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Monoméry na baze o,w-diaminokyselin so vSeobec- J; H/
nym vzorcom (A), kde n = 2 - 4, d'alej polyméry na ba- = ®

ze a,0-diaminokyselin, ktorych Struktira sa sklada zo
Struktimych jednotiek A’ a B' so vieobecnym vzorcom
(1), kde a a b st molarne zlomky $truktirnych jednotiek
A' a B', pri¢om a je vitsie ako 0 a menie ako 1, vy-
hodne v rozmedzi 0 az 0,8, prifoma+b=1njev
rozmedzi 2 az 4, m je 1 alebo 2 a R je alkyl vybraty zo
skupiny zahfiiajlcej linearne, vetvené a cyklické alkyly
s 1 - 18 atémami uhlika, benzyl a 2,2,2-trichloroetyl,
vyhodne potom benzyl, pri¢om stredny polymerizainy
stupeti je v rozmedzi 5 aZ 2000 monomérnych jedno-
tiek, vyhodne v rozmedzi 30 az 1200 monomémych
jednotiek, a linedrne, hydrofilné a biodegradabilné po-
lyméry na béze a,o-diaminokyselin so vSeobecnym
vzorcom (II), kde a a b si molarne zlomky Struktir-
nych jednotiek A" a B", priom a je viSie ako 0 a
mendie ako 1, spravidla je z intervalu 0 - 0,8, pri¢om
a+b=1,njevrozmedzi 2 az 4, m je 1 alebo 2, R’ je
hydroxyalkyl s 2 aZ S atdbmami uhlika obsahujuci jednu
alebo aj viac hydroxylovych skupin. Spésob pripravy
polymérov so vieobecnym vzorcom (I) a (II) spociva v
priprave latky A, kopolymerizacii latky A s komono-
mérmi B za vzniku kopolyméru so vieobecnym vzor-
com (I), ktory reaguje s aminoalkoholom na kopolymér
so vieobecnym vzorcom (II).
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Oblast’ techniky

Vyniélez sa tyka monomérov a neutrilnych, hydrofil-
nych kopolymérov na baze a, w-diaminokyselin a spésobu
ich pripravy. Tyka sa teda syntetickych, hydrofilnych poly-
aminokyselin obsahujucich popri bo¢nych retazcoch tvo-
renych neutrdlnymi hydroxyalkylovymi skupinami aj bo&-
né refazce s primarnymi alifatickymi aminoskupinami,
hlavne kopolymérov N5-hydroxyalkylglutaminov a N4-hy-
droxyalkylasparaginov s a.,® - diaminokyselinami.

Doterajsi stav techniky

Vizba biologicky aktivnych litok na vodou rozpustné
syntetické polyméry bola uz mnohokrat $tudovana, napri-
klad ako vhodny spdsob pripravy makromolekularnych lie-
&iv. Také formy lieiv umoZiiuji predizeny Géinok lietiv v
organizme, umoZzfiuja ovplyvnenie jeho biodistribdcie, zni-
Zenie toxickych U€inkov a pod. Polyméry vhodné na tieto
UCely by mali byt netoxické a fyziologicky inertné, ¢o
znamena, Ze ich vlastné interakcie so zloZzkami biologické-
ho prostredia st miniméalne. Dalej je takticZ vePmi dolezité,
aby tieto polyméry boli v organizme rozloZitené na neto-
xické nizkomolekuldre produkty, t. j. aby boli biodegra-
dabilné. Podmienka nizkej toxicity a fiziologickej iner-
tnosti je spravidla dostatodne splnend v pripade hydrofil-
nych neutrdlnych polymérov tvoriacich vo vodnych rozto-
koch konforméaciu nahodného kibka. Vhodnymi hydrofil-
nymi skupinami v polyméri, ktoré nie sii vo fyziologickom
prostredi nabité a pritom sa dostatone hydrofilné, su na-
priklad skupiny amidové a hydroxylové.

Biodegradovatelnost je velmi doleZita pri polyméroch
urtenych na parenteralne pouzitie, v pripade ktorych je
nutné zaru¢it’, Zze polymér bude z organizmu vylaceny ale-
bo bude metabolizovany po splneni svojej funkcie.

Syntetické polyaminokyseliny, hlavne viak polyméry
odvodené od trifunkénych aminokyselin, ako je kyselina
glutamova, aspardgova a lyzin, st perspektivnymi poly-
mérmi na tieto Ucely. Zatial¢o dve funk&né skupiny tychto
aminokyselin, t. j. @ - aminoskupina a a-karboxyl, tvoria
hlavny polypeptidicky refazec, tretia funk&na skupina
tychto aminokyselin méZe slazit na vytvorenie roznych
chemickych modifikacii a na vazbu biologicky uéinnych
latok. Polypeptidicka 3truktiira ich hlavného retazca umoz-
fiuje ich degradaciu v organizme pdsobenim enzymov
proteinaz a peptidéz. Tak napriklad na baze kyseliny glu-
tdmovej je moZné pripravit' linedrne hydrofilné polyméry
obsahujtice hydroxyalkylové botné ref'azce, napr. poly(N-
hy-droxyetyl)glutamin (PHEG), ktoré vyhovuji poZiadav-
kam jednak svojou biodegradovatelnostou, ako aj fyziolo-
gickou inertnostou. Svedtia o tom mnohé price zaoberaji-
ce sa tymito polymérmi ako materidlmi na lekarske a far-
maceutické tcely. PHEG sa skamal ako nahrada krvngj
plazmy (A.Gerola, G.Antoni, F.Benvenuti, F.Cocola and
P.Neri, in: ,,Shock: Biochemical, Pharmacological and Cli-
nical aspects”, Plenum Press, New York, N.Y., 1970, p.
329), ako nosi¢ cytostatickych (J.Drobnik, D.Noskov4,
F.Rypacek, M.Metalova and V.Saudek, Makromolekularni
protirakovinné 1é€ivo obsahujici platinu a zplsob jeho vy-
roby, &s. AO 253069) a inych fyziologicky (€¢innych latok,
napr. katecholaminov (Goodman, M. et al., Water-soluble,
physiologically active, synthetic polypeptides, U.S.Pat.
4116949). Ich biodegradabilita bola taktieZ skimana a je

