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(57) Anotace:

Monomery na bazi «, w-diaminokyselin obecného
vzorce A, kde n = 2 - 4. Polymery na bazi o, -
diaminokyselin, jejich? struktura sestavd ze
strukturnich jednotek A’, B’ a C' podle obecného
vzorce I, kde a, b a ¢ jsou molarni zlomky
strukturnich jednotek A’, B' a C’, pficemz2 a je vétsi
nez 0 a mensi nez 1, s vwhodou v rozmezi 0,01 - 0.8,
b je vétsi nez O a mensi nez 1, s vyhodou v rozmezi
0,01 - 0,9 a c je O nebo v rozmezi O aZ 0,45, pfitem?
a+b+c=1,njevrozmezi2az4, mje l nebo2aR
je alkyl ze skupiny. zahrnujici linedrni, vétvené a
cyklické alkyly s 1 - 18 atomy uhliku, benzyl a
2,2,2-trychloroethyl, s vyhodou pak benzyl, R" je
methyl. benzyl, 4-hydroxyfenylmethyl, isopropyl
nebo 2-methylpropyl, pti¢em?Z stfedni polymeriza¢ni
stupen polymeru I je v rozmezi 5 az 2000 mono-
mernich jednotek. s vyhodou v rozmezi 30 az 1200
monomernich jednotek, a linearni, hydrofilni a
biodegradabilni polymery na bazi o, w-diaminokyse-
lin, obsahujici nejméné dva typy boénich fetézci,
pfitem? jeden typ bo¢nich fetézci nese primarni
alifatickou aminoskupinu a dalsi typ je tvofen fetéz-
cem hydroxyalkylovym podle obecného vzorce II, kde

a, b a ¢ jsou molarni zlomky strukturnich
jednotek A", B” a C’, ptitem? a je vét3{ nez O a
mensi nez 1, s vyhodou v intervalu 0,01 - 0.8. b
je vétdineZ 0 a mensine? 1, s vyhodou vrozmezi
0,01 - 0,9 a c je O nebo v rozmezi 0 az 0,45,
pficemza +b +c=1,njevrozmezi2az 4, m je
1 nebo 2 a R’ je hydroxyalkyl s 2 az 5 atomy
uhliku, obsahujici jednu nebo i vice hydroxylo-
vych skupin, vybrany ze skupiny, zahrnujici
2-hydroxyethyl. 2-hydroxypropyl, 3-hydroxypro-
pyl, 2-hydroxybutyl, 3-hydroxybutyl, 4-hydroxybu-
tyl, hydroxypentyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2.4-di-
hydroxybutyl a dihydroxypentyl, s vyhodou
hydroxyalkyly a dihydroxyalkyly s 2 aZ 3 atomy
uhliku, R” je methyl, benzyl, 4-hydroxyfenylmet-
hyl, isopropyl nebo 2-methylpropyl, pfitemz
stfedni polymeriza¢ni stupen polymeru je v roz-
mezi 5 az 2000 monomernich jednotek, s vyho-
dou 10 az 1000 monomernich jednotek. Zplisob
pfipravy polymerll obecného vzorce I a II, ktery
spotiva v pfipravé latky A a kopolymerizaci
latky A s vhodnymi komonomery B pfipadné i C
za vzniku polymeru obecného vzorce I, ktery je
pak reakci s pfisludnym aminoalkoholem vzor-
ce R'-NH2 pfeménén na polymer obecného vzor-
ce IL.
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Monomery a neutrilni hydrofilni kopolymery na bazi o,0-diaminokyselin a zpisob jejich
pFipravy

Oblast techniky

Vynélez se tyka monomert a neutralnich hydrofilnich kopolymerii na bazi a,0-diaminokyselin
a zpiisobu jejich ptipravy. Tyka se tedy syntetickych hydrofilnich polyaminokyselin, obsahu-
jicich vedle boénich fetézcl, tvofenych neutrdlnimi hydroxyalkylovymi skupmam1 i boéni
fetézce s pnmamxml alifatickymi aminoskupinami, zejména kopolymeri N*hydroxyalkyl-
glutamind a N*-hydroxyalkylasparagini s o,@-diaminokyselinami.

Dosavadni stav techniky

Vazba biologicky aktivnich latek na vodorozpustné syntetické polymery byla jiz mnohokrat
studovéna, napfiklad jako vhodny zpiisob ptipravy makromolekularnich lé¢iv. Takové formy
Ié¢iv umoiuji prodlouzeny ucinek 1é¢iv v organismu, ovlivnéni jeho biodistribuce, sniZeni jeho
toxickych G&inki a pod. Polymery, vhodné pro tyto cely, by mély byt netoxické a fyziologicky
inertni, coz znamena, Ze jejich vlastni interakce se slozkami biologického prostfedi jsou
minimalni. Dale je rovnéz velmi dilezité, aby tyto polymery byly v organismu rozlozitelné na
netoxické nizkomolekularni produkty, tj. aby byly biodegradabilni. Podminka nizké toxicity
a fyziologické inertnosti je zpravidla dostate¢né splnéna u hydrofilnich neutralnich polymert,
tvoficich ve vodnych roztocich konformaci nahodného klubka. Vhodnymi hydrofilnimi
skupinami na polymeru, které nejsou ve fyziologickém prostiedi nabité a ptitom jsou dostatené
hydrofilni, jsou napfiklad skupiny amidické a hydroxylove.

