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Stjerneeksplosionskonjugater, som er sammensat af mindst én
stjerneeksplosionspolymer i forbindelse med mindst é&n enhed af
et bAret farmaceutisk materiale, er blevet fremstillet. Disse
konjugater har szrlig fordelagtige egenskaber som folge af

stjerneeksplosionspolymerens enestaende karakteristika.

fortszettes



DK 174053 B1




10

15

20

25

30

35

DK 174053 B1

Den foreliggende opfindelse angdr anvendelsen af taztte sfjer-
nepolymerer som barere for farmaceutiske materialer. I de se-
nere ar er polymerer, der omtales som tatte stjernepolymerer
eller stjerneeksplosionspolymerer, blevet udviklet. Det har
vist sig, at sterrelsen, faconen og egenskaberne hos disse tatte
stjernepolymerer eller stjerneeksplosionspolymerer molekylart
kan skraddersys til at kunne benyttes til specialiserede slut-
anvendelser. Stjerneeksplosionspolymerer har signifikante for-
dele, som kan tilvejebringe et middel til tilfersel af hgje
koncentrationer af b&ret materiale pr. polymerenhed, styret
afgivelse, milrettet afgivelse og/eller flere arter af afgi-

velse eller anvendelse,

I sit bredeste aspekt angar den foreliggende opfindelse poly-
merkonjugatmaterialer omfattende tatte stjernepolymerer eller
stjerneeksplosionspolymerer i forbindelse med enskede materi-
aler (i det folgende vil disse polymerkonjugater hyppigt blive

omtalt som "stjerneeksplosionskonjugater"” eller "konjugaterﬂ,

fremgangsmdder til fremstilling af disse konjugater, en fremgangsmide til

fremstilling af en stjerneeksplosionspolyethylenimin og en fremgangsmade til

rensning af.en stjerneeksplosionsdendrimer.

Konjugaterne ifelge opfindelsen er egnede til brug inden for en
reakke forskellige anvendelser, hvor specifik afgivelse gnskes,
og de er szrlig egnede til afgivelse af biologisk aktive stof-
fer. I en foretrukken udferelsesform for den foreliggende op-
findelse bestar stjerneeksplosionskonjugaterne af en eller
flere stjerneeksplosionspolymerer i forbindelse med et eller

flere bioaktive stoffer.

Stjerneeksplosionskonjugaterne frembyder signifikante fordele
i forhold til andre hidtil kendte barere som felge af stjerne-
ekseplosionspolymerernes fordelagtige egenskaber. Stjerneeks-
plosionspolymerer udviser en molekylar opbygning, der er ka-
rakteriseret ved regelmassig dendritisk forgrening med radial
symmetri. Disse radialt symmetriske molekyler omtales som ha-
vende "stjerneeksplosionstopologi". Disse polymerer fremstil-

les p& en made, som kan tilvejebringe koncentriske dendritiske
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ltag eller rakker rundt om en initiatorkerne. Stjerneeksplo-
sionstopologien opnas ved hjelp af den ordnede samling af or-
ganiske gentagelsesenheder i koncentriske, dendritiske lag
eller razkker rundt om en initiatorkerne. Dette opnas ved ind-
foring af mangfoldighed og selvgentagelse (inden for hvert lag
eller rekke) pA en geometrisk gradvis made gennem et antal mo-
lekylare generationer. De resulterende hejfunktionaiiserede
molekyler har vazret kaldt "dendrimerer" med henvisning til de-
res forgrenede (traz-lignende) struktur samt deres oligomere
natur. Udtrykkene stjerneeksplosionsoligomer og stjerneeksplo-
sionsdendrimer er sdledes indeholdt i udtrykket stjerneeksplo-
sionspolymer. Topologiske polymerer, med sterrelses- og facon-
styrede omrader, er dendrimerer, sém er covalent broforbundet
via deres reaktive terminale grupper, der omtales som stjerne-
eksplosions-"broforbundne dendrimerer™. Udfrykket broforbun-
det dendrimer er ogs& indeholdt i udtrykket "stjerneeksplosi-

onspolymer™.

Den felgende beskrivelse af tegningens figurer hjelper ti1

forstdelse af den foreliggende opfindelse.

Fig. 1 viser forskellige generationer af stjerneeksplosions-

dendrimerer.

Fig. 2A viser en dendrimer med usymmetriske (uens) grenforbin-

delser.

Fig. 2B viser en dendrimer med symmetriske (ens) grenforbin-

delser.

Fig. 3 viser dendrimersterrelser i forhold til antistofdimen-

sioner,

Fig. 4 viser carbon-13-rotationsgitter-relaksationstider (T)
for aspirin, der er inkorporeret i forskellige dendrimergene-

rationer (eksempel 1).

Fig. 5 viser resultaterne af den dynamiske analyse af eksempel
2.
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Fig. 6 viser indflydelsen af generation 6,5 dendrimer pa dia-

lysehastigheden af pseudoephedrin ved pH 9,5 fra eksempel 2.

Fig. T viser virkningen af dendrimerhydrolyse p& permeabili-

teten af pseudoephedrin ifslge eksempel 3.

Eksempel 8 viser sammenligning af procent salicylisyre, der er
frigjort i receptorrummet i narverelse af stjerneeksplosions-
polymer (generation = 4,0) ved pH 5,0 og 6,65, med salicylsy-

rekontrol, eksempel 4.

Fig. 9 viser sammenligning af procent salicylsyre, der er mi-
stet fra donorrummet, med stjerneeksplosionspolymer (generati-
on = 4,0) i receptorrummet ved pH 8,0, med salicylsyreindhold,

eksempel 4.

Fig. 10 viser sammenligning af procent salicylsyre, der er mi-
stet fra donorrummet i narvaerelse af stjerneeksplosionspolymer

(generation = 4,5), med salicylsyrekontrol, eksempel 4.

Stjerneeksplosionspolymererne er illustreret i fig. 1, hvori
I betegner en initiatorkerne (i denne fig. er en trifunktio-
nel initiatorkerne vist ved hjalp af tegnhingen la&ngst til ven-
stre), Z betegner en terminalgruppe, der forste gang er vist
ved hjalp af den anden tegning fra venstre, omtalt som en
stjerneforgrenet oligomer, A, B, C, D og E betegner sarlige

molekylere generationer af stjerneeksplosionsdendrimerer, og

(Adn, (B)n, (C)pn, (D)n og (E), betegner broforbundne stjerne-

eksplosionsdendrimerer.

Stjerneeksplosiondendrimererne er enkeltmolekylare aggregater,
der har tre fremtradende arkitektoniske trak, nemlig (a) en
initiatorkerne, (b) indre lag (generationer, G) sammensat af
gentagelsesenheder, der radialt er knyttet til dinitiatorker-
nen, og (c) en ydre overflade af terminal funktionalitet (dvs.
terminale funktionelle grupper), der er knyttet til den yder-
ste generation. Sterrelsen og faconen af stjerneeksplosions-
dendrimermolekylet og de funktionelle grupper, der findes i
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dendrimermolekylet, kan styres ved wvalg af initiatorkernen,
antallet af generationer (dvs. lag eller razkker), der benyttes
til frembringelse af dendrimeren, og valget af de gentageises-
enheder, der benyttes til hver generation. Eftersom dendrime-
rerne let kan isoleres ved enhver szrlig generation, tilveje-
bringes et middel til opnlelse af dendrimerer med onskede

egenskaber.

Valget af stjerneeksplosionsdendrimerkomponenterne pavirker
dendrimerernes egenskaber. Typen af initiatorkerne kan pavirke
dendrimerfaconen, idet der f.eks. frembringes (afhangigt af
valget af initiatorkerne) sfaroidformede dendrimerer, c¢ylin-
driske eller stangformede dendrimerer, ellipsoidformede den-
drimerer eller svampeformede dendrimerer. Razkkevis opbygning
af generationer (dvs. generationsantal og sterrelsen og natu-
ren af gentagelsesegenhederne) bestemmer dendrimerernes dimen-

sioner og naturen af deres indre.

Som folge af at stjerneeksplosionsdendrimerer er forgrenede
polymerer dindeholdende dendritiske grene med funktionelle
grupper fordelt pa grenenes periferi, kan de fremstilles med
en razkke forskellige egenskaber. F.eks. kan de i fig. 2A
afbildede makromolekyler og stjerneeksp]osionédendrimererne,

i) Andn e e ram s o .
is 1G8GE, have bestemtie egenskaber som

-~ - A~ = £ 2
UM Uc : iy .

vl

foalge af grenlengden. Den i fig. 2A viste dendrimertype (sasom
Denkwalter, US patentskrift nr. 4.289.872) har usymmetriske
(uens segment) grenforbindelser, ydre (dvs. overflade-) grup-
per (reprzsenteret ved Z'), indre molekyldele (reprasenteret
ved Z), men meget mindre indre hulrum. Den i fig. 2B viste fo-
retrukne dendrimertype har symmetriske (ens segment) grenfor-
bindelser med overfladegrupper (reprasenteret ved Z'), to for-
skellige indre molekyldele (reprasenteret ved henholdsvis X og
Z) med indre hulrum, som varierer som funktion af generationen
(G). Dendrimererne, sasom de i fig. 2B afbildede, kan gennem
tilstrakkeligt mange generationer n& frem til fuldstendig at
omslutte og indeholde hulrum til opnielse af en enhed med et
overvejende hult indre og en meget stor overfladetathed. Nar

stjerneeksplosionsdendrimerer er kommet gennem tilstrakkelig
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mange denerationer, udviser de ogsd "stjerneeksplosionstat
pakning", hvor dendrimeroverfladen indeholder tilstrekkelig
mange terminale molekyldele, s& at dendrimeroverfladen bliver
tzt og omslutter hulrum inden i dendrimerens indre. Denne tat-
hed kan frembringe en molekylar niveaubarriere, som kan anven-
des til styring af diffusion af materialer ind i eller ud af

dendrimerens indre.

Dendrimerernes overfladekemi kan styres pad en forudbestemt
madde ved udvelgelse af en gentagelsesenhed, som indeholder den
snskede kemiske funktionalitet, eller ved kemisk modifikation
af alle eller en del af overfladefunktionaliteterne til frem-
bringelse af nye overfladefunktionaliteter. Disse overflader
kan enten vare malrettet mod specifikke steder eller bragt til
at modstad optagelse af bestemte organer eller celler, f.eks.

ved hjalp af reticuloendotheliale celler.

I en alternativ anvendelse af stjerneeksplosionsdendrimererne
kan dendrimererne sammenknyttes med sig selv til frembringel-
se af polydendritiske molekyldele (stjerneeksplosions-"brofor-

bundne dendrimerer"), som ogsa er egnede som bzrere.

Endvidere kan dendrimererne fremstilles saledes, at de far af-
vigelser fra ensartet forgrening i sariige generationer, hvor-
ved der sAledes tilvejebringes et middel til at tilfere den-
drimeren diskontinuiteter (dvs. afvigelser fra ensartet for-
grening p& bestemte steder inden i dendrimeren) samt forskel-

lige egenskaber.

De i stjerneeksplosionskonjugaterne ifelge den foreliggende
opfindelse benyttede stjerneeksplosionspolymerer kan fremstil-
les i overensstemmelse med i og for sig kendte metoder, f.eks.
som omhandlet i US patentskrift nr. 4.587.329.

Dendrimerer kan fremstilles med meget ensartet sterrelse og
facon o0g mest vigtigt muliggere et stort antal funktionelle
grupper pr. overfladearealenhed p4 dendrimeren, og de kan have

et stort antal funktionelle grupper pr. molekylzr volumenenhed
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sammenlignet med andre polymerer, der har den samme molekyl-
vagt, samme kerne og monomerkomponenter og samme antal kerne-
forgreninger som stjerneeksplosionspolymererne. De tette
st jerneeksplosionpolymerers forggede tathed af funktionelle
grupper kan muliggere, at en storre materialemangde kah bares
pr. dendrimer. Eftersom antallet af funktionelle grupper pa
dendrimererne kan styres pd overfladen og inden i det indre,
tilvejebringes der ogsad et middel til styring af mengden af
bioaktivt stof, der kan afgives pr. dendrimer. I en sarlig fo-
retrukken udferelsesform for den foreliggende opfindelse er
stjerneeksplosionspoiymererne, isar stjerneeksplosionsdendri-
mererne, malrettede barere for bioaktive stoffer, der er i
stand til at afgive de bioaktive stoffer til en bestemt mal-
organisme eller til en bestemt determinant eller et bestemt

sted i en mdlorganisme.

Der kan anlagges en analogi mellem stjerneeksplosionsdendrime-
rer af tidlig generation (dvs. generation = 1-7) og klassiske
sferiske miceller. Analogien dendrimer - miceller blev udledt
ved sammenligning af trak, som de havde til falles, sasom fa-

storrelse og overflade.

Tabel I
Parameter Regulazre klassiske Stjerneekspliosi-
miceller onsdendrimerer
facon sferisk sfaerisk
storrelse 20-504 17-674
(diameter)
overfladeaggre- 4-202 7=6-192 (Z er an-
gatijonstal tallet af overfla-
grupper) (generati-
on = 2~17)
areal/overflade- 130-8042 127-7542

gruppe (A2)
(14 = 10-1 nm; 142 = 10-2 nm?)

I tabel 1 blev faconen verificeret ved hjalp af scanning
transmission electron micrographs (STEM)-mikroskopi og malin-
ger af egenviskositet (n). Storrelsen blev verificeret ved ma-
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linger af egenviskositet (n) og sterrelsesudelukkelseskroma-
tografi (SEC). Overfladeaggregationstallene blev verificeret
ved hjalp af titrimetri og hojfelt-NMR. Areal/overfladegruppe
blev beregnet ud fra SEC-hydrodynamiske malinger,

De ferste fem generationer af stjerneeksplosionspolyamidoamin
(PAMAM)-dendrimerer er mikroomrader, som meget tat efterlig-
ner klassiske sfariske miceller i nasten enhver henseende
(dvs. facon, sterrelse, antal overfladegrupper samt areal/
overflade-grupper). En stor forskel bestdr imidlertid i, at de
er covalent fastgjort og robuste sammenlignet med den dynami-
ske akvilibrerende natur af miceller. Denne forskel er en sig-
nifikant fordel ved anvendelse af disse mikroomrader som ind-

kapslingsinstrumenter.

Efterhanden som yderligere koncentriske generationer tilfgjes
udover fem, finder en sammentrangning af overfladen sted. Den-
ne sammentrangning kan fore til foregede barriereegenskaber
ved overfladen og manifesterer sig som et mindre overfladeare-

al pr. hoved (overflade)-gruppe som vist i tabel II.
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For eksempel har aminterminerede generationer 6,0, 6,0, 7,0,
8,0 og 9,0 formindskede overfladearealer pa henholdsvis 104,
92, 73, 47 og 32A2 pr. Z-gruppe. Denne egenskab svarer til en
overgang fra en mindre sammentrangt micellelignende overflade
til en mere sammentrangt bi-lag/monolag-barrierelignende over-
flade, der normalt er forbundet med vesikler (liposomer) eller

membraner af Langmuir~Blodgett-typen.

Hvis denne overfladesammentrangning finder sted, skulle &n-
dringen i fysiske egenskaber og morfologi blive iagttaget,
efterhidnden som generationerne steg fra mellemgenerationen
(6-8) til1 de mere fremrykkede generationer (9 eller 10). Scan-
ning transmission electron mikrograferne (STEM) for generati-
onerne = 7,0, 8,0 og 9,0 blev opnadet efter fjernelse af metha-
noloplssningsmidliet fra hver af preverne til opnaelse af far-
velgse, lysegule faste film samt farvning med osmiumtetraoxid.
Den forudsagte morfologiske andring fandt sted pa trinnet ge-
neration 6 = 9,0. MikroomrAderne ved generation = 9,0 maler
ca. 334 i diameter og er omgivet af en farvelss rand, der er
ca. 25Ah tyk. Tilsyneladende er methanolisk oplesningsmiddel
blevet indesluttet indenfor den 25i& ydre membranlignende bar-
riere til opnaelse af det merkt farvede indre. Ved generation
= 9,0 opferer stjerneeksplosions-PAMAM'en sig saledes topolo-
gisk som en vesikel (liposom). Denne stjerneeksplosionspolymer
er imidlertid af en mindre storrelsesorden og meget monodis-
pers sammenlignet med en liposom. De omhandlede dendrimerer
kan felgelig anvendes til molekylar indkapsling af oplesnings-
middelfyldte hulrum p4 s& meget som ca. 33A i diameter (volu-
men ca. 18.00043) eller mere. Disse prototyper af micellester-
relse viser sig at opfere sig ligesom en covalent fastgjort
1iposom p& dette fremrykkede generationstrin. Denne opfersel
ger disse prototyper i stand til at fungere som lagemiddelaf-
givende stoffer eller som barere for ikke-chelaterende radio-
nuklider i stjerneeksplosions-antistofkonjugater til behand-

1ing af forskellige pattedyrsygdomnme.

Dendrimerer, der er egnede til anvendelse i konjugaterne ifgl-

ge den foreliggende opfindelse, indbefatter de tatte stjerne-
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polymerer eller stjerneeksplosionspolymerer, der er beskrevet
i US patentskrifterne nr. 4.507.466, nr. 4.558.120, nr. 4.568.

737 og nr. 4.587.3289.

Den foreliggende opfindelse angdr isar et stjerneeksplosions-
konjugat, som omfatter mindst én stjerneeksplosionspolymer

knyttet til mindst &t baret farmaceutisk materiale. Stjerne-

eksplosionskonjugater liggende inden for den foreliggende op-

findelses rammer indbefatter s&danne reprasenteret ved form-

Ten:
(P)x ™ (M)y

hvori hvert P betegner en

(1)

dendrimer, x betegner et helt tal,

der er 1 eller steorre end 1, hvert M betegner en enhed (f.eks,

et molekyle, atom, ion og/eller en anden grundenhed) af et ba-

ret farmaceutisk materiale, idet navnte barede farmaceutiske

materiale kan vzre det samme barede materiale eller et for-

skelligt ba&ret farmaceutisk materiale, idet det barede farma-

ceutiske materiale fortrinsvis er et biocaktivt stof, y repra-

senterer et helt tal, der er 1 eller sterre end

1, og * angi-

ver, at det barede farmaceutiske materiale er forbundet med

dendrimeren.

Foretrukne stjerneeksplosionskonjugater med formlen (I) er s&-

danne, hvori M:.er et lazaemiddel, et radionuklid, en chelatdan-
ner,et chelateret metal, et toxin, et antistof, et antistoffragment, et an-

tigen, en signaldanner, en signalreflektor eller en signalabsorber,

idet sa&danne foretrakkes, hvori x = 1, og y = 2 eller mere.

