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IONSKI MOLEKULSKI KONJUGATI N-ACILIRANIH DERIVATOV
POLI(2-AMINO-2-DEOKSI-D-GLUKOZE) IN POLIPEPTIDOV

Ozadje izuma

Polimerne sisteme za izpust zdravil so razvili za kontrolirano spro$anjg
farmaceviskih  polipeptidov. Na primer, za sprostanje biolodko aktivnih
polipeptidov so uporabljali sintetitne poliestre kot poli(DL-mieno kislino),
poli(glikolno kislino), poli(mie&no-glikolno kislino) in poli(e-kaprolakton) v obliki
mikrokapsul, filmov ali palic. Glej na primer, U.S. Patent Nos. 4,767,628 in
4,675,189 in PCT Application No. WO 94/00148.

Razen sinteti¢nih polimernih verig so uporabljali naravne polimere in
njihove derivate kot komponente v podobnih izpustnih sprod&ajoCih sestavkih, ki
se razkrojijo z encimsko razgradnjo. Primer tak3nih naravnih polimerov so
polimeri, ki bazirajo na hitinu, to je na poli(N-acetilglukozaminu). Vendar, ker je
hitin netopen v vodi, so drugi raziskali topne derivate, ki bazirajo prvenstveno
na delno deaciliranem hitinu, na primer hitosanu. Glej na primer, Sanford, P.A.
in ostali Eds., Advances in Chitin & Chitosan (1992). Ceprav je hitosan
prisoten v nekaterih glivah, se biorazgradljivi hitosan obi€ajno proizvaja
sinteti¢no. Glej Mima in ostali, J. Appl. Polym. Sci. 28:1909-1917 (1983).
Pripravili so tudi sintetitne derivate hitosana za spreminjanje in vivo biolokih
lastnosti polimera. Glej Muzzarelli in ostali, Carbohydrate Res. 207:199-214
(1980).

Uporabo hitina, kot tudi derivatov hitina, so predlagali v Stevilnih
izpustnih sistemih za zdravila. Glej na primer, European Patent Application Nos.
486,959, 482,649, 525,813 A1l in 544,000 A1; in U.S. Patent No.5,271,945.



Povzetek izuma

Pri enem od vidikov predioZeni izum obravnava kopolimer, ki obsega N-
acilirani derivat poli(2-amino-2-deoksi-D-g|ukoze), v katerem je 1 odstotek do 30
odstotkov prostih  aminov poli(2-amino—2-deoksi-D-qukoze) aciliranih s prvo
acilno skupino, prva acilna skupina je COE;4, kjer je Eq izbran iz skupine, ki jo
sestavljajo Caas karboksialkil, Cs.a3 karboksialkenil, C7.39 karboksiarilalkil in Cg.ag
karboksiarilalkenil, 50 do 99 odstotkov prostih aminov poli(2-amino-2-deoksi-D-
glukoze) pa je aciliranih z drugo acilno skupino, druga acilna skupina je COEg,
kjer je E izbran iz skupine, ki jo sestavijgjo Ci.go alkil, Coap alkenil, Cea7
arilalkil in Cggy arilalkenil, pod pogojem, da je vsaj eden od prostih aminov
derivata aciliran s prvo aciino skupino in da je do 30 odstotkov prostih
hidroksilnih skupin omenjene poli(2-amino-2-deoksi-D-qukoze) aciliranih s prvo
acilno skupino ali drugo aciino skupino.

Kopolimer ima prednostno molekulsko maso okoli 3,000 do 90,000
daltonov, kot je bilo doldéeno z gelsko permeacijsko kromatografijo ali
katerokoli analogno metodo. V drugih prednostnih izvedbah je preko 90
odstotkov prostih aminov poli(2-amino-2-deoksi-D-gIukoze) aciliranih bodisi s
prvo acilno skupino ali z amgo acilno skupino. Prednostno je od 10 do 30
odstotkov prostih aminov poli(2-amino-2-deoksi-D-glukoze) aciliranih s prvo
acilno skupino. Nekatere od prostih hidroksilnih  skupin (na primer med 1
odstotkom in 30 odstotki) lahko aciliramo bodisi s prvo acilno skupino ali z
drugo aciino skupino.

