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LIPID-POLIMER-KONJUGATUMOK

NYOMDAPELDANY
MASOLATA

A jelen talélmany lipid-polimer-konjugdtumokra vonatkozik,
amelyek legalédbb egy hidrofdb apoléris egységbdl és egy hidrofil
fejcsoportbél 4116 amfifil 1lipidb&l és egy N- és egy C-
termindlis végcsoportot hordozé polimerbdél vagy ennek
prekurzorabdl nyerheték, ahol a polimer egy poli(aminosav),
poli(aminosav-szarmazék) vagy egy poli(aminosav-analdg) és a
lipid a polimer N- vagy C-termindlis végcsoportjahoz kapcsold-

dik.
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LIPID-POLIMER-KONJUGATUMOK
KOZZETETELI PELDANY

A Jjelen talalmény lipid-polimer-konjugatumokra, ezek eldal-
litasara és alkalmazisara vonatkozik.
A talalmany hattere

A lipid-polimer-konjugdtumok jél-ismertek és szamos kildnbo-
z6 alkalmazésra hasznaljék azokat. Ezek kozil egyik a
kolloidalis hordozd kompozicidkba térténd beépités, 1igy pl.
vezikularis kettdsrétegli rendszerekbe, mint pl. liposzdémék,
nioszémak és forditott vezikulumok, micellaris rendszerek,
nanokapszulak, nanogoémbdk, stb.. Az ilyen kolloidalis hordozd
kompozicidk jél-ismert képviseldit a liposzdémak alkotjak. Bar az
alabbiakban kildnésen a liposzémakat emlitjuk, a szakember sza-
mara nyilvanvald, hogy a fejtegetések, leirasok és kitanitasok
mas kolloidadlis hordozé kompozicidkra is vonatkoznak.

A liposzémék, amelyek a kolloidalis hordozé részecskék cso-
portjaba tartoznak, kicsi vezikulumok, melyek egy vagy tobb, egy
vizes teret bezard, koncentrikus lipid kettdsrétegbdl &llnak.
Méretben, fellleti toltésben, lipid &sszetételben, kettOsréteg
fluiditasban vald szerkezeti valtozekonysdguk és azon képességiik
miatt, hogy majdnem minden gydégyszert enkapszulidznak, jelentdsé-
gliket gydgyszer-szallité rendszerekként hamar felismerték. Azon-
ban a liposzémdk intravéndas injekcidban térténé beadasakor, azo-
kat a Mononukledris Fagocita Rendszer (MPS) idegen részecskék-
ként ismeri fel, és gyorsan kivonja a keringésbdl a fagocita
sejtekben-gazdag szervekbe, igy a méjba, lépbe és csontvelébe.

Néhany lehetdséget, igy pl. a liposzémak méretének csdkkentése



és a liposzémak felileti toltésének megvaltoztatdsa, mar azono-
sitottak abbdl a célbodl, hogy csodkkentsék ezt a hatast. Egy ma-
sik fejlesztés a liposzomak feliiletének médositasara vonatkozik
olyan specifikus hidrofil polimer komponensek bevitelével a
liposzémdlis felszinbe, amely csoportok csdkkentik a fehérje-
adszorpcidt részecske felszinén. Kovetkezésképpen az ilyen
liposzémak védettek az MPS sejtjeinek felismerésével szemben, és
meghosszabbitott rezidens élettartammal rendelkeznek az 4&ltala-
nos keringésben. A liposzémalis felszin médositasdnak egyik jol-
ismert példaja a beépités a hidrofil polimer polietilénglikol
(PEG) lipid-szarmazéka liposzémalis kompozicid-janak elkészitése
soran. Rendszerint ez a polimer a terminalisan egy hidrofdb egy-
séggel mdédositott, amely egy foszfatidil-etanol-amin-szarmazék
vagy hosszu szénlancu zsirsav-maradék. A polietilénglikol ©&nma-
gaban egy elég stabil polimer, amely a fehérje-adhézid vissza-
szoritdja, és amely nincs alavetve az enzimatikus vagy
hidrolitikus degradéaciénak fizioldégids kérilmények kdzdtt. A
meghosszabbitott plazma fél-életiddt és a fagocitakban gazdag
szervekben torténd csokkend felhalmozddast tekintve jé eredmé-
nyeket kaptak a PEG-beliltetett (PEG-grafted) feluletl liposzémak
intravénds beadasat kovetden kuldnbdzd dllatfajokban és emberek-
ben is (Storm G., Belliot S.0., Daemen T. és Lasic D.D.: Surface
modification of nanoparticles to Oppose uptake by the mono-
nuclear phagocyte system, Adv. Grug Delivery Rev. 17, 31-48
(1995); Moghimi S.M., Hunter A.C. és Murray J.C.: Long-
circulating and target-specific nanoparticles; theory to

practice, Pharmacol. Rev. 93, 283-318 (2001); BRoermann Cc.cC.,



Dams E.T., Oyen W.J.G., Cortens F.H.M. és Storm G.:
Radiopharmaceuticals for scintigraphic imaging of infection and
inflammation, Inflamm. Res. 20, 55-64 (2001)). Forgalomba hoza-
tali engedélyt adtak az ilyen liposzémélis, doxorubicint tartal-
mazd készitményekre.

Idokozben feltartak a polimer polietilénglikol haszné&latéanak
hatranyait a hosszu élettartami liposzémakban. A PEG-beliltetett
liposzémak felhalmozddasa a makrofdgokban és a bdrben néhany
esetben a nem-biodegraddlhatésagra vezethetd vissza. A hosszu
cirkulaciés tulajdonsag elvesztését (gyors kitlirilés) az injek-
talt PEG-liposzomakon egy m&sodperc iddének taldltak (Dams E.T.,
Laverman P., Oijen W.J., Storm G., Scherphof G.L., Ven der Meer
J.W., Cortens F.H. és Boermann O.C.: Accelerated blood clearance
and altered biodistribution of repeated injections of sterically
stabilized liposomes, J. Pharmacol. Exp. Ther. 292, 1071-1079
(2000)). A jelenlegi PEG-liposzdémakkal végzett vizsgdlatok bete-
gekben azt mutattak, hogy a PEG-liposzdémak képesek akut mellék-
hatasokat (arc kipirulads, mellkasi szoritas, a légzés rovidiulé-
se, valtozasok a vérnyomasban) eldidézni, amelyek azonnal felol-
dbédnak, amikor a PEG-liposzdma készitmény beadasat (infuzié) ab-
bahagyjdk. A jelenlegi adatok ramutatnak a kiegészitd aktivalas
szerepére a mellékhatdsok kivaltasaban (Szebenyi J., Baranyi L.,
Savay S., Lutz H., Jelezarova E., Burger R. és Alving C.R.: The
role of complement activation in hypersensitivity to Pegylated
liposomal doxorubicin (Doxil), J. Liposome Res. 10, 467-481
(2000)). Mostanaig a kereskedelmi forgalomban kaphaté, PEG-

liposzomakon alapuld készitmények vizes szuszpenzids készitmé-
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nyek. Az joél-ismert, hogy a liposzémalis vizes szuszpenzids ké-
szitmények fél-életideje &ltalaban és a PEG-liposzémaké is meg-
lehetdsen korlatozott. Ismertek bizonyos technikak, hogy hogyan
tavolitsuk el az ilyen készitmények hordozdéjat vagy folyamatos
fazisat, igy pl. porlasztva szaritas, diaszlirés, rotéciés bepar-
las, stb., és elényds a fagyasztva szaritas. Nemrég javasoltak
egy olyan fagyasztva szaritasi modszert, amely néveli a PEG-
liposzdméak hosszantarto €letidejét és technécium-kelédtor
hidrazino-nikotinamidot tartalmaz (Laverman P., van Bloois L.,
Boerman 0.C., Oyen W.J.G., Corstens F.H.M. és Storm G.:
Lyophilisation of Tc-99m-HYNIC labelled PEG-liposomes, J.
Liposome Res. 10(2 és 3), 117-129 (2000)), de az eredményekhez
és ennek a technikanak liposzéméalis készitményekben vald alkal-
mazhatosagahoz tovabbi vizsgalatok szlikségesek.

A polietilénglikol hasznalataval jard hatranyok arra kész-
tették a kutatokat, hogy alternativ polimereket keressenek. Sza-
mos polimert megvizsgaltak, mint alkalmas Jeloltet szarmazékkép-
zésre (vezikulumot formald) lipidekkel a liposzémakba torténd
beépitésre (lasd pl. EP 0 688 207). A hidrofil viz-oldhaté poli-
merek, 1igy a poli(vinil-pirrolidon), poli(akriloil-morfolin),
poli(2-(m)etil-2-oxazolin), poliakrilamid és poliglicerin azt
mutattak, hogy meghosszabbitjak a liposzomék keringési idejét
intravénas beadds utan egy bizonyos ideig. Azonban, a mai napig
ilyen lipid-polimer-konjugdtumokat nem alkalmaznak a kereskedel -
mi forgalomban kaphaté gyégyszerkészitményekben, fd&ként mivel
azok semmilyen eldnyt nem mutattak az ismert lipid-PEG-

konjugatumokkal szemben. Ezért még mindig fennall az igény, hogy



egy olyan polimert talaljunk, amelybdl szarmazék készithetd egy
lipiddel, amely képes beépilni kolloidalis hordozé kompozicidk-
ba, igy pl. liposzémakba, az ilyen polimer hosszu keringési tu-
lajdonségokkal rendelkezik és raadasul bizonyos elénydkkel a
PEG-gel szemben, mint pl. biodegradalhatésagqg.
A talalmany ésszefoglalasa

A Jjelen taladlmidny lipid-polimer-konjug&tumokat bocsat ren-
delkezésre, amelyek legalabb egy hidrofdéb apoléris egységet és
egy hidrofil polaris fejcsoportot tartalmazé, amfifil lipidbél
és egy polimerbdél vagy ennek egy monomer prekurzorabdél 4llitha-
tdék eld, amelyek egy N- és egy C-terminalis végcsoportot hordoz-
nak, ahol a polimer egy poli(aminosav), egy poli(aminosav-
szarmazék) vagy egy poli(aminosav-analdg), és amelyben a lipid
kovalensen kapcsolédik a polimer N- vagy C-termindlis végcso-
portjahoz, a polimer pedig az aléabbi képlettel rendelkezik:
- [NHCHR (CH;)nCO]4-, amelyben -R jelentése -H, -CHs, -CHCH;OR,
- (CH2) xORy, - (CH;)4x-CO-NHR;, - (CHj)x~NH-CO-R;, - (CHz) xSO,CH3s,
OR-(CH2) xCOOH; -R; jelentése -H vagy (Cy-C4)alkil-amin-csoport; x
jelentése 0-4; m jelentése 1 vagy 0 és y jelentése 1 vagy 2.

A taladlmany eljardsokat is rendelkezésre bocsat az ilyen
konjugatumok el6allitdsdra és a konjugatumok alkalmazasara.
Az abrak leirasa

Az 1. &bra a beinjekciézott dézis (ID) szémitott szazalékos
aranya atlag-értékeinek grafikus 4&brazolasa vérmintakban az idé
figgvenyében a kilénbdzé ossz-lipid mennyiséggel bird, PEG-DSPE-

tartalmu liposzémalis készitmények esetében (22. példa).
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A 2. &bra a beinjekcidzott doézis (ID) szamitott szdzalékos
aranya atlag-értékeinek grafikus &brazolasa vérmintakban az idd
fliggvényében a kiulénbozd 0ssz~lipid mennyiséggel bird, PHEA-
DODASuc-tartalmi liposzémélis készitmények esetében (22. példa) .

A 3. abra az enkapszulazott prednisolon-foszfat (PLP) szaza-
lékos aranyanak grafikus &brdzolasa a PEG-DSPE- és PHEA-DODASuc-
tartalmid liposzémalis készitményekben az idé fuggvényében (23.
példa) .

A 4. abra az enkapszulazott prednisolon-foszfat-koncentracié
grafikus abrézolasa a PEG-DSPE- és PHEA-DODASuc-tartalmu
liposzémakban a vérben az idé figgvényében (24. példa).

Az 5. abra a gyulladdsos talp pontjainak grafikus &bréazolasa
az 1dé fuggvényében sboldat és prednisolon-foszfat-tartalmy
liposzémak (PEG-DSPE-vel és PHEA-DODASuc-cal bevonva) egyetlen
intravénds injekcidban torténd beadasa eldtt és utan (24. pél-
da) .

A 6. abra a liposzémdk beinjekcidzott dézisanak majban, lép-
ben és maj+lépben taldlt szazalékos aranya olyan liposzdémak int-
ravénas beaddsa utan, amelyek PEG-DSPE, PHEG-diaminobutan-
DODASuc, PHPG-diaminobutan-DODASuc, PHBG-diaminobuta&n-DODASuc,
és PHEA-DODASuc lipid-polimer-konjugatumokat tartalmazrak, 1il-
letve konvenciondlis liposzémak (BARE) beadasa utan (21. példa).
A talalmany részletes leirasa

Az amfifil lipid-polimer-konjug&tumokat a taldlmany szerinti
kompozicidkban egy amfifil lipidb&l és egy polimerbd&l vagy annak

egy monomer prekurzorabdél kaphatjuk meg.
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A talalmény szerinti lipid-polimer-konjugatumban alkalmazan-
dé amfifil lipideket kiiloénbdzd szintetikus vagy természetesen
eldéforduld 1lipid k&zil valaszthatjuk ki, amelyek legaldbb egy
hidrofdéb apolaris farkat és egy hidrofil polaris fejcsoportot
tartalmaznak, mint pl. a vezikulumot képz6 lipidek és membran
lipidek.

