % trypsinu a kallikreinu (TKI) a vykazoval 0,15
antitryptickych BAPA J/mg.

P¥i{iklaa 17

K roztoku 45 mg polymeru z p¥ikladu 1 v 10 ml 0,1 mol/l acetdtového pufru pH 5,05
bylo p¥idéno 10 mg adriamycinu v 0,4 metanolu. Po 7 dnech byla vysokomolekuldrni frakce
oddélena gelovou filtraci pfe Sephadex G-25 a lyofilizovéna. Ve vysledném prepardtu byl
na 11 % monomernich jednotek vézan adriamycin.
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PREDMET VYNALEGZU

1. Rozpustné a biodegradovatelné kopolymery, aktivované pro vazbu bioclogicky aktivnich
latek, jejichZ hlavni Yet&z je tvofen jednotkami kyseliny asparagové nebo glutamové, po-
pf¥ipadé ob&ma, a jednotkami jinych aminokyselin, podle obecného vzorce I

NE - CH - CO - NH-(I:H-CO - NH - CH - CO |-
3
(CHZ)n (CH,) 11 (1)
COR1 a COR2 b c

kde n = 1 nebo 2, m = 1 nebo 2, a + b + ¢ = 100, a = 0,5 a% 100, b = 0 az 99,5, ¢ = 0 a%
80, substituent R1 je vybrany ze skupiny sestdvajici z ~NH-NH,; N=N nebo —NH(CHZ)XNH.CO-

70 -NH kde x = 2 a% 6, Rr? je -NH(CHZ)X'OH kde x"= 2 a% 6 a R je vybrany ze skupiny

N
sestdvajici z metylu, 2-propylu-, 2-metylpropylu, butylu, 2-butylu, fenetylu a 4-hydroxy-

fenetylu, pridem? molekulov& hmotnost je 5 000 aZ 1 000 000.

2. Zpusob vyroby kopolymeru podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze na polymer obecného vzorce
7 )
NH - CH - CO - NH - ?H - Co - NH -~ ?H - CO | -
3
(CH2)n (CH2)m R (1I)
OOR a COR b c

kde R znadf metyl nebo benzyl, n = 1 nebo 2, m = 1 nebo 2, a + b + ¢ = 100, a = 0,5 a%
100, b = 0 a% %9,5, ¢ = 0 aZ 80, R2 znadi R nebo toté% co v bodd 1 a R3 znal{ toté% co

v bod& 1, se pisobf p¥i teplot& % a% 60 °C sm&sf primdrniho nebo sekunddrniho aminoalkyl-
alkoholu s hydrazinem, kde alkyl je linedrni nebo rozvé&tveny uhlovodikovy ¥et&z o poétu
uhlikd 2 a? 6.

3. Zpusob vyroby kopolymeru dle bodu 1, vyznaleny tim, Ze na poly(sukcinimid) se pisobi
p¥i 0 aZ 60 °C smési primdrniho nebo sekunddrniho aminoalkylalkoholu s hydrazinem, kde
alkyl je linedrni nebo rozvétveny uhlovodikovy ¥et&z o poltu uhlf{kl 2 aZ 6.

II
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