Biodegradovatelnost je velmi dilezitd u polymerti, uvazovanych pro parenterdlni pouZziti,
u kterych je nutné zarugit, Ze polymer bude z organismu vyloucen ¢i bude metabolizovan po
splnéni své funkce. Syntetické polyaminokyseliny, zejména pak polymery, odvozené od
trifunkénich aminokyselin, jako je kyselina glutamova, asparagova a lysin, jsou perspektivnimi
polymery pro tyto ucely. Zatimco dvé funkéni skupiny téchto aminokyselin, tj. c-aminoskupina
a a-karboxyl, tvofi hlavni polypeptidicky fetézec, tieti funkéni skupina téchto aminokyselin
muze slouzit k vytvofeni riznych chemickych modifikaci a vazbé biologicky uCinnych latek.
Polypeptidicka struktura jejich hlavniho fetézce umoZiiuje jejich degradaci v organismu
plisobenim enzymi proteinaz a peptidaz. Tak naptiklad na bazi kyseliny glutamové lze ptipravit
linearni hydrofilni polymery, obsahujici hydroxyalkylové bo¢ni fetézce, napft. poly(N’-hydroxy-
ethyl)glutamin (PHEG), které vyhovuji poZadavkim jak svou biodegradovatelnosti, tak
i fyziologickou inertnosti. Sv&d¢i otom &etné prace, zabyvajici se t€émito polymery jako
materialy pro Iékafské a farmaceutické ucely. PHEG byl studovan jako nahrazka krevni plazmy
(A. Gerola, G. Antoni, F. Benvenuti, F. Cocola, and P. Neri, in: "Shock: Biochemical, Pharmaco-
logical and Clinical aspects”, Plenum Press, New York, N. Y., 1970, p. 329), jako nosi¢
cytostatickych (J. Drobnik, D. Noskova, F. Rypacek, M. Metalov4, and V. Saudek, Makromole-
kulamni protirakovinné 1é¢ivo, obsahujici platinu, a zpisob jeho vyroby, &s. AO 253069) a jinych
fyziologicky u&innych latek, napf. katecholamini (Goodman, M. et al, Water-soluble,
physiologically active, synthetic polypetides, U. S. Pat. 4116949). Jejich biodegradabilita byla
rovnéz studovana a je dobfe znama (H. R. Dickinson, A. Hiltner, D. F. Gibbons, and J. M.
Anderson, Biodegradation of a poly(a-amino acid) hydrogel. 1. in vivo, J. Biomed. Mater. Res.,
15: 577-589, 1981; J. Pytela, V. Saudek, J. Drobnik, and F. Rypacek, Poly(N’-hydroxyalkyl-
glutamines). IV Enzymatic degradation of N’-(2-hydroxyethyl)-L-glutamine homopolymers and
copolymers, J. Controlled Release, 10: 17-25, 1989).
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Vedle inertnosti a biodegradovatelnosti dal§im pozadavkem na polymery, vyuzitelné pro vazbu
fyziologicky u€innych latek, je pfitomnost vhodnych reaktivnich skupin, které umoZiuji vazbu
téchto latek za vyhodnych podminek. Takové skupiny lze u polyaminokyselin v zasadé pfipravit
bud'to modifikaci boénich Fetézc, napf. u poly(N-alkylglutamind) modifikaci y-karboxylu
jednotek kyseliny glutamové, nebo kopolymerizaci s jinymi derivaty aminokyselin. Modifikaci
byly ptipraveny poly(N-hydroxyalkylglutaminy), obsahujici v ¢asti bo¢nich fetézcl hydrazidové
skupiny (V. Saudek, F. Rypacek, and J. Drobnik, Rozpustné a biodegradovateiné kopolymery
pro vazbu biologicky aktivnich latek, ¢s. AO 254355), skupiny 4-hydroxyfenethylové nebo
aromatické aminy(J. Pytela, F. Rypa¢ek, M. Metalova, and J. Drobnik, Synthesis of poly[N’-(2-
hydroxyethyl)-L-glutamines] with modified side chains, Collect. Czech. Chem. Commun., 54:
1640-1647, 1989). Kopolymerizaci s derivaty fenylalaninu byly pfipraveny kopolymery N-
hydroxyalkyl-glutaminu s p-amino-fenylalaninem a aromatické aminoskupiny byly vyuzity pro
vazbu fyziologicky G¢innych latek ve formé azo-derivati (U. S. Pat. 4116949). Azo-vazba, stejné
tak jako jiné vazby, které nejsou bézné v pfirozenych latkach v organismu se vyskytujicich, je
nevyhodna, protoze neumoziiuje odstépeni fyziologicky ucinné latky v organismu.

Mimofadné vyhodnou reaktivni skupinou na polymeru by proto byla primamni alifaticka
aminoskupina. Pro zavedeni této skupiny do boé¢nich fetézci polyaminokyselin se nabizi
kopolymerace s pfirozenymi diaminokyselinami, napfiklad lysinem a ornithinem. Znamé
zpusoby pfipravy polymeri, obsahujicich lysin nebo ornithin, zpravidla vyuZzivaji chranéni c-
aminoskupiny téchto diaminokyselin benzoyloxykarbonylovou skupinou a polymerace N°-
karboxyanhydridi (NCA) takto chranénych aminokyselin. Pfi pfipravé homopolymeri, napiiklad
polylysinu, nebo kopolymert s nékterymi jinymi aminokyselinami, je po polymeraci chranici
skupina odstranéna, nejCastéji reakci s bromovodikem (HBr). Takto napiiklad lze ptipravit
kopolymery lysinu s kyselinou glutamovou kopolymerizaci NCA N°-karbobenzoxylysinu s NCA
y-benzylglutamatu a naslednym odstranénim chranicich skupin. Tento postup by bylo moZné
pouzit ipro ptipravu kopolymerti lysinu (¢i omithinu) sN’-hydroxyalkyl-glutaminy za
pfedpokladu, Ze pti reakci s HBr by zistaly chranici benzylesterové skupiny jednotek kyseliny
glutamové zachovany atyto mohly byt v nasledné reakci s aminoalkoholem pfeménény na
hydroxyalkyl-glutaminy. Reakci s HBr vSak dochazi ike St€peni benzyl esterti kyseliny
glutamové a v dusledku toho je obtizné, ne-li nemozné, pfipravit timto zpisobem hydrofilni
kopolymery, neobsahujici karboxylové skupiny. Pouziti alkylesteri kyseliny glutamové, které
vice odolavaji reakci s HBr, naptiklad y-methylglutamatu, y-ethylglutamétu, sice tuto nevyhodu
CasteCné odstrariuje, ale polymery téchto alkylglutamatd jsou velmi $patné rozpustné. Naptiklad
poly(y-methylglutamat) a kopolymery s pfevahou fy-methylglutamatu jsou po vysuSeni do
pevného stavu prakticky nerozpustné v bé€Znych rozpoustédlech, jakymi jsou naptiklad
dimethylformamid, dimethylacetamid, benzen, chloroform apod. Tato skutednost je velice
nevyhodna, protoZe ztéZzuje dal$i zpracovani polymeru, zejména neumoziiuje zvolit vhodné
reakéni prostfedi pro nasledné chemické modifikace polymeru, napf. aminolysu alkylglutamatu
na hydroxyalkylglutamin.