A lipid-polimer-konjugdtumban hasznalandé amfifil lipid igen 1lé-
nyeges tulajdonsaga, hogy a lipid egy funkcionalis csoportot
tartalmaz a polaris fejcsoportjanal, amely alkalmas kovalensen
kapcsoldédni a polimer lanchoz. A polaris felcsoport példaul egy
primer vagy szekunder amincsoport, egy hidroxil-csoport, egy al-
dehid-csoport, egy halid vagy egy karboxil-csoport. A lipid hid-
roféb egysége lehetdvé teszi a lipid-polimer-konjugdtumok beépu-
léset a kett&srétegl szerkezetekbe, mint pl. liposzdémakba és egy
ankerként (horgony) hat.

Az amfifil 1lipidekre példaként megemlitjik a foszfolipideket,
glikolipideket, ceramidokat, koleszterint és szarmazékait, teli-
tett vagy reészlegesen telitett, egyenes vagy elagazdé lancu Cg-C
mono- vagy dialkil-aminokat, aril-alkil-aminokat, cikloalkil-
aminokat, alkanolokat, aldehideket, karbohalidokat vagy
alkansavakat és ezek anhidridjeit, ahol az o&ssz szénatomszam
eldnybdsen 25 vagy ennél nagyobb.

Még specifikusabban alkalmas amfifil lipidek példadi ko&zé tarto-
zik a foszfatidil-kolin, foszfatidil-etanol-amin, foszfatidil-
inozitol, szfingomielin, sztearil-amin, mirisztil-alkohol, ko-

leszterin és palmitinsav.
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A lipid-polimer-konjugatumban egyik eldnyds amfifil 1lipid egy
olyan 1lipid, amely két hidroféb lanccal, tipikusan alkil-
lancokkal és egy polaris fejcsoporttal rendelkezik, amely egy
fent-leirt funkcionalis csoportot tartalmaz. A foszfatidil-
etanol-amin-szarmazékok és kiiléndsen a disztearil-foszfatidil-
etanol-amin ilyen eldényds foszfolipidek, mivel ezek egy reaktiv
aminocsoportot hordoznak.

Tovabbil eldényds amfifil lipidek hidrofil polaris fejcsoportként
egy primer vagy szekunder amint és két telitett vagy telitetlen
Cs~Cso egyenes vagy eldgazd szénlancu hidrofdéb apolaris egysége-
ket hordoznak. Ezekre példaként szolgalnak az 1-heptadecil-
-oktadecil-amint és a disztearil-amint tartalmazd vegylletek,
mint pl. disztearil-amin és N-szukcinil-dioktadecil-amin
(DODASuc) .

A taldlmény szerinti lipid-polimer-konjugatumok polimer ré-
szet egy poliaminosavbol, egy poli(aminosav-szarmazékbél) vagy
egy poli(aminosav-analégbél) képezziik, amelyek olyan aminosav-
monomerekbdl tevddnek Ossze, amelyekhez egy vagy tobb
szubsztituens kapcsolédik. Erre példa a poli(2-hidroxi-etil)-L-
-glutamin. Egy poli(aminosav-analég), amint itt hasznaljuk, egy
olyan polimer, amelyben az aminosav-monomer szénlancanak hosszat
csbkkentettik vagy meghosszabbitottuk. Erre példaként szolgéala
poli(homoszerin) és a poli(pentahomoszerin).

A polimer egy homo-polimer, amely olyan monomerekbd&l épul fel,
melyek az egész polimerlancon keresztil ugyanazok. Az is lehet-
séges, hogy a polimer rész blokk kopolimerekbs6l &ll, melyeket a

poli(aminosav), poli (aminosav-szarmazék) es poli (aminosav-
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analdg) csoportbél valasztunk ki, vagy hogy a polimer részt val-
tozd monomerek sorozataval vagy a monomerek szabdlyozott rendjé-
vel vagy alkalmas monomerek random polimerizaciojaval képezziik,
melyeket egy vagy tdbb aminosavboél, aminosav-szarmazékbdl és
aminosav-analogbél 4116 csoportbdl valasztunk ki. A polimerek
linearisak vagy eldgazéak lehetnek és magukban foglalnak graft
polimereket, de elényésen linearisak.

A felhaszndlhaté aminosavak a természetesen eldforduld a-amino-
savak. Azonban B-aminosavak, valamint nem-fehérje vagy nem-
természetesen eldforduldé aminosavak is érdekldédésre tartanak
szamot. Mind az L- mind a D-konfiguracidéju aminosavakat és szar-
mazékokat felhasznalhatjuk. Ha a lipid-polimer-konjugdtumban a
polimer aminosav-szekvencidjat L-aminosav-részekbdl képezzik, a
kapott polimer enzimes degradacidénak lesz alavetve. Masrészrél,
ha a taldlmany szerinti lipid-polimer-konjugatumban a polimer
aminosav-szekvencidjat D-aminosavakkal képezzik, a kapott poli-
mer valdszinlleg stabil lesz a peptid-degradadld enzimekkel szem-
ben. Az L- és D-aminosavak keverékét is alkalmazhatjuk. Tekin-
tetbe véve a polimerek kiildnbdzd tulajdonsagait, a kolloidéalis
hordozé részecskék, amelyekbe a taldlmany szerinti lipid-~
polimer-konjugatumokat beépitettik, felilet-médositasat szaba-
lyozhatjuk a kiindulasi anyagok L- és/vagy D-form&inak szelektiv
alkalmazasaval a konjugatumok eldallitéséara.

A jelen taldlmany szerinti lipid-polimer-konjugatumokba beépi-
tésre alkalmas poliaminosav, poli (aminosav-szdrmazék) €s
poli(aminosav-analég) vegylletek 1lényeges tulajdonséaga, hogy

azok vizben oldhaték (legaldbb 1 rész 100 rész vizben, elénydsen
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1 rész 30 rész vizben és legelénydsebben 1 rész 10 rész vizben
vagy még kevesebben). A polimereket a vizben mért Xx-para-
méterlkkel is jellemezhetjuk. Ezt a polimer-olddészer kolcsdnha-
tas paramétert pl. membran-ozmometriaval hatarozhatjuk meg. A
polimerek, melyeket a talalmany szerinti lipid-konjugdtumokban
eldénybsen alkalmazhatunk, Xx-paramétere < 0,65, elénydsen < 0,5
vizben.

A polimerek tovabbi lényeges tulajdonsaga, hogy nem tartalmaznak
lényeges mennyiségben elektromosan t&ltdtt csoportokat a fizio-
légias 4 és 8 kozotti pH-tartomanyban. Elénydsen semleges amino-
sav monomereket vagy aminosav-analdég monomereket hasznalunk a
polimerek el&allitdsdhoz vagy olyan aminosav-szarmazék monomere-
ket, amelyek semlegesek vagy semlegesitettek. Ugy tiinik, hogy az
is megengedhetd, hogy alacsony szazalékos aranyban toéltéssel bi-
ré csoportok jelen legyenek anélkil, hogy lerontanidk a talalmany
szerinti kolloiddlis hordozé kompozicidk hosszu keringési tulaj-
donsagait. Amint a (2-hidroxi-etil)-L-glutamin és t&ltéssel bird
monomerek kopolimerjeire igazoltuk, a pozitivan toltoétt csopor-
tok nagyobb szizalékos aranyban lehetnek jelen, mint a negativan
toltott csoportok.

A polimerek elddllitadsara alkalmas monomerek tobbek kozott az
alanin, treonin, wvalin, a-amino-adipinsav, a,y-diamino-vajsav
szarmazékok, ornitin, glutamin és szarmazékai, beleértve a
glutaminsavat, aszparagin es szarmazékai, beleértve az
aszparaginsavat, lizin-szdrmazékok, metionin é&s szarmazékai,
szerin, szarmazékai és tovabbi CH,-csoportokkal képzett analédg-

jai, mint példaul homoszerin és pentahomoszerin. Alkalmas oldal-
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lanc-csoportok k&zé tartozik a (Ci-Cyq) -alkil, hidroxi-alkil,
dihidroxi-alkil, savamidok és aril-csoportok vagy ezek kombina-
cidéi, biztositva, hogy a polimer vizoldhaté maradjon. Ezekre a
Csoportokra példa a 2-hidroxi-etil-, 3-hidroxi-propil-, 4-hid-

roxi-butil- és 2,3—dihidroxi—propil—csoport. Az alkalmazhatdé po-

limerek ko6zé tartoznak példaul a poli(D,L-szerin) (PDLS),
poli(2-hidroxi-etil)-D,L-glutamin (PDLHEG) , poli(2-hidroxi-
-butil-L-glutamin (PHBG) és a poli (HEG-ko-glutaminsav) 1%

glutaminsav (PHEG1%GA) kopolimer. Elényds polimerek a poli (D, L-
-glutamin) (PDLG), poli (D, L-aszparagin) (PDLA), poli(hidroxi-
-propil)-L-glutamin (PHPG), poli(2—hidroxi—propil)—L—glutamin
(PZHPG) és a R-alanin és 2-(hidroxi-etil)-L-glutamin kopolimerje
(PbAHEG) , poli(HEG—ko—dimetil-amino—etil—L—glutamin), mely 5 és

1% dimetil-amino-etil oldalcsoportokat tartalmaz (PHEG5%DG és

PHEG1%DG). Még eldénydsebb polimerek a homopolimerek, igy a
poli[N—(2—hidroxi—etil)—L—glutamin] (PHEG) , poli (2-hidroxi-
-etil)-L-aszparagin (PHEA) ¢és a poli (D, L-metionin-szulfoxid)
(PDLMS) .

A polimer-lanc 5 és 500 k&6zotti monomer alegységet tartalmaz,
elénybsen 20 és 100 kézoéttit. A polimer atlag molekulatdmege 500
€s 75000 kozdtt valtozik, eldnydsen 2000 és 15000 k&zdtt. Az at-
lag molekulatomeget kilénbszé médokon becsilhetjik meg, mint az
a technika 4llasdbdl ismert. A jelen talalmany példaiban a mole-
kulatomeg becslését az NMR-adatokon alapulva végezzik.

A  taldlmany szerinti kompozicidkba beépitett lipid-polimer-
konjugatumok eldallitasara eldnybsen olyan gyartéasi eljarasokat

alkalmazunk, amelyekben az aminosav-monomerek oldallancain 1évd
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reaktiv csoportokat megvédjik a polimerizéacié és a lipid kapcso-
lasa elétt.

A lipid-polimer-konjugdtumokat a szakterileten ismert elja-
rasok szerint &allithatjuk eld. Egy Jjél-ismert modszer az amino-
sav-polimerek elddllitdsadra magaban foglalja a megfeleld amino-
sav N-karboxi-anhidridek (NCA) gylri-felnyitd polimerizaciéjat,
adott esetben egy vagy to&bb vedScsoporttal védve, nukleofi-
lekkel, mint pl. (C;-C4)-alkil primer aminokkal inicidlva. Egy
masik moédszer, hogy lipid-polimer-konjugatumokat kapjunk, maga-
ban foglalja egy védett funkciondlis csoporttal rendelkezd& amin,
mint pl. N-Boc-1,4-diamino-butén, alkalmazasat inicidtorként a
gyldrid-felnyitd NCA polimerizacidban. Habar két extra lépés, ne-
vezetesen a funkcids csoport eltdvolitasa és az ezt kdvetd kap-~
csolas a a lipidhez a reaktiv csoporttal, szikséges ebben az el-
jarasban, az ily médon eldallitott lipid-polimer-konjugatumok
szintén alkalmasak a talalmany szerinti kolloidalis hordozé kom-
pozicidkba torténd beépitésre.

Ha az amfifil lipid egy Cg~Csy egyenes vagy elagazé lancui mono-
vagy dialkil-, di (hidroxi-alkil)- vagy dialkilén-amin, egy
alkanol vaqy egy ceramid, ezt eldédnydsen alkalmazhatjuk
iniciatorként a gylrdi felnyitasi polimerizacids reakcidban. Ez
azt Jelenti, hogy a polimerizaciés reakcié alatt az amfifil
lipidet egylépésben kapcsoljuk a polimerhez. A poli-aminosavak
molekulatdmege erdsen figg az oldészertdl vagy az olddszer-
kombin&dciétdl, a hasznalt vegyszerek tisztasdgatdl és a mono-

mer/polimerizacidés inicidtor aranytél. Altaléban elmondhatjuk,
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hogy ha magasabb a monomer/polimerizaciés iniciator arany, maga-
sabb lesz a polimer molekulatémege.

Amikor egy eldre-meghatdrozott kompozicié polimerét kell eldal-
litani, eldénydsen alkalmazzuk a szilardfdzist peptidszintézis
moédszert.

A polimer ismétlédé egységein jelenlévd véddécsoportokat amino-
lizissel tavolithatjuk el egy amino-alkohol alkalmazasaval, mint
pl. Z2-amino-etanol, 3~amino-propanol vagy 2,3-dihidroxi-propil-
-amin.