Indbefattet er endvidere

stjerneeksplosionskonjugater med

formlen (1), hvori stjerneeksplosionsdendrimererne er covalent

sammenknyttede, stjerneeksplosionsbroforbundne dendrimerer,

eventuelt via forbindelsesgrupper, sad at der dannes polyden-

dritiske aggregater {dvs.,

hvor x > 1). Anvendelser af disse

stjerneeksplosionsbroforbundne dendrimerer indbefatter topisk

styrede frigerelsesmidler,

stralingssynovektomi og andre.
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Som heri benyttet betyder "forbundet med", at det eller de ba-
rede materialer kan indkapsles eller indesluttes i dendrime-
rens kerne, dispergeres helt eller delvis gennem dendrimeren
eller knyttes eller bindes til dendrimeren, eller enhver kom-
bination deraf. Forbindelsen mellem det eller de barede mate-
rialer og dendrimeren eller dendrimererne kan eventuelt benyt-
te forbindelsesled og/eller afstandsstykker til at lette frem-
stillingen eller anvendelsen af stjerneeksplosionskonjugater.
Egnede forbindelsesgrupper er grupper, der knytter en malret-
ter {(dvs. T) til dendrimeren (dvs. P) uden signifikant at for-
ringe madlretterens effektivitet eller effektiviteten af noget
andet bAret materiale eller nogle andre barede materialer
(dvs. M), der findes i stjerneeksplosionskonjugatet. Disse
forbindelsesgrupper kan vare fraspaltelige eller ikke-fraspal-
telige og anvendes typisk til at undgd sterisk hindring mel-
lem m&l-retteren og dendrimeren, idet forbindelsesgrupperne
fortrinsvis er stabile (dvs. ikke-fraspaltelige). Eftersom
stjerneeksplosionsdendrimerernes sterrelse, facon og funktio-
nelle gruppetathed kan styres strengt, er der mange mader,
hvorpd det barede materiale kan knyttes til dendrimeren.
F.eks. (a) kan der vare forbindelser af covalent, coulombisk,
hydrofob eller chelateringstype mellem det eller de barede ma-
terialer og enheder eller entiteter, typisk funktionelle grup-
per, der befinder sig ved eller nar ved dendrimerens overfla-
de, (b) kan der vare forbindelse af covalent, coulombisk, hy-
drofob eller chelateringstype mellem det eller de barede ma-
terialer og molekyldele, der befinder sig inden i dendrime-
rens indre, (c) kan dendrimeren vare fremstillet til at have
et indre, der er overvejende hult og s&ledes muligger fysisk
indeslutning af de bArede materialer inden i det indre (hul-
rum), hvorved frigerelsen af det barede materiale eventuelt
kan styres ved sammentrzngning af dendrimerens overflade med
diffusionsstyrende molekyldele, eller (d) kan forskellige kom-
binationer af de ovenfor navnte faznomener anvendes.

Dendrimerer, her reprasenteret ved "P", indbefatter de tatte
stjernepolymerer, der er beskrevet i US patentskrifterne nr.
4,507.466, nr. 4.558.120, nr. 4.568.737 eller nr. 4.587.329.
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Barede farmaceutiske materialer, heri betegnet ved "M", som er
egnede til anvendelse i stjerneeksplosionskonjugaterne, indbe-
fatter hvilke som helst materialer til} in vivo eller in vitro
anvendelse til diagnostisk eller terapeutisk behandling, der
Kan forbindes med den tatte stjernedendrimer uden i markbar
grad at forstyrre dendrimerens fysiske integritet, f.eks. la-
gemidler som antibiotika, analgetika, hypertensive midler,
cardiotoniske midler og lignende, sasom acetaminaphen, acyclo-
vir, alkeran, amikacin, ampicillin, aspirin, bisantren, bleo-~
mycin, neocardijostatin, chloroambucil, chloramphenicol, cyta-
rabin, daunomycin, doxorubicin, fluorouracil, gentamycin, ibu-
profen, kanamycin, meprobamat, methotrexat, novantron, nysta-
tin, oncovin, phenobarbital, polymyxin, probucol. procarbabhi-
zin, rifampin, strptomycin, spectinomycin, symmetrel, thiogu-
anin, tobramycin, trimethoprim og valban; samt toxiner, sasom
difteritistoxin, gelonin, exotoxin A, abrin, modeccin, ricin
eller toksiske fragmenter deraf; metalioner, sisom alkalj- og
jordalkalimetallerne; radionuklider, sAsom de der er dannet ud
fra actinider eller lanthanider eller andre lignende over-
gangsgrundstoffer eller ud fra andre grundstoffer, sasom 67¢cu,
QOY' lllln, 1311, 18533; 105Rh' ngTe, 6793, lSSSm' 15960’,
175Yb, 177Lu, 88y, ISGHO, 115m1n, 109p(g, 82pp, 1841, 14033'
149pp, 1994y, 14014 og 188ge, signaldannere, sAsom fluoresce-

£ Y

. - - i
signalrefilek

Pl o )
¥yrre vt

Or&éfr, s&sgm paramagnhetiske enhe-

<t

der, f.eks. Fe, Gd og Mn; chelateret metal, sasom ethvert af
de anferte metaller, uanset om de er radioaktive, niar de er
forbundet med en chelatdanner, eller ikke; signalabsorbere,
sasom elektronstradleopaliserende midler; antistoffer inklusive
monoklonale antistoffer og anti-idiotype-antistoffer; antij-
stoffragmenter; hormoner; biologiske reaktionsmodifikatorer,
sdsom interleukiner, interferoner, vira og virale fragmenter;
diagnostiske opaliserende midler samt fluorescerende molekyl-
dele. Barede farmaceutiske materialer indbefatter uddrivnings-
midler, s&som chelatdannere, antigener, antistoffer eller
hvilke som helst molekyldele, der selektivt er i stand til at

uddrive terapeutiske eller diagnostiske stoffer.

De barede farmaceutiske materialer er fortrinsvis bioaktive
stoffer. Som heri benyttet betegner "bioaktiv" en aktiv enhed,
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sasom et molekyle, et atom, en ion og/eller en anden enhed,
der er i stand til at pavise, identificere, inhibere, behand-
le, katalysere, bekampe, drabe, forbedre eller modificere en
madlenhed, sasom et protein, et glycoprotein, et lipoprotein,
et 1lipid, en madlcelle, et malorgan, en mAlorganisme [f.eks. en
mikroorganisme eller et dyr (inklusive pattedyr, sasom menne-

sker)] eller en anden maldel.

Stjerneeksplosionskonjugaterne med formlen (I) fremstilles ved
omsatning af P med M, sadvanligvis i et egnet oplesningsmid-
del og ved en temperatur, der letter foreningen af det barede

materiale (M) med stjerneeksplosionsdendrimeren (P).

Egnede oplesningsmidler er oplesningsmidier, hvori P og M er i
det mindste delvis blandbare, og som er indifferente over for
dannelsen af konjugat. Hvis P og M er i det mindste delvis
indbyrdes blandbare, behegves intet oplesningsmiddel. Om gnsket
kan blandinger af egnede oplesningsmidler anvendes. Eksempler
pa si&danne egnede oplesningsmidler er vand, methanol, ethanol,
chloroform, acetonitril, toluen, dimethylsulfoxid og dimethyl-

formamid.

Reaktionbetingelserne for dannelsen af st jerneeksplosionskon-
jugatet med formlen (1) afhanger af den pAgeldende dendrimer
(P), det barede farmaceutiske materiale (M) og naturen af den
dannede binding {*). Hvis f.eks. P er PEI (polyethylenimin)-
stjerneeksplosionsdendrimeren med en methylencarboxylatover-
flade, og M er et radionuklid, f.eks. yttrium, udferes reak-
tionen ved stuetemperatur i vand. Hvis imidlertid P er ester-
termineret polyamid (PMAM)-stjerneeksplosionsdendrimer, og M
er aspirin, si udfsres reaktionen ved stuetemperatur i chloro-
form. Temperaturen kan typisk ligge i intervallet fra stuetem-
peratur til tilbagesvalingstemperatur. Valiget af det pagalden-
de oplesningsmiddel og temperaturen vil umiddelbart fremga for

fagmanden p& omradet.

Forholdet M:P vil afhange af sterrelsen af dendrimeren og

mangden af baret materiale. F.eks. er det molere forhold (mol-
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forhold) meliem ethvert jonisk M og P sadvanligvis
0,1-1.000:1, fortrinsvis 1-50:1, og mere foretrukket 2-6:1.
Vagtforholdet mellem ethvert lazgemiddel eller toxin M og P er
sedvanligvis 0,1-5:1 og fortrinsvis 0,5-3:1.

NAr M er et radionuklid, er der tre mader at. fremstille stjer-
neekspiosionskonjugatet pa, nemliig: (1) P kan anvendes som en
chelatdanner. F.eks. vil en methylencarboxylatoverfliade-PEI
eller -PAMAM chelatere et metal som yttrium eller indium. (2)
Et chelat kan covalent bindes til P. En amintermineret PEI-
stjerneeksplosionsdendrimer kan f.eks. omsattes med 1-(p-iso-
thiocyanatobenzyl)diethylentriaminpentaeddikesyre og derpa
chelateres, eller et kompleks, sé&som rhodiumchlorid, der er
chelateret med isothiocyanatobenzyl-2,3,2-tet, kan bringes til
omsatning. {3) Et forchelateret radionuklid kan associeres med

P ved hjelp af hydrofob eller ionisk reaktion.

Sarlig foretrukne stjerneeksplosionskonjugater er de konjuga-
ter, der indeholder en malretter (her betegnet "T"), og som er

reprasenteret ved formlen:
(The * (P)x ™ (M)y (11)

hvori hvert T reprasenterer en malretter, e betegner et heit
tal, der er 1 eller sterre end 1, og P, x, *, M og v er som

defineret i det foregaende.

Foretrukne blandt stjerneeksplosionskonjugaterne med formlen
(II) er de, hvori M er et legemiddel, et radionuklid, en che-
Tatdanner, et chelateret metal, toxih, en signaldanner, en
signalreflektor eller en signalabsorber. Foretrukne konjugater
er ogsa de konjugater, hvori e=1 eller 2, og de, hvori x=1 og
vy=2 eller mere. S@arlig foretrukne konjugater er de, hvori x=1,
e=2, y=2 eller mere, og M og T er forbundet med polymeren via

de samme eller forskellige forbindelsesled.

Stjerneeksplosionskonjugaterne med formlen (II) fremstilles

enten ved at danne T * P og derpa tilfoje M eller ved dannel-
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se af P * M og derpd tilfeje T. Hver af reaktionerne udfores
ved temperaturer, der ikke er skadelige for den pagzldende
konjugatkomponent og i narverelse af et egnet oplesningsmid-
del, nar det er pakravet. Til styring af pH anvendes puffere
eller tilsaztning af egnet syre eller base. Reaktionsbetingel-
serne afhanger af typen af dannet forbindelse (*), den benyt-
tede stjerneeksplosionsdendrimer (P), det barede farmaceuti-
ske materiale (M) og ma&lretteren (T). Nar f.eks. T er et mono-
klonalt antistof, og M er et radionuklid, frembringes T*P-for-
bindelsen ved hj21p af en funktionel gruppe, sasom et isothio-
cyanat i vand eller i vand indeholdende en organisk modifika-
tor, s&som acetonitril eller dimethylformamid. Konjugeringen
foretages sadvanligvis i en puffer ved pH 7-10, fortrinsvis
pH 8,5-9,5. Det dannede konjugat chelateres derpa med et ra-
dionuklid, sisom yttriumacetat, fortrinsvis ved stuetempera-
tur. Alternativt kan P og M chelateres, sadvanligvis i vand,
for konjugering til T. Konjugeringen med T udferes i en egnet

puffer.

Forholdet T:P er fortrinsvis 1:1, 1disar na&r T er et antistof

eller fragment. Forholdet M:P vil vare som fer,

Malrettere, der er i stand til at maTrette stjerneeksplosions-
konjugaterne, er enheder, der ved anvendelse i stjerneeksplo-
sionskonjugaterne ifelge opfindelsen resulterer i at i det
mindste en del af stjerneeksplosionskonjugaterne afgives til
et wonsket mal (f.eks. et protein, glycoprotein, lipoprotein,
1ipid, en malcelle, et mAlorgan, en malorganisme eller en an-
den m&ldel), og som indbefatter antistoffer, fortrinsvis mono-
klonale antistoffer, antistoffragmenter, sasom Fab, Fab',
F{ab'),-fragmenter eller hvilke som helst andre antistoffrag-
menter med den nedvendige mdlspecificitet, hormoner, biologi-
ske reaktionsmodifikatorer, epitoper, kemiske funktionalite-
ter, der udviser malspecificitet, og lignende.

Antistofferne eller antistoffragmenterne, der kan anvendes i
foretrukne heri beskrevne stjerneeksplosionskonjutater, kan
fremstilles ved hjalp af velkendte metoder. Hejspecifikke mo-
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noklonale antistoffer kan fremstilles ved hjalp af velkendt
hybridiseringsteknik, se f.eks. Kohler og Milstein (1975,
Nature 256:495-497, og 1976, Eur. J. Immunol. 6:511-519). Sa-

danne antistoffer har normalt en meget specifik reaktivitet.

I de mAlrettede antistof-stjerneeksplosionskonjutater kan an-
vendes antistoffer rettet mod ethvert antigen eller hapten.
Selv om konventionelle polyklonale antistoffer kan anvendes,
frembyder monoklonale antistoffer flere fordele. Hvert mono-
klonalt antistof er meget specifikt for en enkelt epitop. End-
videre kan store mangder af hvert monoklonalt antistof frem-
stilles. De ifslge den foreliggende opfindelse benyttede anti-
stoffer kan rettes mod f.eks. tumorer, bakterier, svampe,
vira, parasitter, mycoplasma, differentierings- og andre cel-
lemembranantigener, patogene overfladeantigener, toxiner, en-
zymer, allergener, lagemidler og hvilke som helst biologiske
aktive molekyler, For en mere fuldstendig liste over antigener

henvises til US patentskrift nr. 4.193,983.

Det kan vaere gnskeligt at knytte flere antistoffer eller frag-
menter til dendrimeren og i bestemte tilfalde at tilknytte an-
tistoffer af forskellige specificiteter. F.eks. kan der udfor-
mes et bifunktionelt konjugat, som har evnen til at lokalisere

og binde til en tumor og derpa uddirive CirKuUlerenge Cytotok-

siske, diagnostiske eller biostatiske forbindelser.

1 tilfelde af fravar af en malretter (eller om ensket i ner-
verelse af en miAlretter) kan som felge af antallet af funktio-
nelle grupper, der kan lokaliseres ved eller nar ved overfla-
den af dendrimeren, alle eller en vasentlig del af sadanne
funktionelle grupper geres anioniske, kationiske, hydrofobe
eller hydrofile med henblik pa effektivt at hjalpe afgivelsen
af stjerneeksplosionskonjugatet til et onsket mal med den mod-
satte ladning eller til et hydrofobt eller hydrofilt kompati-
belt mal.

Fremstilling af konjugaterne med formlen (II) under anvendelse
af P sammen med et beskyttet greb (handle) (S) tilsigtes ogsa
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som fremgangsmade til fremstilling af konjugaterne med formlen

(IT). Reaktionsskemaet er vist nedenfor:

s*P  fyldning. S*P*M  afbeskyttelse, P*M

T*p*M _ binding

hvor S*P betegner den beskyttede dendrimer,

s*p*M betegner den beskyttede dendrimer, konjugeret med M,

P*M betegner dendrimeren konjugeret med M (stjerneeksplosions-
konjugat), og

T*P*M betegner stjerneeksplosionskonjugatet bundet til en mal-

retter.

Egnede oplssningsmidler kan benyttes, som ikke pavirker P*M.
Nar f.eks. S er t-butyloxycarbonyl, kan S fjernes ved hjalp af

vandig syre.

Foretrukne er ogsa stjerneeksplosionskonjugater, hvori polyme-
ren er tilknyttet direkte eller via forbindelsesled. Disse

stjerneeksplosionskonjugater er reprasenteret ved formlen II:
[(T)e - (C')elg * (P)x * [{C"")ph - (M)ylk (111)

hvori hvert C' reprasenterer den samme eller forskellige for-
bindelsesgrupper,

hvert C'' betegner den samme eller forskellige forbindelses-
grupper,

g og k hver 1iszr betegner et helt tal, der er 1 eller storre
end 1,

f og h hver is®r betegner et helt tal, der er 0 eller storre
end O,

- angiver en covalent binding i tilfalde, hvor en forbindel-
sesgruppe er til stede, og

P, x, *, M, y, T og e er som defineret i det foregaende.

Foretrukne blandt stjerneeksplosionskonjugaterne med formlen

(III) er de, hvori M er et radionuklid, lzgemiddel, toxin, en
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signaldanner, en signalreflektor eller en signalabsorber. Fo-
retrukne er ogsad de konjugater, hvori x=1. Sarlig foretrukne
konjugater er de, hvori x, e, f, h og y hver er 1, og g er en
eller mere, o0g hvert k individuelt er 2 eller mere. Mest fore-
trukne er de konjugater, hvori x, e, f, h, v og g hver er 1,
og k er 2 eller mere. Serlig foretrukne er o0gsad de stjerneeks-
piosionskonjugater, hvori M betegner et bioaktivt stof, s&asom

et radionuklid, et lagemiddel eller toxin.

Egnede forbindelsesgrupper, som er reprasenteret ved C'', er
grupper, som knytter det barede farmaceutiske materiale til}
dendrimeren uden p& signifikant made at forringe effektivite-
ten af det barede farmaceutiske materiale eller effektiviteten
af den eller de milrettere, der er til stede i stjerneeksplo-
sionskonjugatet. Disse forbindelsesgrupper skal vare stabile
(dvs. ikke-fraspaltelige) eller kunne fraspaltes afhangigt af
det barede farmaceutiske materiales aktivitetsmade, og de an-
vendes typisk med henblik p& at undgd sterisk hindring mellem
det bArede farmaceutiske materiale og polymeren.

£~ P ~ 1 2 ~ 3
foretrukne er konjugater, hvori dendr en direkte eller

o
e
=3
o
"3

-
=>4 i

e
via en forbindelsesgruppe eller forbindelsesgrupper er knyttet
ti1 et antistof eller antistoffragment. Polymeren i disse fo-

X
(<]

retrukne konjugater kan endvidere om ©nsket enten direkte ei-
ler via en eller flere forbindelsesgrupper knyttes til et el-
ler flere andre barede materialer, fortrinsvis en radioiso-
top. Sadanne stjerneeksplosionskonjugater er reprasenteret ved

formlen:
[(antistof)e - (C')glg * (P)y * [(C'")p - (M)ylk (IV)

hvori hvert antistof betegner et antistof eller antistoffrag-
ment, der er i stand til at reagere med en gnsket epitop,

- angiver en covalent eller coulombisk binding i tilfelde,
hvor en forbindelsesgruppe er til stede, og

P, x, * , M, T, e, y, C', C'', g, k, f og h er som defineret i

det foregaende.



10

15

20

25

30

35

DK 174053 B1

19

Ti1 den ovennavnte syntese af stjerneeksplosionsdendrimerer
(P), som har en funktionel gruppe, der star til radighed for
binding (C' eller C'*) til en mdlretter (T7), kraver den fore-
trukne fremgangsmade, at den reaktive funktionalitet beskyttes
som en syntetisk forleber. Denne beskyttelse foretrakkes, for-
di den muligger syntese af dendrimerer eller konjugater af me-
get hej kvalitet. Denne fremgangsmade muligger kemisk binding
af en enhed af baret farmaceutisk materiale (M) til stjerne-
eksplosionsdendrimerens (P) terminale funktionelle grupper pa
mader, som ellers ogsd ville resultere i reaktion med en til-
knyttende funktionelt gruppe og sdledes gere det umuligt at
tilknytte til malretteren (T). Efterfelgende afbeskyttelse el-
ler syntetisk omdannelse til den enskede tilknyttende funktio-
nelle gruppe ger det s&ledes muligt for stjerneeksplosionskon-

jugatet at blive knyttet til madlretteren.