dobre znama (H.R.Dickinson, A.Hiltner, D.F.Gibbons and
JM.Anderson, Biodegradation of a poly (c-aminoacid)-
hydrogel. Lin vivo, JBiomed.mater.res., 15: 577-589,
1981; J.Pytela, V.Saudek, J.Drobnik and F.Rypacek, Po-
ly(N3-hydroxyalkylglutamines). [V Enzymatic degradation
of N3-(2-hydroxyetyl)-L-glutamine homopolymers and
copolymers, J.Controlled Release, 10: 17-25, 1989).

Popri inertnosti a biodegradovatelnosti d’alSou poZia-
davkou na polyméry vyuZitelné na vézbu fyziologicky -
¢innych latok je pritomnost’ vhodnych reaktivnych skupin,
ktoré umoziiuju vizbu tychto latok za vyhodnych podmie-
nok. Takéto skupiny je moZné v pripade polyaminokyselin
v zésade pripravit bud’ modifikdciou boénych retazcov,
napr. v pripade poly(N-alkylglutaminov), modifikaciou y-
-karboxylu jednotiek kyseliny glutimovej alebo kopolyme-
riziciou s inymi derivatmi aminokyselin. Modifikaciou
boli pripravené poly(N-hydroxyalkylglutaminy) obsahuji-
ce v <asti bo&nych refazcov hydrazidové skupiny
(V.Saudek, F.Rypaéek and J.Drobnik, Rozpustné a biodeg-
radovatelné kopolyméry pre vizbu biologicky aktivnych
latok, ¢s. AO 254355), skupiny 4-hydroxyfenetylové alebo
aromatické aminy (J.Pytela, F.Rypatek, M.Metalova and
J.Drobnik, Synthesis of poly[N5-(2-hydroxyetyl)-L-gluta-
mines] with modified side chains, Collect. Czech. Chem.
commun., 54: 1640-1647, 1989). Kopolymerizaciou s deri-
vatmi fenylalaninu boli pripravené kopolyméry N-hydro-
xyalkylglutaminu s p-amino-fenylalaninom a aromatické
aminoskupiny boli vyuZité na vizbu fyziologicky uinnych
latok vo forme azo-derivatov (U.S.Pat. 4116949). Azo-
vizba, rovnako ako iné vizby, ktoré nie s beZné v priro-
dzenych latkach v organizme sa vyskytujucich, je nevy-
hodné, pretoZze neumoZiiuje odstiepenie fyziologicky G¢in-
nej latky v organizme.

Mimoriadne vyhodnou reaktivnou skupinou v polyméri
by preto bola primarna alifatickd aminoskupina. Na zave-
denie tejto skupiny do bo¢nych retazcov polyaminokyselin
sa ponitka kopolymerizacia s prirodzenymi diaminokyseli-
nami, napriklad lyzinom a ornitinom. Zname spdsoby pri-
pravy polymérov obsahujicich lyzin alebo ornitin spra-
vidla vyuzivajii chranenie a-aminoskupiny tychto diami-
nokyselin benzoyloxykarbonylovou skupinou a polymeri-
zaciu N-karboxy-anhydridov (NCA) takto chranenych a-
minokyselin. Pri priprave homopolymérov, napriklad po-
lylyzinu alebo kopolymérov s niektorymi inymi aminoky-
selinami, je po polymerizécii chraniaca skupina odstranena,
najéastejsie reakciou s bromovodikom (HBr). Takto napri-
klad je moZné pripravit' kopolyméry lyzinu s kyselinou
glutamovou kopolymerizaciou N3-karbobenzoxy-lyzin-
-NCA s y-benzyl-glutamat-NCA a nasledujicim odstrane-
nim chréaniacich skupin. Tento postup by bolo moZné pou-
Zit' aj na pripravu kopolymérov lyzinu (alebo ornitinu) s
N3-hydroxyalkyl-glutaminmi za predpokladu, Ze pri reak-
cii s HBr by zostali chraniace benzylesterové skupiny jed-
notiek kyseliny glutimovej zachované a tieto by mohli byt
v nasledujiicej reakcii s aminoalkoholom premenené na
hydroxyalkyl-glutaminy. Reakciou s HBr v§ak dochéadza aj
k Stiepeniu benzylesterov kyseliny glutdmove;j a v désledku
toho je razké, ak nie nemoZné, pripravit’ tymto spdsobom
hydrofilné kopolyméry neobsahujiice karboxylové skupi-
ny. Pouzitie alkylesterov kyseliny glutimovej, ktoré viac
odolavaju reakcii s HBr, napriklad pouZitie y-metylgluta-
métu, y-etylglutamétu sice tito nevyhodu &iastogne odstra-
fiuje, ale polyméry tychto alkylglutamatov si velmi zle
rozpustné. Napriklad poly(y-metylglutamat) a kopolyméry
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s prevahou y-metyl-glutamatu s po vysuseni do pevného
stavu prakticky nerozpustné v beZnych rozpastadlach, ako
st napriklad dimetylformamid, dimetylacetamid, benzén,
chloroform a pod. Téato skuto&nost’ je velmi nevyhodn,
pretoze staZuje daldie spracovanie polyméru, hlavne neu-
moZiiuje zvolit' vhodné reakéné prostredie na nasledujice
chemické modifikicie polyméru, napr. aminolyzu alkyl-
glutamatu na hydroxyalkylglutamin.