A talalmany szerinti lipid-polimer konjugdtuokat eldénydsen
beépithetjik a taldlmany szerinti kolloidadlis hordozéd kompozici-
bkba, 1igy pl. vezikularis kettdsrétegli rendszerekbe, mint pl.
liposzomak, nioszdémdk és forditott vezikulumok, micelldris rend-
szerek, nanokapszuldk, nanogémbok, stb. Elényds kolloidalis hor-
dozd rendszerek a vezikuldaris kettdsrétegl rendszerek. A
liposzémak eldallitadsa soran a taldlmany szerinti lipid-polimer-
konjugatumot O&sszekeverjik a komponensekkel, melyeket normalisan
a liposzomak készitése soran hasznédlunk, mint pl. vezikulum-
formadldé lipidek, stabilizatorok, stb. A konjugatumot molaris
koncentracidoban alkalmazzuk, mely elegendd ahhoz, hogy kiter-
jesszuk a liposzémdk keringési idejét a vérben néhanyszorosara
azoknak a liposzdémakénak, amelyek polimer-lipid-konjugdtumot nem
tartalmaznak. A polimer konjugadtumot tipikusan 1-15 mdlszaza-
lékban, eldénydsen 3-10 mélszazalékban és legeldényosebben 5-7,5
mélszazalékban alkalmazzuk.

A liposzomak atlagos mérete, Dynamic Light Scattering (DLS)

technikédkkal meghatarozva, 200 nm alatti, elénydsen 150 nm alat-
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ti és legeldnydsebben 100 nm alatt van. Az ilyen tipusu
kolloidalis hordozé részecskék méretének alsé hatdra 20 nm.

A polimer—lipid—konjugétumok, amikor a toltéssel biré liposzsé-
makba beépitettiik, képességet mutattak arra, hogy redukaljak a
zeta-potencidlt, ezaltal bizonyitva, hogy a polimer beépilve
pajzsszerlen védi a fellileti toltést.

A kompozicidkat szamos médon beadhatijuk, azonban a
barenteralis beaddsi méd az eldnyds. A hatéanyagtél és orvosi
indik4aciotosl vagy kezelendd rendellenességtél fuggden, a beadas
intravénas, szubkutén, intramuszkuléris, intraperitoneélis,
intra-artikuléris, stb. injekciéval torténhet.

A jelen talalmdnnyal Osszhangban a liposzémalis készitmények
patkanyoknak térténd intravénas beadasa utéan azt taldltuk, hogy
a liposzomak keringési ideje a vérben a kivant céllal Osszhang-
ban varialhato. A kerigési id6 a vérben figg az alkalmazott
lipid-polimer—konjugétumtél, kildnésen a lipid/polimer kombina-
cié megvalasztidsatol, a polimer molekulatdmegétsl és a beéplilési
sliriségtsl. Az eredmények hasonléak azokhoz, melyeket a megfele-
16 PEG-beliltetett liposzémaknal megfigyeltink, pl. a lipid-PHEG-
konjugatumokra, lipid—PHEA—konjugétumokra és a lipid-PDLMS-
konjugatumokra, amelyekben az amfifil lipid egy kettés hidroféb
farkat tartalmaz (PHEG-diaminobutén-DODASuc, PHEA-DODASuc és
PDLMS-DODASuc) .

A taladlmany szerinti lipid—polimer—konjugétumokkal készitett
liposzémalis készitmények stabilitasa altaladban novekszik a kon-
vencionalis liposzémalis készitményekkel Osszehasonlitva. Raada-

sul a liposzémalis készitmények stabilitasat tovabb novelhetjik
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a lipid-polimer-konjugdtum megfeleld kivalasztdsaval. Azt hang-
sulyozni kell, hogy ez a kivalasztas a hatdanyag megvalasztasa-
tdl is fugg. Igy példaul egy kortikoszteorid vizoldhatd szarma-
zékanak enkapszuldci6ja maga a kortikoszteroid helyett egy
liposzdémalis készitménybe, a liposzdémédlis készitmény
megnovekedett stabilitasdt fogja eredményezni. A prednisolon-
foszfat enkapszulacidja eqgy poli(hidroxi-etil)-aszparagin-
-DODASuc-konjugatumot tartalmazé liposzémaba kissé Jjobb ered-
ményt ad, mint a poli(2-hidroxi-etil)-L-glutamin-diaminobutén-
-DODASuc-konjugatumot tartalmazé liposzémaba torténd beépités. A
stabilitas egy tovabbi noévelését azaltal érhetjiik el, hogy elta-
volitjuk a vizes vezikulumot a liposzdémélis kompozicidébdl a
szakteruleten jél-ismert eljarasokkal, mint pl. permetezve-
szaritas, fagyasztva-szaritds, rotacidés beparlas, stb..

A lipid-polimer-konjugatumok, melyeket a talalmany szerinti
kolloidalis hordozé kompozicidkba beépitettink, hosszu kerigési
tulajdonsagokat biztositanak ezeknek a kompozicidéknak. A hosszu
kerigési tulajdonsagok alatt a kolloidalis hordozd kompozicid
vérben vald kerigési idejének novekedését értjuk, Osszehasonlit-
va egy olyan kompozicidéval, amely nem tartalmazza a lipid-
polimer-konjugatumot. A hosszi keringési tulajdonsadgokata szak-
terlileten ismert médszerekkel hatarozhatjuk meg (Torchilin VP,
Shtilman MI, Trubetskoy Vs, Whiteman K, Milstein AM. :
Amphiphilic vinyl polymers effectively prolong liposome
circulation time in vivo (Amfifil vinil-polimerek hatékonyan
meghosszabbitjak a liposzéma kerigési idét in vivo). Biochimica

et Biophysica Acta 1195, 181-184 (1994); Torchilin VP,
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Trubetskoy VS, Whiteman KR, Caliceti P, Ferruti P, Verones FM.>
New synthetic amphiphilic polymers for steric protection of
liposomes in vivo (Uj szintetikus amfifil polimerek a liposzoémak
in vivo sztérikus védelmére). Journal of pharmaceutical sciences
84(9), 1049-1053 (1995)). A példakban egy eljarast ismertetiink a
liposzomdk eldallitdsara. Ezért az ilyen kompozicidkat, és kuls-
nosen a vezikularisakat felhasznalhatjuk a készitmények varidléa-
sahoz. Kivéve mint egy keringd drug rezervoart, felhaszndlhatjuk
azokat a patologias helyekre (tumorok, fertdzés, gyulladds) tor-
téndé passziv célbajuttatashoz, és a vérdramban a sejtekbe toérté-
né aktiv célbajuttatdsra, az endotéliumhoz torténé juttatésra
(pl. angiogenezis-kapcsolt receptorokhoz), pl. iranyitd eszkozdk
kapcsolasaval, igy pl. monoklonalis antitestekkel. Tovébbi al-
kalmazas lehet egy mesterséges oxXigén-sz4allitdé rendszer, vér-
pool leképezés és bioanyagok Osszetapadas elleni bevonasa, mint
pl. kateéterek és ér-protézisek.

Emellett a lipid-polimer-konjugatumok biodegraddlhaték és ezért
igen nagy eldnnyel rendelkeznek, kuléndsen annak ténynek k&szoén-
hetden, hogy nem &ll fenn az emberi vagy allati szervezet sejt-
jeiben a felhalmozodas rizikoéja.

Tovabbad a lipid-polimer-konjugatumok azt mutatjék, hogy egy
csOkkent lipid-dézis fuggdéség all fenn a PEG-liposzdémékkal o©sz-
szehasonlitva.

Masik tovébbi, de igen lényeges eldény lehet, hogy a talalmény
szerinti kompozicidk masodik injekcidéja utani fokozott kivalasz-
tast nem minden esetben figyeltik meg, és hogy a vérben a kerin-

gesi 1d6 csokkenése mérsékelt. Ez szignifikéns eldényt djelenthet
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a PEG-gel bevont, kolloidadlis hordozé kompoziciékkal Osszehason-
litva.

A talalmany szerinti kolloid&lis hordozé kompozicidék a lehe-
téségek varidcidit biztositjadk a terapidaban, diagnosztikdban,
profilaxisban, stb. torténd alkalmazashoz. A lipid-polimer-
konjugatumok sokoldalusadganak koészonhetden, melynek komponenseit
a céllal osszhangban valaszthatjuk ki, és a kolloidalis hordozé
rendszerek varidbilitdsdra visszavezetve, melyekb&l az egyiket
lehet kivalasztani, koénnyen kitGnik, hogy dltalanosséagban lehet-
séges minden hatdanyagra egy megfeleld kolloidalis hordozé kom-
pozicidt megtervezni. Elsé példaként, ha a talalmény szerinti
kompozicidk intravénds beaddsa utéan semmilyen vagy csak gyenge
hatdst figyelink meg a vér-keringési idében, a teriileten jartas
szakember képes varidlni nagyszamu kiilénb6zd paramétert a lipid-
polimer-konjugadtumban (pl. molekulatomeg, beépllési sUrlGség, po-
limer, 1lipid, stb.) és a kolloiddlis hordozé kompozicidjaban,
hogy a standard készlet szerinti kerigési idét ndvelje. Egy na-
gyon érdekes hatas lathatd, amikor a taldlmany szerinti kompozi-
cidk egy vizoldhaté kortikoszteroidot tartalmaznak hatdanyag-
ként. Egy in vivo kisérletes arthritis modellben az ilyen kompo-
zici6é egyetlen intravénas injekciéja ugyanolyan hatasos, mint a
nem-enkapszulazott kortikoszteroid vegylilet ismételt injekciédi,
vagy amikor konvenciondlis liposzémékba enkapszulaztuk. Erdekld-
désre szamottarté vizoldhaté kortikoszteroidok a budenosid-
foszfat és a flunisolid vizoldhaté szarmazékai és a fluticason-
propionat. Kedvezd hatésok lehetnek az arthritiszhez kapcsolddsd

tinetek komplett és hosszan-tartd remissziéja, mikdzben a
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kortikoszteroid-alapu terdpiaval kapcsolatos mellékhatdsok csoék-
kenni fognak a kortikoszteroid beadandéd mennyiségében torténd
csokkenésre visszavezethetden, és mivel a kortikoszteroidok,
amelyek norméalisan gyorsan kiliriilnek a vérbdl, igy hasznéalhatoék.
Mas betegségekben is, amelyekben a kortikoszteroidok a kivalasz-
tott szerek vagy ko-terdpidban kerilnek alkalmazasra, a talal-
many szerinti kompozicidk eldényds hatasai kdnnyen felismerhetdk.
Azonban, egyéb hatdanyagok is figyelemreméltd hatasokat mutatnak
a talalmany szerinti kompozicidkban.

Jbllehet a taldlmanyt néhany részletében a szemléltetés és
pelda utjén a megvilagitas és megértés celjabol ismertettik, a
terileten jartas szakember szamara a taldlmany kitanitdsanak fé-
nyében magdtdél értetddik, hogy bizonyos valtoztatdsok és mdédosi-
tasok megtehetdk anélkiil, hogy az igénypontok oltalmi koérétsl
eltérnénk.

Az alabbi példakkal tovabb illusztralijuk a talalmanyt.

1. példa
Heptadecil-oktadecil-amin végcsoportot tartalmazé poli (y-benzil-
L-glutamat) (PBLG-heptadecil-oktadecil-amin)

0,94 g (3,6 mmol) y~benzil-L-glutamat-N-karboxi-anhidridet
(NCA) feloldunk 5 ml vizmentes DMF-ban nitrogén-atmoszféra
alatt. Egyszerre hozzdadjuk 25 mg (0,05 mmol) 1l-heptadecil-
-oktadecil-amin (Sigma Aldrich) 1 ml vizmentes kloroformban ké-
szGlt oldatat. Majdnem azonnal megindul a gazképzd&dés (COy). Az
oldatot 1 napig keverjik szobahémérsékleten, majd 10-20-szoros
feleslegben vett vizzel kicsapjuk. A fehér csapadékot &ssze-

gydjtjuk és vakuumban szaritjuk. Hozam: 0,75 g.
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'H-NMR CDCls;-ban (& ppm-ben az olddszer-csucsra vonatkoztatva):
Benzil-glutamat: 7,2 (Cg¢Hs), 5,0 (benzil CH,), 3,9 (a-CH), 2,8 &
2,2 (B &yCHy),

alkillénc: 1,2 (CH, alkillanc), 0,8 (CH;).

2. példa

Heptadecil-oktadecil-amin végcsoportot tartalmazé poli[N-(2-
~hidroxi-etil)-L-glutamin] (PHEG-heptadecil-oktadecil-amin)

0,60 g PBLG-heptadecil-oktadecil-amin (l4dsd fent) 5 ml viz-
mentes DMF-ban készilt oldatdhoz hozzdadunk 0,15 g 2-hidroxi-
piridint és 0,8 ml etanol-amint.Ezt az oodatot 3 Uradn &t kever-
juk szobah&mérsékleten nitrogén-atmoszféra alatt. Az oldatot 10-
20-szoros feleslegl dietil-éterrel kicsapatjuk. A terméket ki-
szUrjik és vakuumban szaritjuk. A vizoldhaté polimer terméket
vizzel szemben 2 napig dializdljuk celluldz-észter dializis cso-
vekben (MWCO 500). A tisztitott, heptadecil-oktadecil-végcso-
portot tartalmazd PHEG-et fagyasztva szaritds utédn kapjuk meg.
Hozam: 0,30 g.

Jellemzés:

'"H-NMR DMSO-d6-ban (8 ppm-ben az olddszer-csucsra vonatkoztatva) :
Hidroxi-etil-amin: 4,1 (a-CH), 2,2 és 1,8-1,9 (R és yCH,), 3,4
(CH-OH), 3,1 (CH;~-NH»),

alkillénc: 1,2 (CH, alkillanc), 0,8 (CH;).