En af de foretrukne "funktionelle grupper til tilknytning™ (i
det feolgende omtalt som et "greb") er en anilinmolekyldel.
Denne gruppe foretrakkes, fordi den kan anvendes direkte til
binding til mdlretteren, eller ogsd kan den let modificeres
til andre funktionelle grupper, der er egnede til omsatning
med m&lretteren, f.eks. isothiocyanat, isocyanat, semithiocar-
bazid, semicarbazid, bromacetamid, jodacetamid og maleimid.
Anilinmolekyldelen foretrzkkes ogsd som et greb til tilknyt-
ning til milretterne, fordi den let kan beskyttes til anven-
delse i stjerneeksplosionsdendrimersyntese, eller nitrogrup-
pen kan anvendes som en forleber, der kan omdannes til den on-

skede aminofunktion ved slutningen af syntesen.

Der findes et antal beskyttelsesgrupper, som er egnede til be-
skyttelse af anilino-aminofunktionaliteten under stjerneeks-
plosionsdendrimersyntese. (Se Theodora W. Green, Protective
Groups In Organic Synthesis, pub. John Wiley & Son, New York,
1981). En foretrukken klasse af beskyttelsesgrupper er de ne-

denfor viste carbamater.
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Mange carbamater har veret benyttet til beskyttelse af aminer.

r
De mest foretrukne carbamater til stjerneeksplosiconsdendrimer-
syntese er t-butoxycarbamat, R = -C(CH3)3. Afbeskyttelse opnas
ved hjelp af mild syrehydrolyse. Foretrukket er ogs& benzyl-
carbamatbeskyttelsesgruppen,

R = -CHj

som foretraekkes, nar dendrimeren er fmisom over for syrehydro-
lyse. Afbeskyttelse opnds ved hjalp af katalytisk hydrogene-
ring. Foretrukket er ogsa 9-fluorenylmethylcarbamat

2

Phthalimidbeskyttelsesgruppen er ogsa et foretrukket eksempel

a
R g, ——> R N >
, = O .
]

'
0
Andre til aminer benyttede beskyttelsesgrupper, som er vel-
kendte fra litteraturen, kunne ogsd anvendes i dette syntese-
skema. De ovennavnte praferencer anferes kun som illustrative
eksempler, men er ikke de eneste beskyttelsesgrupper, som kan
anvendes. Enhver beskyttelsesgruppe, som er stabil under reak-
tionsbetingelserne og kan fjernes uden at andre stjerneeksplo-

sionsdendrimerens integritet, kan anvendes.

En alternativ fremgangsmade indebazrer omsaztning af et aktive-

ret arylhalogenid, f.eks. 4-nitrofluorbenzen, med en amino-
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funktion p& det til konjugering bestemte middel, f.eks. stjer-
neeksplosionspolyethyleniminer (PEI), og efterfelgende kataly-
tisk hydrogenering af nitrogruppen til anilinfunktionaliteten
med henblik p& efterfelgende konjugering. Den er sarlig anven-
delig til midler, f.eks. polyaminer, der kraver vyderligere
modifikation fer anvendelse, som folge af nitrophenylfunktio-
nalitetens relative kemiske indifferenthed over for alle ikke-
reducerende reaktionsbetingelser. De mere almindelige bifunk-
tionelle bindingsmidler, f.eks. aktive estere eller diisocya-
nater, som er reaktive under et stort antal reaktionsbetingel-

ser, og som ville gere dem uanvendelige til konjugering, ind-

befatter:
0
0
0 | 0 l
TJ Q ; voccaacH{@N )
0 I\
" I
‘JOC—\_@ | | Q
o
|
0

og /
l NCO

0 NCO
; ©)f
1t
ICHZCNH—@—COZ—N

Opfindelsen indbefatter ogs& anvendelsen af nitrosubstituere-
de arylsulfonylhalogenider til opnaelse af sulfonamider,

f.eks.



10

15

20

25

30

35

DK 174053 B1

22

305X
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Fordelen ved denne fremgangsmade 1 forhold til kendte frem-
gangsmader til indfering af en aminophenylgruppe til konjuge-
ring er, at den finder sted pd et sent trin i syntesen, Gan-
sow et al., US patentskrift nr. 4.472.509, indferte 1 sin
fremgangsmade nitrophenylgruppen pa det ferste trin i en lang
synteseprocedure, der derved har begransninger med hensyn ti]
den kemi, der star til radighed. Denne fremgangsmade indferer
ogsa et greb, der er tydeligt forskelligt fra resten af mole-
kylet. Manabe et al. navnede, at ringdbningen af ravsyreanhy-
drid ved hjalp af tilbagevarende aminer resulterede i en kob-
lingsgruppe, ved hjelp af hvilken konjugering til et antistof
var mulig. Denne fremgangsmadde frembragte imidlertid ingen
midler til differentiering mellem eventuelle ikke-chelaterede
steder pa polymeren, eftersom de chelatdannende grupper var de

samme som tilknytningsgruppen.

Den ovenfor navnte fremgangsmade kan indfere en aminophenyl-
funktionalitet i ethvert stof indeholdende en aminogruppe, som
derpd konjugeres med et bioaktivt stof, f.eks. et monokionalt
antistof eller et enzym. Stoffet kan konjugeres ved hjalp af
oxidativ kobling til kulhydrater pa det bioaktive stof, f.eks.
antistof. Aminophenylgruppen kan ogsd omdannes til et isothio-
cyanat eller isocyanat til efterfolgende omsztning med de ved-
hangende aminogrupper tilherende lysinrester pad det bijoaktive
stof.

Den her omhandlede fremgangsmade tilvejebringer ogsa direkte
chelatering af lanthanider med stjerneeksplosionsdendrimerer,
fortrinsvis ved hjalp af PEI-acetatdendrimer. I modsatning
hertil anforer Denkwalter, US patentskrift nr. 4.289.,872, at
blot anbringelse af acetater pa overfladen fungerer. Den her
omhandlede reaktion viser imidlertid, at PEI-acetat fungerer
meget bedre end PAMAM, dvs. at overfladen af iminodiacetater
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kun er en del af historien, idet grundskelettets natur samt
forgrening ogsd er meget vigtig. PEI-acetatet har bedre chela-
teringsegenskaber end PAMAM-acetatet.
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Foretrukne blandt stjerneeksplosionskonjugaterne med formlen
(I1V) er de, hvori M er et radionuklid, lagemiddel, toxin, sig-
nalgenerator, signalreflektor eller signalabsorber. Foretrukne
er ogsa de konjugater, hvori x=1. Sarlig foretrukne er de kon-
jugater, hvori x, e, f, h ogy hver er 1, og g er en eller me-
re, og hvert k individuelt er 2 eller mere. Mest foretrukne er
de konjugater, hvori x, e, f, h, y og g hver er 1, og k er 2
eller mere. 0gs& sarlig foretrukne er de stjerneeksplosions-
konjugater, hvori "antistof" reprasenterer et monoklonalt an-
tistof eller et epitopbindenden fragment deraf, og isar fore-
trakkes de, hvori M betegner et bioaktivt stof, sasom et ra-

dionuklid, lagemiddel eller toxin.

Stjerneeksplosionskonjugaterne kan benyttes til en razkke for-
skellige diagnostiske anvendelser in vitro eller in vivo, sa-
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som radioimmunanalyse, elektronmikroskopi, enzymbundne immuno-
sorbentanalyser, kernemagnetisk resonansspektroskopi, kon-
trastbilleddannelse og immunoscintografi, til analytiske an-
vendelser, til terapeutiske anvendeliser som bzrer af antibio-
tika, radionuklider, 1lazgemidler eller andre stoffer, der er
egnede til anvendelse ved behandling af sygdomstilstande, sa-
som cancer, autoimmunsygdomme, forstyrrelser i centralnerve-
systemet, infektiese sygdomme og hjerteforstyrrelser, eller de
kan anvendes som udgangsmaterialer til fremstilling af andre

anvendelige stoffer.

Den foreliggende opfindelse angadr ogsd stjerneeksplosionskon-
jugatsammensatninger, hvori stjerneeksplosionskonjugaterne er
bragt til1 at indgd sammen med andre egnede barere. Stjerneeks-
plosionskonjugatsammensatningerne kan eventuelt indeholde an-
dre aktive bestanddele, additiver og/eller fortyndingsmidler.

Den foretrukne stjerneeksplosionspolymer til anvendelse i
stjerneeksplosionskonjugaterne ifplige den foreliggende opfin-
delse er en polymer, der kan beskrives som en stjerneeksplo-

sionenolvmer der har mindet en
s10nE lymer, der har mindst

aren {1 det fglgende bhetegnet
rv iy -~ L=l N ”I‘— ‘l A N N 1 N U\-&\-”ll .

n fzlgen
en kernegren), fortrinsvis to eller flere grene, der udgar fra
en kerne, hvilken gren har mindst en terminaligruppe, forudsat
at (i) forhoidet meiiem terminaigrupper og Kkernegrenene er
storre end 1, fortrinsvis 2 eller mere, (2) tetheden af termi-
nalgrupper pr. volumenenhed i polymeren er mindst 1,5 gange
tetheden af en udvidet konventionel stjernepolymer med lignen-
de kerne og monomere molekyldele og en molekylvegt samt et an-
tal kernegrene, der kan sidestilles dermed, idet hver af sa-
danne grene i den udvidede konventionelle stjernepolymer ba-
rer kun en terminalgruppe, og (3) et molekylart volumen, der
ikke er mere end ca. 80% af navnte udvidede konventionelle
stjernepolymers molekylazre volumen bestemt ved dimensionsun-
dersggelser under anvendelse af graduerede Corey-Pauling mole-
Kylare modeller. Som heri benyttet betyder udtrykket "tat",
nar det modificerer "stjernepolymer" eller "dendrimer"™, at den
har et mindre molekylart volumen end en udvidet konventionel

stjernepolymer, der har den samme molekylvagt. Den udvidede



10

15

20

25

30

35

DK 174053 Bt

25

konventionelle stjernepolymer, som anvendes som grundlag for
sammenligning med den tatte stjernepolymer, er en, som har den
samme molekylvagt, samme kerne og monomere komponenter og sam-
me antal kernegrene som den tatte stjernepolymer. Med "udvi-
det" menes, at den konventionelle stjernepolymers individuelle
grene er forlanget eller strakt til deres maksimale langde,
f.eks., da sadanne grene eksisterer, nar stjernepolymeren er
fuldstendig solvateret i et ideelt oplesningsmiddel for stjer-
nepolymeren. Selv om antallet af terminale gruppe er storre
for det tatte stjernepolymermolekyle end i det konventionelle
stjernemolekyle, er endvidere terminalgruppernes kemiske

struktur den samme.

Dendrimerer, der anvendes i konjugaterne ifslge den forelig-
gende opfindelse, kan fremstilles ved hjzlp af i og for sig
kendte fremgangsmader. De ovennavnte dendrimerer, de forskel-
lige coreaktanter og kerneforbindelser samt en fremgangsmade
ti1 fremstilling deraf kan vere som defineret i US patent-
skrift nr. 4.587.329,

Dendrimererne til anvendelse i konjugaterne ifelge den fore-
liggende opfindelse kan have terminalgrupper, som er tilstrak-
kelig reaktive til at underga additions- eller substitutions-
reaktioner. Eksempler p& sadanne terminalgrupper indbefatter
amino, hydroxy, mercapto, carboxy, alkenyl, allyl, vinyl, ami-
do, halogen, urinstof, oxiranyl, aziridinyl, oxazolinyl, imid-
azolinyl, sulfonat, phosphonat, isocyanat og isothiocyanat.
Terminalgrupperne kan modificeres for at gore dem biologisk
indifferente, f.eks. for at gore dem ikke-immunogene, eller
for at undgi uspecifik optagelse i leveren, milten eller et
andet organ. Dendrimererne afviger fra konventionelle stjerne-
eller stjerneforgrenede polymerer i den henseende, at dendri-
mererne har en storre koncentration af terminalgrupper pr. en-
hed af molekylart volumen end tilfaldet er for konventionelle
udvidede stjernepolymerer, der har et tilsvarende antal kerne-
grene og en tilsvarende kernegrenslangde. Tatheden af termi-
nalgrupper pr. enhedsvolumen i dendrimeren er saledes sadvan-

ligvis mindst 1,5 gange tatheden af terminalgrupper i den kon-
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ventionelle udvidede stjernepoliymer, fortrinsvis mindst 5 gan-
ge og mere foretrukket mindst 10 gange samt mest foretrukket
fra 15 til 50 gange. Forholdet mellem terminalgrupper pr. ker-
negren i den tette polymer er fortrinsvis mindst 2, mere fore-
trukket mindst 3 og mest foretrukket fra 4 til 1024. Ved en
given polymermolekylvagt er den tatte stjernepolymers moleky-
lare volumen fortrinsvis mindre end 70 volumen%, mere fore-
trukket fra 16 til 60 og mest foretrukket fra 7 til 70 volu-~
men% af den konventionelle udvidede stjernepolymers molekyla-

re volumen.

Foretrukne dendrimerer til anvendelse i konjugaterne ifglge
den foreliggende opfindelise er karakteriseret som havende en
mopovalent eller polyvalent kerne, der er covalent bundet til
dendritiske grene. En sa&dan ordnet forgrening kan illustreres
ved hjalp af feslgende razkkefeslge, hvori G angiver antallet af

generationer:
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Matematisk kan forholdet mellem antallet (4) af terminale
grupper p4 en dendritisk gren og antallet af generationer af
grenen angives som felger:

# af terminale grupper pr. dendritisk gren = NG

hvori G er antallet af generationer, og N, er gentagelsesen-
hedmultipliciteten, der er mindst 2 som i tilfelde af aminer.
Det samlede antal terminalgrupper i dendrimeren bestemmes af
felgende:

# af terminale grupper pr. dendrimer = NgNRG

hvori G og N er som ovenfor defineret, og N¢ reprasenterer
kerneforbindelsens valens (ofte betegnet kernefunktionalitet).
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Felgelig kan dendrimererne ifelge den foreliggende opfindelse

angives i sin komponentdele som falger:

(kerne) ((gentage]sesenhed)NrG_l terminaldel NrG)I N,

Np-1
hvori kernerne, den terminale del, G og N. er som ovenfor de-

fineret, og gentagelsesenheden har en valens eller funktjona-

lTitet pa& N. + 1, hvor N. er som ovenfor defineret.

En copolymer dendrimer, som er en foretrukken dendrimer ti}
opfindelsens formdl, er en sarlig forbindelse, der er opbyg-
get af polyfunktionelle monomerenheder i en meget forgrenet
(dendritisk) orden. Dendrimermolekylet fremstilles ud fra en
polyfunktionel initiatorenhed (kerneforbindelse), polyfunk-
tionelle gentagelsesenheder og terminale enheder, der kan vare
de samme som eller forskellige fra gentagelsesenhederne. Ker-
neforbindelsen angives ved formlen 1:)(Z°)Nc, hvori C) beteg-
ner kernen, ZC¢ betegner de funktionelle grupper, som er bundet
til C), 0g Nc betegner kernefunktionaliteten, som fortrinsvis
er 2 eller mere, mest foretrukket 3 eller mere. Dendrimermole-
kylet omfatter saledes en polyfunktionel kerne, (@) ., der er
bundet til et antal (N.) funktionelle grupper, Z€, som hver er
knyttet til den monofunktionelle hale af en gentagelsesenhed,

x1lvyl{zlyy1, af den
gentagelsesenheden tilherende én generation er bundet ti] en
monofunktionel hale af en gentagelsesenhed tilhsrende den na-

ste generation, indtil den terminale generation er naet.

I dendrimermolekylet er gentagelsesenhederne de samme inden
for en enkelt generation, men kan variere fra generation til
generation. I gentagelsesenheden, X1Y1l(21)y1, reprasenterer x!
den monofunktionelle hale af den ferste generation gentagel-
sesenhed, Yl repr®zsenterer den del, der udger den ferste gene-
ration, Z1 betegner den funktionelle gruppe i det polyfunktio-
nelle hoved af gentagelsesenheden tilhorende den fgrste gene-
ration og kan vare det samme som eller forskellig fra de funk-
tionelle grupper i kerneforbindelsen, C) (Z€)pNe: eller andre
generationer; og Nl er et tal pa 2 eller mere, mest foretruk-
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ket 2, 3 eller 4, som reprasenterer multipliciteten af det po-
Tyfunktionelle hoved tilherende gentagelsesenheden i den feor-
ste generation. Generisk angives gentagelsesenheden ved hjalp
af formlen XiYi(Zi)Ni, hvori "i" betegner den pagaidende gene-
ration fra den foerste til generationen t-1. I det foretrukne
dendrimermolekyle er sadledes hver Z1 tilherende den forste ge-
neration gentagelsesenhed forbundet med en X2 i en gentagel-
sesenhed tilhorende den anden generation osv. gennem genera-
tionerne, sa at hver Zi—gruppe i en gentagelsesenhed
xiYi(Z*)Ni i generation nr., "i" er forbundet med halen (Xi*l)
af gentagelsesenheden tilherende generationen nr. "i+1"., Oen
sidste eller terminale i et foretrukket dendrimermolekyle om-
fatter terminale enheder, Xxtvyt(zt)yt, hvori t reprasenterer
den terminale generation, og Xt, vyt , zt og Nt kan vare de sanm-
me som eller forskellige fra Xi, vi, xi og N1, med den undta-
gelse, at der 1ikke er nogen efterfelgende generation bundet
til Zt-grupperne, og N' kan vare mindre end 2, f.eks. 0 eller
1. Den foretrukne dendrimer har derfor en en molekylar formel

angivet ved

- b1
i-1 .. - .
@(ZC)NC R SN CILN IR A St S AL L
c A
noer 1 0 oyl

hvor 1 er1 tj] t-1

hvori symbolerne er som defineret i det foregaende. n-funkti-
onen er produktet af alle vardierne mellem dens fastsatte
granser.

i-1

o N7 o= (N1 (n2y(N3)ernl-2yyl-1
e JINS)(N3) (N J(ut=h

som er antallet af gentagelsesenheder, Xivi(zi)yi, omfatter
sadledes den i'ende generation af én dendritisk gren, og nar i

er 1, da er
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I copolymere dendrimerer varierer gentagelsesenheden i én ge-
neration fra gentagelsesenheden i mindst é&n anden generation.
De foretrukne dendrimerer er meget symmetriske som illustreret
i de i det feligende beskrevne strukturformler. Foretrukne den-
drimerer kan omdannes til funktionaliserede dendrimerer ved
kontakt med et andet reagens. 0mdanne1se'af hydroxyl i den
terminale generation til ester ved omsatning med et syrechlo-
rid forer f.eks. til en terminalt funktionaliteret esterden-
drimer. Denne funktionalisering behover ikke at blive udfert
til det teoretiske maksimum som defineret af antallet af ¢i]
réddighed stadende funktionelle grupper, og en funktionaliseret
dendrimer har sdledes ikke nedvendigvis hoj symmetri eller en
ngjagtigt defineret molekyler formel som tilfazldet er for den

foretrukne dendrimer.