Pri eni od prednostnih izvedb ima kopolimer formulo:
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kjer:

je Ry za vsako posamezno ponavijajoto se enoto izbran iz skupine
sestojete iz prve acilne skupine, druge acilne skupine in H;

je Rz za vsako posamezno ponavljajoto se enoto izbran iz skupine
sestojede iz prve acilne skupine, druge acilne skupine in H;

je Rz za vsako posamezno ponavijajoto se enoto izbran iz skupine
sestojete iz prve acilne skupine, druge acilne skupine in H;

je Rq izbran iz skupine sestojete iz prve acilne skupine, druge acilne
skupine in H; .

je Rs izbran iz skupine sestojete iz prve acilne skupine, druge acilne
skupine in H; ‘

je Rg izbran iz skupine sestojete iz prve acilne skupine, druge acilne
skupine in H;

je Ry izbran iz skupine sestojede iz COH in CH,ORg;

je Rg izbran iz skupine sestojete iz prve acilne skupine, druge acilne
skupine in H;

je n med 2 in 200; in

za 1 odstotek do 50 odstotkov ponavijajotih.se enot je Ry prva acina
skupina, za 50 do 99 odstotkov ponavijajotih se enot pa je Ry druga acilna
skupina, pod pogojem, da je vsaj za eno od ponavijgjotih se enot Ry prva

acilna skupina.



lzrazi COE; in COEz pomenijo -C=0s¢E; oziroma -C=0eE,. Substituenti
karboksialkil, karboksialkenil, karboksiarilalkil in karboksiarilalkenil lahko vsebujejo
1 - 4 funkcionalnosti karboksilne kisline. Primeri prve aciine skupine obsegajo,
niso pa omejeni z njimi, sukcinil, 2-(Cq30 alkil)sukcinil, 2-(Co.3p alkenil)sukcinil,
maleil, ftalil, glutaril in itakonil. Primeri druge acilne skupine obsegajo, niso pa
omejeni z njimi, acetil, benzoil, propionil in fenilacetil.

PredioZeni izum predstavija tudi sestavek, ki vklju¢uje gomiji kopolimer in
polipeptid, ki obsega vsaj en utinkovit ionogeni amin, kjer je vsaj 50 masnih
odstotkov polipeptida prisotnih v sestavku ionsko vezanih na polimer.
Prednostno obsega sestavek od 5 do 50 masnih odstotkov polipeptida.

Primeri primernih polipeptidov so rastni hormon spro$&ajoti  peptid
(GHRP), luteinizirajo&i hormon spro$¢ajoti hormon  (LHRH), somatostatin,
bombezin, gastrin sprod¢ajodi peptid (GRP), kalcitonin, bradikinin, galanin,
melanocit stimulirajodi hormon (MSH), rastni hormon sprod&ajoci faktor (GRF),
hormon rasti (GH), amilin, tahikinini, sekretin, paratiroidni hormon  (PTH),
enkafelin, endotelin, kalcitoninske gene sprodtajoti peptid (CGRP), nevromedini,
protein soroden paratiroidnemu hormonu (PTHrP), glukagon, nevrotenzin,
adrenokortikotropni  hormon (ACTH), peptid YY (PYY), glukagon spro$&ajodi
peptid (GLP), vazoakitvni intestinalni peptid (VIP), peptid za aktivacijo pituitarne
adenilatne ciklaze (PACAP), motilin, substanca P, nevropeptid Y (NPY), TSH in
biolosko aktivni analogi le-tega. lzraz “bioloSko aktivni analogi” uporabljamo tu
za oznadevanje v naravi nastopajoih, rekombinantnih in sintetiCnih peptidov,
polipeptidov in proteinov, ki imajo fiziolosko ali terapevisko delovanje. Na
splodno uporabliamo izraz za oznaCevanje vseh fragmentov in derivatov peptida,
proteina ali polipeptida, ki izkazujejo kvalitativno podoben agonistiéni  ali
antagonistiéni uinek, kot ga izkazuje nemodificirani, v naravi nastopajoCi peptid,
protein ali polipetid, na primer tistih, kjer je eden ali ve¢ ostankov aminokislin
nastopajogih v naravni spojini substituiranih ali izbrisanih, ali kjer so bili ostanki

N- ali C-erminalov strukturno modificirani. lzraz u€inkoviti ionogeni amin se



nana$a na prosti amin prisoten na polipeptidu, ki je sposoben tvoriti ionsko
vez s prostimi karboksilnimi skupinami na kopolimeru.