A sztearil-szigndlok és az a-CH szigndl integraljénak aranyabol

a PHEG molekulatomegét 12000-re becsultuk.

3. példa
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Di(sztearil~amin) végcsoportot tartalmazé poli[N-(2-hidroxi-
-etil) -L-glutamin], amelyet iniciatorként N-Boc-1,4-diamino-
butan Utjan vezetiink be (PHEG-diaminobutan-DODASuc)

2,5 g (9,5 mmol) 7y-benzil-L-glutamdt-N-karboxi-anhidridet
feloldunk 2,5 ml vizmentes etil-acetat és 12,5 ml vizmentes
diklér-metan elegyében és 0,95 ml (0,95 mmol) 1 mélos N-Boc-1, 4-
-diamino-butén diklor-metanos oldatat adjuk hozzad inicidtorként.
Az elegyet 3 napon A4t nitrogén-atmoszférdban szobahdémérsékleten
keverjik és ezutadn metanolban kicsapjuk. Hozam: 1,48 g PBLG-N-
-Boc-diamino-butén.

'H-NMR (CDCl;) spektrum az N-Boc-1,4-diaminobutan jeleket & 1,4-
1,3-nal mutatija.

Maldi TOF ms:

Ismétldédd benzil-glutaminsav egység témege: n x 219.

m/z 1417 (n=5), 1636 (n=6), 1855 (n=7), 2074 (n=8), megfelelnek
az N-Boc-1,4-diamino-butédn csoportot (187 Da) és egy ciklikus
peptid végcsoportot (112 Da) tartalmazéd natrium-addukt tomegei-
nek.

m/z 1433 (n=5), 1652 (n=6), 1872 (n=7), megfelelnek az N-Boc-
-1,4-diamino-butédn csoportot (187 Da) és egy ciklikus peptid

végcsoportot (112 Da) tartalmazé natrium-addukt tomegeinek.

Veddcsoport-eltidvolitds a PBLG-N-Boc-diamino-butdnrol:

738 mg PBLG-N-Boc-diamino-butant 3,5 6ran &t keverink 5 ml
4N soésavas dioxanban. Ezt kovetden a reakcidelegyet egy Rotava-
por beparldéban vakuumban beparoljuk. A parlasi maradékot 5 ml

tetrahidrofurdnban feloldjuk és cseppenként 80 ml NaHCO;-oldatot
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(6,5 g vizben) adunk hozzad. A terméket kiszlrjik, vizzel mossuk
és vakuumban szaritjuk. Hozam: 677 mg PBLG-diamino-butéan.

'H-NMR (CDC15) spektrum azt mutatja, hogy a véddécsoportot telje-
sen eltavolitottuk.

Maldi TOF tomeganalizis a kivant molekulatomegeket mutatija.
Ismét1lddd benzil-glutaminsav egység tomege: n x 219.

m/z 1318 (n=5), 1537 (n=6), 1756 (n=7), 1976 (n=8), megfelelnek
az 1,4-diamino-butdn csoportot (87 Da) és egy ciklikus peptid

végcsoportot (112 Da) tartalmazo natrium-addukt toémegeinek.

DODASuc-hoz torténdé kapcsoléas:

62 mg (0,1 mmol) N-szukcinil-dioktadecil-amint (DODASuc,
Schmitt et al.: J. Am. Chem. Soc. 116, 19, 8485-8491, 1994),
13,7 mg (0,12 mmol) N-hidroxi-szukcinimidet és 0,66 mg dimetil-
-—amino-piridint (DMAP) feloldunk 2 ml diklér-metdnban. Miutan
lehdtottik 0°C-ra, 24,6 mg (0,12 mmol) N,N'-diciklohexil-
-karbodiimidet (DCC) adunk hozza. Az oldatot 1 éradn at 0°C-on és
egy €jszakan At szobahdémérsékleten keverjik. Ezutan az oldhatat-
lan diciklohexil-karbamidot kiszlrjik, és a szirletet hozzaadjuk
200 mg PBLG-diamino-butan 3 ml diklér-metanban és 14 pl trietil-
-aminnal készilt oldatdhoz. Az oldatot egy éjszakan at szobahd-
mérsékleten keverjik, majd metanolba csepegtetjuk, a kivalt
anyagot szUrjuk és szaritjuk. Hozam: 135 mg. Az 'H-NMR (CDCl;)
spektrum azt mutatja, hogy a disztearil jelen van, CH, jelek &
1,4-1,2-nél és CH; jelek & 0,9-0,8-nal.

Maldi TOF tomeganalizis a kivant molekulatdmegeket mutatja, ami

azt jelzi, hogy a DODASuc kapcsoldédott a PBLG-diamino-buténhoz.
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m/z 1922 (n=5), 2141 (n=6), 2360 (n=7), 2580 (n=8), 2799 (n=9),
3018 (n=10) megfelelnek egy ciklikus peptid végcsoportot (112

Da) tartalmazé PBLG-diaminobut&n-DODASuc natrium-addukt tomegei-

nek.
Szerkezet:
gz 0 O Q Q  (CH,)=—CH
H,.C™ H yz 277 3
) N BETI B BY
N H, " H, H, (CHz)ﬂ---CH3
0 H
O
Aminolizis:

120 mg PBLG-diaminobutan-DODASuc-ot és 10,8 mg 2-HP-t felol-
dunk 1,3 ml dimetil-formamidban és 0,68 ml 2-amino-etanolt adunk
hozza. Miutdn 24 ordn 4t 40°C-on nitrogén-atmoszférdban kever-
tettldk, becsepegtetjik kloroformba. A terméket kiszirjik és va-
kuumban szaritjuk. Hozam: 83 mg PHEH-diaminobutan-DODASuc.

Az 'H-NMR (DMSO) disztearil jeleket mutat & 1,2-1,4-nél (CH,) és
5 0,8-0,9-nél (CH;).

A sztearil jelek és az a-CH jel integraljainak aranyabdél a PHEG
molekulatomegét 4000-re becsultik.

Szerkezet:
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4. Eélda

Amin végcsoporttal rendelkezd poli [N-(2-hidroxi-etil) -L-
-glutamin] , melyet iniciatorként disztearil-aminnal vezettiink be
(PHEG-disztearil-amin)

1,0 g (3,8 mmol) y-benzil-L-glutamat-N-karboxi-anhidridet
feloldunk 1 ml vizmentes etil-acetdt és 5 ml vizmentes diklér-
-metan elegyében. Ezt koévetden 163 mg disztearil-amin 3,26 ml
diklér-meténban készilt oldatabdél 2 ml-et (0,19 mmol) adunk hoz-
za. A lombikot CaCl,-dal toltétt csdével latjuk el, és az elegyet
4 napig szobahdémérsékleten nitrogén atmoszféra alatt keverjik.
Ezutan a keveréket cseppenként metanolhoz adjuk, a kivalt poli-
mert szUrjik és vakuumban szaritjuk.

Hozam: 757 mg PBLG-disztearil-amin

Reakcio:
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'"H-NMR (CDCl3) analizis azt mutatja, hogy a sztearil jelen van a
termékben:CH; jel &-nal 0,9 (t) és a CH, jel ®-nal 1,3-1,2.

Maldi TOF ms:

Az ismétlddd benzil-glutaminsav-egység tomege: n x 219.

m/z 1971 (n=6), 2190 (n=7), 2410 (n=8), 2629 (n=9), 2848 (n=10),
megfelelnek a disztearil-amin csoportoﬁ (521 Da) és egy ciklikus
peptid veégcsoportot (112 Da) tartalmazé natrium-addukt toémegei-
nek.

m/z 2206 (n=7), 2427 (n=8) megfelelnek a disztearil-amin csopor-
tot (521 Da) és egy ciklikus peptid végcsoportot (112 Da) tar-

talmazé kalium-addukt tdmegeinek.

Aminolizis:

A fent-eldallitott PBLG-disztearil-amin (600 mg)
aminolizisét amino-etanollal és kataliz&torként 2-hidroxi-
-piridinnel dimetil-formamidban végezzik, igy 430 mg PHEG-
-disztearil-amint kapunk.

"H-NMR (DMSO-d6) analizis disztearil-amin jeleket mutatott.
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Szerkezet:
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H, C Q H O /(Ckhhf——CPh
e s e
9] ﬁ (CHy,;7—CH,
0] NH
5. Eélda

Diaminobutan-DODASuc végcsoportot tartalmazé poli[N- (hidroxi-
-alkil)-L-glutamin]

PBLG- (Boc) ~diaminobutdan:

3 g y-benzil-L-glutamat-N-karboxi-anhidrid (NCA) 8 ml viz-
mentes DMF-ban készult oldatdhoz hozzadadjuk 0,1 g N-Boc-1,4-
diamino-butan 1 ml kloroformban késziilt oldatat. Az elsd orakban
gazképzddés (szén-dioxid) figyelhetd meg. Ezt az oldatot 1 napon
at nitrogén-atmoszférédban szobahémérsékleten keverjik. Miutan
kb. 100 ml metanollal a polimert kicsaptuk, kiszlrjuk és sza-
ritjuk, 1igy 2 g Boc-védett aminocsoportot tartalmazé PBLG-t ka-

punk.

'"H-NMR (CDC1li3) (& az olddszer-csucsra vonatkoztatva):
Boc: 1,4 (CHs)
PBLG: 2,2 és 2,6 (B,y-CHz), 4,0 (o-CH), 5,0 (benzil CH,), 7,3

(fenil).
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PBLG-diaminobutén (Boc-véddcsoport eltavolitéasa):

1,1 g PBLG-N-Boc-diamino-butant 3-4 6ran at keverink 5 ml 4N
sbésavas dioxdnban, és ezutan cseppenként hozzdadjuk kb. 80 ml
NaHCO3;-oldathoz (6,5 g vizben). A terméket kiszirjuk, vizzel mos-
suk és vakuumban szdritjuk. Hozam: 1 g PBLG-diamino-butdn.

'H-NMR (CDCls3) (8 az olddészer-csucsra vonatkoztatva)

PBLG: 2,2 és 2,6 (B,y-CHz), 4,0 (a-CH), 5,0 (benzil CH;), 7,3
(fenil).

Boc szignalok hianyoznak.

PBLG-diaminobutdn-DODASuc (DCC-s kapcsolds):

170 mg N-szukcinil-dioktadecil-amint (DODASuc), 90 mg DCC-t
és 10 mg 4-(dimetil-amino)~piridinium-4-toluol-szulfonatot
(DPTS) feloldunk 4 ml diklér-metéanban. Az oldatot 1 éran at szo-
bahdmérséekleten keverjuk. 0,73 g PBLG-diamino-butan és 40 pul
trietil-amin 3 ml dikldér-metanban késziilt oldatat adjuk hozza. A
kivalt diciklohexil-karbamidot tartalmazé oldatot egy éjszakan
at szobahdmérsékleten keverjik , majd feleslegben vett metanolba
(kb. 100 ml) csepegtetjik. A polimer terméket kiszlirjik és sza-
ritjuk. Hozam: 0,5 g.

'H-NMR (CDCl3) (8 oldészer-csucsra vonatkoztatva) :

disztearil jelek 0,8-0,9-nél (CH3) és 1,2-1,4-nél (metilén proto-
nok)

PBLG: 2,2 és 2,6 (B,y-CHz), 4,0 (a-CH), 5,0 (benzil CH,), 7,3
(fenil) .

5.1. PHEG-diaminobutan-DODASuc

A PHEG-diaminobutan-DODASuc terméket a PBLG-diaminobutdn-

-DODASuc aminolizisével kapjuk meg az aldbbiak szerint:
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0,5 g PBLG-diaminobut&n-DODASuc-ot és 15 mg 2-hidroxi-
-piridint 4 ml DMF-ban feloldunk. Azutén 2 ml etanol-amint adunk
hozza. Az oldatot 24 6ran at 40°C-on nitrogén-atmoszféraban ke-
verjik és kb. 100 ml dietil-éterhez adva kicsapjuk. A PHEG-
-diaminobutan-DODASuc-ot vizben feloldjuk, dializaljuk (MWCO
500) és ezt kovets fagyasztva-szaritas 0,35 g tisztitott PHEG-
-diaminobut&n-DODASuc konjugatumot eredményez.

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az olddszer csucsra vonatkoztatva) :
diasztearil-szigndlok 0,8-0,85-nél (CH;) és 1,2-1,5-nél (metilén-
protonok)

PHEG: 1,7-2,2 (B,y-CHz), 3,1 & 3,3 (hidroxi-etil), 4,2 (a-CH),
4,7 (OH), 7,8 & 8,2 (NH).

A disztearil-szignalok és az a-CH szignadl integraljainak értel-
mezésébdl a PHEG molekulatomegét kb. 4000-nek szamitottuk.

A MALDI-TOF megfelel a PHEG-diaminobut&n-DODASuc konjugadtum mo-
lekula-szerkezetének.

Na‘'-addukt: m/z 3064,5 (n=13), 3236,1 (n=14), 3408,7 (n=15),
3580,6 (n=16), 3752,9 (n=17), 3924,7 (n=18), 4096,7 (n=19),

4268,4 (n=20), 4441,1 (n=21), 4613,3 (n=22), 4785,1 (n=23), stb.