I en homopolymer dendrimer er alle gentagelsesenhederne,
xivyi(zi)yi, identiske. Eftersom vardierne af alle Ni er ens
(defineret som Np), formindskes produktfunktionen angivende
antallet af gentagelsesenheder til en simpel eksponentiel
form. Den molekylzre formel kan defor angives i enklere form

SO :

MeNp (5=

A i)
ok

/
hvori i = 1 til t-1.

Denne form viser stadig forskellen mellem de forskellige gene-
rationer i, som hver bestir af NN.({1-1) gentagelisesenheder
xTyi(zi)yi. ved at kombinere generationerne til &t udtryk op-
nas:
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(@(Zch{j Xl‘y!‘(‘zf‘)nr Xt‘ft(zt).’\;t

NC N”(t~1)_1 /NCNF'(,;-”
N1
eller
N

(2%), ’:cf".f-"(z")_\;> ' (t=1)
(@ NC \ r x‘fr(t'-.')—'l Np '>
Np=1 N

kerne gentagelsesenhed terminal enhed

hvori XFYF(ZT)yr er den gentageisesenhed, som anvendes i alle

generationer 1.

Hvis en polymerforbindelse vil passe ind i disse ovenfor an-
forte formler, da er polymeren foelgelig en stjerneeksplosions-
polymer. Omvendt, hvis en polymerforbindelse +ikke vil passe
ind i1 disse ovenfor anferte formter, da er polymeren ikke en
stjerneeksplosionspolymer, Til bestemmelse af, hvorvidt en po-
lymer er en stjerneeksplosionspolymer, er det altsd ikke ned-
vendigt at kende den fremgangsmadde, ved hj®lp af hvilken den
blev fremstillet, men kun hvorvidt den passer til formlerne.
Formlerne viser ogsd dendrimerers generationer (G) eller rak-

kevise opbygning.

Der findes tydeligvis flere mader til bestemmelse af forholdet
mellem materiale (M) og dendrimer (P), som afhanger af hvorle-
des og hvor associeringen af P*M finder sted. Nar der sker in-
dre indkapsling, er vagtforholdet M:P sadvanligvis 10:1, for-
trinsvis 8:1, mere foretrukket 5:1 og mest foretrukket 3:1.
Forholdet kan vere s& lavt som 0,5:1 til O0,1:1. N4r indre stg-
kiometri anvendes, er vagtforholdet M:P det samme som ved in-
dre dindkapsling. Nar ydre stekiometri bestemmes, mol/mol-for-
holdet M:P givet ved hj2lp af felgende formler:
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M
(A) 5 NcN¢gN.G-1
(B) 3 NcN¢gNpG™l
{(C) 1 NcN¢NRG-1

= e = o

hvor N. betyder kernemultipliciteten, N{ betyder terminalgrup-
pemuitipliciteten, og N, betyder grenforbindeisesmuitipiici-
tet. Udtrykket NcN¢N-G~1 vil resultere i antallet af Z-grup-
per. Saledes kan f.eks. (A) blive resultatet, nar proteiner,
enzymer eller hejt ladede molekyler findes p& overfladen: (B)
ovenfor, nadr den er aspirin eller capronsyre, og (C) ovenfor,
nar overfladeestergrupper omdannes til carboxy1étioner eller

-grupper.

Andre strukturer af forskellige dimensioner kan selvsagt let
fremstilles af fagmanden p& omradet ved passende variering af
de benyttede dendrimerkomponenter og antallet af generationer.
En groft gradueret sammenligning mellem tre forskellige den-
drimerrzkker og et IgG-antistof ses i fig. 3. I razkken af teg-
ninger angivet ved hjalp af fig. 3(B) viser I stjerneeksplo-
sionspolyamidoaminerne (PAMAM), II viser stjerneeksplosions-
polyetherne (PE), og III viser stjerneeksplosionspolyethylen-
iminerne (PEI). Pa en made svarende til den i fig. 1 viste har
aiie tre rakker (I, II og III} initiatorkernen vist som af-
bildningen langst til venstre, medens den naste afbildning fra
venstre viser stjerneforgreningsoligomeren, og de resterende
afbildninger viser stjerneeksplosionsoligomererne og de re-
spektive broforbundne stjerneeksplosionsdendrimerer. Det kan
ses, at i disse rakker af graduerede afbildninger er dendri-
merdimensionerne tattere ved og i virkeligheden mindre end de
dimensioner, der er angivet for IgG-antistoffet 1 fig. 3(A).
IgG-antistoffet er vist l®angst til venstre i fig. 3. Male-
stoksforholdet er 1 mm = 2,3K. 1 fig. 3(A) er det variable
omrade vist ved (A), det konstante omride ved (B), og kul-
hydrattilknytningsstederne ved (C). Tilnarmelsesvise mal vist
i fig. 3 er (1) er 35-40Ak, (2) er 70k, og (3) er 60A. Disse
dimensionsme#ssige egenskaber foretrzkkes i tilfalde, hvor mal-

retning indebarer afgang fra det vaskulzre system. Dendrimer-
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diametre pad 125 Angstrem-enheder eller mindre er derfor sar-
lig foretrukne, da de kan muliggere afgang fra det vaskulazre
system til malorganer, der betjenes af kontinuerte eller fe-
nestrerede kapillarer. Disse dimensioner er betydningsfulde,
eftersom de er smd sammenlignet med sterrelsen af en potentiel
malkomponent, sasom et antistof (se fig. 3). En linear poly-
mer af tilsvarende molekylvagt ville have en rotationsradius
(i sin fuldt udstrakte form), som ville vare meget stasrre end
dendrimeren med samme molekylvagt. En linezr polymer af denne
type ville forventes p3d uheldig made at pAvirke de molekylare
genkendelsesegenskaber hos mange accepterede malkomponenter.
Det er ogsa onskeligt, at konjugaterne har minimalt molekylart
volumen med henblik pa& ikke at modvirke f.eks. blodudtrad-
ning ved kobling af Fab, Fab' eller et andet passende anti-

stoffragment til dendrimerer med 1ille molekylart volumen.

Dendrimerer er onskelige til afgivelse af radionuklider eller
stearkt paramagnetiske metalijoner til tumorsteder som falge af
deres evne til at chelatere et antal metalioner i et 1ille
rumvolumen. Kobling til antistoffer eller antistoffragmenter,
der er specifikke for tumorer, kan afgive et antal metaller
pr. antistof i forbindelse med kun en enkelt modifikation af

antistoffet.

Binding af malrettere til dendrimerer er et andet aspekt ved
den foreliggende opfindelse. I foretrukne udferelsesformer for
opfindelsen, isar na&r der oenskes anvendt et antistof som en
malretter, kan en reaktiv funktionel gruppe, s&som en carbo-
xylgruppe, en sulfhydrylgruppe, en reaktiv aldehydgruppe, et
reaktivt olefinisk derivat, en isothiocyanatgruppe, en isocy-
anatgruppe, en aminogruppe, et reaktivt arylhalogenid eller et
reaktivt alkylhalogenid, hensigtsmassigt anvendes pA dendrime-
ren. De reaktive funktionelle grupper kan frembringes p& den-
drimeren ved anvendelse af kendte metoder, f.eks.:

(1) Anvendelse af en heterofunktionel initiator (som udgangs-
materiale til syntetisering af dendrimeren), som i sig har
inkorporeret funktionelle grupper af forskellig reaktivitet. I
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en saAdan heterofunktionel injtiator vil mindst en af de funk-
tionelle grupper fungere som et initiatorsted for dendrimer-
dannelse, og mindst en af de andre funktionelle grupper vil
std til radighed for binding til en malretter, men vil vare
ude af stand til at initiere dendrimersyntese. F.eks. muligger
anvendelse af beskyttet anilin yderligere modifikation af NHp-

grupper i molekylet uden omsatning af anilinets NHj;.

Den funktionelle gruppe, som vil std til radighed for binding
ti1 en malretter, kan vare en del af initiatormolekylet i en

hvilken som helst af tre former, nemlig:

{a) I den form, hvori den vil blive benyttet til binding med
miAlretteren. Dette er muligt, nadr intet af de involverede syn-
tesetrin i dendrimersyntesen kan resultere i omsatning ved

dette center.

(b) Nar den funktionelle gruppe, der anvendes til binding til
milretteren, er reaktiv i de i dendrimersyntesen involverede
syntesetrin, kan den beskyttes ved anvendelse af en beskyttel-
sesgruppe, som ger gruppen ureaktiv over for de involverede
synteseprocedurer, men kan selv let fjernes p& en made, der
ikke @#ndrer integriteten af resten af makromolekylet.

(c) 1 det tilfelde, at ingen simpel beskyttelsesgruppe kan
dannes for den reaktive funktionalitet, der skal anvendes til
binding med mé&lretteren, kan en syntetisk forlgber anvendes,
som er ureaktiv ved alle de i dendrimersyntesen benyttede syn-
teseprocedurer. Efter afslutning af syntesen skal denne funk-
tionelle gruppe vare let at omdanne til den enskede bindings-
gruppe pa en made, der ikke andrer integriteten af resten af

molekylet.

(2) Ved kobling (covalent) af den enskede reaktive funktionel-
le gruppe p& en forinden dannet dendrimer, skal det benyttede
reagens indeholde en funktionalitet, som er let at omsztte med
dendrimerens terminale funktionelle grupper. Den funktionelle
gruppe, der til sidst skal anvendes til binding med det mal--
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rettende middel, kan foreligge i sin endelige form, som en be-
skyttet funktionalitet eller som en syntetisk forleber. For-
men, hvori denne bindende funktionalitet anvendes, afhanger af
dens integritet under synteseproceduren, der skal anvendes, o0g
det endelige makromolekyles evne til at modstd hvilke som
helst betingelser, der er nedvendige til at gere denne gruppe
i stand til binding. F.eks. anvender den foretrukne vej ¢til
PEI

<Oy

Eksempler pa heterofunktionelle initiatorer til anvendelse un-
der (1) ovenfor indbefatter felgende illustrative eksempler:

N O CxzNH2

Eal CHzCH
CNHCH,CH N,

/

0
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(C43)3COCVH—<<:::>>— ZC"
32152

-<:i::::>- CH2CH2NE2

CNECH,CEoNE
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/C-:zNHg

CHZNH2

02N @- CHaCH2NE?2
f!-:zm—:g
02N @ CH2CH

) CH2NE2

f:—izCHgNHz

;HzNCZ—!aCHzNZ—:z

CHchsgcszﬁiz

4
€3]

CHoCHoMNH?

-e

og
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Der findes flere kemi'er af sarlig vigtighed:

1) Stjerneeksplosionspolyamidoamiders {"PAMAM") kemi;

2) Stjerneeksplosionspolyethyleniminers ("PEI") kemi;

3) PEI-stjerneeksplosionsforbindelse med en overflade af
PAMAM; og

4) Stjerneeksplosionspoliyetheres {"PE"™) kemi.

Modifikationer af dendrimeroverfladefunkticonaliteterne kan
tilvejebringe andre anvendelige funktionelle grupper, sé&som

felgende:

-0PO3Hy, -PO3Hp, ~PogH(-1), -pos{-2), -co,(-1), -so,H,
-s0,(-1), -sogH, -soz{~1), -nrR1R2, - RS5, -0H, -OR1l, -NH,, per-
fluoreret alkyl, -ﬁNHRl, -ﬁOH,

0

-(csa)n-JZiéiz -N=CH~4ffi

Ry By

-Nxc3;<<::§3 | —X N
' N\ -(ciz)m{ >> ; o ~
Ny N

A3 Ry -(CH)p

hvori R betegner alkyl, aryl eller hydrogen,
Rl pbetegner alkyl, aryl, hydrogen eller

///’ (Cﬁz)n'\\\
-N b4

R2 betegner alkyl, aryl eller
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N
\ . v

R3 betegner -OH, -SH, -COH, -SO2H eller -SO3H,

R4 petegner alkyl, aryl, alkoxy, hydroxyl, mercapto, carboxy1l,
nitro, hydrogen, brom, chlor, jod eller fluor,

R5 betegner alkyl,

X betegner NR, 0 eller S, og

n betegner det hele tal 1, 2 eller 3,

polyethere, eller andre immuno-ufslsomme molekyldele.

valget af funktionel gruppe afhanger af den pagaldende slut-

anvendelse, hvortil dendrimeren er bestemt.

Binding af antistoffer til dendrimerer er et andet aspekt ved
den foreliggende opfindelse. Antistofferne eller antistoffrag-
menterne bindes typisk til dendrimeren ved hjzlp af velkendte
metoder, sasom tilknytning mellem en funktionel gruppe pa den-
drimeren og molekyldele, sasom kulhydrat-, amino-, carboxyl-
eller sulfhydrylfunktionaliteter, der findes i antistoffet
eller antistoffragmentet. I nogle tilfalde kan forbindelses-
grupper anvendes som forbindelsesled eller afstandsstykker
mellem dendrimeren og antistof eller antistoffragment. Dendri-
merens tilknytning til antistoffet eller antistoffragmentet
ber foretages pa en made, der ikke pa signifikant made gene-
rer antistoffets eller antistoffragmentets immunoreaktivitet,
dvs. ved binding af antistoffet eller antistoffragmentet via
en funktionalitet i antistoffet eller antistoffragmentet, som
ikke er en del af antigen-genkendelsesstedet og -bindingsste-
det.

De folgende eksempler illustrerer opfindelsen yderligere, men
mA ikke opfattes som en begransning af opfindelsens rammer. De
med bogstav betegnede eksempler vedrgrer fremstilling af ud-
gangsmaterialer, medens de nummererede eksempler angar frem-

stilling af produkter.
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Eksempel A: Fremstilling af 2-carboxamido-3-(4'-nitrophenyl)-

propanamid.

p-nitrobenzyimalonat-diethylester (2,4 g, 8,13 mmol) blev op-
Test i 35 m1 methanol. Oplesningen opvarmedes til 50-55°C un-
der omroring, og en strem af vandfri ammoniak blev boblet gen-
nem oplesningen i 64 timer. Oplesningen blev afkelet, og det
hvide, flokkulerende produkt blev filtreret fra og rekrystal-
liseret fra 225 ml kogende methanol til opndelse af 1,86 g
(7.80 mmol) bisamid i 96% udbytte (smeltepunkt = 235,6°C (d)).

Formlen blev bekraftet ved hjaip af MS, 1H og 13¢c NMR-spek-
troskopi.

Analyse: Beregnet for C10H1104N3

C H N
Teoretisk: 50,63 4,869 17,72
Fundet: 50,75 4,81 17,94

Eksempel B: Fremstiiling af l-amino-2-(aminomethyl)-3-(4'-nj

trophenyl)propan.

Z-carboxamido-3-{4'-nitrophenyl)propanamid (2,0 g, 8,43 mmol)
blev opslammet i 35 m1 ter tetrahydrofuran under en nitrogen-
atmosfzre og under omrsring. Til denne blanding sattes boran/
tetrahydrofuran-kompleks (106 ml1, 106 mmol) ved hj®zlp af en

. Sprejte. Reaktionsblandingen blev derpA opvarmet til tilbage-

svaling i 48 timer, i 1obet af hvilken tid det suspenderede
amid oplestes. Oplesningen afkeledes, og tetrahydrofuranen
blev fjernet under vakuum under anvendelse af en rotationsfor-
damper. Det ra& produkt og boranresten blev oplest i 50 ml
ethanol, og denne oplesning blev renset med vandfri hydrogen-
chloridgas. Oplesningen opvarmedes under tilbagesvaling i 1
time, og oplesningsmidlet blev fjernet under vakuum. Det rai
hydrochloridsalt blev oplest i 15 m1 deioniseret vand og eks-
traheret med to 50 ml portioner methylenchlorid. Det vandige
lag afkeledes i et isbad under et argonlag, og 50% natriumhy-
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droxid blev langsomt tilsat indtil basisk pH = 11,7. Det ba-
siske vandige lag blev ekstraheret med fire 25 ml portioner
methylenchlorid, og disse kombinerede ekstrakter blev inddam-
pet (rotationsfordamper) til opnéelse af 1,45 g gulfarvet
olie. Denne olje findeltes med diethylether {50 ml) og filtre-
redes under tryk gennem en kort silikagelsejle (kvalitet 62
Aldrich). Ssjlen blev vasket med 100 ml ether, og de kombine-
rede filtratet vakuuminddampes til opnéelse af 1,05 g (5,02
mmol) af titeldiaminen som enh klar olie (smeltepunkt = 275~
278°C{d) bis-HC1-salt).

Formlen blev bekrazftet ved hjelp af MS-, lH- og 13C-NMR spek-

troskopi.

Analyse: Beregnet for CigHi7N302CT>

c H N
Teoretisk: 42,57 6,07 14,89
Fundet: 43,00 6,14 15,31

Eksempel C: Fremstilling af 1-amino-2-{(aminomethyl1)-3-(4'~ami

nophenyl)propan.

Boran/tetrahydrofuran-oplssning (70 ml1, 70 mmol) blev under
nitrogen ved hjalp af en kanylenal sat til en kolbe indehol-
dende 4-~amino-benzylmalonamid (1,5 g, 7,24 mmol) under omro-
ring. Oplesningen blev bragt til tilbagesvaling i 40 timer,.
Den farvelese oplesning blev afkelet, og overskud af tetrahy-
drofuran blev fjernet ved hjalp af rotationsfordampning under
efterladelse af en klar gelatines olie. Methanol (50 ml) blev
forsigtigt sat til olien under merkbar gasudvikling. Tert hy-
drogenchlorid blev boblet gennem suspensionen til frembringel-
se af oplesning, og oplesningen blev derp& opvarmet under til-~
bagesvaling i 1 minut. Methanol/HCl1 blev rotationsfordampet,
og det resulterende hydrochloridsalt blev atter fort gennem
den samme oplesnings/tilbagesvalingsprocedure. Det opniede hy-
drochloridsalt blev oplest i 10 ml1 vand og afkelet i et isbad
under argon. Koncentreret natriumhydroxid (50%) blev langsomt
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= 11. Den vandige portion blev

derpa& ekstraheret med 2 x 100 mi portioner chloroform, som

blev kombineret og filtreret gennem en kort silikagelprop uden

terring. Oplesningsmidlet fjernedes under vakuum (rotations-

fordamper) ti1 opna3else af
i 70% udbytte (Rg = 0,65 - CHCl13/MeOH/NH40H konc.
2/2/1). Formlen blev bekrazftet ved hjalp af lH og 13C-NMR og
benyttet uden yderligere rensning.

mmo 1)

Eksempel D:

aza-5b,

T-dioxoundecan.

titelforbindelsen (0,90 g, &5,

02

Fremstilling af 6-~(4-aminobenzyl)-1,4,8,11-tetra-

4-amincbenzylimalopat-dimethylester (2,03 g, 8,43 mmol) blev
oplest i 10 m1 methanol. Denne oplesning blev drabevis sat til

en omrert oplesning af frisk destilleret ethylendiamin

(6,

00

g, 103,4 mmol) i 10 m)l methanol under nitrogenh i lgbet af 2
Den klare oplesning omrertes i 4 dage, og tyndtlagskro-
matografisk (TLC) analyse viste fuldstandig omdannelse af di-
ester (Rf = 0,91) til bisamidet (Rgy = 0,42 - 20% konc. NHgO0H/
var sterkt ninhydrinpositivt.

timer.