Sprod&anje polipeptida iz sestavka lahko modificiramo s spremembo
kemi¢ne strukture sestavka. S pove¢anjem molekulske mase polimera pada
koli¢ina peptida sproSCenega iz konjugata. S povecanjem &tevila karboksilnih
kislinskih skupin na polimeru se poveca koli¢ina polipeptida ionsko vezanega
na sestavek, posledica pa je, da se poveta koli¢ina spro$&anja peptida iz
konjugata.

Sprod¢anje polipeptida lahko nadalje moduliramo (a) z obdelavo sestavka
S topno soljo dvovalentnih ali polivalentnih kovinskih ionov &ibkih Kkislin (na
primer kalcijevih, Zelezovih, magnezijevih ali cinkovih); (b) z nanosom na delce
tenke, vpojne previeke iz glikolidnega kopolimera ali silikonskega olja v
kroglasti, cilindriéni ali ravni konfiguraciji; ali (c) z mikroinkapsulacijo sestavka v
vpojnem glikolidnem kopolimeru. Pri eni od izvedb sestavek vsebuje od 0,01
do 20 masnih odstotkov polivalentne kovine.

Odvisno od izbire polipeptida sestavek lahko uporabimo za zdravijenje
vegjega Stevila bolezni. Na primer, pokazalo se je, da somatostatin, bombezin,
GRP, LHRH, in analogi le-teh lahko zdravijo razne oblike raka. Za faktor rasti
kot GH, GRF in GHRP in za njihove analoge se je pokazalo, da stimulirajo
rast pri dora$¢ajodih kot pn starejSih osebah. za kalcitonin, amilin, PTH in
PTHIP in za njihove analoge se je pokazalo, da zdravijo osteoporozo in druge
bolezni kosti.

Sestavki so naérovani za parenteralno  jemanje, na primer,
intramuskulamo, subkutano, intraduralno ali intraperitonalno vbrizganje. Prednost
ima intramuskularmo vbrizganje sestavka.

Sestavek v skladu z izumom ima lahko obliko prahu ali mikrodelcev, ki
jih jemljemo kot suspenzijo s farmacevtsko sprejemljivim vehiklom (na primer,
voda z nosino substanco kot manitolom ali polisorbatom ali brez nje).
Sestavek lahko sestavimo v obliki palice za parenteralno implantacijo z uporabo

trokarja, na primer intramuskularne implantacije.



Doza sestavka v skladu s predloZenim izumom za zdravijenje zgoraj
omenjenih bolezni ali motenj se spreminja v odvisnosti od natina dajanja,
starosti in telesne teZe osebe in stanja osebe, ki jo zdravimo, dokon&no pa o
tem odlo¢a le¢eti zdravnik ali veterinar. Kolitino sestavka, ki jo je dolodil lededi
zdravnik ali veterinar, navajamo tu kot “terapevisko u&inkovito koli&ino”.

Pri drugem vidiku predioZeni izum predstavija postopek za sintezo
kopolimera, pri Cemer postopek obsega: reakcijo hitosana s $ibko kislino, tako
da nastane polisaharid z niZjo molekulsko maso; reakcijio 1 odstotka do 50
odstotkov prostih aminov z niZjo molekulsko maso s prvim acilirnim sredstvom,
prvo acilimo sredstvo pa izberemo iz skupine, ki jo sestavljajo C4-Csq
polikarboksialkan, C4-Ca4 polikarboksialken, Cg-C4o polikarboksiarilalkan, C10-Cao
polikarboksiarilalken ali acilimi derivat le-teh; in reakcijo od 50 do 100
odstotkov prostih aminov polisaharida z niZjo molekulsko maso z drugim
acilimim sredstvom, drugo acilimo sredstvo pa izberemo iz skupine, ki jo
sestavijagjo  Cpg1  monokarboksialkan, Csg;  monokarboksialken, Cy.gg
monokarboksiarilalkan, Cgas monokarboksiarilalken ali acilirni derivat le-teh.
Reakcijo polisaharida z nizjo molekulsko maso s prvim acilimim sredstvom kot
z drugim acilimim sredstvom lahko merimo s sredstvom za detekcijo aminov
(na primer fluorescaminom), da bi zagotovili, da je 1 odstotek do 50 odstotkov
prostin aminov polisaharidé z nizjo molekulsko maso aciliranih s prvim acilirmim
sredstvom in 50 do 99 odstotkov prostih aminov polisaharida z niZjo
molekulsko maso aciliranih z drugim acilinim sredstvom. Glej n rimer, Bailey,
P.D., An Introduction to Peptide Chemistry (Wiley, NY) (1990); Oppenheimer,H.
in ostali, Archives Biochem. Biophys. 120:108-118 (1967); Stein, S. Arch.
Biochem. Biophys. 155:203-212 (1973).