Podstata vynilezu

Tento vynalez vznikol z ddvodu potreby pripravit
neutralne, hydrofilné a biodegradovatelné polyméry obsa-
hujice v bo¢nych ret'azcoch vol'né alifatické aminoskupiny
vhodné na vizbu modifikujucich latok, napr. latok fyziolo-
gicky aktivnych. Autori zistili, Ze polyméry s poZadova-
nymi vlastnostami je mozné pripravit' s pouZitim derivatov
a,0-diaminokyselin, uvedenych v tomto vynéleze, ich ko-
polymerizaciou so zndmymi N-karboxyanhydridmi -
-alkylesterov kyseliny L-glutimovej alebo L-asparagovej,
pripadne s N-karboxyanhydridmi inych L-aminokyselin
uplatnenim opisanych postupov.

Podstatou vynélezu si monoméry na baze o,0-amino-
kyselin so vieobecnym vzorcom (A):
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N

kden=2-4.

Podstatou vyndlezu su d’alej polyméry na baze o,w-dia-
minokyselin, ktorych Struktira sa sklada zo Struktirnych
jednotiek A’ a B' so vieobecnym vzorcom (I):
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kde a a b si molame zlomky Struktirnych jednotick A" a
B’, pritom a je vitSie ako 0 a mendie ako 1, vyhodne v
rozmedzi 0 aZ 0,8, priom a+ b =1, n je v rozmedzi 2 a7 4,
m je | alebo 2 a R je alkyl vybraty zo skupiny zahfilajucej
linedrne, vetvené a cyklické alkyly s 1 - 18 atémami uhlika,
benzyl a 2,2,2-trichléroetyl, vvhodne potom benzyl, pri-
¢om stredny polymeriza¢ny stupeii je v rozmedzi 5 az 2000
monomérnych jednotiek, vyhodne v rozmedzi 30 az 1200
monomérmych jednotiek.

Predmetom vynalezu si d'alej linedrne, hydrofilné a
biodegradabilné polyméry na baze o,@-aminokyselin, kto-
rych podstata spoCiva v tom, Ze sa skladaji zo Struktirnych
jednotiek A" a B"" a obsahuja najmenej dva typy bo¢nych
refazcov, priCom jeden typ bo¢nych refazcov nesie pri-
marnu alifaticki aminoskupinu a druhy typ je tvoreny re-
tazcom hydroxyalkylovym podla v§eobecného vzorca (II):
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kde a a b st molarne zlomky Struktirnych jednotiek A" a
B”, priom a je va&ie ako 0 a mensie ako 1, spravidla je z
intervalu 0-0,8, pritom a + b=1, n je v rozmedzi 2 a7 4, m
je 1 alebo 2, R je hydroxyalkyl s 2 a¥ 5 atdmami uhlika
obsahujici jednu alebo aj viacej hydroxylovych skupin a je
zo skupiny zahffiajlcej 2-hydroxyetyl, 2-hydroxypropyl, 3-
hy-droxypropyl, ~2-hydroxybutyl, 3-hydroxybutyl, 4-
hydroxy-butyl, hydroxypentyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2.4-
dihydroxy-butyl a dihydroxypentyl, vyhodne hydroxyal-
kyly a dihydroxyalkyly s 2 aZ 3 atémami uhlika, a pritom
stredny polymerizaény stupen je v rozmedzi 5 az 2000 mo-
nomérnych jednotiek, spravidla v rozmedzi 10 aZ 1000
monomérnych jednotiek.

Predmetom vynélezu je dalej postup pripravy polymé-
rov so vieobecnym vzorcom (1) a (II), ktory spodiva v pri-
prave latky A, kopolymerizacii latky A s vhodnymi komo-
nomérmi za vzniku kopolyméru so vieobecnym vzorcom
(I), ktory je potom reakciou s prislusnym aminoalkcholom
premeneny na kopolymér so vieobecnym vzorcom (II).

Monoméry na béaze o,o-diaminokyselin so vEeobec-
nym vzorcom A, ktoré st schopné kopolymerizicie s NO-
-karboxyanhydridmi «-alkylesterov dikarboxylonyd ami-
nokyselin, je mozné podl'a vynélezu pripravit’ ftaloylaciou
o-aminoskupiny znamych o,w-diaminokyselin a premenou
ziskanej N@ - ftaloyl-aminokyseliny na prisluiny N®-fta-
loyl-N® -karboxyanhydrid. Prikladom vhodnych a.,0-dia-
minokyselin st hlavne L-lyzin a L-ornitin, resp. ich D
cnantioméry. Postupom podl'a vynalezu je mozné N®-fta-
loyl-lyzin vyhodne pripravit reakciou N-etoxykarbonyl-
ftalimidu s roztokom med’natého komplexu lyzinu, rozlo-
Zenim med'natého komplexu NO-ftaloyl-lyzinu pdsobenim
kyseliny chlérovodikovej a krystalizéciou vo forme vnu-
tornej soli z roztoku kyslého uhligitanu sodného a vodného
etanolu. NO-karboxyanhydrid, t. j. latka so v3eobecnym
vzorcom (A), sa z NO-ftaloyl-lyzinu pripravi pomocou
niektorej zo zndmych metéd pripravy N®-karboxyanhy-
dridov, napriklad reakciou s fosgénom v prostredf dioxanu.

Podstata spdsobu pripravy polymérov so vieobecnym
vzorcom (I) podl'a vynalezu spoéiva v tom, Ze sa zli&enina
so vSeobecnym vzorcom (A) kopolymerizuje s latkou B
vybratou zo skupiny latok zahfiiajacich N@-karboxyanhy-
dridy w-alkylesterov dikarboxylovych aminokyselin. Vy-
hodne je mozné pouzit N®-karboxyanhydrid odvodeny od
B-alkylesterov kyseliny asparagovej alebo y-alkylesteru ky-
seliny glutimovej, pricom spominany alkyl je vybraty zo
skupiny zahffiajicej lineérne, vetvené a cyklické alkyly s
1 - 18 atémami uhlika, 2,2,2-trichléroetyl, 2,2,2-trifludretyl
a benzyl.