80% e

thanol). Dette material

e

Methanolen og overskud af diamin blev fjernet p&d en rotations-

fordamper,

0g det resulterende hvide,

faste stof blev vakuum-

terret (10-1 mm, 50°C) natten over til opnéelse af et r&t pro-

dukt (2,45 g, 8,36 mmoi} 1 99% udbytte. En anajytisk preve
biev rekrystalliseret fra chloroform/hexan, smeltepunkt = 160-
161°C. De massespektrale data, 1H- og 13c-NMR-data stemte

overens med den foreslaede formel,

Eksempel E:

Omsatning af mesylaziridin

methyl)-3-(4-nitrophenyl)propan.

l1-amino-2-(aminomethyl1)-3-(4-nitrophenyl)propan (400 mg, 1,

mmo1l,

nitrogen.
omrorte diaminoplesning som et fast stof.

omrert

omrerer, og i lebet af dette tidsrum dannedes en hvid,

agtig

> 96% ren) blev oplest

i

med l-amino-2-{amino-

91

10,5 m1 absolut ethanol under

Mesylaziridin (950 mg, 7,85 mmol) blev sat til den
Reaktionsblandingen

es ved 25°C i 14 timer under anvendelse af en maghetisk

rest pa kolbens sider.

Ethanolen dekanteredes fra,

gumini-~

og
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til
Det gummiagtige pro-

dukt blev vakuumterret (101 mm, 256°C) til opnaelse af tetra-
kismethylsulfonamidet (1,0 g, 1,44 mmol) i 75% udbytte (R¢f
0,74 - NHs0H/ethanol 20/80). Formlen blev bekraftet ved hjalp
af lH-spektroskopi og 13c-kernemagnetisk resonansspektroskopi

(NMR) .

Eksempel F: Fremstilling

aminoethyl)diaminopropan.

af 2-{4-nitrobenzyl)-1,3-(bis-N,N-2-

Det ra methylsulfonamid (650 mg, 0,94 mmol) blev oploest 1 5 ml

nitrogenrenset, koncentreret svovisyre (98%).

Denne oplesning

blev holdt under nitrogen og opvarmet til 143-146°C i 27 mi-

nutter under kraftig omrsring. En ringe merkning iagttoges, og

den afkelede oplesning blev udhazidt i en omrert etheroples-
ning (60 ml). Den udfaldede hvide saltkage blev filtreret fra
og sjeblikkelig oplest i 10 ml1 deioniseret vand. Oplssningens
pH-verdi blev indstillet til pH = 11 nmed 50% NaOH under argon
og under afkeling. Den resulterende oplssning blev blandet med

90 m1 ethanol, og de udfaldede uorganiske salte blev filtreret

fra. Oplesningsmidlet blev fjernet den ra amin under formind-

sket tryk, og til den resulterende lysebrune olie sattes 190

ml toluen under

nitrogen. Blandingen omrertes Kkraftigt,

°og

vand blev fjernet ved hjalp af azeotropisk destillation (Dean-

Strak-udskiller),

indtil den tilbagevarende toluen fik en ly-

sequl farve (30-40 ml1 tilbage i beholderen). Toluenen afkele-

des og dekanteredes fra de morke, vanskeligt behandlelige re-

ster og salt. Denne oplgsning blev befriet for oplssningsmid-

del i vakuum, og den resulterende lysegule olie blev vakuum-

toerret (0,2 mm,
produktet (60%),
og 13c NMR.

35°C) natten over til opnaelse af 210 mg
som blev karakteriseret ved hjalp af MS,

af
IH
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Eksempel G: Fremstilling af en stjerneeksplosionspolymer (in-

deholdende et anilinderivat) pa en halv generation reprasen-

teret ved hjalp af feglgende skema:

0 0

! I
HZN-<::>~CH20H(CNHCHZCHZNHZ)Z H2C=CHCCCH
CH30H E

Forbindelse nr. 1

0 0

] i
H2N~<§E>wcngcn(CNHCHZCHZN(CH2CHchCH3)2)2
Forbindelse nr. 2

Methylacrylat (2,09 g, 24 mmol) blev oplest i methanol (15
ml). Forbindelsen 6-{(4-aminobenzyl1)-1,4,8,11-tetraaza-5,7-di-
oxoundecan (1,1 g, 3,8 mmol) (dvs. forbindelse nr. 1, frem-
stillet som beskrevet i eksempel D) blev oplest i methanol (10
mi) og blev langsomt i Tebet af 2 timer og under kraftig omro-
ring sat til methylacrylatoplosningen. Reaktionsblandingen om-
rertes i 48 timer ved omgivelsernes temperatur. Oplesningsmid-
let fjernedes p& rotationsfordamperen under bibeholdelse af
temperaturen under 40°C. Esteren (forbindelse nr. 2) opniedes
som en gul olie (2,6 g). Ingen carboxylethylering af anilin-
funktionen ijagttoges.

Eksempel H: Fremstilling af en stjerneeksplosionspolymer (in-
deholdende en anilindel) af forste generation angivet ved

hjelp af felgende skema:

Forbindelse nr. 2 + HpNCH2CHoNH,
3

0 0
I I
HoN ~CH2CH(CNHCHCHaN (CH2CH2CNHCHCHaNH ) 2) 9

Forbindelse nr, 3

Esteren (forbindelse nr. 2) (2,6 g, 3,7 mmol) blev oplest i
methanol (100 ml1). Denne blev forsigtigt sat til en kraftigt
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omrert oplesning af ethylendiamin (250 g, 4,18 mol) og metha-
nol (100 ml1) med en sadan hastighed,

til over 40°C.
onsblandingen i

at temperaturen ikke steg

Efter fuldstandig tilsatning omrertes reakti-

28 timer ved 35-40°C

(varmekappe). Efter 28

timer kunne ingen estergrupper pavises ved hjalp af infrared

spektroskopi. Opliesningsmidiet fjernedes pa en rotationsfor-

damper ved 60°C.

Overskuddet af ethylendiamin blev fjernet un-

der anvendelse af en ternar azeotrop af toluen-methanol-ethy-

Tendiamin. Til

slut blev alt tilbagevarende toluen fjernet

azeotropisk sammen med methanold.

resulterede i 3,01 g af produktet

orange glasagtig

Eksempel I: Fremstilling af en

t fast stof.

Fjernelse af al methanolen

(forbindelse nr. 3) som et

stjerneeksplosionspolymer (in-

deholdende en anilindel) af halvanden genereation angivet ved

hj21p af falgend

Forbind

0
i

e skema:

else nr. 3 +

0
]

0
]

HzC'—‘CHCOCHas

CHZ0H 7

0
i

HoN CHoCH(CNHCHCHoN(CHoCHoCNHCH2CHo N(CH2CHCOCH3) 2)2) 2

Aminen (forbinde

nol (7 ml) og blev langsomt i

Forbindelse nr.

1se nr. 3) (2,7 g,
lebet af 1 time sat til en om-~

rert oplesning af methylacrylat

4

3,6 mmol) oplestes i metha-

(3,8 g, 44 mmol) 1 methanol

{15 ml) ved omgivelsernes temperatur.

En swvag opvarmhing af

oplgsningen iagttoges under tilsztningen. Man Tod oplesningen

omrgre ved omgivelsernes temperatur i

16 timer. Oplesningsmid-

let blev fjernet p& rotationsfordamperen ved 40°C. Efter fjer-

nelse af alt oplesningsmidliet og overskuddet af methylacrylat

opndedes esteren
orange olie.

(forbindelse nr.

4)

i

4,7 g udbytte som en
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Eksempel J: Fremstilling af en stjerneeksplosionspolymer (in-

deholdende en anilindel) pad en halv generation angivet ved

hjalp af felgende skema:

0

f
HZN@CHch(CHzNHZ)z + HpC=CHCOCH3 _
CA30R 7

Forbindelse nr. 5

(0]
1

HZNKG§>—CH2CH(CH2N(CHZCHZCOCH3)2)2
Forbindelse nr. 6

Triaminen (forbindelise nr. 5, denne forbindelses fremstilling
er vist i eksempel C) (0,42 g, 2,3 mmol) oplestes i methanol
(10 m1) og blev drabevis i l1sbet af 1 time sat til methylacry-
lat (1,98 g, 23 mmol) i methanol (10 ml). Man lod blandingen
omrere ved omgivelsernes temperatur i 48 timer. Oplesningsmid-
let blev fjernet pa& rotationsfordamperen, idet temperaturen
blev holdt p& hejst 40°C. Overskuddet af methylacrylat blev
fjernet ved hjzlp af gentagne azeotropiske destillationer sam-
men med methanol. Esteren (forbindelse nr. 6) blev isoleret

som en orange olie (1,24 g).

Eksempel K: Fremstilling af en stjerneeksplosionspolymer (in-

deholdende en anilindel) p& en generation angivet ved hjalp af

folgende skema:
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Forbindelse nr. 6 + HoNCHoCHoNHp
CH30H 4

0
1

HaN<O )~CH2CH(CHaN (CHaCHZCNHCH2CHoNH) 2) 2
Forbindelse nr. 7

Esteren (forbindelse nr. 6) (1,24 g, 2,3 mmol) blev opleost i
methanol (50 ml1) og blev drabevis i lobet af 2 timer sat til
ethylendiamin (73,4 g, 1,22 mol) i methanol (100 ml). En ringe
eksoterm iagttoges, og kraftig omrering blev opretholdt. Op-
losningen henstilledes til omrering ved omgivelsernes tempera-
tur i 72 timer. Oplesningsmidlet blev fjernet pd rotationsfor-
damperen ved 60°C. Overskuddet af ethylendiamin fjernedes ved
anvendelse af en tern®r azeotrop af toluen~methanol-ethylendi-
amin. Til slut fjernedes alt tilbagevarende toluen sammen nmed
methanol, og nedpumpning derefter med en vakuumpumpe i 48 ti-
mer resulterede i aminen (forbindelse nr. 7) (1,86 g) som en
gul/orange olie.

Eksempel L: Fremstilling af en stjerneeksplosionspolymer (in

deholidende en anilindel) p& halvanden generation angivet ved

hjalp af folgende skema:

Forbindelse nr. 7 + HpC=CHCOCH3 |
CH30H 7

0 0
I I

H2N<G§>-CH2CH(CHzN(CH20H2CNCH2N(CH2CH200CH3)2)2)2
Forbindelse nr. 8

Aminen {forbindelse nr. 7) (1,45 g, tilbagevarende spor af me-
thanol) blev oplest i methanol (100 ml1) og blev langsomt i le-
bet af 1% time sat til en omrert oplesning af methylacrylat
(5,80 g) i methanol (20 ml). Man lod oplesningen omrere i 24
timer ved stuetemperatur. Fjernelse af oplesningsmidiet efter-
fulgt af gentagne azeotropiske destillationer sammen med me-
thanol muliggjorde fjernelse af hele overskuddet af methyla-
crylat. Efter nedpumpning med en vakuumpumpe i 48 timer isole-
redes esteren (forbindelse nr. 8) som en orange olie (2,50 g,
1,8 mmol).
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Eksempel M: Hydrolyse af 4,5 generation dendrimer og fremstil-

ling af calciumsalt.

4,5 generation PAMAM (estertermineret, initieret fra NH3)
(2,11 g, 10,92 mzkv.) blev oplest i 25 ml methanol, og dertil
sattes 10% NaOH (4,37 ml, 10,92 makv.) (pH = 11,5-12). Efter
24 timer ved stuetemperatur var pH-vardien ca. 9,5. Efter
yderligere 20 timer blev oplesningen inddampet pa rotations-
fordamper, 20 ml1 toluen blev tilsat, og der blev atter inddam-
pet pa rotationsfordamper.

Den resulterende olie blev oplest i 25 m) methanol og udfaldet
som en hvid gummi efter tilsatning af 75 ml diethylether. Va-
sken blev dekanteret fra, og gummien blev inddampet pa& rota-
tionsfordamper til opnidelse af et meget fint off-white pulver,
som efter yderligere terring resulterede i 2,16 g produkt (98%
udbytte). Ingen estergrupper fandtes ved NMR og infrared ana-
lyse.

Natriumsaltet af 4,5 generation PAMAM (estertermineret, initi-
eret fra NHz) blev erstattet med calciumsaltet via dialyse.
Natriumsaltet (1,03 g) blev oplost i 100 ml vand og fort gen-
nem hule fiberdijalysersr (afskazringsvardi = 5.000) med 3 ml/

winut., Det ydre af roret biev holdt nedsesnket i 5% CaCligy-op-

lesning. Denne procedure blev derpi gentaget.

Den resulterende oplasning blev atter dialyseret, denne gang
mod vand, hvilket blev gentaget to yderligere gange,

Inddampning resulterede i 0,6 g vadt fast stof, som blev op-
taget i methanol (ikke fuldstandig opleseligt) og derpid tor-
ret til opnaelse af 0,45 g off-white krystaller.

C3iggHs5920141Ng1Capy, beregnet - 10,10% Ca*+

Molekylvagt = 9.526,3, beregnet = C-4432,1, H-601,8, 0-2255,49,
N-1274,6, Ca~961,9)
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Teoretisk: C-46,5, H-6,32, N-13,38, Ca~10,10
Fundet: c-47,34, H-7,00, N-13,55, Ca-8,83

DK 174053 B1

Eksempel N: Fremstilling af dendrimerer med terminale carbo-

xylatgrupper.

Ha1vgenerations-stjerneeksp1osionspo1yamidoaminer blev hydro-

lyseret til omdannelse af deres terminale methylestergrupper

til1 carboxylater. Dette frembragte sfaroide molekyler med ne-

gative ladninger spredt pd periferien. De hydrolyserede den-

drimerer 14 i intervallet fra 0,5 generation (3 carboxylater)

til 6,5 generation (192 carboxylater).

Produkterne kunne dannes som Na*-, K*-, Cs*- eller Rb*-salte.

Eksempel O: N-t-butoxycarbonyl-4-aminobenzy1ma1onat—dimethy1-

ester.

4-aminobenzyimalonat-dimethylester (11,62 g, 49 mmol) blev op-

lest i 50 ml t-butanol:vand (60:40) under onmrering.

oxydicarbonat (19,70 g, 90 mmol) blev tilsat, og
blandingen blev omrort natten over. Butanolen blev

rotationsfordamperen, hvilket resulterede i en gul

Di~t-but-
reaktions-
fjernet pa
suspension

af produktet i vand. Ekstraktion i methylenchlorid, terring

(MgS04) og inddampning resulterede i en gul olie

(21,05 g,

forurenet med di-t-butoxydicarbonat). Rekrystallisation fra

2-propanol:vand (75:25) resulterede i bleggule

krystaller

(11,1 g, 33 mmol, 67%). Formlen blev bekraftet ved hjzlp af
13C-NMR, og renhed blev kontrolleret ved hjalp af HPLC-analy-
se ("Spherisorb" 0DS-1, 0,05M H3PO4 pH 3: CH3CN 55:45). Materi-

alet blev benyttet uden yderligere rensning.

Eksempel P: N-t-butoxycarbony1—6-(4-aminobenzy1)-1.4.8,11-te—

traaza-5,7-dioxoundecan,

N-t-butoxycarbony 1-4-aminobenzylmalonat-dimethylester (88,82
g, 26 mm1), der var fremstillet ifelge eksempel 0, blev oplest
i 80 m1 methanol. Denne oplesning blev drabevis (2 timer) sat
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til1 en oplesning af frisk detilleret ethylendiamin (188 g,
3,13 mol) og 20 ml methanol under en nitrogenatmosfare. Man
lod oplesningen omrere i 24 timer. Ethylendiamin/methanolop~
lesningen fjernedes p& rotationsfordamperen. Produktet ople-
stes i methanol, og toluen blev tilsat. Oplesningsmiddelifjer-
nelse pa rotationsfordamperen resulterede i det ra& produkt sonm
et hvidt, fast stof (10,70 g forurenet med ethylendiamin).
Proven blev delt i to prever til rensning. Azeotropisk fjer-
nelse af ethylendiamin sammen med toluen under anvendelse af
en soxhlet-ekstrakter med sulfonerede donbytterperler 3§ det
poseagtigt lukkede reor til opfangning af ethylendiaminen re-
sulterede i delvis dekomponering af produktet under dannelse
af en brun olie. Det resterende produkt blev isoleret som et
hvidt, fast stof fra toluenen ved afkeling (2,3 g, ca. 50%).
Analyse af en 10% oplesning i methanol ved hj®lp af gaskroma-
tografi (sejle, "Tenax" 60/80) viste ingen paviselig ethylen-
diamin i preven (<0,1%). Den anden fraktion blev oplest i me-
thanol ti]1 opnéelse af en 10% oplesning (efter vagt) og renset
for ethylendiaminen ved hj2lp af omvendt osmose under anven-
delse af methanol som oplesningsmiddel. (Den benyttede membran
var en "Filmtec" FT-30 i en tynd "Amicon" TClR-kanalseparator,
idet ethylendiaminen gar gennem membranen). Produktet blev
isoleret som et hvidt, fast stof (2,7 g), hvori ingen pavise-
lige mazngoder ethylendiamin kunne findes ved gaskromatografi,
13¢ NMR-dataene og HPLC-analyse ("Spherisorb™ 0DS-1, 0,05 M
H3P0gy pH 3:CH3CN 55:45) stemte overens med den foresliede for-
mel. Produktet blev benyttet uden yderligere rensning.

Eksempel Q: Fremstilling af en stjerneeksplosionsdendrimer pa
en halv generation ud fra N-t-butoxycarbonyl-6-(4-aminoben-
zyl1)~-1,4,8,11-tetraaza-5,7-dioxoundecan.

N-t-butoxycarbonyl-6-(4-aminobenzyl)-1,4,8,11-tetraaza-5,17-di-
oxoundecan (5,0 g, 13 mmol), der var fremstillet ifeolge eksenm-
pel P, blev oplest i 100 ml methanol. Methylacrylat (6,12 g,
68 mmol) blev tilsat, og oplesningen blev omrertes ved omgi-
velsernes temperatur i 72 timer. Reaktionen maltes ved hjzlp
af HPLC ("Spherisorb” 0DS1, acetonitril: 0,04 ammoniumacetat
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40:60) til optimering af omdannelsen til det gnskede produkt.
Oplesningen inddampedes til 30% faststofindhold, og methyl-
acrylat (3,0 g, 32 mmol) blev tilsat. Reaktionsblandingen blev
omrgrt ved omgivelsernes temperatur, indtil ingen delvis al-
kylerede produkter kunne pdvises ved hjzlp af HPLC (24 timer).
Fjernelse af oplesningsmidlet ved 30°C ved hjalp af rotations-
fordampning og nedpumpning til 1 mm Hg i 24 timer resulterede
i produktet som en gul, viskos olie i et udbytte pad 7,81 g.
13¢ NMR-dataene stemte overens med den foresliede formel. Pro-

duktet blev benyttet uden yderligere rensning.

Eksempel R: Fremstilling af en stjerneeksplosionsdendrimer pa

en hel generation ud fra N-t-butoxycarbonyl-6-(4-aminobenzyl)-

1,4,8,11-tetraza-5,7-dioxoundecan.