Pri reakciji hitosana s $ibko kislino (na primer dugikasto kislino) se
polimer razcepi, pri ¢emer se zniza njegova molekulska masa (na primer 2,500
- 80,000 daltonov). Pri prednostnih izvedbah prva acilima skupina in drugo
acilimo  sredstvo reagirata s polisaharidom z nizo molekulsko maso

zaporedoma, na primer, ali reagira prvo acilimo sredstvo preden reagira drugo



acilirno sredstvo, ali reagira drugo acilirno sredstvo preden reagira prvo acilimo
sredstvo ali simultano. Rezultat aciliranja prostih aminov je lahko ta, da se
acilira nekaj prostin hidroksilnih skupin polisaharida z nizjo molekulsko maso.
Stopnjo acilacije prostih hidroksilnih skupin lahko spremenimo s spreminjanjem
pH, topil ali sredstev uporabljenih med reakcijo acilacije, ali pa uporablienega
acilimega sredstva.

Primeri acilirmih derivatov vkljuCujejo, vendar pa niso omejeni z njimi,
anhidride in N-acilirane heterocikle (na primer imidazole in pirazole). Glej na
primer, Bodansky in ostali, The Practice of Peptide Synthesis, 87-150 (Springer
Verlag, 1984). Sredstva polikarboksialkan, polikarboksialken, polikarboksiarilalkan,
in polikarboksiarilalken ali aciliri derivati le-teh vsebujejo reaktante, ki imajo
funkcionalnosti 2-5 karboksilnih kislin, ali pa izvirajo iz njih. Substituenti
monokarboksialkan, monokarboksialken, monokarboksiarilalkan in
monokarboksiarilalken vsebujejo reaktante, ki imajo samo eno skupino
karboksilne kisline, ali pa izvirajo iz nje. Primeri prvih acilimih sredstev
vklju¢ujejo, vendar pa niso omejeni z njimi, anhidrid sukcinske kisline, anhidrid
2-(Cq.30 alkil)sukcinske kisline, anhidrid 2-(Ca.3p alkenil)sukcinske kisline, anhidrid
maleinske Kkisline, anhidrid glutarne kisline, anhidrid itakonske kisline in
ftalanhidrid. Primeri druge acilime skupine obsegajo, vendar pa niso omejeni z
njimi, anhidrid ocetne kisline, anhidrid benzoiske kisline, N,N’-diacetil-3,5-
dimetilpirazol,  N,N'-diacetilimidazol, anhidrid fenilocetne kisline, anhidrid
propionske kisline in anhidrid butime kisline.

Pri e enem od vidikov predloZeni izum predstavija postopek za sintezo
sestavka, pri Cemer postopék obsega naslednje faze: reakcijo hitosana s $ibko
kislino, ki daje polisaharid z nizjo molekulsko maso; reakcijo 1 odstotka do 50
odstotkov prostih aminov polisaharida z nifjo molekulsko maso s prvim
acilirnim sredstvom, pri ¢emer je prvo acilimo sredstvo izbrano iz skupine, ki jo
sestavijajo  C4Cas  polikarboksialkan, C4-Ca4  polikarboksialken,  Cg-Cag
polikarboksiarilalkan, Cio-C4o polikarboksiarilalken ali acilimi derivati le-teh;