Latka B na pripravu polyméru so veobecnym vzorcom
(I) jc vybrata zo skupiny zahfiiajicej hlavne @-alkylestery
dikarboxylovych aminokyselin. Vhodnymi aminokyseli-
nami v zmysle vynalezu st predovsetkym kyseliny L-glu-
tamova a L-asparagova. Vhodnymi w-alkylestermi tychto
aminokyselin st také, kde alkyl je zvoleny zo skupiny za-
hriiajuce) linearne, vetvené a cyklické alkyly s 1 - 18 atd-
mami uhlika, 2,2,2-trichléretyl, 2,2,2-trifludretyl a benzyl,
pri¢om obzvladt vhodnym je benzyl. Priprava tychto este-
rov je vieobecne znama. TaktieZ na pripravu prislu$nych
N&®-karboxyanhydridov z tychto esterov je moZné pouzit
postupy zname z literatiry. Prikladom typického postupu
Jje reakcia s fosgénom rovnako, ako je uvedené pri priprave
latky so vzorcom (A).

Kopolymerizacia latok A a B mdZe byt vykonana v
Fubovolnom aprotickom rozpistadle, v ktorom A aj B su
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rozpustné. Priklady vhodnych rozpustadiel zahffiaji me-
tylénchlorid, dichléretin, dioxan, benzén, N,N-dimetylfor-
mamid, N,N-dimetylacetamid, dimetylsulfoxid a iné. Na i-
niciaciu polymerizacie je mozné pouZit’ latky beZne pouzi-
vang na tieto i¢ely. Prikladom vhodnych latok si primar-
ne, sekundame a terciirne alkylamidy, napr. hexylamin,
diaminohexdn, trietylamin, alebo bazy, napr. metanolat
sodny, organokovové zld&eniny, napr. trietyl aluminium a
pod. Tieto postupy polymerizacie N-karboxyanhydridov st
vieobecne zname a nie je nutné ich podrobne opisovat’.

Vyhodnou vlastnostou polymérov so vieobecnym
vzorcom (I), predovietkym ked’ R je benzyl, je ich dobra
rozpustnost’ v rade rozpadtadiel vhodnych na nasledujice
modifikaéné reakcie, napr. na aminolyzu aminoalkoholom.
Vhodnymi rozpi§tadlami su N, N-dimetylformamid, N,N-
-dimetylacetamid, dimetylsulfoxid, benzén, dioxén, chloro-
form, dichloretan a ich zmesi.

DalSou vyhodnou vlastnostou polyméru so vieobec-
nym vzorcom (I) je skutoénost,, Ze postupom podfa vyna-
lezu je mozné v jednom reakénom kroku aminolyzovat’ al-
kylestery jednotiek B” aj ftalimidové skupiny jednotiek A"
a ziskat’ tak kopolymér obsahujiici vol'né aminoskupiny, a-
ko je znazomené vo vzorci jednotick A”’kopolyméru so
vieobecnym vzorcom (II).

Podstata spdsobu pripravy kopolyméru so veobecnym
vzorcom (II) podl'a vyndlezu spoéiva v tom, Ze sa kopoly-
mér so vieobecnym vzorcom (I) podrobi reakeii s vhod-
nym aminoalkoholom typu R’-NH», kde R" je vybraty zo
skupiny zahffajlicej hydroxyalkyl s jednou alebo viacery-
mi hydroxylovymi skupinami, 2-hydroxyetyl, 2-hydroxy-
propyl, 3-hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 3-hydroxybutyl,
4-hydroxybutyl, hydroxypentyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2,4-
-dihydroxybutyl a dihydroxypentyl, a takto ziskany pro-
dukt sa izoluje beznymi metédami. Vofbou alkylaminu R"-
-NH7 pri aminolytickej reakcii je mozné pripravit’ kopoly-
méry réznych vlastnosti.

Aminolyzu kopolyméru so vieobecnym vzorcom (I) je
mozné postupom podl'a vynalezu uskutodnit’ tak, ze k roz-
toku polyméru so vieobecnym vzorcom (I) vo vhodnom
rozpu§fadle vybratom zo skupiny zahffiajicej metylénchlo-
rid, dichléretin, dioxan, benzén, N,N-dimetylformamid,
N,N-dimetylacetamid, dimetylsulfoxid a iné, sa prida nad-
bytok prislusného alkylaminu a zmes reaguje pocas nevy-
hnutného ¢asu na Gplna aminolyzu vSetkych alkylestero-
vych a ftalimidovych skupin. Vhodny pomer alkylaminu k
polymdéru je v rozmedzi 1 aZz 200 mélov (najlepsie v roz-
medzi 10 aZz 100 mdlov) alkylaminu na mél monomérnych
jednotiek polyméru. Vhodny ¢as reakcie s alkylaminom
zévisi od teploty, pri ktorej sa reakcia uskutoltiuje a od
pomeru reaktantov. Napriklad pri teplote 25 °C a pri pome-
re alkylaminu k monomérnym jednotkdm polyméru 50 : |
je vhodny &as 16 dni, pri teplote 37 °C 10 dni a pri teplote
60 °C je vhodny reak&ny &as 3 dni. Reak&na zmes sa potom
zneutralizuje a polymér so vieobecnym vzorcom (II) sa
oddeli od reakénych zloziek obvyklymi spdsobmi, napri-
klad precipitaciou, dialyzou, ultrafiltraciou, chromatogra-
ficky a pod., a izoluje sa z roztoku napriklad zraZanim, su-
$enim vo véakuu, lyofiliziciou a pod. ZloZenie kopolyméru
sa overi obvyklymi metédami. Vhodnymi metédami su a-
nalyza aminokyselin, stanovenie aminoskupin reakciou s
trinitrobenzénsulfonovou kyselinou, titracia, elementirna
analyza a pod.