Tento vynalez vznikl z potfeby pfipravit neutralni hydrofilni a biodegradovatelné polymery,
obsahujici v bo¢nich fetézcich volné alifatické aminoskupiny, vhodné pro vazbu modifikujicich
latek, napf. latek fyziologicky aktivnich. Autofi nyni zjistili, Ze polymery pozadovanych
vlastnosti lze ptipravit s pouzitim derivati o,m-diaminokyselin, uvedenych v tomto vynélezu,
jejich kopolymerizaci se znamymi N-karboxyanhydridy w-alkylesteri kyseliny L-glutamové
nebo L-asparagové, pfipadné N-karboxyanhydridy jinych L-aminokyselin, uplatnénim postupli
dale popsanych.
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Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu jsou monomery na bazi a,o-diaminokyselin obecného vzorce A:

CO—'O\
coO
/
H?—NH
(CHan
N
c6 “co

(A)
kden=2-4.

Podstatou vynalezu jsou dale polymery na bazi o,w-diaminokyselin, jejichZ struktura sestava ze
strukturnich jednotek A’, B' a C' podle obecného vzorce I:

——{—co-cn Nu}ﬂ-—{co-cﬂ NH%%CO-CH—NH}—
(CHan (CHzm

c6 o

|
R

@

kde a, b ac jsou molarni zlomky strukturnich jednotek A', B' a C', pfiemz a je vétSi nez 0
amensi nez 1, s vyhodou vrozmezi 0,01 - 0,8, b je vétsi nez 0 amensi neZ 1, s vyhodou
v rozmezi 0,01 - 0,9 ac je 0 nebo v rozmezi 0 az 0,45, ptiCemza+ b+ ¢ =1, n je v rozmezi 2 az
4, m je 1 nebo 2 aR je alkyl ze skupiny, zahrnujici linearni, vétvené a cyklické alkyly s 1-18
atomy uhliku, benzyl a 2,2,2-trichloroethyl, s vyhodou pak benzyl, R" je methyl, benzyl, 4-
hydroxyfenylmethyl, isopropyl nebo 2-methylpropyl, pfi€emz stfedni polymerizacni stupefi
polymeru I je v rozmezi 5 az 2000 monomemich jednotek, s vyhodou v rozmezi 30 az 1200
monomernich jednotek.

Dale jsou pfedmétem vynalezu linearni, hydrofilni a biodegradabilni polymery na bazi o,»-
aminokyselin, jejichZ podstata spoCiva v tom, Ze sestavaji ze strukturnich jednotek A", B" a C',
a obsahuji dva typy bo¢nich fetézci, pfi¢emz jeden typ boc€nich fetézch nese priméarni alifatickou
aminoskupinu a dal3i typ je tvofen fetézcem hydroxyalkylovym ve shod€ s obecnym vzorcem II:
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B" c ;
~-CH- ~-CH~-NH-$+
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C|°
'I‘H
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4y

kde a, b ac jsou molarni zlomky strukturnich jednotek A", B" a C', pfi¢emz a je vét3i nez 0
amendi neZ 1, s vyhodou v intervalu 0,01 - 0,8, b je v&t3i neZ 0 a mendi nez 1, s vyhodou
v rozmezi 0,01 - 0,9 a ¢ je 0 nebo v rozmezi 0 az 0,45, pfi¢emZz a +b + ¢ = 1, n je v rozmezi 2 az
4, m je 1 nebo 2 aR' je hydroxyalkyl s2 az 5 atomy uhliku, obsahujici jednu nebo i vice
hydroxylovych skupin, vybrany ze skupiny, zahrujici 2-hydroxyethyl, 2-hydroxypropyl, 3-
hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 3-hydroxybutyl, 4-hydroxybutyl, hydroxypentyl, 2,3-dihydroxy-
propyl, 2,4-dihydroxybutyl a dihydroxypentyl, s vyhodou hydroxyalkyly a dihydroxyalkyly s 2
az 3 atomy uhliku, R" je methyl, benzyl, 4-hydroxyfenylmethyl, isopropyl nebo 2-methylpropyl,
pfi¢emZ stfedni polymeriza¢ni stupefi polymeru je v rozmezi 5 az 2000 monomernich jednotek,
s vyhodou 10 az 1000 monomernich jednotek.

Pfedmétem vynalezu je dile postup pfipravy polymerii obecného vzorce Iall, ktery spo&iva
v piipravé latky A, kopolymerizaci latky A s vhodnymi komonomery B ptipadng i C za vzniku
polymeru obecného vzorce I, ktery je pak reakci s pfislusnym aminoalkoholem vzorce R'-NH,
pfeménén na kopolymer obecného vzorce 11

Monomery na bazi a,»-diaminokyselin obecného vzorce A, které jsou schopné kopolymerizace
s N%karboxyanhydridy w-alkylesteri dikarboxylovych aminokyselin, lze podle vynalezu
pfipravit ftaloylaci ®-aminoskupiny znamych a,w-diaminokyselin a pfeménou ziskané N©-
ftaloyl-aminokyseliny na pfislusny N°-ftaloyl-N“-karboxyanhydrid. Ptikladem vhodnych o,c-
diaminokyselin jsou zejména L-lysin a L-ornithin, resp. jejich D enantiomery. Postupem podle
vynalezu lze N°-ftaloyl-lysin vyhodné ptipravit reakci N-ethoxykarbonylftalimidu s roztokem
médnatého komplexu lysinu, rozloZenim méd'natého komplexu N°-ftaloyl-lysinu piisobenim
kyseliny chlorovodikové a krystalizaci ve formé& wnitfni soli zroztoku kyselého uhligitanu
sodného a vodného ethanolu. N*-karboxyanhydrid, tj. latka obecného vzorce A, se z N®-ftaloyl-
lysinu pfipravi nékterou ze znamych metod ptipravy N®-karboxyanhydridi, naptiklad reakci
s fosgenem v prostiedi dioxanu.