reakcijo od 50 do 100 odstotkov prostih aminov polisaharida z niZjo



molekulsko maso z drugim acilirnim sredstvom, drugo acilirno sredstvo pa je
izbrano iz skupine, ki jo sestavljajo C,.3, monokarboksialkan, Ca.aq
monokarboksialken, Cras monokarboksiarilalkan, Coas monokarboksiarilalken ajj
acilimi  derivat le-teh; nevtralizacijo aciliranega polisaharida z nizjo molekulsko
maso z bazo; in mesanje neviraliziranega aciliranega polisaharida Z nizjo
molekulsko maso s polipeptidno soljo, pri demer polipeptidna sol vsebuje vsaj
en ionogeni amin za tvorbo polipeﬁdnega-kopolimernega ionskega konjugata.

4 nevtralizacijskim postopkom povzrodimo, da, kot je zaZeleno,
polisaharid z nizjo molekulsko maso lazje emulgiramo ajj raztopimo v vodi. Pri
prednostnih izvedbah je baza anorganska baza (na primer natrijev hidroksid).
ZaZeleno je, da je polipeptidna sol sof Sibke kisline (na primer acetat, laktat ali
citrat). lonski konjugat lahko izoliramo s filtriranjem ali s centrifugiranjem nastale
zmesi.

Konjugate v skladu z izumom lahko zlahka predelamo v vbrizgljive
mikrokrogljice ali mikrodelce in filme aj palice za implantacijo, ne da bi morali

uporabiti procesiranja, ki daje multifazne emulzije. Prednostno, mikrodelce

skupine acetona, acetonitrila, tetrahidrofurana, dimetilformamida in
dimetiletilenglikola.

Druge lastnosti in  prednosti predioZzenega izuma bodo razvidne iz

detajlnega opisa in iz patentnih zahtevkoy.

Detaijlni opis izuma

definirano drugade, imajo vsi tehnigni in znanstveni izraz isti pomen, kot jih na



Poleg tega so vse publikacije, patentne prijave, patenti in druge reference, ki
so tu omenjene, Vklju¢ene v reference.

Mnenja smo, da oseba, ki je ve$&a stroke, lahko na podiagi tu
vsebovanega opisa uporablia predioZeni izum do popoine mere. Sledede
specifitne izvedbe naj se zato vsekakor in sploh tolmacijo zgolj kot ilustrativne
in neomejevalne za preostanek objave.

Primer 1: Degglimgrizaciig hitosana

Hitosan (Protan, Inc., Portsmouth, NH) raztopimo v vodni raztopini
ocetne kisline in mesamo z mehanskim me$alcem en dan, Skozi raztopino
uvajamo dusik, medtem pa dodajamo vodno raztopino natrijevega nitrita. Po
preteku pol ure filtriramo raztopino skozi lijak s stekleno frito pod zmanj$anim
tlakom, da odstranimo netopne delce, ki so prisotni v zadetni raztopini
hitosana. Filtrirani raztopini dodamo vodno raztopino NaOH, nato pa raztopino
mocno meSamo v metanolu, da se obori polimer. Dobljeno oborino nato
odfiltriramo in izmenoma spiramo petkrat z vodo in metanolom. Oborino sugimo
pri 60° C v vakuumskem susilniku dva dni. Depolimerizirani hitosan vsebuje
aldehidno skupino na enem koncu verige. Aldehidno kon¢no skupino . lahko
reduciramo  do primarqe hidroksilne skupine z reakcijo z NaBH;,.
Depolimerizirani produkt lahko analiziramo z gelsko permeacijsko kromatografijo
(GPC), da dologimo molekulsko maso kot tudi porazdelitev molekulske mase v
primerjavi s  Pullulanovimi referenénimi  standardi. Lahko uporabimo NMR
(nuklearna magnetna resonanca) in IR (infra - rdeca) preutevanja za dolo&anje
koli¢ine N-acilacije na depolimeriziranem produktu.