Halvgenerationsproduktet (eksempel Q) (7,70 g, 10,45 mmol)
blev oplest i 75 ml1 methanol og drabevis i lsbet af 2 timer
sat til en omrert oplesning af ethylendiamin (400 ml, 7,41
mol) og methanol (50 ml1). Reaktionsblandingen blev omrert ved
omgivelsernes temperatur i 48 timer. Ethylendiaminen og metha-
nolen blev fjernet ved rotationsfordampning til opnaelse af en
gul olie (11,8 g forurenet med ethylendiamin). Produktet blev
oplest i 90 ml methanol og renset for ethylendiaminen ved
hjelp af omvendt osmose ("Filmtec" FT-30 membran og tynd "Ami-
con" TCi1R-kanalseparator, methanol som oplesningsmiddel). Ef-
ter 48 timer kunne ingen ethylendiamin pavises ved hj2lp af
gaskromatografi (sejle, "Tenax" 60/80). Fjernelse af oples-
ningsmidlet pi rotationsfordamperen efterfulgt af nedpumbning
pad en vakuumledning i 24 timer resulterede i produktet som et
gult, glasagtigt fast stof (6,72 g). Analyse ved hjalp af
HPLC, PLRP-S-spjle, acetonitril:0,015M NaOH, 10-20% gradient i
20 minutter) og 13c NMR-analyse stemte overens med den fore-

slidede formel.
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Eksempel S: Fremstilling af en stjerneeksplosionspolymer pa

halvanden generation ud fra N-t-butoxycarbonyl-6-(4-aminoben-

zyl)-1,4,8,11-tetraaza-5,7-dioxoundecan.

Etgenerationsproduktet (eksempel R) (2,14 g, 25 mmol) blev op-
lest i 12,5 ml methanol, og methylacrylat (3,5 g, 39 mmol) i 5
m1 methanol blev tilsat. Opiesningen omrertes ved omgivelser-
nes temperatur i 48 timer, idet reaktionens forleb blev malt
ved hjalp af HPLC ("Spherisorb" 0DS-1, acetonitril:0,04M ammo-
niumacetat, 60:40). En ringe aligot m®ngde af methylacrylat
blev tilsat (3,5 g, 39 mmol), og reaktionsblandingen blev om-
rart ved omgivelsernes temperatur i yderligere 72 timer. Fjer-
nelse af oplesningsmidlet pAd rotationsfordamperen resulterede
i produktet som en gul olie (3,9 g) efter nedpumpning hatten
over med en vakuumpumpe. Produktet blev benyttet uden yderli-

gere rensning.

Eksempel T: Fremstilling af en stjerneeksplosionspolymer pa to

fulde generationer ud fra N-t-butoxycarbonyl-6-{4-aminoben-
zyl)-1,4,8,11-tetraaza-5,7-dioxoundecan.

Halvandengenerationsproduktet (eksempel S) (3,9 g, 2,5 mmol)
blev oplest i 50 m1 methanol og blev dri&bevis i lebet af 2
timer sat tii en omrert oplegsning af ethylendiamin (600 g, 10
mol) og methanol (50 m1). Oplesningen blev omrert ved omgivel-
sernes temperatur under en nitrogenatmosfare i 96 timer. Ethy-
lendiaminen/methanolen blev fjernet pa rotationsfordamperen
til opnaelse af et gult, glasagtigt fast stof (4,4 g, forure-
net med ethylendiamin). En 10% oplesning af produktet blev
fremstillet i methanol og renset for ethylendiamin ved hja1p
af omvendt osmose (som membran benyttedes en "Filmtec"™ FT-30 j
en tynd "Amicon" TClR-kanalseparator), indtil ingen ethylendi-
amin kunne pavises ved hj2lp af gaskromatografi (sejle,
"Tenax" 60/80). Fjernelse af oploesningsmidlet resulterede i
produktet som et gult, glasagtigt fast stof (3,52 g). 13¢ NMR-
data og HPLC-analyse (PLRP-S-sojle, acetonitril:0,015M NaOH,
10 til 20% gradient p& 20 minutter) stemte overens med den

foreslaede formel.
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Eksempel U: Omsaztning af togenerationsstjerneekslosionspolyme-

ren med bromeddikesyre til opndelse af en methylencarboxylat-
termineret stjerneeksplosionsdendrimer.

Andengenerationsproduktet (eksempel T) (0,22 g, 0,13 mmol)
blev oplest i 15 ml deioniseret vand, og temperaturen blev
indstillet til 40,5°C. Bromeddikesyre (0,48 g, 3,5 mmol) og
Tithiumhydroxid (0,13 g, 3,3 mmol) blev oplest i 5 ml deioni-
seret wvand og sat til reaktionsblandingen. Reaktionsblandin-
gens pH-vardi blev omhyggeligt holdt ved 9 under anvendelse af
en pH-stat (titrering med O0,1N NaOH) ved 40,5°C natten over.
M&ling ved hjalp af omvendt fase HPLC ("Spherisorb" 0ODS-1-s@j-
le, elueringsmiddel 0,25M H3PO4, pH 3 [NaOH): acetonitril 85:
15) bekraftede syntesen af overvejende en enkelt komponent.

Eksempel V: Fremstilling af en idisothiocyanatfunktionaliseret
methylen-carboxylattermineret andengenerations-stjerneeksplo-

sionsdendrimer.

5 m1 af en 2,8 mM oplesning af den methylencarboxylattermine-
rede andengenerations-stjerneeksplosionsdendrimer (eksempel U)
blev fortyndet med 20 ml vand, og pH-vardien blev dindstillet
til 0,5 med koncentreret saltsyre. Efter en time ved stuetem-
peratur blev blandingen analyseret ved hjalp af HPLC til veri-
ficering af fjernelsen af butoxycarbonylgruppen og derpi be-
handlet med 50% natriumhydroxid til at indstille pH-vardien
til 7. En pH-stat (titrering med 0,1N NaOH) blev benyttet til
at holde pH-vardien ved 7, og 225 pl thiophosgen blev tilsat.
Efter 15 minutter ved stuetemperatur blev blandingens pH-ver-
di indstillet til 5 med 1N HC1. Blandingen blev vasket med
chloroform (20 m1 x 2) og derp& koncentreret pd en rotations-
fordamper ved formindsket tryk. Den udvundne rest pa 0,91 g er
en blanding af isothiocyanatet og salte.
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Eksempel W: Fremstilling af andengenerations-stjerneeksplosi-

onspolyethylenimin-methansulfonamid.

Til en oplesning af 125 g N-methansulfonylaziridin i 50 ml
ethanol sattes 25,0 g tris{(2-aminoethyl)amin. Oplesningen blev
omrert ved stuetemperatur i 4 dage. Vand blev sat til reakti-
onsblandingen efter behov til opretholdelse af oplgsningens
homogenitet. Oplegsningsmidlet blev fjernet ved destillation
under vakuum til opnaelse af andengenerations-étjerneeksp1o-
sions-PEI-methansulfonamidet som et gult glas (161 g).

Eksempel X: Fraspaltning af methansulfonamider til dannelse af

andengenerations-stjerneeksplosionspo1yethy1enimin.

En oplesning af 5,0 g andengenerations-stjerneeksplosions-PEI-
methansulfonamid fra eksempel W i 20 ml 38% HC1 blev lukket
inde i en glasampul. Ampullen blev opvarmet til 160°C i 16 ti-
mer og derpid afkelet i et isbad og abnet. Oplesningsmidlet
fjernedes ved destillation under vakuum, og resten blev oplest
i vand. Efter indstilling af oplesningens pH-vardi til mere
end eller lig med 10 med 50% NaOH blev oplesningsmidiet fjer-
net ved destillation under vakuum. Toluen (150 ml) blev sat
ti1 resten, og blandingen opvarmedes til tilbagesvaling under
en Dean-Stark-udskiiier, indtii intet yderiigere vand Kunne
fjernes. Oplesningen blev filtreret til fjernelse af salte, og
filtratet inddampedes under vakuum til opnaelse af 1,9 g an-

dengenerations-stjerneeksplosions-PEI som en gul olie.

Eksempel Y: Fremstilling af tredjegenerations-stjerneeksplo-

sionspolyethylenimin-methansulfonamid.

Til en oplesning af 10,1 g andengenerations~stjerneeksplosi-
ons-PEI fra eksempel X i 100 m] ‘ethanol sattes 36,6 g N-me-
thansulfonylaziridin. Oplesningen blev onmrert ved stuetempe-
ratur i 1 uge. Vand blev tilsat efter behov til opretholdelse
af oplesningens homogenitet. Oplesningsmidiet blev fjernet ved
destillation under vakuum til opnaelse af tredjegenerations-
stjerneksp1osions-PEI-methansu1fonamid som et gult glas (45,3

g).
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Eksempel Z: Fraspaltning af methansulfonamider til dannelse af

tredjegenerations-stjerneeksplosionspolyethylenimin.

Methansulfonamidgrupperne tilherende tredjegenerations-stjer-

neeksplosions-PEI-methansulfonamid (5,0 g) fra eksempel Y blev

fjernet ved hjalp af den samme procedure som beskrevet for an-
dengenerationsmaterialet i eksempel X til opndelse af 2,3 ¢
tredjegenerations~stjerneeksplosions-PEI som en gul olie.

Eksempel AA: Omsatning af en tredjegenerations-stjerneeksplo-

sionspolyethylenimin med 4-fluor-nitrobenzen,

Tredjegenerations-stjerneeksplosionspolyethyleniminen (eksem-
pel 2) (1,06 g, 1,2 mmol) blev oplest i 12 ml absolut ethanol.
{4-fluor)-nitrobenzen (120 pl, 1,2 mmol) blev tilsat, og reak-

tionsblandingen blev opvarmet under tilbagesvaling natten
over. Oplesningsmidlet blev fjernet p& rotationsfordamperen,
og den lysegule olie oplesstes i vand. Den vandige oplesning
blev vasket med chloroform til fjernelse af al uomsat (4-flu-
or)-nitrobenzen. Fjernelse af vandet resulterede 1i produktet

som en dybgul olie (0,80 g). 13c NMR-spektret stemte overens
med den foreslaede formel. (Intet forseg blev gjort pa at be-

stemme naturen af den statistiske fordeling). Produktet blev

benyttet uden yderligere rensning.

Eksempel BB: Omsa®tning af nitrophenylderivatet af tredjegene-

rations-stjerneeksplosionspolyethyleniminen med glycolonitril.

Nitrophenylderivatet af tredjegenerations-stjerneeksplosions-

polyethyleniminen (eksempel AA) (0,80 g) blev oplest i 20 ml
deioniseret vand. Natriumhydroxid (2,80 g, 50% vagt/vagt) blev
sat til den omrgrte oplesning, og oplssningen blev renset med

nitrogen,

idet luftning fandt sted gennem en natrijumhydroxid-

gasvasker. Glycolonitril (2,85 ml af en T0% vandig oplesning)

blev tilsat ved omgivelsernes temperatur. Dannelse af et gult

prezcipitat blev jagttaget efter nogle f& minutter. Efter 2 ti-

mer blev temperaturen langsomt foroget til tilbagesvalingstem-

peratur,

og oplesningenh blev holdt ved tilbagesvaling under
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nitrogenrensning i 24 timer. Fjernelse af vandet resulterede ]
produktet som et gult, fast stof, der var forurenet med gly-~
colsyre og natriumhydroxid. 13C NMR-spektret stemte overens
med den foreslaede formel. Produktet blev benyttet uden yder-

ligere rensning.

Eksempel CC: Hydrogenering af nitrophenylderivatet til1 den

aminophenylmethylencarboxylatterminerede tredjegenerations~

stjerneeksplosionspolyethylenimin.

Det gule fast stof fra eksempel BB (1,70 g) blev opisst i 10
m1l deioniseret vand, idet oplesningens resulterende pH-vardi
var ca. 11. Palladium pa trakul (200 mg 5% Pd/C) blev sat til
reaktionsblandingen i en Parr-glasrysteflaske. Reaktionsblan-
dingen blev bragt under et hydrogentryk pa 275 kPa og rystet
ved omgivelsernes temperatur i et Parr-hydrogeneringsapparat i
6 timer. Reaktionsblandingen blev filtreret gennem et O0,5M
Milliporefilter til fjernelse af Pd/C, oplesningsmidlet fjer-
nedes under vakuum, og der blev gelfiltreret gennem en "Bio-
gel" P2 harpiks (25 g kvaeldet med vand). Syrning med HC1 re-
sulterede i en orangebrun oplesning, som blev renset med ni-
trogen natten over. Fjernelse af oplesningsmidlet under vakuum
resulterede i produktet som hydrochloridsaltet, der var et
biegbrunt fast stof (3,98 g, forurenet med Nali og giycoisyre,
maksimal teoretisk produktmangde 1,15 g). Produktet blev be-
nyttet uden yderligere rensning.

Eksempel DD: Fremstilling af 4-isothiocyanatophenyl-methylen-

carboxylattermineret tredjegenerations-stjerneeksplosionspoly-

ethylenimin.

Produktet fra eksempel CC (3,98 g) blev oplest i 15 ml deioni-
seret vand, og en aliqot mangde (2,5 ml) af denne oplesning
blev fortyndet med 10 m]l vand. Oplesningens pH-vardi blev ind-
stillet til 7 med natriumhydroxid. En pH-stat (titrering med
IN NaOH) blev benyttet til at holde pH-vardien, og 200 u1l
thiophosgen blev tilsat. Efter 10 minutter blev blandingens
pH-vardi indstillet til 4 med saltsyre. Vand blev fjernet pa



DK 174053 B1

57

en rotationsfordamper ved formindsket tryk (en ringe mangde n-
butanol blev tilsat til hindring af skumning). Resten blev va-
sket med methylenchlorid og derp& torret. Det r& produkt (0,95
g), en blanding af isothiocyanat (0,14 g) og salte, blev benyt-

tet uden yderligere rensning.

Eksempel EE: Fremstilling af en methylencarboxylattermineret

andengenerations-stjerneeksplosionspolyamidoamin (initieret

fra ammoniak).

Andengenerations-stjerneeksplosionspolyamidoaminen (2,71 g,
2,6 mmol) og bromeddikesyre (4,39 g, 31,6 mmol) blev oplest i
30 m1 deioniseret vand, og pH-vardien indstilledes til 9,7 med
5N NaOH under anvendelse af en pH-stat. Reaktionsblandingen
blev holdt ved denne pH-verdi i en halv time, og temperaturen
blev langsomt foreget til 60°C og blev holdt ved 60°C i 3 ti-
mer ved konstant pH. pH-vardien blev havet til 10,3, og reak-
tionsblandingen forblev under styring i pH-staten ved omgivel-
sernes temperatur natten over. Reaktionsblandingen blev opvar-
met under tilbagesvaling i yderligere 4 timer inden oparbejd-
ning. Fjernelse af oplesningsmidlet og fjernelse af de sidste
spor af vand med methanol ved azeotrop destillation resultere-
de i produktet som et bleggult pulver (8,7 g, forurenet med
natriumbromid). 13C NMR-spektret stemte overens med den fore-
sldede formel (med nogen forurening som folge af en ringe
mangde fejlmateriale som resultat af nogen monoalkylering).

Eksempel FF: Fremstilling af en methylencarboxylattermineret

andengenerations-stjerneeksplosionspolyethylenimin (initieret

fra ammoniak).

Andengenerations-stjerneeksplosionspolyethyleniminen (2,73 g,
6,7 mmol) fra eksempel X og bromeddikesyre (11,29 g, 81 mmol)
blev oplest i 30 m1 deioniseret vand. pH-vardien blev langsonmt
foroget til pH 9,5 under bibeholdelse af temperaturen under
30°C. Temperaturen blev langsomt havet til 55°C, og reaktions-
blandingens pH-vardi blev holdt ved 9,5 i 6 timer ved hjalp af
en pH-stat (titrering med 5N NaOH). pH-vardien blev havet til
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10,2 og holdt ved denne pH-vardi natten over. Fjernelse af op-
Tesningsmidlet p& rotationsfordamperen og azeotropisk fjernel-
se af de sidste spor af vand under anvendelse af methanol re-
sulterede i produktet som et gult pulver (17,9 g, forurenet
med natriumbromid). 13C NMR-spektret stemte overens med den
foreslaede formel {med nogen forurening som felge af en ringe

mengde fejlmateriale som resultat af nogen monoalkylering).

Eksempel GG: Fremstilling af en 3,5-, 4,5-, 5,5~ og 6,5-gene

rations-stjerneeksplosions-PAMAM.

Til en 10 vagt¥% methanolisk oplesning af 2,46 g tredjegenera-
tions-stjerneeksplosions-PAMAM sattes 2,32 g methylacrylat.
Denne blanding lod man henstille ved stuetemperatur i 64 ti-
mer. Efter fjernelse af oplesningsmiddel og overskud af me-
thylacrylat udvandtes 4,82 g produkt (105% af det teoretiske).

Fremstilling af hojere X-generations-stjerneeksplosions-PA- -
MAM'er:

4,5-, 5,5- og 6,5-generationer blev fremstillet som ovenfor
beskrevet uden nogen signifikante forskelle i reaktantkoncen-

trationer, reaktant-molforhold eller reaktionstider.

Eksempel HH: Fremstilling af en 4-, 5- og 6-generations-stjer-

neeksplosions—PAMAM.

Til 2000 g forinden destilleret ethylendiamin sattes 5,4 g
4%-generations-stjerneeksplosions-PAMAM som en 15 vagt% oples-
ning i methanol. Denne lod man henstille ved stuetemperatur i
48 timer. Methanolen og det meste af den overskydende ethylen-
diamin lod man fjerne ved hj®lp af rotationsfordampning under
vandsugervakuum ved en temperatur under 60°C. Den samlede vagt
af udvundet produkt var 8,07 g. Gaskromatografi viste, at pro-
duktet stadig indeholdt 34 vagt% ethylendiamin p& dette tids-
punkt. En 5,94 g portion af dette produkt blev oplest i 100 ml
methanol og ultrafiltreret til fjernelse af den tilbagevaren-
de ethylendiamin. Filtreringen blev foretaget under anvendelse
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af en "Amicon" TC1R tyndkanalrecirkulationsseparator, der var
udstyret med en "Amicon" YM2-membran. En in-line trykredukti-
onsventil blev benyttet til at holde et tryk pd 380 kPa pa
tvers af membranen., De 100 ml blev ferst koncentreret til 15
ml ved at presse udelukkende en oplesningsmiddelstrem gennem
membranen. Efter denne indledningsvise koncentrering blev
stremmen omdannet til en retentatrecirkulationsarbejdsmade med
konstant volumen i 18 timer. Efter denne tid blev 60 ml metha-
nol fert gennem membranen til udvinding af produkt, der stadig
fandtes i modulet og dermed forbundne rerdele. Produktet blev
befriet for oplesningsmiddel, og 2,53 g femtegenerations-
stjerneeksplosions-PAMAM blev udvundet. Analyse ved hjalp af
gaskromatografi viste, at 0,3% restethylendiamin forblev i

produktet.

Fremstilling af generation 4 og 6 foregik som ovenfor anfert,
idet den eneste forskel er vagtforholdet mellem ethylendiamin
og udgangsmateriale. Til fremstilling af fjerde generation var
dette forhold 200:1, og til sjette generation var dette for-
hold 730:1.