Vyhodou postupu podla vynédlezu je mozZnost volit
mnoZstvo jednotiek obsahujicich aminoskupiny vo vy-

slednom polyméri so vieobecnym vzorcom (II) pomocou
vhodného pomeru latok A a B v kopolymerizaénej zmesi.

Postup podla vynalezu taktiez zachovava pévodnd
konfiguraciu na asymetrickom uhliku vychodiskovych a-
minokyselin a preto, v pripade, Ze sa vyjde pri priprave z
L-aminokyselin, ziska sa polymér obsahujuici v hlavnom
ret'azci o, L-peptidické vézby, ktoré st principidlne Stiepi-
telné enzymy pritomné v organizme. Ak je napriklad po-
lymérom so vSeobecnym vzorcom (II) kopolymér hydro-
xyalkyl-L-glutaminu s L-lyzinom, potom tento polymér je
degradovatel’ny proteinizami cicav&ich organizmov, hlav-
ne enzymami katepsinom, trypsinom, kallikreinom, plaz-
minom a d’algimi. Stiepenie polyméru endopeptidazovym
mechanizmom, t. j. proteindzami, vedie k rychlemu pokle-
su molekulovej hmotnosti polyméru. Stiepenie exopeptida-
zami, napr. leucinaminopeptidazou alebo inymi aminopep-
tidazami, vedie k produkcii nizkomolekularnych fragmen-
tov s velkostou jednej monomérnej jednotky. Konetnymi
produktmi degradacie polymérov so vSeobecnym vzorcom
(I) st preto monomémne derivéaty pouZitych aminokyselin,
ktoré st netoxické a 'ahko sa z organizmu vyludia.

Je v siilade s principom predmetného vynalezu, ak s
ciclom ovplyvnenia vlastnosti polyméru so vieobecnym
vzorcom (II), hlavne jeho biodegradovatelnosti, buda do
polymérneho retazca zavedené aj d’al$ie aminokyseliny ok-
rem tych, ktoré boli uvedené. Napriklad v tom zmysle, Ze v
ramci zloZky B” v kopolyméri so vSeobecnym vzorcom (I)
je mozné namiesto Casti alkylesteru dikarboxylovych ami-
nokyselin pouZit' ete d’aldie aminokyseliny, napriklad zo
skupiny zahffiajicej L-alanin, L-valin, L-leucin, L-fenyla-
lanin, pri¢om prevladajicou siZastou zlozky B v kopoly-
méri so vieobecnym vzorcom (I) budu alkylestery dikar-
boxylovych aminokyselin umoZfiujice prevedenie na hyd-
roxyalkyl-derivaty aminolyzou.

Primarne alifatické aminoskupiny kopolyméru so vie-
obecnym vzorcom (I st vhodnymi nukleofilmi na chemic-
ké modifikacie, napriklad na vizbu fyziologicky aktivnych
latok. Prikladom takych reakcii mozu byt reakcie s elektro-
filnymi skupinami, akymi su aktivované estery a chloridy
karboxylovych kyselin, izokyanaty, izotiokyanaty, azidy,
aldehydy, epoxydy a pod. Reakcie primarnych aminosku-
pin na hydrofilnych polyméroch si Siroko predtudované a
mdZzu byt aplikované na polyméry podla vynélezu prime-
rane ich vlastnostiam a poZiadavkdm na vysledny produkt.
Je moZné preto odvodit, Ze ak bude elektrofilna skupina
pritomna na fyziologicky aktivnej latke &i na vhodnej spoj-
ke, potom reakcia s aminoskupinou polyméru podla tohto
vynalezu bude viest' k vzniku polymérneho produktu s na-
viazanou predmetnou fyziologicky aktivnou latkou. Je cie-
fom tohto vynélezu poskytnat’ vhodny polymér na tento 1l-
cel.

Priklady uskuto¢nenia vyndlezu

Vynalez je d’alej doloZeny prikladmi, ktoré maja slizit
na jeho lep$iu zrozumitelnost’ a nie s mienené tak, aby
vynalez alebo niektory jeho znak boli nimi limitované, ak
to nie je priamo Specifikované.

Priklad 1

Roztok 7,30 g L-lyzinu monohydrochloridu a 3,20 g
hydroxidu sodného v 70 ml vody sa zmie$a s roztokom 5 g
siranu mednatého v 70 ml vody. K vyslednému tmavo-
modrému roztoku sa prida 4 g kyslého uhli¢itanu sodného
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a 10 g N-etoxykarbonylftalimidu a reakénd zmes sa mie3a
1 hodinu pri laboratérnej teplote. Modry komplex sa odsa-
je, premyje vodou, etanolom, chloroformom a éterom a vy-
susi sa. Takto sa ziska 9,21 g mednatého komplexu NE-
-ftaloyl-L-lyzinu, ktory sa d’alej mie3a so 45 ml 6N kyseli-
ny chlorovodikovej 1 hodinu pri laboratérnej teplote. Pro-
dukt sa odfiltruje a premyva 6N HCL. Vysusi sa a kryStali-
zuje z vodného etanolu. Ziskany hydrochlorid Ne-fraloyl-
L-lyzi-nu (6,79 g) v 130 ml vody sa preleje pri mieSani
58,4 ml 0,5 N roztoku kyslého uhliitanu sodného. Zmes sa
miefa 30 minat a pH sa upravi na 7,00 kyselinu octovil.
Produkt sa odfiltruje, premyje vodou a vysusi vo vakuu
nad PpOs. Po krystalizacii z vodného etanolu sa ziska
3,10 g Né-ftaloyl-L-lyzinu. Teplota topenia: 223-224 °C.
Pre C14 Hig N2 O4 vypocitané: 60,86 % C, 5,84 % H,
10,14 % N, nijdené 60,09 % C, 5,52 % H, 10,16 % N.