Primer 2: Delna sukcinilacija depglimgriziranega hitosana

Depolimerizirani hitosan iz primera 1 raztopimo v 0,1M vodni raztopini
ocetne kisline. Tej raztopini dodamo metanol, nato pa dodamo raztopino
anhidrida sukcinske kisline v acetonu. Dobljeno raztopino me$amo 24 ur na

sobni temperaturi, Po dokon¢aniju sukcinilacije raztopino Zljemo v aceton z
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vodo, da dobimo oborino. Dobljeno oborino izlo&imo s centrifugiranjem in
petkrat speremo z metanolom. Oborino nato raztopimo v 0,5M KOH in
dializiramo proti vodi do pH 7. Dializirano raztopino nato koncentriramo pod
zmanj$anim tlakom, oborimo v acetonu z vodo in su$imo v vakuumskem
suSilniku pri 60° C.

Da bi dosegli spremenljive ravni sukcinilacije, lahko stopnjo reakcije
kontroliramo v teku procesa aciliranja z analiziranjem &tevila neaciliranih
aminskih skupin. Stevilo neaciliranih aminskih skupin lahko dolo¢imo tako, da
reakcijski zmesi odvzamemo vzorec in ga polijemo s sredstvom za dolo¢evanje
aminov (na primer fluorescaminom). Koligino prisotnega amina lahko izmerimo
spektroforetitno z uporabo standardne krivulie za kopolimere. Tako, poleg tega,
lahko dodajamo anhidrid sukcinske kisline postopoma, dokler ne dosezemo
Zelenega odstotka acilaciie. To&no stopnjo sukcinilacije otistenega produkta
lahko dolo¢imo z uporabo 'H NMR spektroskopije in konduktometriéne titracije.

Primer 3: Acetiliranje N-sukginiliranega hitosana

Delno sukciniliran vzorec iz primera 2 raztopimo v 0,1M vodni raztopini
ocetne kisline. Tej raztopini nato dodamo metanol in anhidrid ocetne kisline in
me$amo reakcijsko zmes en dan pri sobni temperaturi. To raztopino nato
zlijemo v aceton z vodo, da nastane oborina. Dobljeno oborino logimo s
centrifugiranjem in speremo petkrat z metanolom. Oborino nato raztopimo v
0,IN KOH in dializiramo proti vodi do pH 7. Konéno raztopino liofiliziriamo za
dobivanje konénega  produkta. Postopek aciliranja  lahko  merimo
Sprektroforetino, tako kot smo obravnavali pri primeru 2, to¢no stopnjo

acilacije  oci§¢enega produkta pa lahko dologimo z uporabo 'H NMR

spektroskopije in s konduktometri¢no titracijo.

N-sukcinilirano kaljevo sol hitosana iz primera 3 raztopimo v vodi.
Vodno raztopino acetatne solj analoga polipeptida somatostatina SOMATULIN-
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AT™™ (D-NaI-c[Cis-Tir-D-Trp-Lis-Val-Cis]-Thr—NHz; Kinerton, Dublin, Ireland) dodamo
mesani raztopini polimera. Nastane oborina, ki jo odfiltriramo in susimo v
vakuumu pri 40° C,

Koli¢ino polipetida v dobljenem ionskem konjugatu lahko dolo&imo tako,
da dolo¢imo razliko med koli&ino zaCetnega dodanega peptida in koli¢ino
prostega preostalega peptida vsebovanega v filtratu in izpiralni  raztopini.
Koli¢ino peptida v doblienem ionskem konjugatu lahko dolo&imo s primerjavo
razmerja ogljik/dusik v za&etnem N-sukciniliranem hitosanu z razmerjem v
doblienem ionskem konjugatu. GPC analizo lahko uporabimo za dolo&anje
molekulske mase in MWD, diferencialno  scanning kalorimetrijo (DSC) za

doloCanje termiénih lastnosti in NMR in IR za ugotavijanje kemijske identitete.
Druge izvedbe

Dasi smo izum opisali v povezavi z detajinim opisom letega, je treba to
razumeti tako, da ima gomji opis namen ilustrirati in ne omejevati dometa
izuma, ki je definiran s cili priloZzenih patentnih zahtevkov. Drugi vidiki,
prednosti in modifikacije so znotraj patentnih zahtevkov. '