5.2. Poli[(2—hidroxi-propil)-ng;utamin]-diaminobutén—DODASuc

A poli[(2-hidroxi-propil)-L-glutamin]-diaminobutan-DODASuc
cim szerinti terméket a PBLG-diaminobutan-DODASuc 2-propanol-
-aminnal (izopropanol-amin) végzett aminolizisével kapjuk meg az
alabbiak szerint:

0,15 g PBLG-diaminobuta&n-DODASuc-ot és 0,05 g 2-hidroxi-

-piridint 4 ml DMF-ban feloldunk. Azutdn 1 ml 2-propanol-amint
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adunk hozza. Az oldatot 24 oéran at 40°C-on nitrogén-atmoszféra-
ban keverjik és kb. 100 ml dietil-éterhez adva kicsapjuk. SzAari-
tas utéan 0,1 g PHizoPG-diaminobutdn-DODASuc-ot kapunk. A poli-
mert vizben feloldjuk, dializaljuk (MWCO 500) és ezt kovetd fa-
gyasztva-szarités tisztitott poli[(2-hidroxi-propil)-L-gluta-
min] -diaminobut&n-DODASuc-ot eredményez.

'"H-NMR (DMSO-d6) (8 az oldoszer csucsra vonatkoztatva):
diasztearil-szignalok 0,8-0,85-nél (CH;) és 1,2-1,5-nél (metilén-
protonok)

PHPG: 1,7-2,2 (B,y-CHp), 1,0 (CH3;) & 3,0 & 3,3 & 3,7 (hidroxi-
propil), 4,2 (a-CH), 4,7 (OH), 7,8 & 8,2 (NH).

Szamitott molekulatomeg: kb. 4000.

5.3 Poli[(3-hidroxi-propil)-L-glutamin]-diaminobutan-DODASuc

A poli[(3-hidroxi-propil)-L-glutamin]-diaminobutan-DODASuc
cim szerinti terméket a PBLG-diaminobut&n-DODASuc 3-propanol-
-aminnal végzett aminolizisével kapjuk meg az aldbbiak szerint:

0,3 g PBLG-diaminobutan-DODASuc-ot ¢és 0,1 g 2-hidroxi-
-piridint 4 ml DMF-ban feloldunk. Azutédn 2 ml 3-propanol-amint
adunk hozza. Az oldatot 24 oéran at 40°C-on nitrogén-atmoszféra-
ban keverjik és kb. 100 ml dietil-éterhez adva kicsapjuk. Szari-
tas utan 0,25 g PHPG5000-diaminobutan-DODASuc-ot kapunk. A poli-
mert vizben feloldjuk, dializdljuk (MWCO 500) és ezt kovetd
fagyasztva-szaritas tisztitott poli[(3-hidroxi-propil)-L-gluta-
min]-diaminobutan-DODASuc-ot eredményez.

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az olddszer csucsra vonatkoztatva) :
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diasztearil-szignalok 0,8-0,85-nél (CH;) és 1,2-1,5-nél (metilén-
protonok)

PHPG: 1,7-2,2 (B,y-CH;), 1,5 & 3,1 & 3,3 (hidroxi-propil), 4,2
(o-CH), 4,6 (OH), 7,8 & 8,2 (NH).

Molekulatémeg: kb. 5000.

Maldi-TOF:

Na'-addukt: m/z 3623 (n=15), 3810 (n=16), 3996 (n=17), 4182

(n=18), 4368 (n=19), 4555 (n=20), stb.

5.4 Poli[(4-hidroxi—propil)-L:glutamin]—diaminobutén—DODASuc'

A poli[(4-hidroxi-propil)-L-glutamin]-diaminobut&n-DODASuc
cim szerinti terméket a PBLG-diaminobutdn-DODASuc 4-propanol-
-aminnal végzett aminolizisével kapjuk meg az aldbbiak szerint:

0,3 g PBLG-diaminobut&n-DODASuc-ot ¢és 0,1 g 2-hidroxi-
-piridint 4 ml DMF-ban feloldunk. Azutdn 2 ml 4-butanol-amint
adunk hozza. Az oldatot 24 o6rén &t 40°C-on nitrogén-atmoszféra-
ban keverjuk és kb. 100 ml dietil-éterhez adva kicsapjuk. A po-
limert vizben feloldjuk, dializaljuk (MWCO 500) és ezt kdévetd
fagyasztva-szaritds 0,2 g tisztitott poli[(4-hidroxi-propil)-L-
glutamin]-diaminobutan-DODASuc-ot eredményez.

'H-NMR (DMSO-d6) (0 az olddszer csucsra vonatkoztatva) :
diasztearil-szignéalok 0,8-0,85-nél (CH;) és 1,2-1,5-nél (metilén-
protonok)

PHBG: 1,7-2,2 (B,y-CH;), 1,4 & 3,1 & 3,3 (hidroxi-butil), 4,2
(u-CH), 4,5 (OH), 7,8 & 8,2 (NH).

Molekulatomeg: kb. 4000.
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5.5 Poli[(2,3-dihidroxi—propil)-L-glutamin]-diaminobutén-DODASuc

Poli[(2,3-dihidroxi-propil)-L-glutamin]-diaminobutan-DODASuc
cim szerinti terméket a PBLG-diaminobut&n-DODASuc 2,3-dihidroxi-
-propil-aminnal végzett aminolizisével kapjuk meg az alabbiak
szerint:

0,15 g PBLG-diaminobuta&n-DODASuc-ot és 0,06 g 2-hidroxi-
-piridint 3 ml DMF-ban feloldunk. Azutdn 1 ml 2,3-dihidroxi-
-propil-amint adunk hozza. Az oldatot 1 napon &t 40°C-on nitro-
gén-atmoszféraban keverjik és kb. 100 ml dietil-éterhez adva ki-
csapjuk. A polimert vizben feloldjuk, dializ&ljuk (MWCO 500) és
ezt kovetd fagyasztva-szaritas 0,1 g tisztitott poli[(2,3-
-dihidroxi-propil)-L-glutamin]-diaminobutan-DODASuc-ot eredmé-
nyez.

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az oldészer csicsra vonatkoztatva):
diasztearil-szigndlok 0,8-0,85-nél (CH;) és 1,2-1,5-nél (metilén-
protonok)

Poli (dihidroxi-propil)G: 1,7-2,2 (R,y-CHy), 3,1 & 3,3-3,6
(dihidroxi-propil), 4,2 (a-CH), 4,6 & 4,8 (OH), 7,8 & 8,2 (NH).

Molekulatémeg: kb. 4000.

6. példa

Koleszteril -PHEG

0,2 g PBLG-NH; és 20 pl trietil-amin 2 ml kloroformban ké-
szult oldatahoz 0,07 g klér-hangyasav-koleszteril-észter 1 ml
kloroformban készilt oldatat adjuk. Az oldatot kb. 1 6ran A&t

szobahdmérsékleten keverjik és ezutdn dietil-éterhez adva kicsa-
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patjuk. A csapadékot Osszegyljtjik és szaritjuk, igy 0,13 g po-
limer terméket kapunk.

Az etanol-aminnal (2-hidroxi-piridin katalizé&torként szere-
pel) 1 napig 40°C-on végzett aminolizis koleszteril-PHEG-~t ered-
ményez. A polimer terméket dializissel tisztitjuk (MWCO 500).
'H-NMR (DMSO-d6) (& az olddészer csucsra vonatkoztatva):

PHEG: 1,7-2,2 (B,y-CH2), 3,1 & 3,3 (hidroxi-etil), 4,2 (a-CH),
4,7 (OH), 7,8 & 8,2 (NH).

Koleszteril: 0,6-1,6

Molekulatomeg: kb. 4000

Maldi-TOF megfelel a koleszteril-PHEG-konjugadtum molekula-
szerkezetének.

Na'-addukt: m/z 3046 (n=14), 3218 (n=15), 3390 (n=16), 3562

(n=17), 3735 (n=18), 3907 (n=19), 4080 (n/20), stb.

7. példa

Poli (2-hidroxi-etil)-DL-glutamin-diaminobutan-DODASuc

A szintézis analoég a poli (2-hidroxi-etil)-L-glutamin-
-diaminobutan-DODASuc szintézisével (5. példa) néhany eltérés-
sel: y-benzil-DL-glutamin NCA-t 4&llitunk eldé y-benzil-L- és y-
benzil-D-glutamdt 1:1 ardnyu keverékébdl és etil-acetdt/hexanboél
(kb. 1:5) atkristdlyositjuk (lasd 1. példa). A poli(benzil-DL-
glutamin)-diaminobutdn-BOC-ot metanol helyett vizzel csapjuk ki.
A poli(benzil-DL-glutamin)-diamiobutan-DODASuc-ot metanollal
csapjuk ki.
NMR-spektrum latszélag azonos a poli(2-hidroxi-etil)-L-glutamin-

diaminobutan-DODASuc spektrumaval (5.1. példa)
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Molekulatomeg: kb. 3000.

8. példa

PHEG-kopolimer: poli (HEG-ko-glutaminsav) -diaminobutan-DODASuc;

5% glutaminsav

0,14 g PBLG-diaminobutan-DODASuc, 0,05 g 2 hidroxi-piridin,
kb. 1 ml etanol-amin 1,5 ml DMF-ban késziilt oldatat nitrogén-
atmoszféraban keverjik 1 napig szobahdémérsékleten. Az oldatot
dietil-éterbe ontve kicsapjuk. A terméket, a részlegesen etanol-
aminnal aminolizalt PBLG-diaminobutan-DODASuc-ot (PHEG 5%
benzil-észter oldalcsoportokkal) 6sszegyljtjik és szaritjuk. Az
DMSO-ban felvett NMR 5% nem-reagdlt benzilcsoport jelenlétét mu-
tatta ki.

Az emlitett polimert 8,5 ml 1M NaOH-ban feloldjuk és 4 6ran
keresztlil keverjiuk. Az oldatot 1N HCl-lel neutralizaljuk, és ez-
utan néhany napig dializaljuk (MWCO 500). Negativan toltoétt (fi-
zioldgias pH-n) kopolimer-lipid-konjugatumot (0,1 g) kapunk a
dializalt oldat fagyasztva szaritdsa utén.

A DMSO-ban felvett NMR a benzilcsoportok teljes konverzidjat mu-
tatja.

A MaldiTOF-ot hasznaltuk mindkét glutaminsav és a hidroxi-etil-
-glutamin ismétlddé egységek jelenlétének kimutatdséara.

Molekulatomeg: kb. 3500.

9. példa

PHEG-kopolimer: poli (HEG-ko- (dimetil-amino-etil-glutamin) ) -di-

aminobutan-DODASuc; 5% (dimetil-amino-etil)-oldalcsoportok
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0,25 g PBLG-diaminobutdn-DODASuc, 0,08 g 2-hidroxi-piridin,
kb. 1 ml etanol-amin 2,5 ml DMF-ban késziilt oldatdt nitrogén-
atmoszféraban keverjik 2 napig szobahémérsékleten. A kapott ol-
datot dietil-éterbe 6ntve kicsapjuk. Az etanol-aminnal részlege-
sen aminolizalt PBLG-diaminobutdan-DODASuc-ot (PHEG 5% benzil-
észter oldalcsoportokkal) &sszegyldjtjik és szaritjuk. Az CDCl;-
ban felvett NMR 5% nem-reagalt benzilcsoport jelenlétét mutatta
ki.

0,16 g etanol-aminnal részlegesen aminolizalt PBLG-
diaminobutan-DODASuc, 0,06 g 2-hidroxi-piridin, kb. 1 ml N,N-
-dimetil-etilén-diamin 2,5 ml DMF-ban késziilt oldatat nitrogén-
atmoszféraban keverjik 1 napig 40°C-on. A dietil-éterrel térténd
kicsapads egy port eredményez, amelyet Osszegylujtink és vakuumban
szaritunk. A DMSO-ban felvett NMR a maradék benzilcsoportok tel-
jes konverzidéjat mutatja. A terméket vizben feloldjuk és néhény
napig dializaljuk (MWCO 500) és ezt kdévetden fagyasztva szarit-
Juk. Hozam: 0,1 g pozitivan toltstt PHEG-kopolimer-lipid-
konjugatum.

Molekulatdmeg: kb. 4000.

10. példa

Poli (2-hidroxi-etil) -L-aszparagin (PHEA) egy sztearil-amin vagy
egy heptadecil-oktadecil-amin végcsoporttal

R-Benzil-L-aszpartdt-N-karboxi-anhidrid (NCA):

S5 g bB-benzil-L-aszpartdt 50 ml desztillalt THF-ban, amely
kb. 16 ml 20%-os toluolos foszgén-oldatot tartalmaz, készitett

szuszpenzidjét 60-65°C-ra melegitjik (az oldat f&létt nitrogén-
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gazt vezetlnk 4&t). Kb. tiz perc mulva tiszta oldatot kapunk.
Majd kb. masfél 6ra malva az oldatot lassan kb. 140 ml n-hexanba
csurgatjuk. Azonnal kristalyok képzdédnek. A tovabbi kristalyoso-
dashoz egy éjszakadn at -20°C-on &llni hagyjuk, majd az NCA kris-
talyokat izolaljuk. Tovabb kristadlyositjuk THF/hexanbél és forré
kloroformbél, igy 4,3 g finom t(i-alaki kristalyokhoz jutunk
(Biopolymers 15(9), 1869-71, 1976).

'"H-NMR (CDCls) (8 az olddszer csucsra vonatkoztatva) :
benzilcsoport: 7,3 (fenil), 5,1 (CH,)

aszpartdt-NCA: 2,8 & 3,0 (B-CH,), 4,5 (a-CH), 6,4 (NH).