Eksempel 1: Inkorporering af 2-(acetyloxy)benzoesyre (aspirin)

i stjerneeksplosionsdendrimerer.

En i vid udstrazkning accepteret metode til at fastsla, hvor-
vidt et "sondemolekyle" er indeholdt i det indre af en micel-
le, bestar i at sammenligne dens carbon-13-rotationsgitterre-
laksationstider (Tq1) i et ikke-micelliseret medium i forhold
til i et micelliseret medium. En vasentlig formindskelse i T4
for det micelliserede medium er tegn pd "sondemolekyle"-inkor-
porering i micellen, Eftersom stjerneeksplosionsdendrimerer er
"covalent fikserede™ micelleanaloger, blev denne Tq-relaksati-
onstidsmetode benyttet ¢til at fastsla den grad/det omfang,
hvori forskellige molekyler af farmaceutisk type var tilknyt-
tet stjerneeksplosionspolyamidoaminer. I det fglgende eksemp-
ler blev Tq-vardier for (acetyloxy)benzoesyre (I) {(aspirin)
bestemt i oplesningsmiddel (CDC139 og derpa sammenlignet med
Ti-verdier i CDC13 ved forskellige [I:dendrimer]-molforhold.
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Inkorporering af aspirin {(I) i forskellige stjerneeksplosions-

polyamidodendrimerer som funktion af generation.

Forskellige halvgenerations {esterterminerede, initieret fra
NH3)-stjerneeksplosionspolyamidoamindendrimerer (G = 0,5 -
5,5) blev kombineret med 2-(acetyloxy)benzoesyre i CDClz til
cpnaelse af syre:tertiar amin-forhold = 1,0. En afsatning af
Tq-vaerdier for 2-(acetyloxy)benzoesyre mod generation af til-
sat stjerneeksplosionsdendrimer (se fig. 4, hvor -+ reprazsente-
rer C-4, NI betegner C-6, og o betegner C-5, viser, at Tq nar
et minimum i Tlebet af generationsintervallet 2,5 - 5,5 for
carbonatomerne 4, 5 og 6 1 2-{acetyloxy)benzoesyre. Dette
viser tilknytning af 2-(acetyloxy)benzoesyre i dendrimererne
(6 = 2,5 - 5,5) og bekrafter yderligere, at polyamidoaminden-
drimerer (Gen = 2,5 eller storre) kan fungere som barermole-

kyler.

Eksempel 2: Frigerelse af pseudoephedrin fra stjerneeksplosi

onsdendrimer - PAMAM,

Pseudoephedrin (0,83 mg/ml) og PAMAM-stjerneeksplosionsden-
drimer (1,0 mg/ml; G = 6,5; terminalgruppe (Z) = 192 (methyl-
ester)] blev oplest i deioniseret destilleret vand, og donor-
fasens phH-vardil biev indstiiiet ti1 §,5 med natriumhydroxid-
oplesning og opbevaret ved stuetemperatur i ca. 12 timer. Op-
lesning af pseudoephedrin alene blev behandlet p& den samme
made (kontrol). Lzgemiddeldendrimeroplesningen blev opbevaret
ved 40°C i 8 timer efter det forste forspg, og dynamisk dialy-
se blev udfert. Den benyttede dialysemembran var en "Spectra/
Por"™ 7, MWCO 1.000, der var 28,6 mm i diameter, i spektrum-se-
parationsceller (halvcellevolumen 5 og 10 ml, celledimensio-
ner: 38 mm diameter for begge cellerne, og celledybden p& 10
og 20 mm for henholdsvis 5 og 10 ml celler).

Prover blev analyseret ved hjal1p af en HPLC-procedure, der var

udviklet til pseudoephedrinbetingeliser, der er som felger:

Sojle: "uBondapak" C-18
Mobil fase: pH 3,2-phosphatpuffer plus acetonitril (80:20)
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Stromningshastighed: 0,3 mi/minut
Pavisning: UV ved 210 nm
Retentionstid: 13,3 minutter.

Dialysemembranen blev vasket med dejoniseret vand og blev
holdt neddykket i receptorfasen i mindst 12 timer for anven-
delse. Dialysemembranen blev placeret mellem donorrummet og
receptorrummet, og receptorrummet blev omrart med 1ille mag-
netisk rotationsstang. Kendte volumener af donor- og receptor-
oplesninger blev indfgrt i de respektive rum, og overfarsel af
pseudoephedrin til receptorrummet blev fulgt som funktion af
tid. For at opretholde synkebetingelser blev hele receptorfa-
sen periodisk fjernet (hvert 30. minut) og erstattet med frisk
receptorfase. Mangden af pseudoephedrin blev analyseret i pre-
ver af receptorfasen. Forsgg blev udfert ved stuetemperatur
(22°C). Receptorfasen var almindeligt deioniseret destilleret

vand.

Resultaterne af dynamisk analyse er vist i fig. 5. I fig. b
betegner o kun pseudoephedrin (kontroly}, C) betegner pseudo-
ephedrin plus dendrimeren, o0g (® betegner pseudoephedrin plus
dendrimeren ved 40°C, 8 timer for dialyse. Det vil fremga, at
i nervarelse af G = 6,5-dendrimer i donorrummet er pseuodo-
ephedrins dialysehastighed formindsket. Lagring af donoroples-
ningen ved 40°C viser sig yderligere at formindske dialyseha-

stigheden.

Forseget blev gentaget med lavere koncentrationer (forholdet
mellem antal lzgemiddelmolekyler og antallet af terminale
grupper blev holdt p& det samme). G = 6,5-dendrimer 120 u/mil,
pseudoephedrin 100 u/ml (122 p/ml salt).

Dynamisk dialyse af pseudoephedrin (alene) ved denne lavere
koncentration var nasten identisk med dialysen ved hgjere kon-
centration. Fig. 6 sammenfatter resultaterne af dette forseg,
hvor e betegner kun pseudoephedrin (kontrol), og o betegner

pseudoephedrin plus dendrimer.
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Eksempel 3

Proceduren ifelge eksempel 2 blev gentaget under anvendelse af

de nedenfor anfesrte modifikationer.

Receptorfase: pH 7,4 phosphatpuffer
Donorfase: PH 7,4 phosphatpuffer plus lazgemiddel og dendri-
mer i fslgende forhold:

1. G 6,5 : legemiddel 1:192
2. 6 5,5 : Tegemiddel 1: 96
3. G 4,5 : lagemiddel 1: 48
4. G 6,5H: legemiddel 1:192
5. G 5,5H: l=zgemidde] 1: 96
6. G 4,5H: Tagemiddel 1: 48

De ovennavnte donorfasesammensatninger plus pseudoephedrin
alene blev underkastet dynamisk dialyse. Bogstavet "H" efter
dendrimergenerationstallet star for hydrolyseret dendrimer.
Hydrolyse blev gennemfort ved hjalp af den i eksemplerne M og
N beskrevne procedure.

Resultaterne af disse forssg er sammenfattet i fig. 7, hvor

ol

dt pH 7 hosphatpuffer. For

[¢]
Sm
T

a
donor- og recentarrummet indeh
pseudoephedrin alene (P) er tre forsegs middelkurve afsat
(vist ved den fuldt optrukne linie), og et typisk forleb fra
de andre forseg er vist. I fig. 7 betegner de felgende symbo-
ler dendrimeren tilherende den angivne generation.
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Tabel II1I

Symbol Dendrimergeneration

@ 5,5
) 6,5
@ 4,5
) 5,5H
O 6, 5H
O 4,5H

Pseudoephedrin viser sig ikke at associere med dendrimeren
(uhydrolyseret) ved pH 7,4. Hydrolyse af de terminale funktio-
nelle grupper til carboxylatform har en dramatisk virkning pa
dialysehastigheden (formindskelse). Generationstallet viser
sig ikke at pavirke dialysehastigheden.

Eksempel 4: Indvirkningsunderspgelser af salicylsyre sammen
med PAMAM-stjerneeksplosionsdendrimerer.

Dette eksempel vurderede salicylsyres indvirkningsegenskaber
sammen med PAMAM-stjerneeksplosionsdendrimerer, Disse dendri-
merer bestod af en ammoniakinitieret kerne med gentagelsesen-
heder afledt af N-(2-aminoethyl)acrylamid. Begge fulde (amin-
terminerede funktioner) og halv-(esterterminalgrupper)genera-
tionspolymerer blev medtaget ved undersggelserne. Forholdet
mellem salicylsyre og stjerneeksplosionsdendrimerer, der blev
benyttet ved forsegene, resulterede i tilnazrmelsesvis &t sali-
cylsyremolekyle til én terminal amin-funktionel gruppe for
helgenerationspolymerer. Ved halvgenerationspolymerundersggel-
sen blev det samme forhold benyttet med indstillinger foreta-

get for polymeren med hojere molekylvagt.

Forseagene blev udfert ved stuetemperatur under anvendelse af
en statisk Tigevagtscelledialysemetodik. Statiske "spektrum"-
dialyseceller (halvt cellevolumen, 10 ml}, der var separeret
ved hjalp af "SpectraPor™ 6-membraner (molekylvagt-afskarings-
vardi = 1.000), blev benyttet til alle forseg. Transport af
salicylsyre blev malt som funktion af tid ved fjernelse af
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aligqot mangder fra de pagaldende cellerum og analyseret ved
hjelp af HPLC~analyse under anvendelse af en U.V.-detektor ved
296 nm ("Bondupak" C-18 sgjle, eluering af mobil fase af ace-
tonitril/0,1M phosphatpuffer (pH 3,2) med et forhold pa 20:80
(V/V), indstillet til en stremningshastighed pad 30 m1/time).

10 m1 af en oplesning indeholdende 1 mg/ml salicylsyre og 2,5
mg/ml1 stjerneeksplosionspolymer (Gen 4,0), der var indstillet
til pH 6,65 og 5,0 med HCl-oplesning, blev placeret i dialyse-
cellens donorrum, og et tilsvarende volumen renset vand, der
var indstillet til de samme pH-vardier, blev anbragt i recep-
torrummet. Transport af salicylsyre til receptorrummet blev
malt. Resultaterne er anfert i fig. 8. I fig. 8 er den frie
syre angivet ved e, syren plus generation 4,0 dendrimer, pH
6,65 er vist ved 0, og syren plus generation 4,0 dendrimer, pH

5,00, er vist ved hjalp af [J.

Som felge af den lavere procentiske ionisering af amingrupper-
ne pd polymeren ved pH 6 kan et stgrre omfang af indvirkning
med salicylsyre forventes ved pH 5, hvilket ville resultere i
en mindre mangde transporteret forbindelse ved den lavere pH-
verdi. Resultaterne anfort i fig. 8 viser en meget mindre pro-
centdel salicylsyre transporteret i narvazrelse af polymer ved
begge undersegte pH-verdier sammeniignet med saiicylisyrekon-
trolundersesgelsen. Det ijagttages ogsa, at mere salicylsyre
transporteres ved pH 6,65 end ved pH 5,0 som forudsagt. Data-
ene viser en omsetning af stjerneeksplosionspolymeren med sa-
lieylsyre, der kan styres ved hjalp af pH. Forsinkede frige-
relsesegenskaber medfores ogsd af dataene, eftersom salicylsy-
remengderne i narvarelse af polymer fortsatter med at stige
efter det tilnarmelsesvise 12-timers ligevagtspunkt, der blev

jagttaget ved kontrolundersegelsen.

For vyderligere at undersgge vekselvirkningsegenskaberne for
salicylsyre sammen med stjerneeksplosionspolymerer (Gen = 4,0)
udfortes et forssg ved pH 8,0. Undersggelsens udformning afveg
fra den tidligere beskrevne ved, at kun salicylsyreoplesnin-
gen (1 mg/ml1), indstillet til pH 8,0, blev anbragt i donorrum-
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met, og at polymeroplegsningen (2,5 mg/ml) blev placeret i re-
ceptorrummet. Tab af salicylsyre fra donorrummet blev m&lt som
tidligere beskrevet. Resultaterne af forseget er angivet i
fig. 8. I fig. 9 er den frie syre betegnet ved -¢-, og syren
plus generation 4,0 dendrimer ved pH 8,0 er angivet ved
-~-A---.

Som vist i fig. 9 afviger ligevagtsegenskaberne for salicylsy-
re i donorrummet med stjerneeksplosionspolymerer i receptor-
rummet fra salicylsyre-kontrolundersegelsen. Baseret pa mole-
kylernes ioniseringsegenskaber ved pH 8,0 forventes en omsat-
ning pad tilnarmelsesvis 6-7%. Det dagttagne reaktionsomfang
er angivet som varende af stgrrelsen 4-5%. Den mindre i{agt-
tagne associering kan skyldes forssgsvariationer eller en

joniseringskonstant pd mindre end 1.

Dette forsog viser en optagelse eller fjernelse af fri sali-
cylsyre fra systemets kontinuerte fase ved hjalp af polymeren.
Denne virkningstype kunne resultere i undertrykkelse af mole-
kylers reaktivitet, hvilket antyder, at en mulig egenskab af
chelaterende type er forbundet med polymererne.

Salicylsyres indvirkningsegenskaber ved pH 6,65 p& en halv-
generationsstjerneeksplosionspolymer (Gen = 4,5) med ester-
terminerede funktionelle grupper blev bedomt. Salicylsyre (1
mg/ml1) blev kombineret med stjerneeksplosionspolymer (Gen =
4,5) i en mangde p& 3,6 mg/ml ved pH 6,65. 10 m1 af oplesnin-
gen blev anbragt i donorrummet, og transport fra donorrummet
blev malt som tidligere beskrevet. Resultaterne er anfert i
fig. 10. 1 fig. 10 er den frie syre angivet ved hjzlp af -»-,
og syren plus polymeren er angivet ved hjalp af ---o---.

Under disse forsegsbetingelser forudsiges ingen ladningsind-
virkning at finde sted, eftersom de tertizre amingrupper er
ikke-ioniserede ved pH 6,65. Som vist i fig. 10 er tabet af
salicylsyre i narvaerelse af polymer (Gen = 4,5) i lobet af de
forste 10 dialysetimer praktisk taget identisk med tabet ved

salicylsyre-kontrolundersogelsen.
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De felgende iagttagelser er foretaget ud fra dataene vist i

dette eksempel:

(1) Hel generation PAMAM-stjerneeksplosionspolymerer fungerer

som en barer for salicylsyre.

{2) Hel generation PAMAM-stjerneeksplosionspolymerer har for-

sinket frigerelsesfunktionalitet for salicylsyre.

(3) Hel generation PAMAM-stjerneeksplosionspolymerers barer-
egenskaber for salicylsyre kan styres ved hjzlp af pH.

Eksempel 5: PAvisning af multipel chelatering af jern ved

hjelp af en natriumpropionattermineret sjettegenerations-
stjerneeksplosionspolyamidoamin.

Den natriumpropionatterminerede sjettegenerationspoliyamidoamin
({initieret fra ammoniak) (97,1 mg, 2,45 mol) blev oplest i 2,5
ml deioniseret vand. Tilsatning af 0,5 m1 0,5N HC1 formindske-
de pH-verdien til 6,3. Ferrichlorid blev tilsat (0,5 ml, 0,1
2M oplesning, 0,051 mmol), hvilket producerede et 1lysebrunt
gelatingst pracipitat. Ved opvarmning til 60°C i %X time blev
det gelatinese pracipitat opleseligt, hvilket resulterede i en

P Y.y . ARamnawnm e o e e e

nomogen orange opigsning. Op
"Biogel" P2-acrylamidgel {10 g, 2 gange), idet der isoleredes
et orange band (fri for halogenidforurening). Fjernelse af op-
lesningsmidlet under vakuum resulterede i produktet som en o-
range film (30 mg). Analyse stemte overens med chelatering af
ca. 20 mol ferriioner pr. mol stjerneeksplosionsdendrimer.
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Tabel 1V
Fundet Teoretisk
Na4Fe20H12888 Na5Fe20H127SB N36F920H12653
Na 0,39, 0,24 0,25 0,31 0,38
(0,31 0,1%)
Fe 3,14, 3,11 3,05 3,05 3,04
(3,12 0,02%)
C 47,11 49,817 49,84 49,81
H 7,383 7,31 7,30 7,29
N 14,81 14,49 14,48 14,41
0 ———— 25,03 25,02 25,01
Molekylvagt 36632,23 36654,21 36375,18

SB = C1521H2467N3790573-
Disse resultater bekrafter chelatering af 202 mol ferriioner

pr. mol stjerneksplosionsdendrimer.

Eksempel 6: Fremstilling af et produkt indeholdende mere end

et rhodiumatom pr. stjerneeksplosionspolymer.

2,5 Gen PAMAM (estertermineret, initieret fra NH3) (0,18 g,
0,087 mmol) og RhC13,3H0 (0,09 g, 0,3 mmol) blev blandet i
dimethylformamid (DMF) (15 ml) og opvarmet til 70°C i 4 timer.
Oplesningen blev hejred, og det meste af rhodiumet blev opta-
get. Det uomsatte rhodium blev fjernet ved filtrering, og op-
lgsningsmidlet fjernedes pd rotationsfordamperen. Den dannede
olie var chlorformoplsselig. Den blev vasket med vand og ter-
ret (MgSO4) fer fjernelse af oplesningsmiddel til opnaelse af
en red olie (0,18 g). NMR-spektret blev registreret i CDC1g3,
og kun mindre forskelle blev iagttaget mellem den chelaterede
og uchelaterede stjerneeksplosionspolymer. Fortynding af noget
af denne CDClz-oplesning med ethanol efterfulgt af NaBHgz-til-
setning resulterede i rhodiumudfeldning. RhC13,3H20 er uople-
selig i chlorform og i chlorform-stjerneeksplosionspolymerop-

lesning, hvilket saledes bekrafter chelatering.
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Eksempel 7: Fremstilling af et produkt indeholdende Pd, der er

chelateret til en stjerneeksplosionspolymer.

3,5 Gen PAMAM (estertermineret, initieret fra NH3) (1,1 g,
0,24 mmol) blev oplest under omrering i acetonitril (50 ml).
Palladiumchlorid (0,24 g, 1,4 mmol) blev tilsat, og oplesnin-
gen opvarmedes til 70-75°C (vandbad) natten over., PdCTp blev
optaget i stjerneeksplosionspolymeren., Efter fjernelse af op-
lesningsmidlet bekraftede NMR i CDCl3, at chelatering havde
fundet sted. Fortynding af CDClz-oplesningen med methanol og
tilsatning af NaBH; resulterede i udfaldning af palladiumet.
Det chelaterede produkt (1,23 g) blev isoleret som en brun o-

lie.

Eksempel 8: Pavisning af multipel chelatering af yttrium ved
hjelp af en methylencarboxylattermineret andengenerations-

stjerneeksplosionspolyethylenamin ved transchelatering af yt-

triumacetat.

Det methylencarboxylatterminerede stjerneeksplosionspolyethy-
Teniminmateriale (0,46 g, 52,5% aktivt, tilbagevarende natri-
umbromid, 0,18 mmol aktiv stjerneeksplosionsdendrimer) fra ek-

sempel FF blev oplest i 4,5 ml deuteriumoxid. Den resulterende

pH-ver i1,5-12. En op ytiriumacetat biev frem-

stillet ved oplssning af yttriumchlorid (0,15 g, 0,5 mmol) og
natriumacetat (0,41 g, 0,5 mmol) i 1,5 ml deuterijumoxid (2,9

A2 comom
w2 I

2 £
1 va 1

gsning a

mol yttrium pr. mol dendrimer). Aligqot mangder p& 0,5 ml af
yttriumacetatoplesningen blev sat til dendrimeroplesningen, og
13¢c NMR-spektrene registreredes ved 75,5 MHz.