frst
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PATENTNI ZAHTEVKI

1. Kopolimer, ki obsega N-acilirani derivat poli(2-amino-2-deoksi-D-glukoze),
oznacen s tem, da je 1 odstotek do 50 odstotkov prostih aminov omenjene
poli(2-amino-2-deoksi-D-glukoze) aciliranih s prvo acilno skupino, omenjena prva
acilna skupina je COE;, kier je E; izbran iz skupine sestojede iz Cs.a3
karboksialkila, Cs.a3 karboksialkenila, Cza9  karboksiarilalkila in Co.39
karboksiarilalkenila, 50 do 99 odstotkov prostih aminov omenjene poli(2-amino-2-
deoksi-D-glukoze) je aciliranih z drugo acilno skupino, omenjena druga acilna
skupina je COE,, kier je Ep izbran iz skupine sestojede iz Cr.30 alkila, Cp.g
alkenila, Cgg; arilalkila in Cga7 arilalkenila, pod pogojem, da je vsaj eden od
prostih  aminov omenjene poli(2-amino—2-deoksi-D-glukoze) aciliran s prvo acilno
skupino in da je do 30 odstotkov prostih hidroksilnih skupin omenjene poli(2-
amino-2-deoksi-D-glukoze) aciliranih  z omenjeno prvo acilno skupino ali z

omenjeno drugo acilno skupino.

2. Kopolimer v skiadu z zahtevkom 1, oznaden s tem, da ima omenjeni
kopolimer molekulsko maso okoli 3,000 do 90,000 daltonov, kot je dologeno z
gelsko permeacijsko kromatogtafijo.

3. Kopolimer v skladu z zahtevkom 1, oznagen s tem, da je preko 90
odstotkov omenjenih prostih  aminov omenjene poli(2-amino-2-deoksi-D-glukoze)
aciliranih  bodisi z omenjeno acilno skupino bodisi z omenjeno drugo acilno
skupino.

4, Kopolimer v skladu z zahtevkom 1, oznaden g tem, da je od 10 do 30
odstotkov omenjenih prostih aminov omenjene poli(2-amino—2-deoksi-D-glukoze)
aciliranih z omenjeno prvo acilno skupino.
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5. Kopolimer v skladu z zahtevkom 1, oznaken s tem, da ima omenjeni

kopolimer formulo:

kjer:

je Ry, za vsako posamezno ponavijajoCo se enoto, izbran iz skupine
sestojeCe iz prve acilne skupine, druge acilne skupine in H;

je Rz, za vsako posamezno ponavijajoto se enoto, izbran iz skupine
sestojeCe iz prve acilne skupine, druge acilne skupine in H;

je Rs, za vsako pdsamezno ponavijajoto se enoto, izbran iz skupine
sestojeCe iz prve acilne skupine, druge acilne skupine in H;

ie R4 izbran iz skupine sestojeCe iz prve acilne skupine, druge acilne
skupine in H; )

je Rs izbran iz skupine sestojeCe iz prve acilne skupine, druge acilne
skupine in H;

je Rg izbran iz skupine sestojee iz prve aciine skupine, druge acilne
skupine in H;

je Ry izbran iz skupine sestojeCe iz COH in CH,ORg;

je Rg izbran iz skupine sestojete iz prve acilne skupine, druge acilne
skupine in H;
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je n med 2 in 200; in

je Ry za 1 odstotek do 50 odstotkov omenjenih enot prva acilna
skupina, za 50 do 99 odstotkov omenjenih ponavijajoéih se enot pa je Ry
druga acilna skupina, pod pogojem, da je vsaj za eno od ponavijajo¢ih se

enot, Ry prva acilna skupina.

6. Kopolimer v skladu z zahtevkom 1, oznaen s tem, da je omenjena

prva acilna skupina COE;, kjer je E, C3-Cas karboksialkil.

7. Kopolimer v skladu z zahtevkom 6, oznaden s tem, da je omenjena

prva acilna skupina sukcinil.

8. Kopolimer v skladu z zahtevkom 7, oznaten s tem, da je omenjena

druga acilna skupina acetil in je R7 COH ali CH,0H.

9. Sestavek, ki obsega omenjeni kopolimer v skladu z zahtevkom 1 in
polipeptid, omenjeni polipeptid pa vsebuje vsaj en udinkoviti ionogeni amin,
oznaéen s tem, da je vsaj 50 masnih odstotkov omenjenega polipeptida

prisotnega v omenjenem sestavku ionsko vezanih na omenjeni polimer.