Sztearil-PBLA:

0,95 g B-benzil-aszpart&at-NCA 2 ml DMF-ban készilt oldatahoz
0,04 g sztearil-amin 0,5 ml kloroformban készitett oldatat ad-
juk. Néhany o6réds keverés utan 60°C-on a zavaros oldatot metanol-
hoz adva kicsapjuk. Szaritas utédan 0,56 g poli(benzil-L-
-aszpartat)~sztearil-aminhoz jutunk.

Heptadecil-oktadecil-PBRLA:

0,5 g B-benzil-aszpartat-NCA 2 ml DMF-ban késziilt oldatahoz
0,1 g heptadecil-oktadecil-amin kb. 1 ml kloroformban készitett
oldatat adjuk. Harom napig keverjik szobahémérsékleten és a za-
varos oldatot metanolhoz adva kicsapjuk. Hozam: 0,2 g polimer
termék, PBLA-heptadecil-oktadecil-amin.

Sztearil-/heptadecil-oktadecil-PHEA:

A PBLA-konjugatumok aminolizisét etanol-aminnal és kataliza-
torként 2-hidroxi-piridinnel végezziik 40°C-on 1 napig, ezt kdve-
tden dietil-éterben kicsapatjuk, ami vizoldhaté poli(hidroxi-

-etil)-L-aszparagint (PHEA) eredményez, amely egy sztearil- vagy
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eqgy heptadecil-oktadecil-farkat hordoz. A lipid-polimer-
konjugatumokat dializissel (MWCO) tisztitjuk.

sztearil-PHEA:

Maldi-TOF: Na'-addukt: m/z 2823 (n=16), 2981 (n=17), 3139 (n=18),
3297 (n=19), 3455 (n=20), 3613 (n=21), stb.

A Maldi-TOF analizisb&l arra kévetkeztettiink, hogy mindegyik
PHEA-l&nc egy szabad amino~végcsoportot tartalmaz.
heptadecil-oktadecil-PHEA:

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az oldbszer csucsra vonatkoztatva):
heptadecil-oktadecil: 0,8 & 1,2

PHEA: 2,2-2,6 (B-CH,), 3,1 & 3,4 (hidroxi-etil), 4,5 (OH+a-CH),
7,8 & 8,3 (NH)

Molekulatdmeg: kb. 6000.

11. példa
Poli (2-hidroxi-etil) -L-aszparagin-DODASuc

PBLA-DODASuc:

1,7 g DR-benzil-L-aszpartat-N-karboxi-anhidrid (NCA) 5 ml
DMF-ban készilt oldatidhoz 0,2 ml 2M THF-os dimetil-amin-oldatot
adunk. A tiszta oldatot 1 napig keverjik és ezutdn metanol (kb.
100 ml) és viz (250 ml) elegyéhez adva kicsapjuk. Hozam: 1,3 g
PBLA, amely eqgy metil-amid és egy amino-végcsoportot tartalmaz.

0,4 g PBLA, 30 mg DCC, 10 mg DPTS és 100 mg N-szukcinil-
-disztearil-amin 5 ml DMSO-ban és 1 ml kloroformban készilt ol-
datat 1 napig keverjik, majd vizben kicsapjuk. A polimer termé-
ket keverjik/mossuk dietil-éterrel és szaritjuk.

PHEA-DODASuc:
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A PBLA-DODASuc aminolizisét etanol-aminnal (katalizatorként
2-hidroxi-piridint hasznalva) DMF-ban 40°C-on 1 napon keresztul
végezzik, ami PHEA-DODASuc-ot eredményez (0,2 g dializis és fa-
gyasztva szaritéds utéan).

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az olddészer csucsra vonatkoztatva):
disztearil: 0,8 (CH3), 1,2 (CH,), 1,4 (CH»-N)

PHEA: 2,4-2,8 (R-CH2), 3,2 & 3,4 (hidroxi-etil), 4,6 (a-CH+OH) ,
7,8 & 8,5 (NH)

Szamitott molekulatémeg: kb. 3000.

Maldi-TOF, megfelel a PHEA-DODASuc-konjugatum molekula-
szerkezetének

Na'-addukt: m/z 2084 (n=9), 2243 (n=10), 2401 (n=11), 2559

(n=12), 2718 (n=13), 2876 (n=14), stb.

O O
CieH3; H
\ N
N N
C,.H / H
187137 0]
0]

N
2
12. példa
Poli(Z-hidroxi-etil)-L-aszparagin-DSPESuc-konjugétum
A benzil-L-aszpart&t-NCA metil-amin-inicidlt polimerizacio-
javal nyert PBLA (polibenzil-L-~aszpartat) aminolizise utan
amino-termindlissal rendelkezé PHEA-t kapunk. Szukcinilezett

DSPE~t (szintézise analdg ahhoz, melyet a DPPE-re leirtak: JACS
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116, 8485, 1994) eldszor NHS-észterévé alakitunk &t in situ DCC-
vel (diciklohexil-karbodiimid):

70 mg szukcinilezett DSPE-t, 20 mg NHS-t (N-hidroxi-
-szukcinimid), 5 mg DMAP-t és 30 mg DCC-t 2 ml dikldér-metanban
feloldunk és kb. 3-4 o6ran keresztll keverink. Ehhez a reakcio-
elegyhez 0,13 g amino-végcsoportu PHEA-t adunk (molekulatémeg
kb. 4000) 2 ml DMSO-ban. Egy éjszakan at keverjik, majd éterhez
adva kicsapjuk. A csapadékot Osszegyljtjik és vizben feloldjuk,
majd néhany napig dializdljuk (MWCO 500). Fagyasztva szdrités
utan kb. 80 mg PHEA-DSPE-t kapunk.

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az olddszer csucsra vonatkoztatva):

DSPE: 0,8 (CHs), 1,2 (CHz), 1,4 (CHz-N)

PHEA: 2,4-2,8 (BR-CH;), 3,2 & 3,4 (hidroxi-etil), 4,6 (a-CH+OH),
7,8 & 8,4 (NH)

Szamitott molekulatomeg: kb. 4000.

13. példa

Poli (DL-szerin) -DODASuc

O-Benzil-DL-szerin-N-karboxi-anhidrid (NCA):

2,5 g O-benzil-DL-szerin 30 ml desztillalt (vizmentes) THF-
ban, amely kb. 10 ml 20%-os toluolos foszgén-oldatot tartalmaz,
készitett szuszpenzidjat 60-65°C-ra melegitjuk (az oldat foloétt
nitrogén-gazt vezetink &at). Kb. 6t perc mulva tiszta oldatot ka-
punk. Majd kb. masfél éra mulva az oldatot lassan kb. 100 ml n-
hexanba &ntjik. A termék olaj formajdban kivalik. Az olddszert
dekantaljuk és az olajat kb. 25 ml etil-acetdtban feloldjuk,

amelyhez lassan 100 ml hexant adunk. A lombik erdteljes razasa
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és -20°C-on t&rténd tartdsa utadn az O-benzil-DL-szerin-NCA ke zd
kikristadlyosodni. Hasonld  atkristdlyositds etil-acetat/hexdan
elegybdl és/vagy kloroform/hexan elegyébél 2 g kritalyos anyagot
eredményez (Biopolymers 15(9), 1869-71, 1976).

'H-NMR (CDC1l3) (8 az olddszer csucsra vonatkoztatva) :
benzilcsoport: 4,5 (CHz), 7,2 (fenil)

szerin-NCA: 3,7 (R-CH;), 4,4 (a-CH), 5,8 (NH)

Poli (O-benzil-DL-szerin) :

0,9 g O-benzil-DL-szerin-NCA 2,5 ml DMF-ben készilt oldata-
hoz 0,08 ml-t adunk 2 M metil-amin THF-ban készilt oldatdbdl.
Néhany oéraig tartd szobahémérsékleten vald keverés utan az oldat
zavarossa és viszkodzussa valik. Egy nap utan a viszkoézus, "kris-
talyosodott" oldatot Osszekeverjiik metanol/viz eleggyel, hogy a
polimer terméket teljesen kicsapjuk. Hozam: 0,6 g poli(O-benzil-
-DL-szerin) polimer termék.

'"H-NMR (DMSO-d6) (8 az olddészer csucsra vonatkoztatva):
benzilcsoport: 4,4 (CHp), 7,2 (fenil)
poliszerin: 3,5 (R-CH;), 4,7 (a-CH), 8,2 (NH)

Poli(O-benzil-DL-szerin)-DODASuc:

150 mg N-szukcinil-dioktadecil-amint (DODASuc), 80 mg DCC-t
és 5 mg DPTS-t feloldunk 4 ml kloroformban. Az oldatot 1 &ran
keresztil szobahdémérsékleten keverjik. Majd 0,6 g poli(O-benzil-
-DL-szerin) és kb. 50 pl trietil-amin kb. 5 ml kloroformban ké-
szUilt oldatat adjuk hozzad. A reakcidelegyet egy é€jszakadn at szo-
bahdémérsékleten keverjuk (amely a kivalt diciklohexil-karbamidot

tartalmazza), majd cseppenként féleslegben metanolt (kb. 100 ml)
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adunk hozza. A polimer terméket kiszilrjik és szaritjuk. Hozam:
0,4 g.

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az olddszer csucsra vonatkoztatva):
disztearil: 0,8 (CHs), 1,2 (CHy), 1,6 (CH,-N)

benzilcsoportok: 4,4 (CH;), 7,2 (fenil)

poliszerin: 3,5 (R-CH;), 4,7 (a-CH), 8,2 (NH).

Poli (DL-szerin)-DODASuc:

0,1 g poli(O-benzil-DL-szerin)-DODASuc-ot feloldunk kb. 4 ml
33%-0os HBr/AcOH oldatban és 1 6ran keresztiil keverjiuk. Az olda-
tot ezutan vizben kicsapjuk. A polimer csapadékot kiszirjuk,
vizzel mossuk, osszegyljtjuk és ezt kévetden 4 ml 1M NaOH-ban
feloldjuk (1-2 o6éra). A kapott oldatot 1N HCl-lel semlegesitjiik
és ezutan néhany napig dializaljuk (MWCO 500). A dializalt olda-
tot fagyasztva szaritjuk. Hozam: 20 mg poli (DL-szerin)-DODASuc.
'H-NMR (DMSO-d6) (8 az oldészer cslcsra vonatkoztatva):
disztearil: 0,8 (CHs), 1,2 (CHy), 1,6 (CH,-N)
poliszerin: 3,6 (B-CH;), 4,3 (OH), 5,0 (a-CH), 8,0 (NH).

A disztearil-szigndlok és az o-CH szigndl integralasabél a

poliszerin molekulatdmegét kb. 1500-nak szamitottuk.

O
C18H37\ ﬁ -
N n N
/ H
CgHys O

HO
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14. példa

Poli~-L-treonin-DODASuc

A szintézis analdég a poli(D,L-szerin)-DODASuc szintézisével
és azt O-benzil-L-treonin.HCl-bd8l és foszgénbdl kiindulva O-
-benzil-L-treonin-N-karboxi-anhidriden (NCA) keresztil valédsit-
juk meg.
Poli-L-treonin-DODASuc (M = kb. 2000):
'H-NMR (DMSO-d6) (8 az oldoészer csucsra vonatkoztatva):
disztearil: 0,8 (CHs), 1,2 (CHz), 1,6 (CHy-N)

politreonin: 1,0 (CHs3), 4,0 (B3-CH), 4,3 (a-CH), 5,0 (OH), 7,8

(NH) .
15. példa

Poli (D,L-metionin-szulfoxid) -DODASuc

D,L-metionin-N-karboxi-anhidrid (NCA):

2,5 g DL-metionin 40 ml desztillalt (vizmentes) THF-ban,
amely kb. 15 ml 20%-os toluolos foszgén-oldatot tartalmaz, ké-
szitett szuszpenziéjat 60-65°C-ra melegitjik (az oldat falétt
nitrogén-gazt vezetiink at). Majdnem azonnal tiszta oldat kelet-
kezik. KoruUlbelul 1 éra mulva az oldatot lassan kb. 140 ml n-
hexanba ontjik. A DL-metionin-NCA -20°C-on kikristadlyosodik (né-
hany nap alatt). Etil-acetadt/hexan elegybdl atkristdlyositva kb.
0,7 g kristalyos anyaghoz jutunk (Biopolymers 15(9), 1869-71,
1976) .

'H-NMR (CDCl3) (3 az oldészer csucsra vonatkoztatva):

metionin-NCA: 2,0-2,4 (B-CH, + CHs;), 4,5 (a-CH), 6,8 (NH)
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Poli (DL-metionin) :

0,7 g DL-metionin-NCA 2,5 ml DMF-ben késziilt oldatahoz 0,1
ml-t adunk 2 M metil-amin THF-ban késziilt oldatabol. Egy napig
tartd keverés utén a zavaros oldatot kb. 100 ml metanolhoz adva
kicsapjuk, és ezt kovetéen szaritjuk. Hozam: 0,33 g poli(DL-~
metionin) polimer termék.
'H-NMR (CDC13/TF-d) (8 az olddszer csuUcsra vonatkoztatva):
polimetionin: 2,0-2,3 (CH, & CH3), 2,6 (CHy), 4,7 (a-CH).

Poli (DL-metionin)-DODASuc:

80 mg N-szukcinil-dioktadecil-amint (DODASuc), 45 mg DCC-t
és 5 mg DPTS-t feloldunk 2 ml kloroformban. Az oldatot 1 &ran
keresztlil szobahdmérsékleten keverjik. Majd 0,33 g poli(DL-
-metionin) és kb. 20 pul trietil-amin kb. 2,5 ml DMSO-ban készilt
oldatat adjuk hozza. A reakcidelegyet egy éjszakadn at szobahd-
mérsékleten keverjuk (amely a kivalt diciklohexil-karbamidot
tartalmazza), majd cseppenként feleslegben metanolt (kb. 100 ml)
adunk hozza. A polimer terméket kiszirjik és szaritjuk. Hozam:
0,22 g.