Priklad 2

20,0 g Ne-ftaloyl-L-lyzinu pripraveného podla prikla-
du 1 sa suspenduje v 300 ml dioxanu a za mieSania sa pri
teplote 55 °C zavéadza plynny fosgén potas 2 hodin. Pre-
bytok fosgénu sa odstrani plynnym dusikom, roztok sa
sfiltruje a filtrar sa odpar{ dosucha. Odparenina sa kry3tali-
zuje zo zmesi chloroform-hexdn a octan etylanty-hexan.
Ziska sa 13,8 g NO-karboxyanhydridu Ne-ftaloyl-L-lyzinu
(latka A). Teplota topenia: 175-179 °C. Pre C15 Hig Np
Os vypoditané: 59,60 % C, 4,67 % H a 9,27 % N, nédjdené
59,44 % C, 4,80 % Ha 9,09 % N.

Priklad 3

0,97 g N®-karboxyanhydridu N&-ftaloyl-lyzinu pripra-
veného podla prikladu 2 (latka A) a 7,55 g N%-karboxy-
anhydridu N®-benzylglutamatu (B) sa rozpustilo v 300 ml
bezvodého dioxanu a k roztoku sa pridalo 0,075 g (0,104
ml) trietylaminu. Reak&na nadoba bola uzatvorena chlor-
kalciovym uzdverom a polymerizcia prebiehala pri labo-
ratérnej teplote podas 6 dni. Polymér bol vyzraZany do eta-
nolu, premyty etanolom a vysudeny. Ziskalo sa 5,34 g ko-
polyméru 1. Analyzou aminokyselin vo vzorke polyméru
hydrolyzovanom 6N HCI sa zistil molamy zlomok Struk-
tarnej jednotky A”: a = 0,10 a molarny zlomok Struktirnej
jednotky B”: b =0,90.

Tabulka 1. Obsah latky A v polymerizaénej nésade v % a
molarny zlomok a $truktirnej jednotky A vo vyslednych
kopolyméroch.

Polymerizacnd ndsada | Kopolymér
% A a
10,0 0,071
21,1 0,132
30,0 0,188
42,1 0,293
52,6 0,376
61,9 0,459
71,4 0,592
80,0 0,683
90,0 0,827
Priklad 4

2,76 g (0,01 modlov) N®-karboxyanhydridu N&-ftaloyl-
-lyzinu pripraveného podla prikladu 2 (latka A) a 22,41 g
(0,09 mélov) NO- karboxyanhydridu NP-benzylaspartatu
(B) sa rozpustilo v 500 ml bezvodého dioxanu a k roztoku

sa pridalo 0,255 g (2,5 mmélov) trietylaminu. Dal3i postup
bol zhodny s postupom v priklade 3. Ziskalo sa 18,5 g po-
lymérneho produktu so vieobecnym vzorcom zodpoveda-
jucim kopolyméru [, kde a=0,09,b=0,91,n=4am=1.

Priklad 5

NC- karboxyanhydrid NE-ftaloyl-lyzinu pripraveny po-
stupom podrla prikladu 2 (latka A) a N®- karboxyanhydrid
NY-benzylglutamatu (B) sa rozpustili v bezvodom dioxane
na koncentraciu 0,1 mélov/l a ich roztoky sa zmiesali v
pomeroch oboch zloZiek tak, ako je uvedené v tabulke 1.
Polymerizacia bola iniciovana metanolatom sodnym. Re-
akcia prebiehala pri teplote 25 °C v priebehu 30 aZ 60 mi-
nit do dosiahnutia konverzie monomérov v rozmedzi 6 -
- 9 %. Vysledné kopolyméry so vieobecnou Struktirou da-
nou vzorcom (I) sa vyzrazali do etanolu, vysusili sa a ich
zloZenie sa stanovilo pomocou aminokyselinovej analyzy.
Hodnoty molarneho zlomku a Struktirnej jednotky A" v
kopolyméroch st uvedené v tabulke 1.

Priklad 6

2,23 g kopolyméru 1 pripraveného postupom podla
prikladu 3 sa rozpusti v 22 ml N,N-dimetylacetamidu, k
roztoku sa pridad 30 ml 2-aminoetanolu a reakéna zmes sa
mie3a pri teplote 60 °C pocas 72 hodin. Reak&nd zmes sa
zriedi 30 ml 2N HCl a neutralizuje koncentrovani HCI. Po
dialyze proti vode sa polymér izoluje lyofilizaciou z vod-
ného roztoku. Vysledny produkt je kopolymérom L-lyzinu
a N3(2-hydroxyetyl)-L-glutaminu so zodpovedajiicou vie-
obecnou $truktirou polyméru Il, kden=4,m=2,a= 10,10
a b=0,9 (podla analyzy aminokyselin). Stanovenie molar-
neho zlomku volnych aminoskupin pomocou reakcie s
2,4,6-trinitrobenzénsulfénovou kyselinou zodpovedd mo-
larnemu zlomku lyzinovych zvySkov v kopolyméri.

Priklad 7

1,55 g polyméru II pripraveného postupom podl'a pri-
kladu 6 sa rozpusti v 60 ml bezvodého N,N-dimetyl-
acetamidu a prida sa 0,12 ml trictylaminu. Roztok sa vy-
chladi v Fadovom kupeli a prida sa 0,314 g (1,0 mmolov)
3-maleinimidobenzoyl-N-oxysucinimidu. Reak&né zmes sa
mieda pri teplote 0-4 °C pocas 4 hodin. N,N-dimetylacet-
amid sa oddialyzuje a polymér sa dalej zbavi nizkomole-
kularnych reak¢nych zloZiek ultrafiltraciou. Lyofilizaciou z
vodného roztoku sa ziska 1,2 g modifikovaného polyméru
II, v ktorom 88 % pOvodne pritomnych aminoskupin lyzi-
novych zvyskov je modifikovanych naviazanymi 3-ma-
leinimido-benzoylovymi skupinami.