Podstata zpisobu ptipravy polymeri obecného vzorce I podle vynalezu spodiva vtom, Ze se
slouenina obecného vzorce A kopolymeruje s latkou B, vybranou ze skupiny latek, zahrnujici
N®-karboxyanhydridy w-alkylesteri dikarboxylovych aminokyselin. S vyhodou lze pouzit N°-
karboxyanhydrid, odvozeny od B-alkylesteru kyseliny asparagové nebo y-alkylesteru kyseliny
glutamové, pfi¢emz fe¢eny alkyl je vybran ze skupiny, zahrnujici linearni, vétvené a cyklické
alkyly s 1 - 18 atomy uhliku, 2,2,2-trichloroethyl, 2,2,2-trifluoroethy! a benzyl.

Latka B pro pfipravu polymeru obecného vzorce I je vybrana ze skupiny, zahrnujici zejména -
alkylestery dikarboxylovych aminokyselin. Vhodnymi aminokyselinami ve smyslu vynalezu jsou
zejména kyseliny L-glutamova a L-asparagova. Vhodnymi w-alkylestery téchto aminokyselin
Jsou takové, kde alkyl R je zvolen ze skupiny, zahrnujici linearni, vétvené a cyklické alkyly s 1 -
18 atomy uhliku, 2,2,2-trichloroethyl, 2,2,2-trifluoroethyl a benzyl, pfic¢emz zvlasté vyhodny je
benzyl.
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CO-O\
co
/

H(l:—NH

(CHm

COOR
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Priprava téchto esteri je v3eobecné znama. RovnéZz pro pfipravu pfislusnych N®-karboxy-
anhydridd z téchto esterti lze pouzit postupy zndmé z literatury. Piikladem typického postupu je
reakce s fosgenem obdobné, jak je uvedeno pro pfipravu latky vzorce A.

Léatkou C pfii pfipravé polymeru obecného vzorce I je N-karboxyanhydrid a-aminokyseliny,
zvolené ze skupiny, zahmujici o,L-aminokyseliny, bézné se vyskytujici v bilkovinach, zejména
zahmujici L-alanin, L-fenylalanin, L-tyrosin, L-leucin a L-valin. Latka C je popsana obecnym
vzorcem C:

CO—O\
co
/
H?—NH
R'
©

kde R" je ze skupiny, zahrnujici zejména methyl, benzyl, 4-hydroxyfenylmethyl, isopropyl nebo
2-methylpropyl.

Kopolymerace latek A, B a C miize byt provedena v libovolném aprotickém rozpoustédle, ve
kterém A, B iC jsou rozpustné. Piiklady vhodnych rozpoustédel zahrnuji methylenchlorid,
dichlorethan, dioxan, benzen, N,N-dimethylformamid, N,N-dimethylacetamid, dimethylsulfoxid
ajiné. K iniciaci polymerace lze pouzit latky, bézné€ pouzivané k t€mto GCelim. Pfikladem
vhodnych latek jsou primarni, sekundarni a terciarni alkylaminy, napf. hexylamin, diamino-
hexan, triethylamin, nebo baze, naptiklad methanolat sodny, organokovové slouéeniny, napfiklad
triethylaluminium a pod. Tyto postupy polymerace N-karboxyanhydridd jsou vSeobecné znamé
a neni nutné je podrobné popisovat.

Vyhodnou vlastnosti polymeri obecného vzorce I, zejména kdyz R je benzyl, je jejich dobra
rozpustnost v fadé rozpoustédel, vhodnych pro nasledné modifikaéni reakce, naptiklad amino-
lyzu aminoalkoholem. Vhodnymi rozpoustédly jsou N,N-dimethylformamid, N,N-dimethylacet-
amid, dimethylsulfoxid, benzen, dioxan, chloroform, dichlorethan a jejich smési.

Dal$i vyhodnou vlastnosti polymeru obecného vzorce Ije skutecnost, Ze postupem podle
vynalezu lze v jednom reakénim kroku aminolyzovat alkylestery jednotek B' i ftalimidové
skupiny jednotek A' a ziskat tak kopolymer, obsahujici volné aminoskupiny, jak je znazornéno ve
vzorci jednotek A" kopolymeru obecného vzorce II.

Podstata zplsobu pfipravy kopolymeru obecného vzorce Il podle vynalezu spociva v tom, Ze se
kopolymer obecného vzorce | podrobi reakci s vhodnym aminoalkoholem typu R'-NH;, kde R’ je
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vybrany ze skupiny, zahrnujici hydroxyalkyl s jednou ¢i vice hydroxylovymi skupinami, 2-
hydroxyethyl, 2-hydroxypropyl, 3-hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 3-hydroxybutyl, 4-hydroxy-
butyl, hydroxypentyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2,4-dihydroxybutyl a dihydroxypentyl, a takto
ziskany produkt se izoluje béznymi metodami. Volbou alkylaminu R-NH, pfi aminolytické
reakci lze pfipravit kopolymery riznych vlastnosti.