10.  Sestavek v skladu z zahtevkom 9, oznaten s tem, da omenijeni

sestavek vsebuje od 5 do 50 masnih odstotkov omenjenega polipeptida.

11. Sestavek, ki obsega omenijeni kopolimer v skladu z zahtevkom 5 in
polipeptid, pri ¢emer omenjeni polipeptid vsebuje vsaj en udinkoviti ionogeni
amin, oznaten s tem, da je vsaj 50 masnih odstotkov omenjenega polipeptida

prisotnega v omenjenem sestavku ionsko vezanih na-omenjeni kopolimer.

12. Sestavek v skladu z zahtevkom 11, oznaten s tem, da omenjeni

sestavek vsebuje od 5 do 50 masnih odstotkov omenjenega polipeptida.
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13. Sestavek v sklady z zahtevkom 12, oznaden s tem, da je omenijeni

polipeptid somatostatin ali analog somatostatina.

14, Sestavek v skladu z zahtevkom 10, oznacen s tem, da je omenjena prva

acilna skupina sukcinil in da je omenjena druga acilna skupina acetil.

15. Postopek za sintezo kopolimera, pri &emer omenjeni postopek obsega
stopnje:

reakcijo hitosana s Sibko kislino Za dobivanje polisaharida z nizjo
molekulsko maso;

reakcijo 1 odstotka do 50 odstotkov prostih aminov omenjenega
polisaharida z niZjo molekulsko maso s prvim acilmim sredstvom, omenjeno prvo
acilirmo sredstvo pa je izbrano iz skupine sestojece iz CiCyy polikarboksialkana, C,
Ca4 polikarboksialkena, Cq-Cyo polikarboksiarilalkana, C,0-C4 polikarboksiarilalkena
ali iz acilirega derivata le-teh; in

reakcijo od 50 do 100 odstotkov prostega amina omenjenega polisaharida
Z niZjo molekulsko maso z drugim acilirnim sredstvom, omenjeno drugo acilirno
sredstvo pa je izbrano iz skupine sestojede iz C..3y monokarboksialkana, Caa
monokarboksialkena, C, 4, monokarboksiarilalkana, Cg a5 monokarboksiarilalkena

ali iz acilimega derivata le-teh.

16. Postopek v skladu z zahtevkom 15, oznaéen s tem, da je odstotek
omenjenih prostih aminov, ki so acilirani, doloden z uporabo sredstva za detekcijo

prostega amina.

17. Postopek v skladu z zahtevkom 15, oznacen s tem, da je omenjeno prvo
aciliro sedstvo anhidrid sukcinske kisline, omenjeno drugo acilimo sredstvo je

anhidrid ocetne kisline, omenjena Sibka kislina pa je dusikasta kislina.
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acilimo sredstvo izbrang iz skupine sestojege iz Cy-Cy, polikarboskialkana, CsCyy
polikarboksialkena, Ce-Cyp polikarboksiarilalkana, Ci0Cy polikarboksiarilalkena ai

acilirnega derivata le-teh;

acilimo sredstvo izbrano iz skupine sestojege iz Coa monokarboksialkana, Ca s
monokarboksialkena, Ci.3 monokarboksiarilalkana, Co3s monokarboksiarilalkena
ali acilirnega derivata le-teh: nevtralizacijo omenjenega polisaharida z niZjo
molekulsko maso z bazo; in

mesanje omenjenega nevtraliziranega polisaharida z niZjo molekulsko maso
S polipeptidno soljo, kjer omenjena polipetidna sof vsebuje vsaj en ionogeni amin za

tvorbo polipeptidnega-kopolimemega ionskega konjugata.
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IONSKI MOLEKULSKI KONJUGAT! N

-ACILIRANIH DERIVATOV
POLI(2-AMINO-2-DEOKS]-D-

GLUKOZE) IN POLIPEPTIDOV
1ZVLECEK

Kopolimer, ki obsega N-acilirani derivat in sestavek, ki obsega omenjeni

kopolimer in polipeptid, pri &emer vsebuje omenjeni polipeptid vsaj en udinkoviti

ionogeni  amin, kjer je vsaj 50 masnih odstotkov polipeptida prisotnega v
omenjenem sestavku ionsko vezanih na omenjeni polimer.
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