Priklad 8

K roztoku 0,31 g polyméru II pripraveného postupom
podla prikladu 6 v 6 ml 0,1 M uhli¢itanového pufra pH 8,8
sa prida 40 mg fluoresceinizotiokyanatu (FITO) a reakéna
zmes sa mie$a pri teplote 4 °C po¢as 16 hodin. Po dialyze a
chromatografii na koldne plnenej Sepadexom G-25 (Sepa-
dex - obchodn4 znacka fy Pharmacia, Uppsala) sa polymér
lyofilizuje. Ziska sa 0,25 g modifikovaného polyméru II
obsahujiceho fluorescein viazany na 18 % pévodne pri-
tomnych lyzinovych zvyskov.

Priklad 9

50,1 mg (0,13 mmdlov) sukcinyl-L-fenylalanyl-p-ni-
troanilidu (SPNA) sa rozpusti v 0,6 ml N,N-dimetylfor-
mamide a roztok sa vychladi na 0 °C. K roztoku sa prida
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30,2 mg (0,156 mmolov) N-etyl-N’(dimetylaminopropyl)-
karbodiimidu hydrochloridu (Pluka, AG). Reakéna zmes sa
mieda v l'adovom kuipeli po¢as 40 minit, a potom sa prida
roztok obsahujici 400 mg polyméru II pripraveného po-
stupom podl'a prikladu 6 a 20 pl trietylaminu v 2 ml N,N-
-dimetylformamidu. Reakcia pokracuje za mieSania v chla-
de potas 4 hodin. Polymér sa izoluje analogicky ako v pri-
klade 8. Ziska sa 350 mg modifikovaného polyméru II ob-
sahujiceho na 45 % pévodne pritomnych lyzinovych
zvySkov  viazany  sukcinyl-L-fenylalanyl-p-nitroanilid,
(SPNA). Takto pripraveny polymér je moZné pouZit ako
vodourozpustny, makromolekularny substrat na serinové
proteinazy, napr. chymotripsin, pésobenim ktorych sa z
bo¢nych refazcov polyméru uvoliiuje p-nitroanilin.

Priklad 10

Analogicky k postupu uvedenému v priklade 3 sa pri-
pravi kopolymeér, ktorého $truktira sa od $truktary kopo-
lyméru 1 1i8i tym, Ze popri jednotkach B” obsahuje tieZ iné
aminokyseliny, ak sa v polymerizaénej nasade zodpoveda-
Jjuca Cast monoméru B, t. j. N&-karboxyanhydridu NY-ben-
zylglutamatu, podfFa prikladu 3, nahradi N®- karboxyan-
hydridom prislunej a-aminokyscliny. Takto sa pripravil
kopolymér Ia obsahujici okrem 3truktdrnych jednotiek u-
vedenych vo vzorci polyméru I aj 5,2 mdlovych % zvys-
kov L-alaninu, kopolymér Ib obsahujici analogicky 8,4
moélovych % zvykov L-fenylalaninu, kopolymér Ic obsa-
hujuci analogicky 3,8 mélovych % zvyskov O-acetyl-L-ty-
rozinu.

Priklad 11

Analogicky k postupu uvedenému v priklade 6 sa pri-
pravia hydrofilné, vodourozpustné kopolyméry Ila, IIb a
Ilc vZdy reakciou zodpovedajiceho z kopolymérov Ia, Ib a
Ic, pripravenych postupom podfa prikladu 10, s 2-amino-
etanolom v prostredi N,N-dimetylacetamidu. Ziskané ko-
polyméry obsahujuce okrem §truktirnych jednotiek uvede-
nych vo vieobecnom vzorci kopolyméru II aj zvysky d’al-
$ej aminokyseliny, t. j. L-alaninu (11a), L-fenylalaninu (IIb)
alebo O-acetyl-L-tyrozinu (IIc) v mnoZstve zodpovedaji-
com obsahu tychto zvyskov v kopolyméroch Ia, Ib a lc.

Priklad 12

Enzymaticka degradacia kopolymérov II, Ila a IIb bola
testovana s pouzitim enzymov papainu, katepsinu B, tryp-
sinu, chymotrypsinu, clastizy, pepsinu a pronazy E. Z jed-
notlivych kopolymérov sa pripravili roztoky v 0,05 M fos-
fatovom pufri pH 7,8 s koncentraciou 2 mg/ml. K rozto-
kom sa pridali pripadné d’al3ie aktivatory, napr. EDTA, di-
tiotreitol, chlorid vapenaty, podla poziadavick na optimal-
ne podmienky na aktivitu jednotlivych enzymov. Roztoky
sa vytemperovali na teplotu 37 °C a jednotlivé enzymy sa
do reakénej zmesi pridavali na vysledni koncentraciu 0,02
mg/ml. Pomocou gélovej permeadnej chromatografie
(GPC) sa zmerali iselné priemery molekulovych hmot-
nosti jednotlivych polymérov pred pridanim enzymu (MQ)
a po 16 hodinach inkubicie s enzymom pri 37 °C (My,). Z
poklesu hodnét iselnych priemerov molekulovej hmot-
nosti je mozné hodnotit’ Gcinnost jednotlivych enzymov
pri degradacii testovanych kopolymérov. Hodnoty prieme-
rov molekulovych hmotnosti pred inkubaciou a po nej s
enzymom s uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2.

Degradacia kopolymérov 11, Ila a IIb jednotlivymi protei-
nazami. MQ, vychodiskovy priemer mélovej hmotnosti
pred posobenim enzymu; My, | Ciselny priemer molovych
hmotnosti po 16 hodinach inkubacie s enzymom.