13¢ NMR spektret for yttriumacetat viser to resonanser, 184,7
ppm for carboxylcarbonatomet og 23,7 ppm for methylcarbonato-
met, sammenlignet med 182,1 og 14,1 ppm for natriumacetat, og
177,7 og 20,7 ppm for eddikesyre (Sadtler 13¢ NMR-standard-
spektre). Maling af positionerne for disse band viser chela-
teringsgraden med stjerneeksplosionsdendrimeren. Det mest 4in-
formative signal for stjerneeksplosionsdendrimeren, som er
tegn pa chelatering, er a-CHy (tilhsrende den i chelatering
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involverede methylencaboxylatgruppe), som forekommer ved 58,4
ppm i den uchelaterede dendrimer, og 63,8 ppm i den chelate-
rede dendrimer. Efter chelatering med yttrium forkortes rota-
tionsgitterrelaksationstiderne for a-CHz som forventet fra
0,42 + 0,01s til 0,14 & 0,01s, hvilket er tegn pd chelatering.

Efter tilsatning af 0,5 ml af yttriumacetatoplesningen til
stjerneeksplosionsdendrimeren viste alt yttrium sig at blive
chelateret af dendrimeren, hvilket blev bekraftet af signaler-
ne for acetatet, som er signalet for natriumacetat. Den samme
jagttagelse blev gjort ved tilsatning af en anden 0,5 ml ali-
qot mangde af yttriumacetatoplesningen. Efter tilsaztning af en
tredje aliqot mangde yttriumacetat viste ikke alt yttriumet
sig at blive optaget som stjerneeksplosionschelatet, og ace-
tat-carboxylresonansen viste sig at skifte til 183,8 ppn,
hvilket viser, at noget af yttriumet var blevet forbundet med
acetatet. Det integrerede areal af de chelaterede-CHp-grupper
pa dendrimeren steg, hvilket viser, at noget af det tredje
molakvivalent tilsat yttrium i virkeligheden var blevet chela-
teret med dendrimeren. Disse resultater viser, at dendrimeren

kan chelatere fra 2-3 yttriumioner pr. dendrimermoiekyle.

Eksempel 8: PAavisning af multipel chelatering af yttrium ved

hjelp af en methylencarboxylattermineret andengenerations-
stjerneeksplosionspolyamidoamin ved hja1p af tranchelatering
fra yttriumacetat.

De samme eksperimentelle metoder blev benyttet ved denne un-
dersegelse som blev benyttet til eksempel 8. Det methylen-car-
boxylatterminerede stjerneeksplosionspolyamidaminmateriale
(0,40 g, 62,5% aktivt, tilbagevarende natriumbromid, 0,12
mmol) blev oplest i 4-5 m]1 deuteriumoxid. Den resulterende pH-
verdi var 11,5-12, som blev saznket til 9,4 med 6N HC1 for for-
spget. En oplesning af yttriumacetat blev fremstillet ved op-
lesning af yttriumchlorid (0,1125 g, 0,37 mmol) og natriumace-
tat (0,09815 g, 1,1 mmol) i 1,5 ml deuterjumoxid, sadledes at
hver 0,5 m1 af oplesningen indeholder 1 molakvivalent metal.
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De forste to molakvivalenter tilsat yttriumacetat blev fuldt
ud chelateret af stjerneeksplosionpolyamidoaminen. Ved tilsazt-
ning af et tredje molakvivalent yttrijum fandt udfaldning af
produktet sted, og ingen NMR-data kunne derfor opnas. Signa-
lerne, som gav det meste information om chelatering ved hj2lp
af stjerneeksplosionsdendrimeren, var signalerne fra de to
carbonatomer stodende op til det chelaterende nitrogen. De ke-
miske skift af disse carbonatomer i den ikke-chelaterede den-
drimer forekom ved 59,1 ppm for a-CH,-gruppen og ved 53,7 ppm
for det ferste methylencarbonatom i grundskelettet. Efter che-
altering blev disse to resonanser jagttaget at skifte nedefter
til henholdsvis 60,8 og 55,1 ppm. Trans-chelateringen viser,
at to metalioner let kan chelateres pr. dendrimermolekyle, men
at produktet falder ud af oplesning efter chelatering af en
vis ukendt breokdel af et tredje molakvivalent.

Eksempel 10: Pavisning af multipel chelatering af 90y ved
hjelp af en methylencarboxylattermineret andengenerations-

stjerneeksplosionspolyethylenimin.

Standardoplesning af yttriumchlorid {3 x 102 M tilsat ikke-
barertilsat 90Y) og methylencarboxylattermineret andengenera-
tions-stjerneeksplosionspolyethylenimin (6 x 102 M) blev
fremstiiliet. Disse blev omsat sammen ved forskellige metal:
stjerneeksplosionspolymerforhold i HEPES-puffer. Kompleksud-
byttet blev bestemt ved hjzlp af jonbytningskromatografi under
anvendelse af "Sephadex™ G50-ionbytterperler, idet der blev
elueret med 10% NaCJI:NH4O0H, 4:1, ved pH 10, Ikke-kompTleksdan-
net metal fjernes pd sejlen, idet kompleksdannet metal elue-
res. Udbytter opnédedes ved sammenligning af den eluerede ra-
dioaktivitet med radioaktiviteten p& ssjlen under anvendelse
af en ta1ler med provekanal.
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bel V

PEI-acetat med 90y

tisk pleks

Vol. Y+3 Vol. PEI Vol. HEPES M:L teore-
5 30 370 0,1
10 30 360 0,2
20 30 350 0,4
30 35 340 0,5
30 30 340 0,5
60 30 310 1,0
120 30 250 2,0
180 30 180 3,0
250 30 120 4,1
300 20 80 7,5
300 20 70 5,0
300 20 70 5,0

DK 174053 B1

% kom- M:L, fundet

110
101
95
97
102
99
100
94
80
44
40
41

Alle volumener i tabel V er anfert i mikroliter.

Indenfor forsegenes nojagtighed viser disse resultater, at det

2,5 Gen.

og 3 metaller pr.

pleks.

Eksempel 11:

stjerneeksplosions-PEI-acetat kan chelatere mellem 2

polymer under opndelse af et opleseligt kom-

Konjugering af

4-isothiocyanatophenyl-methylen-

carboxylattermineret tredjegenerations-stjerneeksplosionspoly-

ethylenimin med IgG monoklonalt antistof.

Isothiocyanatet

’

10 mg (50 umol),

i 600 ul 3 mM indiumchlorid,

indium-11i-chlorid,

660 ul

IN NaOH.

fra eksempel DD blev oplgst

som var blevet tilsat radioaktivt
indstillet til 9 med

og pH-vardien blev

Aliqot mangder af helt monoklonalt antistof

IgG CC-46 blev derpd blandet med aliqot mangder af den chela-

terede

derp& henstillet

stjerneeksplosionspoliymer.

.i

18 timer.

Blandingen blev

rystet og

Blandingerne blev derp3 analyse-

ret ved hjalp af HPLC (se@jle DuPont "Zorbax Biosphere" GF-250;
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elueringsmiddel 0,25M natriumacetat, pH 6) og en UV-detektor
ved 254 nm samt en radiocaktivitetsdetektor. Resultaterne er

vist i tabel VI,
Tabel VI

Stjerneeksplosions-IgG-~konjugater

1 2 3 4
IgG-oplesning (ul) 20 20 20 20
Oplesning af chelateret 5 20 50 100
stjerneeksplosionspolymer (ul)
% radioaktivitet p& Ig6 6 5 5 3
% konjugeret IgG 2 7 17 22

Eksempel 12: Konjugering af 4-isothiocyanatophenyl-methylen-

carboxylattermineret tredjegenerations-stjerneeksplosionspoly-
ethylenimin med IgG monoklonalt antistof,

Isothiocyanatet fra eksempel DD, 4 mg {20 umol) blev blandet
med 200 1 3 mM indiumchlorid (60 umol). En 20 ul aligot mang-
de af oplesningen blev derpad tilsat radioaktivt indium-111-
chlorid, og pH-vardien blev indstillet til 8 ved tilsatning af
30 ui 1IN WNaOH og 10 uni 0,1IN HCi1. Indiumchelatet blev blandet
med 150 ul €C-49 helt antistof IgG, 10 mg/ml i 50 mM HEPES-
puffer ved pH 9,5. Efter 18 timer ved stuetemperatur blev an-
tistoffet udvundet ved hjalp af praparativ HPLC (s2jle DuPont
"Zorbax Biosphere" GF 250; elueringsmiddel 0,25 m natriumace-
tat, pH 6) og en UV-detektor ved 254 nm samt en radioaktivi-
tetdetektor. Det udvundne antistof blev koncentreret pa en
"Amicon"-membran og udvekslet i PBS-puffer {(phosphatpufferet
saltoplesning, pH 7,4, som indeholder 0,12 M NaCl, 2,7 mM KCI
og 10,0 mM phosphat). Det udvundne antistof havde en specifik
aktivitet pad ca. 0,5 puci/100ug.
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Eksempel 13: Lokalisering in vivo af 11lIn-mazrket stjerneeks-

plosions-antistofkonjugat.

Anvendeligheden af det ifelge eksempel 12 fremstillede marke-
de stjerneeksplosjons-antistofkonjugat blev demonstreret ved
maling af materialets optagelse i et humant tumor-fremmed-
transplantat i en athymisk mus. Athymiske hunmus blev subku-
tant podet med den humane colon-carcinomacellelinie LS-1T74T
(ca. 4 x 106 celler/dyr). Ca. to uger efter podning blev hvert
dyr injiceret via halevenen. Musene blev drabt efter 17 og 48
timer (5 dyr pa hvert tidspunkt), tumoren og udvalgt vav blev
fjernet og vejet, og radioaktivitet blev malt i en gammatal-
ter. Efter 17 timer havde 13,5% af den injicerede dosis pr.
gram vav samlet sig ved tumoren. Efter 48 timer havde 21,6% af
den injicerede dosis pr. gram vav samlet sig ved tumoren.



10

15

20

25

30

35

DK 174053 B1

T4

Patentkrauv.

- . M g - e e . vy G S4

1. Stjerneeksplosionskonjugat, k e nd e t e gnet ved, at
det omfatter mindst en stjerneeksplosionspolymer i forbindelse

med mindst en enhed af mindst et baret farmaceutisk materiale.

2, Konjugat ifelge krav 1, kendetegne:t ved, at
stjerneksplosionspolymeren er en stjerneeksplosionsdendrimer.

3. Konjugat ifelge krav 1 eller 2, k ende t e gnet ved,
at mindst et af de bArede farmaceutiske materialer er et lage-
middel, et radionuklid, et chelateringsmiddel, et chelateret
metal, et toxin, et antistof, et antistoffragment, et antigen,
en signalfrembringer, en signalreflektor eller en signalabsor-

ber.

4. Konjugat ifslge krav 2, kende tegnet ved, at der
findes mindst to forskellige b&rede materialer, hvoraf mindst
det ene er en malretter, ogmindst et af dem er et bioaktivt

stof.

5. Konjugat ifelge krav 4, k ende t egnet ved, at mal-
retteren er en entitet, der er specifik for en eiier flere
m&lreceptorer, og at det bioaktive stof er et radionuklid, et

lzgemiddel eller et toxin.

6. Konjugat ifolge krav 4 eller 5, k e nde t e gnet ved,
at madlretteren er et polyklonalt antistof eller et fragment

deraf.

7. Konjugat ifelge krav 4 eller 5, k e nde t egnet ved,
at madlretteren er et monoklonalt antistof eller et fragment

deraf.

8. Konjugat ifelge krav 1, k ende t e gnet ved, at den-
drimeren indeholder diskontinuiteter.
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9. Stjerneeksplosionskonjugat ifelge krav 1 med formlen:
(P)x * (M)y (1)

kendetegnet ved, at hvert P betegner en dendrimer,
X betegner et helt tal, der er 1 eller mere end 1, hvert M be-
tegner en enhed af et baret farmaceutisk materiale, hvilket
barede farmaceutiske materiale kan vare det samme barede far-
maceutiske materiale eller et forskelligt baret farmaceutisk
materiale, y betegner et helt tal, der er 1 eller mere end 1, Og
* angiver, at det barede farmaceutiske materiale er forbundet

med dendrimeren.

10. Konjugat ifelge krav 9, k endetegnet ved, at M
er et lazgemiddel, et radionuklid, et chelate-

ringsmiddel, et chelateret metal, et toxin, et antistof, et
antistoffragment, et antigen, en signalfrembringer, en signal-
reflektor eller en signalabsorber.

11. Konjugat ifelge krav 9, kendetegne:st ved, at
x=1, og at y=2 eller mere.

12. Stjerneeksplosionskonjugat ifelge krav 9, ke nde -
tegnet ved, at det molare forhold mellem ethvert ijonisk

M og P er 0,1-1.000:1.

13. Stjerneeksplosionskonjugat ifeslge krav 9, k e n de -
tegnet ved, at vagtforholdet mellem ethvert lazgemiddel
eller toxin M og P er 0,1-5:1.

14. Fremgangsmade ti) fremstilling af et stjerneeksplosionskonjugat
ifelge krav 9 med formlen

(Plx * (M)y (1)

hvori hvert P betegner en dendrimer, x betegner et helt tal,
der er 1 eller mere end 1, hvert M betegner en enhed af et ba-
ret farmaceutisk materiale, jdet navnte barede farmaceutiske

materiale kan vare det samme barede farmaceutiske materiale
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eller et forskelligt béret farmaceutisk materiale, y betegner
et helt tal, der er 1 eller storre end 1, og * angiver, at det
barede farmaceutiske materiale er forbundet med dendrimeren,
kendetegnet ved, at P omsattes med M, sazdvanligvis
i et egnet oplesningsmiddel, ved en temperatur, der letter as-
socieringen af det barede materiale (M) med stjerneeksplosi-

onsdendrimeren (P).

15. Fremgangsmade ifolge krav i4, k ende tegnet ved,
at det egnede oplesningsmiddel er vand, methanol, ethanol,
chloroform, acetonitril, toluen, dimethylsulfoxid eller dime-

thylformamid.

16. Stjerneeksplosionskonjugat ifolige ethvert af kravene 1-11,
kendetegnet ved, at ogsd mindst et farmaceutisk ac-
ceptabelt fortyndingsmiddel eller mindst en farmaceutisk ac-

ceptabel barer er til stede deri.

17. Stjerneeksplosionskonjugat 1ifelage krav 16, k e n d e -
tegnet ved, at ogsd andre aktive bestanddele er til ste-
de deri.

18. Stjerneeksplosionskonjugat ifolge ethvert af kravene 1-11,
16 og 17 til anvendelse som et diagnostisk middel.

19, Stjerneeksplosionskonjugat ifelge ethvert af kravene 1-11,
16 og 17 til1 anvendelse som en farmaceutisk barer.
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20. Fremgangsmade til fremstilling af et stjerneeksplosions-

konjugat med formlen
[(T)e = (C")glg * (P)x * T(C"")h - (M)ylx (III)

hveri hver C' betegner den samme eller forskellige forbindel-
sesgrupper,

C'' betegner den samme eller forksellige forbindelsesgrupper,
g og k hver individuelt betegner et helt tal, der er 1 eller
sterre end 1,

f og h hver individuelt betegner et helt tal, der 0 eller
sterre end O,

- angiver en covalent binding i1 tilfalde, hvor en forbindel-
sesgruppe er til stede,

hvert P betegner en dendrimer,

X betegner et helt tal, der er 1 eller sterre end 1,

T betegner en malretter,

hvert M betegner en enhed (f.eks. et molekyle, et atom, en ion
og/eller en anden grundenhed) af et baret farmaceutisk materi-
ale, hvilket barede farmaceutiske materiale kan vzre det samme
barede farmaceutiske materiale eller et forskeliigt baret ma-
teriale, idet det barede farmaceutiske materiale fortrinsvis
er et bioaktivt stof,

y betegner et helt tal, der er 1 eller sterre end 1 og

* angiver, at det barede farmaceutiske materiale er forbundet
med dendrimeren, k e n d e t e gnet ved, at den omfatter
omsztning af P, som har reaktive molekyldele, med en forbin-
delsesgruppe, sasom en anilindel, der kan have NHa-gruppen
beskyttet.
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21 . Fremgangsmadde til fremstilling af et stjerneeksplosions-
konjugat som defineret i krav 1, kendetegnet ved,
at den omfatter omsatning af P, der har reaktive molekyldele,

med en forbindelsesgruppe, sasom en anilindel, der kan have

NHo-gruppen beskyttet.

22. Fremgangsmade ifolge krav2l , k ende tegnet ved,

at beskyttelsesgruppen har formlen

0

. 11
@-NHCOR
hvori . B er -C(CH3)s, -CHZ—@
O ¥

-CH2 ’

©

-~ 23. Fremgangsmide ifelge krav 21 kendetegnet ved,
at P ogsd8 har en forbindelsesgruppe (greb) tilknyttet med

eller -N

8)

formien

05N
(08),

hvori n er 1 eller 2, 0og X er F, C1, Br, I, S02C1, og nar n er
1, NOs-gruppen findes i para-stillingen.

24. Fremgangsmade ifelge krav 23, k ende tegnet ved,

at forbindelsesgruppen er 4-fluornitrobenzen.

25. Fremgangsmade til fremstilling af et stjerneeksplosions-

konjugat som defineret i krav 1, ke ndetegnet ved,
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at den omfatter omsetning af P, der har reaktive dele, med en
anilindel, som kan have NHz-gruppen beskyttet ved hjalp af et
N-phthalimid med formlen

O

|

0

26. Fremgangsmade til fremstilling af et stjerneeksplosions-
konjugat som defineret i krav 1, kendetegnet ved,
at den omfatter omsatning af P, som har reaktive dele, med en
anilindel, som kan have NHp-gruppen beskyttet ved hj=zTp af en
hvilken som helst til aminer benyttet beskyttelsesgruppe, der
er indifferent under de til stjerneeksplosionssyntese benytte-

de betingelser.

27. Fremgangsmade til fremstilling af en stjerneeksplosionspo-
lyethylenimin, k e nde t egnet ved, at den omfatter om-
. s&tning af et stjerneeksplosionspolyethyleniminmethansulfon-

amid med saltsyre.

28. Fremgangsmadde til rensning af en stjerneeksplosionsden-
drimer, hvori et oplesningsmiddel er til stede, k e nd e -
tegnet ved, at den omfatter fjernelse af oplasningsmid-
let ved hjalp af ultrafiitrering under anvendelse af en mem-

bran.

29. ., Fremgangsmade til fremstilling af et stjerneeksplosions-
konjugat ifelge krav 1, ved hvilken stjerneeksplosionspolyme-
ren er en stjerneeksplosionsdendrimer, og det barede materiale
er et lanthanid, k ende tegnet ved, at den omfatter
chelatering af lanthanidet med et stjerneeksplosionspolyethy-

leniminacetat.
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