Aminolyzu kopolymeru obecného vzorce [ 1ze postupem podle vynalezu provést tak, Ze k roztoku
polymeru obecného vzorce Ive vhodném rozpoustédle, vybraném ze skupiny, zahrnujici
methylenchlorid, dichlorethan, dioxan, benzen, N,N-dimethylformamid, N,N-dimethylacetamid,
dimethylsulfoxid a jiné, se ptida nadbytek pfislusného alkylaminu a reaguje se po dobu nezbytné
nutnou k aplné aminolyze viech alkylesterovych a ftalimidovych skupin. Vhodny pomér alkyl-
aminu k polymeru je v rozmezi 1 az 200 mol (pfednostné€ v rozmezi 10 az 100 mol) alkylaminu
na mol monomernich jednotek polymeru. Vhodna doba reakce s alkylaminem zavisi na teploté,
pii které se reakce provadi, a poméru reaktanti. Tak napfiklad pfi teplot€ 25 °C a poméru
alkylaminu k monomernim jednotkdm polymeru 50 : 1 je vhodna doba 16 dn, pfi teploté 37 °C
10 dna a pfi teploté 60 °C je vhodna reakéni doba 3 dny. Reak¢ni smés se potom zneutralizuje
a polymer obecného vzorce II se oddéli od reakénich slozek obvyklymi zpisoby, napiiklad
precipitaci, dialyzou, ultrafiltraci, chromatograficky apod., aizoluje se zroztoku napfiklad
srazenim, suSenim ve vakuu, lyofilizaci a pod. Slozeni kopolymeru se ovéfi obvyklymi
metodami. Vhodnymi metodami jsou analyza aminokyselin, stanoveni aminoskupin reakci
s trinitrobenzensulfonovou kyselinou, titrace, elementélni analyza a pod.

Vyhodou postupu podle vynalezu je moznost volit mnozstvi jednotek, obsahujicich amino-
skupiny ve vysledném polymeru obecného vzorce II pomoci vhodného poméru latek A a B plus
C v kopolymeriza¢ni smési.

Postup podle vynalezu rovnéz zachovava pivodni konfiguraci na asymetrickém uhliku vychozich
aminokyselin a proto, vyjde-li se pfi pfipravé z L-aminokyselin, ziska se polymer, obsahujici
v hlavnim Fetézci o,L-peptidické vazby, které jsou principialné 3tépitelné enzymy, pfitomnymi
v organismu. Je-li napiiklad polymerem obecného vzorce II kopolymer hydroxyalkyl-L-
glutaminu s L-lysinem, pak tento polymer je degradovatelny proteindzami sav¢ich organismd,
zejména enzymy cathepsinem, trypsinem, kallikreinem, plasminem a dal3imi. Stépeni polymeru
endopeptidazovym mechanismem, tj. proteindzami, vede krychlému poklesu molekulové
hmotnosti polymeru. Stépeni exopeptidizami, napiiklad leucinaminopetiddzou, & jinymi
aminopeptiddzami, vede k produkei nizkomolekularnich fragmentd o velikosti jedné monomerni
jednotky. Kone¢nymi produkty degradace polymeri obecného vzorce II jsou proto monomerni
derivaty pouzitych aminokyselin, které jsou netoxické a snadno se z organismu vylouci.

V souladu s principem pfedmétného vynalezu mohou byt k ovlivnéni vlastnosti polymeru
obecného vzorce 11, zejména jeho biodegradovatelnosti, do polymerniho fetézce zavedeny i1 dalsi
aminokyseliny, kromé téch, popsanych strukturnimi jednotkami A" a B". Tyto aminokyseliny
jsou vyznaeny jako strukturni jednotka C' ve vzorcich Iall. S vyhodou budou tyto amino-
kyseliny zvoleny ze skupiny, zahrnujici L-alanin, L-valin, L-leucin, L-tyrosin a L-phenylalanin.
Jejich vliv na rychlost degradace riznymi enzymy je dale dolozen. Je vyhodné, aby i pfi pouZiti
slozky C' byla pfevladajici souéasti polymeru obecného vzorce I slozka B', tvofena alkylestery
dikarboxylovych aminokyselin, umoziiujici pfevedeni na hydroxyalkyl-derivaty aminolyzou.

Primarni alifatické aminoskupiny kopolymeru obecného vzorce I jsou piihodnymi nukleofily pro
chemické modifikace, napftiklad pro vazbu fyziologicky aktivnich latek. Pfikladem takovych
reakci mohou byt reakce s elektrofilnimi skupinami, jakymi jsou aktivované estery a chloridy
karboxylovych kyselin, isokyanaty, isothiokyanaty, azidy, aldehydy, epoxydy a pod. Reakce
primarnich aminoskupin na hydrofilnich polymerech jsou Siroce prostudovany a mohou byt
aplikovany na polymery podle vynéalezu pfiméfeng jejich vlastnostem a pozadavkiim na vysledny
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produkt. Lze proto odvodit, Zze bude-li elektrofilni skupina ptitomna na fyziologicky aktivni latce
¢i na vhodné spojce, pak reakce s aminoskupinou polymeru podle tohoto vynalezu povede ke
vzniku polymemiho produktu s navazanou pfedmétnou fyziologicky aktivni latkou. Je cilem
tohoto vynalezu poskytnout vhodny polymer k tomuto ucelu.

Vynélez je dale doloZen ptiklady, které maji slouzit k jeho lepsi srozumitelnosti a nejsou minény

tak, aby vynélez, nebo néktery jeho znak, byl jimi limitovan, pokud tak neni ptimo
specifikovano.