Molekulova hmotnost My
Enzym il la b

Mo =72 000 [ Mg =59 000 | Mg = 64 500
chymotrypsin | 72 000 52 000 7200
elastiza 72 000 9200 24 000
pepsin 48 000 32000 43500
trypsin 8 200 17 000 12 800
katepsin B 16 200 12 000 18 600
papain 8 400 4 600 6 800
pronaza E 3200 4 800 4 800

PATENTOVE NAROKY

1. Monoméry na baze a,n-diaminokyselin so vSeobec-
nym vzorcom (A)

(130_0\
i Co
—
(CEs) (a),
A
OC/ \CO

kden=2-4

2. Polyméry na bize o,w-diaminokyselin, vy -
znadujuce sa tym, Ze ich Struktira po-
zostava zo Struktirnych jednotick A a B podl'a vieobecné-
ho vzorea (I):

At 3
l- CO—-CH~—~NH ( O—«CH—-NH—]— ),
T4 Jf ]
18 (C]H;L Ja L LCIIJ. Ju
|
N, 0
VRN
ocC co
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kde a a b si molame zlomky Struktirnych jednotick A" a
B’, pricom a je vitsie ako 0 a mensie ako 1, vyhodne z in-
tervalu 0-0,8, pricom a+ b =1, n je zintervalu 2 aZz 4, m je
1 alebo 2 a R je alkyl zo skupiny zahfiajlcej linearne, vet-
vené a cyklické alkyly s 1-18 atémami uhlika, benzyl a
2,2,2-trichloretyl, vyhodne potom benzyl, pricom stredny
polymerizatny stupeil kopolyméru I je v rozmedzi 5 aZ
2000 monomérnych jednotiek, vyhodne v rozmedzi 30 az
1200 monomérnych jednotiek.

3. Linedrne, hydrofilné a biodegradabilné polyméry na
baze a,0-diaminokyselin, vyznadujice sa
t ¥y m, Ze pozostavaju zo Struktirnych jednotieck A a B a
obsahuji najmenej dva typy bo¢nych refazcov, pri¢om je-
den typ bo&nych retfazcov nesie primarnu alifatickd ami-
noskupinu a druhy typ je tvoreny retazcom hydroxyalky-
lovym so v8eobecnym vzorcom (I1):
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LO—CH-—M‘I% %(O—CH——M:[ In,
(CH) (c i jb
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HH
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kde a a b si molarne zlomky $truktirnych jednotiek A" a
B”, pritom a je vé¢Sie ako 0 a mensie ako 1, vyhodne je z
intervalu 0-0,8, pri¢om a + b = 1, n je v rozmedzi 2 a% 4, m
Jje 1 alebo 2, R’ je hydroxyalky! s 2 aZ 5 atémami uhlika
obsahujtici jednu alebo aj viac hydroxylovych skupin, vy-
braty zo skupiny zahfiajicej 2-hydroxyetyl, 2-hydroxy-
propyl, 3-hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 3-hydroxybutyl,
4-hydroxybutyl, hydroxypentyl, 2,3-hydroxypropyl, 2,4-
-dihydroxybutyl a dihydroxypentyl, vyhodne hydroxyal-
kyly a dihydroxyalkyly s 2 aZ 3 atdmami uhlika, a pri¢om
stredny polymeriza¢ny stupeii je v rozmedzi 5 aZ 2000 mo-
nomérnych jednotiek, vyhodne v rozmedzi 10 az 1000 mo-
nomérnych jednotiek.

4. Spdsob pripravy polyméru so vieobecnym vzorcom
D,vyznadujluci sa tym, Ze latka so
vseobecnym vzorcom (A) kopolymerizuje s latkou B, vy-
bratou zo skupiny latok zahffiajucich NO-karboxyanhy-
dridy w-alkylesterov dikarboxylovych aminokyselin.

5. Spésob pripravy polyméru so vieobecnym vzorcom
(I) podla naroku 4, vyznadujaci sa
t ¥y m , Ze latkou B je NO-karboxyanhydrid odvodeny od
B-alkylesteru kyseliny asparagovej alebo y-alkylesteru ky-
seliny glutdmovej, pricom spominany alky! je vybraty zo
skupiny zahfiiajicej linearne, vetvené a cyklické alkyly s
1 - 18 atomami uhlika, 2,2,2-trichléroetyl, 2,2,2-trifludretyl

a benzyl.
6. Spdsob pripravy kopolyméru so vieobecnym vzor-
com (I, vyznadujici sa tym, Z sa

kopolymér so vieobecnym vzorcom (I) podrobi reakcii s
vhodnym aminoalkoholom typu R"-NH>, kde R” je hydro-
xyalkyl s jednou alebo viacerymi hydroxylovymi skupina-
mi, vybraty zo skupiny zahfiiajicej 2-hydroxyetyl, 2-hy-
droxypropyl, 3-hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 3-hydro-
xybutyl, 4-hydroxybutyl, hydroxypentyl, 2,3-dihydroxy-
propyl, 2,4-dihydroxybutyl a dihydroxypentyl a takto zis-
kany produkt sa izoluje beZnymi metédami.

7. Spdsob pripravy kopolyméru so viecobecnym vzor-
com (I) podla niroku 4, vyznac€ujiaci sa
t y m, Ze litkou B je N®-karboxyanhydrid y-benzyl-L-
-glutamatu.

8. Spdsob pripravy polyméru so vieobecnym vzorcom
(I) podla naroku 4, vyznadujlici sa
t y m , Ze latkou so viecobecnym vzorcom A je N®-karbo-
xyanhydrid N&-ftaloyl-lyzinu.

9. Polymér so vieobecnym vzorcom (II) podla naroku
3, vyznadujuei sa tym, Ze §truktirna
jednotka A je tvorena zvy$kom L-lyzinu a $truktirna jed-
notka B'* jc tvorena zvyskom N3-(2-hydroxyetyl)-L-glu-
taminu.

10. Polymér so vieobecnym vzorcom (II) podl'a naroku
J,vyznadujiaci sa tym,z0-50%
$truktarnych jednotick B'” je nahradenych zvyskami ami-
nokyselin, vybratych zo skupiny zahfilajucej L-alanin, L-
-fenylalanin, L-leucin, L-valin a L-tyrozin.

Koniec dokumentu
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