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az oldészer csucsra vonatkoztatva):
disztearil: 0,8 (CHs), 1,2 (CHz), 1,4 (CH,-N)

polimetionin: 1,8 (R-CH,), 2,0 (CH3), 2,4 (y-CH;), 4,4 (a-CH), 8,1
(NH) .

Poli (DL-metionin-szulfoxid)-DODASuc:

poli (DL-metionin)-DODASuc mono-oxidacidja:
0,3 g natrium-perjoddt 2 ml vizben készilt oldatat lassan-
ként hozzaadjuk 0,22 g poli(DL-metionin)-diaminobutan-DODASuc

kb. 6 ml ecetsavban készult szuszpenzidjahoz. Az igy-kapott na-
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rancssarga/vérdés oldatot (amely néhany éra mulva keletkezik) egy
€jszakan at keverjiuk. Ezutdn kb. 15 ml vizet adunk hozza, és ka-
pott narancssarga/véros oldatot néhany napig dializaljuk (MWCO
500). Fagyasztva szaritds utan 0,25g terméket nyerunk.

'"H-NMR (D;0) (8 az oldészer cstcsra vonatkoztatva):

disztearil: 0,7 (CH3), 1,2 (CH,) (széles csucsok)
polimetionin-szulfoxid: 2,0 (R-CH;), 2,5 (CHs), 2,8 (y-CHz), 4,3
(u-CH), 8,5 (NH).

Szamitott molekulatémeg: kb. 4000

O
C18H37\ I}V{ -
N n N
/ H
Clﬁ*ﬂ O
S=0

16. példa
Poli (DL-glutamin) -DODASuc

A poli(DL-glutamin)-DODASuc-konjugdtumot az Ansynth Service
B.V. szintetizadlta meg szildrd fazisu szintézis médszerrel (kb.
50 mg-os méretben). A poli(DL-glutamin)-t (n=20) egy gyantahoz
kotve "step by step" épitették fel Fmoc-védett aminosavakkal. Az
N-terminalishoz kapcsoltdk az N-szukcinil-disztearil-amint. A C-
terminalist 4&talakitottdk amidda. Az 'H-NMR spektrum igazolta a
szerkezetet.

'H-NMR (DMSO-d6) (8 az olddszer csucsra vonatkoztatva):
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disztearil: 0,8 (CH3), 1,2 (CHz), 1,4 (CH,-N)

poliglutamin: 1,7-2,2 (B,y-CH2), 4,2 (CH), 6,8 & 7,3 (NHz), 8,2

(NH) .
O
H
CmP“?\ N
N " NH,
CisH;; 0
O
H,N
17. példa

Poli (DL-aszparagin) -DODASuc

A poli (DL-aszparagin)-DODASuc-konjugadtumot az Ansynth Servi-
ce B.V. szintetizdlta meg szildrd fazisu szintézis médszerrel"
(kb. 50 mg-os méretben). A poli(DL-aszparagin)-t (n=20) egy
gyantahoz kotve "step by step" épitették fel. Az N-terminalishoz
kapcsoltak az N-szukcinil-disztearil-amint. A C-terminalist &at-
alakitottéak amidda. A DMSO-ban felvett *H-NMR spektrum igazolta a
szerkezetet.
'"H-NMR (DMS0O-d6) (0 az olddszer csucsra vonatkoztatva):
disztearil: 0,8 (CH3), 1,2 (CH,), 1,4 (CH,-N)

poliaszparagin: 2,5 (CH;), 4,5 (CH), 7,0 & 7,4 (NH,), 8,1 (NH) .

0]
C18H37\ ﬁ
N n NH,
cn/
181437 O
O

NH,
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18. példa
Poli (DL-alanin) -DODASuc

95 mg poli(DL-alanin)-t (Sigma; méltémeg: kb. 2000) 4 ml
DMSO-ban feloldunk. 40 pl trietil-amint adunk ehhez az oldathoz.
Ezt kovetden ezt az oldatot hozzdadjuk 0,1 g DODASuc, 70 mg DCC
€s 5 mg DPTS 2 ml kloroformban késziilt oldatahoz, amelyet 1 6rdn
at kevertink. A reakcidelegyet 1 napig keverjik, majd meta-
nol/dietil-éter elegyében kicsapjuk. A csapadékot kiszlrjuk és
szaritjuk.

'H-NMR DMSO-ban felvéve:
disztearil: 0,8 (CH;), 1,2 (CHz), 1,4 (CH.N)

polialanin: 1,2 (CH;), 4,2 (CH), 8,0 (NH).

19. példa
B-Alanin és (hidroxi-etil)-L-glutamin kopolipeptidje

DODASuc—(B—Ala)3—Glu(Ole)—(B—Ala)q-Glu(Ole)—(B-Ala)3-Glu(Ole)—
- (BR-Ala),-NH>:

A f[-alanin és benzil-L-glutamat kopolipeptidet szilard fazi-
si szintézissel az Ansynth Service B.V.-vel szintetizadltattuk
meg Fmoc-védett monomerekbdél kiindulva.

C-terminalis: amid; N-terminalis: DODASuc.
DODASuc- (B-Ala)3-HEG- (B-Ala) 4~HEG- (B-Ala) ;-HEG- (R-Ala) ,-NH,:

Ezutan a benzil-glutamat-egységeket Aatalakitottuk hidroxi-
-etil-glutamin-egységekre (HEG) aminolizissel (etanol-aminnal) a
reakciot DMF-ban kivitelezve.

A DMSO-ban felvett 'H-NMR a benzilcsoportok hianyat/konverzidjat

bizonyitotta.
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20. példa

PHEG-sztearil-amin-tartalmu liposzémak eldallitasa

33,8 mg tojas foszfatidil-kolint (EPC) (Lipoid Ludwigs-
hafen), 9,67 mg koleszterolt (Sigma Aldrich) és 30,0 mg poli[N-
(2-hidroxi-etil)~-L-glutamin]-sztearil-amint (PHEG-sztearil-amin)
(szintetizalt) kimérunk és A&tvisszik egy 50 ml-es gémblombikba.
500 kBg triciummal jelzett koleszteril-oleil-étert adunk hozza
lipid-markerként. A lipideket és a jelvld vegyiiletet kb. 10 ml
etanolban feloldjuk. Ezutan egy Rotavapor-ban 1 éra alatt, va-
kuumban, 40°C-on szarazra beparoljuk, ezt kdvetden nitrogén-
gazzal kilzzik a levegdt egy oéran keresztul.

PBS-t adunk a szaraz lipid filmhez és egy 6ran keresztul ra-
zatjuk Uvegagy jelenlétében abbél a célbdl, hogy teljessé tegyuk
a lipid film hidratéacisojat.

A liposzdémalis szuszpenzibt atvisszik eqgy extruderbe
(Avestin, maximalis térfogat 15 ml) és nyomads alatt extrudalijuk,
nitrogént haszndlva, 6-szor két polikarbon szlrén keresztil,
egyiket a masik tetejére helyezve, melyek pérusmérete 200 nm il-
letve 100 nm, és 18-szor olyan sz(irékén keresztiil, melyek pdrus-
mérete 100 nm és 50 nm. Ezt kovetden a liposzémalis szuszpenziodt
dializaljuk egy dializ&ld készilékben (Slide-A-Lyzer, 10000
MWCO) 2-szer 24 oran keresztil 1 liter sterilizalt PBS-sel szem-
ben.

A liposzomak &tlagos részecskeméretét fény szérddas segitsé-
gével hatarozzuk meg (Malvern Zeta-sizer), és azt 93,6 * 0,9 nm-
nek talaltuk, a polidiszperzitasi indexet pedig 0,099 + 0,02-nek.

A lipid-veszteség a liposzdémak elkészitése alatt 25%, ezt a ké-
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szitmény végsé radioaktivitdsdnak az extrudalas eldtti aktivi-
tassal vald Osszehasonlitdsaval hatdrozzuk meg. A liposzdéma-

szuszpenzidt nitrogén-atmoszférdban 4°C-on taroljuk.

21. példa

Tovabbi lipid-polimer-konjugatum-tartalmi liposzémak eldallitasa

Liposzdémakat készitink a film médszer alkalmazasaval, amint
a 23. peldaban leirtuk. Azonban tojas foszfatidil-kolin helyett
dipalmitoil-foszfatidil-kolint hasznalunk. 5 mM HEPES-puffert
adunk a szaraz lipid filmhez és 5 percig razzuk uvegaqgy Jjelen-
létében, hogy teljessé tegyiik a lipid film hidratécidéjat. A
liposzémakat extrudaldssal méretezziik 12-szer 2 egymasra helye-
zett PC-membranokon keresztiil, melyek poérusmérete 100 nm és 200
nm. A kapott liposzéma-diszperziét dializaljuk (MWCO 10000) és
az atlagos részecske méretet dinamikus fény scattering technika-
val hatarozzuk meg. A liposzéma-készitmények tulajdonsagait az

1. tablazatban mutatjuk be.

22. példa

A liposzémakba beépitett >H-jelzett polimer-lipid-konjugatumok
6sszehasonlité kinetikaja egyetlen intravénas injekcid utan pat-
kanyokban

Him patkéanyokat (Wistar, Crl:(WI)BR (outbred, SPF-Quality)
(Charles River, Sulzfeld, Németo.)) hagytuk szabadon hozzaférni
a standard pelletizdlt laboratdériumi 4&llat-eledelhez (Altromin,
kod VRF 1, Lage, Németo.) és csapvizhez. A liposzémalis készit-

meényekbdl, melyek mindegyike 40-50 kBq radioaktivitasu ‘H-jelzett
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koleszteril-oleil-étert (Amersham) tartalmazott (a kompozicidkat
per 50 pmol 1lipid az 1. tdablazatban mutatjuk be) egyetlen-doézis
intravénas injekcidban adjuk be a farokvénaba. A beadott &sszes
lipid 5 pumol, kivéve a jelzett esetekben.

Minden egyes patkdny farokvénajabdl vérmintakat gyidjtink a
kodvetkezS idépontokban: 5. percben és a 4., 24. és 48. 6éraban. A
gydjtott minta mennyisége kb. 300 pl per mintanként.

A vérmintakat 4&tvissziik heparinizalt csovekbe és -20°C-on
taroljuk.

Egyetlen 100 pl-es alikvétot szolubilizalunk az alabbi elja-

rassal:

!

100 pl-t atviszink egy szcintillacioés csébe (20 ml).

- 100 ul Solvable-t adunk hozza, majd legaldbb 1 éréan keresztul
inkubaljuk.

- 100 pl 1 mM EDTA-t és 200 pl 30%-os H,0,-t adunk hozza. Ezt a
keveréket inkub&ljuk 24 6ran keresztiil szobahémérsékleten és
ezutan 50°C-on egy éjszakan at.

- Ultima Gold-ot (10 ml) adunk hozza& szcintillaciés folyadék

ként.

- Mérjik a radioaktivitdst LSC-vel.

Az Osszes radioaktiv mérést Packard szcintilldcids szamlalédval
(1900TR) mérjuk. A szamlalasi idé statisztikai pontossaga * 0,2%
vagy maximum 5 perc, ahol ez eldszdor fordul eld. A Packard
1900TR-t ugy programmozzuk, hogy automatikusan leszamitsa a hat-
tért és atalakitsa a percenkénti belitések szamat (CPM) percen-

kenti dezintegracidkkd (DPM).
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Az emlitett készitmények némelyikénél a patkanyok majat és
lépét eltavolitjuk 48 draval az injekcid utan és a liposzdémék
lokalizacidjat kiértékeljuk az aldbbi médszerrel:

A szerveket homogenizaljuk és a homogenizatumokat meghigitjuk 25

ml-re (ma&j) és 5 ml-re (lép). A homogenizdtumok 1 ml-ét A&tvisz-

szik szcintillacids csovekbe, amelyekhez a kovetkezdket adjuk:

- 200 ml Solvable (keverés és inkubalds 50°C-on éjszakan at)

- 200 ml 0,5 M EDTA-oldat

- 250 ml Hy0, (30%-0s oldat) (inkub&las 50°C-on €jszakan at)

- 10 ml Ultima Gold szcintillaciés folyadék (vortexelés és a
minta inkub&léasa 24 éran &t).

Ezutéan a mintakat egy béta-szcintillacidés szamlaléban 10
percig megszamléljuk. Az egyes liposzémakra kapott eredményeket
a 6. abran mutatjuk be.

A 24. példa szerint eldallitott liposzdémalis készitmények
kompoziciéit és ennek a példanak in vivo tesztjével kapott ered-
ményeket az 1. tablazatban mutatjuk be. A vérben a keringési idé
novekedését kiértékeltiik, ahol:

- Jb azt jelenti, hogy hat a keringési idére a PEG-DSPE-tartalmu
lipcszémadkkal osszehasonlitva.

- Mérsékelt azt jelenti, hogy hat a keringési iddre akozott,
amit a PEG-DSPE-tartalmu liposzémak és a polimer bevonat nélkili
Csupasz liposzdémak mutatnak.