Piiklady provedeni

Piiklad 1

Roztok 7,30 g L-lysinu monohydrochloridu a 3,20 g hydroxidu sodného v 70 ml vody se smicha
s roztokem 5 g siranu médnatého v 70 ml vody. K vyslednému tmavomodrému roztoku se ptida
4 g kyselého uhli¢itanu sodného a 10 g N-ethoxykarbonylftalimidu a reakéni smés se micha
1 hodinu pti laboratorni teploté. Modry komplex se odsaje, promyje vodou, ethanolem, chloro-
formem a etherem a vysusi se. Takto se ziska 9,21 g méd’'natého komplexu N*-ftaloyl-L-lysinu,
ktery se dale micha se 45 ml 6N kyseliny chlorovodikové 1 hodinu p#i teploté laboratoie.
Produkt se odfiltruje a promyva 6N HCl. Vysusi se a krystalizuje z vodného ethanolu. Ziskany
hydrochlorid N=-ftaloyl-L-lysinu (6,79 g) ve 130 ml vody se pfelije za michani 58,4 ml 0,5 N
roztoku kyselého uhli¢itanu sodného. Smés se michd 30 minut a pH se upravi na 7,00 kyselinou
octovou. Produkt se odfiltruje, promyje vodou a vysusi ve vakuu nad P,Os. Po krystalizaci
zvodného ethanolu se ziska 3,10 g N°=-ftaloyl-L-lysinu. Teplota tani: 223-224 °C. Pro
Ci14H6N>O4 vypocteno: 60,86 % C, 5,84 % H, 10,14 % N; nalezeno: 60,09 % C, 5,52 % H,
10,16 % N.

Priklad 2

20,0 g N=-ftaloyl-L-lysinu, pfipraveného podle pfikladu 1, se suspenduje ve 300 ml dioxanu a za
michani se pfi teploté 55 °C zavadi plynny fosgen po dobu 2 hodin. Prebytek fosgenu se odstrani
plynnym dusikem, roztok se zfiltruje a filtrat se odpati dosucha. Odparek se krystalizuje ze smési
chloroform-hexan a octan ethylnaty - hexan. Ziska se 13,8 g N®-karboxyanhydridu N<-ftaloyl-L-
lysinu (latka A). Teplota tani: 175 - 179 °C. Pro C;sH;N,Os vypocteno: 59,60 % C, 4,67 % H
a9,27 % N; nalezeno: 59,44 % C, 4,80 % H a 9,09 % N.

Pfiklad 3

0,97 g N*-karboxyanhydridu N®-ftaloyl-lysinu, pfipraven¢ho podle ptikladu 2 (latka A),a 7,55 g
Ne-karboxyanhydridu NP-benzylglutamatu (B) bylo rozpusténo v 300 ml bezvodého dioxanu a
k roztoku bylo pfidino 0,075 g (0,104 ml) triethylaminu. Reakéni nddoba byla uzaviena
chlorkalciovym uzavérem a polymerizace probihala pfi laboratorni teplot¢ po dobu 6 dnu.
Polymer byl vysrizen do ethanolu, promyt ethanolem a vysuSen. Ziskino bylo 534 g
kopolymeru I. Analyzou aminokyselin ve vzorku polymeru, hydrolyzovaném 6N HCI, byl zjistén
molarni zlomek strukturni jednotky A: a= 0,10, amolarni zlomek strukturni jednotky
B':b=0,90.
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Priklad 4

2,76 g (0,01 mol) N*-karboxyanhydridu N<-ftaloyl-lysinu, pfipraveného podle pfikladu 2 (latka
A), 222,41 g (0,09 mol) N®-karboxyanhydridu NP-benzylaspartatu (B) bylo rozpusténo v 500 ml
bezvodého dioxanu a k roztoku bylo pfidano 0,255 g (2,5 mmol) triethylaminu. Dal$i postup byl
shodny s postupem v pfikladu 3. Bylo ziskano 18,5 g polymerniho produktu, odpovidajiciho
obecnému vzorci kopolymeru [, kdea=0,09,b=091,n=4am=1.

Ptiklad 5

Ne¢-karboxyanhydrid N®-ftaloyl-lysinu, pfipraveny postupem podle pfikladu 2 (latka A), a N°-
karboxyanhydrid N'-benzylglutamatu (B) byly rozpustény v bezvodém dioxanu na koncentraci
0,1 mol/1 ajejich roztoky smiSeny v pomérech obou slozek tak, jak je uvedeno v tabulce 1.
Polymerizace byla iniciovana methanolatem sodnym. Reakce probihala pfi teploté 25 °C po dobu
30 az 60 minut do dosaZeni konverze monomeri vrozmezi 6 - 9 %. Vysledné kopolymery
obecné struktury, dané vzorcem I, byly vysrazeny do ethanolu, vysuSeny a jejich sloZeni
stanoveno pomoci aminokyselinové analyzy. Hodnoty molarniho zlomku a strukturni jednotky A’
v kopolymerech jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

Obsah latky A v polymerizacni nasadé v % amolarni zlomek a strukturni jednotky A' ve
vyslednych kopolymerech.

Polymeriza¢ni ndsada Slozeni kopolymeru

% 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 6

2,23 g kopolymeru I, pfipraveného postupem podle piikladu 3, se rozpusti v22 ml N,N-
dimethylacetamidu, k roztoku se pfida 30 ml 2-aminoethanolu areakéni smés se micha pri
teploté 60 °C po dobu 72 hodin. Reakéni smés se nafedi 30 ml 2N HCI a neutralizuje
koncentrovanou HCI. Po dialyze proti vodé se polymer izoluje lyofilizaci z vodného roztoku.
Vysledny produkt je kopolymerem L-lysinu a N°~(2-hydroxyethyl)-L-glutaminu, odpovidajici
obecné struktufe polymeru Il, kden=4, m=2,a= 0,10 a b = 0,9 (podle analyzy aminokyselin).
Stanoveni molarniho zlomku volnych aminoskupin pomoci reakce s 2,4,6-trinitrobenzen-
sulfonovou kyselinou odpovida molarnimu zlomku lysinovych zbytkd v kopolymeru.
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Ptiklad 7

1,55 g polymeru II, pfipraveného postupem podle pfikladu 6, se rozpusti v 60 ml bezvodého
N,N-dimethylacetamidu a pfida se 0,12 ml triethylaminu. Roztok se vychladi v ledové lazni
a prida se 0,314 g (1,0 mmol) 3-maleinimidobenzoyl-N-oxy-succinimidu. Reak¢ni smés se micha
pfi teploté 0 - 4 °C po dobu 4 hod., N,N-dimethyacetamid se oddialyzuje a polymer se dale zbavi
nizkomolekularnich reakénich slozek ultrafiltraci. Lyofilizaci z vodného roztoku se ziska 1,2 g
modifikovaného polymeru II, ve kterém 88 % plivodné pfitomnych aminoskupin lysinovych
zbytkil je modifikovano navazanymi 3-maleinimido-benzoylovymi skupinami.