- Csekély azt jelenti, hogy a keringési idére a szokasos koril-
mények kozdtt majdnem azonosan hat a csupasz liposzdémak 4&ltal

mutatottal.
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50 umol lipidet tartalmazd liposzdémak kompozicidi és tulajdonsa-

gaik
DPPC Koleszterin |Lipid-polimer |Atlagos ré-|Polidisz- |Keringési
(mg) (mg) ~konjugatum szecskeméret |perzitdsi |[idé nove-
index kedése a
(mg) (nm)
9 vérben
23,1 6,4 Ex. 2:15 134%0,5 0,100 csekély
23,1 6,4 Ex. 6:10 1530, 5 0,056 jo
23,1 6,4 Ex. 5:30 143%2 0,205 mérsékelt
23,1 6,4 Ex. 8,1:11,2 [140,3%2,2 0,090 jo
23,1 6,4 Ex. 8,2:13,8 |153,040,9 0,090 mérsékelt
23,1 6,4 Ex. 8,4:11,2 |148,2%1,7 0,071 csekély
23,1 6,4 Ex. 9:11,0 138,7%1,8 0,116 csekély
23,1 6,4 Ex. 14:8,9 146,0%2,1 0,092 jo
23,1 6,4 Ex. 14:13,8 147,0%1,1 0,068 36
23,1 6,4 Ex. 14:8,9 141,7x2,3 0,044 jo
23,1 6,4 Ex. 8,2:11,2 |163,9%3,0 0,068 mérsékelt
23,1 6,4 Ex. 23:2,2 171,06x2,5 0,167 csekély
23,1 6,4 Ex. 11:10,1 180, 76,1 0,113 csekély
DPPC Kolesz- Lipid-polimer Atlagos ré-|Polidisz- |Keringési
(mg) terin ~konjugatum szecskeméret |[perzitasi [idé nove-
index kedése a
(mg) (mg) (nm)
g vérben
23,1 6,4 Ex. 8,2:11,2 159,0%3,8 0,073 jo §
23,1 6,4 Ex. 14:8,9 152,913, 4 0,050 16§
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23,1 6,4 Ex. 12:11,2 170,3%2,5 0,038 mérsékelt

23,1 6,4 Ex. 12:2,24+ 166,00, 9 0,056 mérsékelt
Ex. 8,1:8,96

23,1 6,4 Ex. 11:10,1 167,710, 6 0,170 csekély

23,1 6,4 Ex. 18:11,2 159,92, 3 0,062 36

23,1 6,4 Ex. 16:5,0 162,7+1,6 0,159 csekély

23,1 6,4 Ex. 19:8,8 156, 3%3, 2 0,059 mérsékelt

23,1 6,4 Ex. 20:8,8 164,7+4,0 0,116 mérsékelt

23,1 6,4 Ex. 10:8,8 159,043, 8 0,073 csekély

23,1 6,4 Ex. 22:8,8 152,9%3, 4 0,050 mérsékelt

23,1* 6,4* Ex. 14:8,8* 167,740,6 10,170 jo

23,1** |6,4** Ex. 14:8,8** 149,92, 3 0,062 jo

23,1*** |6, 4x*x~* Ex. 14:8,8*** 162,740,024 |0,159 csekély

23,1 6,4 PEG-DSPE: 6,9 156,3%3,2 0,059 jb

23,1* 6,4* PEG-DSPE: 8,8* 170, 3%2,5 0,039 jo

23,1** 16,4** PEG-DSPE: 6,9** [166,0+0,9 0,056 j6

23,1*** |6, 4%*x PEG-DSPE: 6,9***|170,5+0,3 0,110 <csekély

* . Osszes beadott lipid 0,5 pumol (lasd 1. és 2. &bra)

** 1 Osszes beadott lipid 0,05 umol (lasd 1.és 2.abra)

***: Osszes beadott lipid 0,005 umol (lasd 1.és 2. &bra)

§: ha egy 2. injekcidét (TL 1 upmol) adtunk 1 hét utdn, csdkkenést
figyeltink meg a 5.1. példa szerinti lipid-polimer-konjgatumot
tartalmazé liposzémadk keringési idejében. Azok a liposzémak, me-
lyek a 11. példa szerinti konjugadtumot tartalmaztak, szintén
ilyen csokkenést mutattak, de 2 &allatnal ez a hatas mérsékeltebb

volt.
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23. példa

Lipid-polimer-konjugatumot és prednisolon-foszfatot tartalmazéd
liposzémadk eldallitasa

750 mg dipalmitoil-foszfatidil-kolint (DPPC) (Lipoid
Ludwigshafen), 220,0 mg koleszterint (Sigma Aldrich) és 270,0 mg
11. példa szerinti lipid-polimer-konjugdtumot, illetve 750 mg
dipalmitoil-foszfatidil-kolint, 250,8 mg lkoleszterint és 267,6
mg PEG-disztearoil-foszfatidil-etanol-amint (PEG-DSPE) (Avanti
Polar Lipids) bemérink és &sszekeveriink 100 ml gomblombikban. A
lipideket kb. 30 ml 1:1 ardnyu metanol-kloroform elegyben fel-
oldjuk (a 11. példa szerinti lipid-polimer-konjugdtum esetén)
vagy etanolban (PEG-DSPE esetén). Ezutdn egy Rotavapor-ban sza-
razra paroljuk 1 éra alatt vakuumban, 40°C-on, majd ezutdn nit-
rogén gazzal légtelenitjik 1 6ran keresztil.

1200 mg prednisolon-dinatrium-foszfatot (PLP) (OPG Nieuwe-
gein) bemériinkés feloldunk 12 ml sterilizalt PBS-ben. Az oldatot
a szaraz filmekhez adjuk és egy oran keresztil razzuk vegagy
jelenlétében, hogy a lipid filmek hidrataciéjat teljessé tegyiik.

A liposzdémalis szuszpenziodt atvisszik eqgy extruderbe
(Avestin, maximalis térfogat 15 ml) és nyoméds alatt extrudalijuk,
nitrogén gazt haszndlva, 6-szor két polikarbon szilrén keresztil,
egyiket a masik tetejére helyezve, melyek pérusmérete 200 nm il-
letve 100 nm, illetve 100 nm és 50 nm, és amelyek mérete 50 nm
illetve 50 nm. Ezt kovetSen a liposzémalis szuszpenzidt
dializaljuk egy dializdld késziilékben (Slide-A-Lyzer, 10000
MWCO) Z2-szer 24 o6ran keresztil 1 liter sterilizalt PBS-sel szem-

ben.
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A liposzémak atlagos részecskeméretét fény szérddas segitsé-
gével hatédrozzuk meg (Malvern Zeta-sizer), és azt kb. 85 illetve
90 nm-nek talaltuk, a polidiszperzitdsi indexet pedig O0,1-nél
kisebbnek. A prednisolon-foszfat enkapszulédzasi hatékonysagat
HPLC-médszer segitségével hatdrozzuk meg és 2,6%-nak talaltuk. A
liposzéma-szuszpenzidt nitrogén-atmoszféraban 4°C-on taroljuk és
azt taldltuk, hogy legalédbb 5 hétig stabilak, ahol a
liposzomalis készitmények a 14. példa szerinti lipid-polimer-
konjugatumot tartalmazzdk kissé még stabilabbak, mint azok a ké-
szitmények, amelyek a PEG-DSPE lipid-polimer-konjugatumot tar-

talmazzak (lasd 3. abra).

24. példa

A prednisolon-foszfat-tartalmi liposzémalis készitmények kerin-
gési idejének és terapias hatékonysaganak értékelése patkany
adjuvans arthritis modellben

Lewis patkényokat szubkutén immunizdlunk a farok tovénél hé-
vel inaktivalt Mycobacterium tuberculosis-sal inkomplett Freund-
adjuvansban. A talp-gyulladas a 9. és 12. nap kozdtt kezdddik az
immunizalas utan, és a maximdlis sulyossagot megkdzelitdleg a
20. nap utén éri el, és ezutéan fokozatosan leapad.

A betegség kiértékelését vizualisan a talp-gyulladas sulyos-
sagat az immunizalas utdn a 10. naptél a 35. napig tartdan pon-
tozva (score) végezzik. Amikor a talp-gyulladasi pontok elérik a
maximalis pontok korulbelil fél értékeit (14-15. nap), az Osszes

patkanyt 5 csoportba osztjuk az azonos atlagos pontok szerint és



s88e o> oo .o

. e 0 [ 34 .

ece ®ey oo9 ooy
.

53 ..

egyetlen intravénas injekcidéval kezeljiik az alabbi &sszetételek-

ben:

1. 10 mg/kg PLP PHEA-DODASuc liposzdémékban, a 23. példa szerint
eldallitott vagy

2. 10 mg/kg PLP PEG-DSPE liposzdémékban, a 23. példa szerint
eldallitott (referencia) vagy

3. PBS (kontroll).

A 0., 24. és 48. oOrdban vérmintdkat veszlink és kiértékeljuik a
liposzdémalis PLP plazma-koncentracidjat.

Mind a PHEA- mind a PEG-liposzdémak keringési viselkedése a
vérben megmutatkozik a PLP plazma-koncentracidé profilok &ltal,
amelyeket a 4. abran mutatunk be. Mindkét liposzdéma tipus egy-
forman jol megfeleld keringési fél-életiddt eredményez.

Az 5. abra a terédpids hatékonysdgokat mutatja be patkany
adjuvans arthritis-ben 10 mg/kg PLP-PHEA-liposzdémakkal és 10
mg/kg PLP-PEG-liposzémakkal kezelt patkdnyokban a sdéoldattal,

mint kontrollal kezelt patkanyokkal szemben.
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Szabadalmi igénypontok

1. Lipid-polimer-konjugdtum, amely legaldbb egy hidroféb
apolaris egységbdl és egy hidrofil fejcsoportbél 4ll16 amfifil
lipidbdl és egy N- és egy C-termindlis végcsoportot hordozd po-
limerbdl vagy ennek prekurzorabél nyerhetd, azzal jellemezve,
hogy a polimer egy poli(aminosav), poli(aminosav-szarmazék) vagy
egy poli(aminosav-analdg) és a 1lipid a polimer N- vagy C-
terminadlis végcsoportjdhoz kapcsolédik, ahol a polimer az alabbi
képlettel rendelkezik:

- [NHCHR (CH;) ,CO] »—
mely képletben
-R jelentése -H, -CHj, -CHCH3OR;, - (CH;)xOR;, = (CH;)x—CO-NHR,,

- (CH2) x=NH-CO-R;, = (CH;z)x-SO,CH3, -OR-(CH;)«COOH;

-R; jelentése -H vagy egy vagy toébb hidroxicsoporttal szubsz-

titualt (C,-C4)alkil-csoport vagy di(C;-Cs)alkil-amincsoport;

X jelentése 0-4;
m jelentése 1 vagy 0 és
y jelentése 1 vagy 2.

2. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jellemezve,
hogy az amfifil lipidet a foszfolipidek, glikolipidek,
ceramidok, koleszterin és szarmazékai, telitett vagy telitetlen,
eldgazd vagy egyenes szénldncu Cg-Cijoo mono- vagy di(alkil-
aminok), aril-alkil-aminok, cikloalkil-alkil-aminok, alkanolok,
aldehidek, karbohalidok vagy alké&nsavak és ezek anhidridjei ko&-

zul valasztjuk ki és az ossz C-atom szam 25 vagy ennél tobb.
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3. A 2. 1igénypont szerinti konjugadtum, azzal Jjellemezve,
hogy az amfifil lipid legaldbb két hidrofdéb apolaris egységet
tartalmaz.

4. A 3. 1igénypont szerinti konjugatum, azzal Jjellemezve,
hogy az amfifil lipid l-heptadecil-oktadecil-amin, N-szukcinil-
-di (oktadecil-amin) vagy disztearil-foszfatidil-etanol-amin.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti konjugadtum, azzal
jellemezve, hogy a polimer y-paramétere < 0,65, elénydsen < 0,5
vizben.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti konjugatum, azzal
jellemezve, hogy a polimer a-aminosavakbdl és ezek szarmazékai-
b6l vagy analdgjaibodl éplul fel.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti konjugédtum, azzal
jellemezve, hogy a polimer nem tartalmaz lényeges mennyiségben
elektromos toltésl csoportokat a fizioldgiads 4-8-as pH-n beldl.

8. A 7. 1igénypont szerinti konjugatum, azzal Jjellemezve,
hogy a polimer aminosav monomerekbd&l, aminosav-analdg monomerek-
bél vagy aminosav-szarmazék monomerekbdél &all, amelyek semlegesek
vagy semlegesitéddnek a fizioldgids 4-8-as pH-n.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti konjugatum, azzal
jellemezve, hogy a polimer molekulatémege 500 és 75000 kozotti,
elénydsen 2000 és 15000 kozotti.

10. Az 1-9. igénypontok béarmelyike szerinti konjugatum, az-
zal jellemezve, hogy a polimer biodegradalhatd.

11. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jellemezve,

hogy a polimer poli[N-(2-hidroxi-etil)]-L-glutamin.
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12. Az 1. 1igénypont szerinti konjugatum, azzal jellemezve,
hogy a polimer poli(2-hidroxi-etil)-L-aszparagin.
13. Az 1. igénypont szerinti konjugdtum, azzal jellemezve,

hogy a polimer poli(D,L-metionin-szulfoxid).

A meghatalmazott:

R O S F |
e ol Le oo« «4;5(1&»‘/—"'(’ <

Dr. Lang Tivadarné
szabgdalmi iigyvivo
SB.G. & K. Szabadalmi Ugyvivéi Iroda
H-1062 Budapest, Andrissy 1t 113.
Telefon: 461-1000 Fax: 461-1099
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