Priklad 8

K roztoku 0,31 g polymeru II, pfipraveného postupem podle piikladu 6, v6 ml 0,1 M
uhliitanového pufru pH 8,8 se piida 40 mg fluoresceinisothiokyanatu (FITC) a reakEni smés se
micha pfi teploté 4 °C po dobu 16 hod. Po dialyze a chromatografii na koloné, plnéné Sepha-
dexem G-25 (Sephadex-obchodni znagka fy. Pharmacia, Uppsala), se polymer lyofilizuje. Ziska
se 0,25 g modifikovaného polymeru II, obsahujiciho fluorescein, vazany na 18 % pivodné
ptitomnych lysinovych zbytki.

Piiklad 9

50,1 mg (0,13 mmol) sukcinyl-L-phenylalanyl-p-nitroanilidu (SPNA) se rozpusti v 0,6 ml N,N-
dimethylformamidu a roztok se vychladi na 0 °C. K roztoku se pfidd 30,2 mg (0,156 mmol) N-
ethyl-N' (dimethylaminopropyl)karbodiimidu hydrochloridu (Fluka, AG). Reakéni smés se micha
v ledové lazni po dobu 40 min apak se pfidad roztok, obsahujici 400 mg polymeru II,
pripraveného postupem podle ptikladu 6, a 20 ul triethylaminu ve 2 ml N,N-dimethylformamidu.
Reakce pokraduje za michani v chladu po dobu 4 hod. Polymer se izoluje analogicky jako
v prikladé 8. Ziska se 350 mg modifikovaného polymeru II, obsahujiciho na 45 % pavodné
ptitomnych lysinovych zbytkid vazany sukcinyl-L-phenylalanyl-p-nitroanilid, (SPNA). Takto
pripraveny polymer lze pouzit jako vodorozpustny, makromolekularni substrat pro serinové
proteinazy, napiiklad chymotrypsin, jejichZ piisobenim se z bo¢nich fetézcl polymeru uvolfiuje
p-nitroanilin.

Ptiklad 10

Analogicky k postupu, uvedenému v pfikladu 3, se pfipravi kopolymer I, jehoZ struktura se od
struktury kopolymeru podle pfikladu 3 lisi tim, Ze vedle jednotek B' obsahuje jeté jiné
aminokyseliny tak, Ze se v polymerizaéni nasadé odpovidajici ¢ast monomeru B, tj. N*-karboxy-
anhydridu N'-benzylglutamatu podle piikladu 3 nahradi N*-karboxyanhydridem ptislusné o-
aminokyseliny (C). Takto byl pfipraven kopolymer la, obsahujici 5,2 % zbytkG L-alaninu,
kopolymer Ib, obsahujici analogicky 8,4 mol zbytkii L-fenylalaninu, kopolymer Ic obsahujici
analogicky 3,8 mol % zbytka O-acetyl-L-tyrosinu.

Piiklad 11

Analogicky k postupu, uvedenému v ptikladu 6, se pfipravi hydrofilni, vodorozpustné
kopolymery Ila, IIb allc vzdy reakci odpovidajiciho z kopolymert Ia, Ib alc, ptipravenych
postupem podle ptikladu 10, s 2- aminoethanolem v prostfedi N,N-dimethylacetamidu. Ziskané
kopolymery obsahuji vedle strukturnich jednotek 2-hydroxyethyl L-glutaminu a lysinu jesté
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zbytky dal3i aminokyseliny, tj. L-alaninu (Ila), L-fenylalaninu (IIb) nebo O-acetyl-L-tyrosinu
(Ilc) v mnoZstvi, odpovidajicim obsahu téchto zbytkd v kopolymerech Ia, Ib a Ic.

Priklad 12

Enzymaticka degradace kopolymert II, Ila allb byla testovdna za pouZiti enzymi papainu,
kathepsinu B, trypsinu, chymotrypsinu, elastizy, pepsinu aprondzy E. Z jednotlivych
kopolymeri byly pfipraveny roztoky v 0,05 M fosfatovém pufru pH 7,8 o koncentraci 2 mg/ml.
K roztokim byly ptidany ptipadné dal3i aktivatory, napt. EDTA, dithiothreitol, chlorid vapenaty,
podle pozadavkii na optimalni podminky pro aktivitu jednotlivych enzyml. Roztoky byly
vytemperovany na teplotu 37 °C ajednotlivé enzymy byly do reakéni smési pfidavany na
vyslednou koncentraci 0,02 mg/ml. Pomoci gelové permea¢ni chromatografie (GPC) byly
zméfeny &iselné priméry molekulovych hmotnosti jednotlivych polymert pred pridanim enzymu
(Mp) a po 16 hodinach inkubace s enzymem pii 37 °C, (M,). Z poklesu hodnot ¢iselnych praiméra
molekulové hmotnosti 1ze hodnotit G&innost jednotlivych enzymi pfi degradaci testovanych
kopolymerii. Hodnoty primérii molekulovych hmotnosti pfed a po inkubaci s enzymem jsou
uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2

Degradace kopolymerd II, Ila allb jednotlivymi proteindzami. My, vychozi primér mol.

hmotnosti pfed piisobenim enzymu; M,, ¢iselny primér mol. hmotnosti po 16 hodinach inkubace
s enzymem.

Stfedni molekulova hmotnost, M,
Enzym I lla b
M, =72 000 M, =59 000 M, = 64 500

chymotrypsin 72 000 52 000 7200
elastase 72 000 9200 24 000
pepsin 48 000 32 000 43 500
trypsin 8200 17 000 12 800
kathepsin B 16 200 12 000 18 600
papain 8 400 4 600 6 800
pronase E 3200 4 800 4 800

-10 -
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PATENTOVE NAROKY
1. Monomery na bazi a,o-diaminokyselin obecného vzorce A

o)
CO"'\

(A)
kden=2-4.
2. Polymery na bazi o,w-diaminokyselin podle obecného vzorce I:
-CH-NH}—-“{*CO-CH-NH}—“‘{‘ -CH- NH}-
(CHan (CH2m
6 ?
R
¢y

kde a, b ac jsou molarni zlomky strukturnich jednotek A', B' a C', pficemz a je v&tsi nez 0
amensi nez 1, s vyhodou vrozmezi 0,01 - 0,8, b je vétsi nez 0 amensi nez 1, s vyhodou
v rozmezi 0,01 - 0,9 a ¢ je 0 nebo v rozmezi 0 az 0,45, pficemza+b +c=1, n je v rozmezi 2 aZ
4, m je 1 nebo 2 aR je alkyl ze skupiny, zahrnujici linedrni, vétvené a cyklické alkyly s 1- 18
atomy uhliku, benzyl a 2,2,2-trichloroethyl, s vyhodou pak benzyl, R" je methyl, benzyl, 4-
hydroxyfenylmethyl, isopropyl nebo 2-methylpropyl, pfi¢emz stfedni polymerizacni stupeii
polymeru [je vrozmezi 5 az 2000 monomernich jednotek, svyhodou vrozmezi 30 az
1200 monomernich jednotek.

3. Linearni, hydrofilni polymery na bazi o,w-diaminokyselin, obsahujici dva typy bo&nich

fetézcl, pficemz jeden typ bonich Fetézci nese primarni alifatickou aminoskupinu a dalsi typ i=
tvoren fetézcem hydroxyalkylovym, podle obecného vzorce II:

-11-
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cl
CO-CH NH %CO-CH NH}. CO-?H—NH
(cﬂzn (CHam R,
t'JH
RI

(1)

kde a, b ac jsou molarni zlomky strukturnich jednotek A", B" a C', pticemz a je vétsi nez 0
amens$i nez 1, svyhodou v intervalu 0,01 - 0,8, b je vétsi nez 0 a mensi nez 1, s vyhodou
v rozmezi 0,01 - 0,9 a c je 0 nebo v rozmezi 0 az 0,45, pficemza +b + ¢ =1, n je v rozmezi 2 az
4, m je 1 nebo 2 aR je hydroxyalkyl s2 az 5 atomy uhliku, obsahujici jednu nebo i vice
hydroxylovych skupin, vybrany ze skupiny, zahmujici 2-hydroxyethyl, 2-hydroxypropyl, 3-
hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 3-hydroxybutyl, 4-hydroxybutyl, hydroxypentyl, 2,3-dihydroxy-
propyl, 2,4-dihydroxybutyl a dihydroxypentyl, s vyhodou hydroxyalkyly a dihydroxyalkyly s 2
az 3 atomy uhliku, R" je methyl, benzyl, 4-hydroxyfenylmethyl, isopropyl nebo 2-methylpropyl,
piiCemz stiedni polymeriza¢ni stupeni polymeru je v rozmezi 5 az 2000 monomernich jednotek,
s vyhodou 10 az 1000 monomernich jednotek.

4. Zpusob ptipravy polymeru obecného vzorce I, vyznaéeny tim, Ze litka obecného
vzorce A se polymeruje spole¢né s latkou obecného vzorce B, kde m je 1 nebo 2 a R je alkyl ze
skupiny, zahrnujici linearni, vétvené a cyklické alkyly s 1 - 18 atomy uhliku, benzyl a 2,2.2-
trichloroethyl, s vyhodou pak benzyl, alitkou obecného vzorce C, kde R" je ze skupiny,
zahrnujici methyl, benzyl, 4-hydroxyfenylmethyl, isopropyl a 2-methylpropyl.

(B) (©)
co—O\co co—o\
/ \ co
H(I:—NH H ?_NI_{
((I:Hz)m R" -
COOR

5. Zpusob piipravy polymeru obecného vzorce I podle naroku 4, vyznaceny tim, Ze
latkou B je N®-karboxyanhydrid, odvozeny od p-alkylesteru kyseliny asparagové nebo
y-alkylesteru kyseliny glutamové, pricemz feceny alkyl je vybran ze skupiny, zahrnujici linearni,
vétvené acyklické alkyly s1 - 18 atomy uhliku, 2,22-trichloroethyl, 2,2 2-trifluoroethyl
a benzyl.

6. Zpusob pripravy polymeru obecného vzorce II, vyzmaceny tim, Ze se polymer
obecného vzorce I podrobi reakci svhodnym aminoalkoholem typu R'-NH,, kde R' je
hydroxyalkyl s 2 az 5 atomy uhliku, obsahujici jednu nebo i vice hydroxylovych skupin, vybrany
ze skupiny, zahrnujici 2-hydroxyethyl, 2-hydroxypropyl, 3-hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 3-
hydroxybutyl, 4-hydroxybutyl, hydroxypentyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2,4-dihydroxybutyl a di-
hydroxypentyl, a takto ziskany produkt se izoluje béZnymi metodami.

7. Zpisob ptipravy polymeru obecného vzorce I podle naroku 4, vyznaéeny tim, Ze
latkou B je N®-karboxyanhydrid y-benzyl-L-glutamatu.

-12.-
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8. Zpusob pripravy polymeru obecného vzorce I podle naroku 4, vyznadeny tim, Ze
latkou A je N®-karboxyanhydrid N®-ftaloyl-lysinu.

9. Polymer obecného vzorce II podle naroku 3, v kterém strukturni jednotka A" je tvoiena
zbytkem L-lysinu a strukturni jednotka B" je tvofena zbytkem N°-(2-hydroxyethyl)-L-glutaminu.

10. Polymer obecného vzorce II podle naroku 3, v kterém strukturni jednotkou C' je zbytek
aminokyseliny ze skupiny, zahrnujici L-alanin, L-fenylalanin, L-tyrosin, L-valin a L-leucin.

Konec dokumentu

-13-
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