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U radu je opisana priprava poli{N-(2-hidroksipropil)jmetakrilamida i srodnih ko-
polimera te priprava konjugata HPMA kopolimera s razli¢itim ljekovitim tvarima (pro-
teini: inzulin, tripsin, kimotripsin, kimotripsinogen, acetilkolin-esteraza, cjepiva; citosta-
tici: adriamicin, daunomicin, puromicin, melfalan, sarkolizin, doksorubicin, fotosenzibi-
lizatori; antibiotici: penicilini; protuupalna sredstva: 5-aminosalicilna kiselina). Dan je
pregled biologkih pokusa nuZnih za procjenu moguénosti njihove primjene u farmaciji i
medicini. Jedan od opisanih konjugata, poli{N-(2-hidroksipropil)jmetakrilamid-doksoru-
bicin, zadovoljio je sve zahtjeve u pretklini¢kim pokusima i pokusima prve faze klinitkih

ispitivanja pa se s pravom ofekuje i njegova registracija kao lijeka.

Uvod

U literaturi su kao nosadi ljekovitih tvari u po-
limer-lijek konjugatima predloZeni razli¢iti prirod-
ni i sintetski polimeri*. Medu njima su i mnogo-
brojni esteri metakrilne kiseline i N-supstituirani
akrilamidi, odnosno metakrilamidi. Nakon ispiti-
vanja biokompatibilnosti i toksiénosti kao najinte-
resantniji I najperspektivniji polimer izabran je po-
Li[N-(2-hidroksipropil) imetakrilamid, poli( HHPMA),
¢iji ée konjugat s doksorubicinom vjerovatno usko-
ro biti registriran kao lijek. S obzirom da po-
litHPMA) zadovoljava mnoge zahtjeve koji se traZe
od polimernog nosaéa u ovom radu dan je pregled
literaturnih podataka o njemu, od sinteze do po-
kusa in vive.

Priprava i bioloska istrazivanja
poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamida
i kopolimera

Sinteza poli(HPMA) opisana je 1971. godine®.
Iz metakriloil-klorida i 1-amino-2-propanola prire-
den je najprije odgovarajuéi amid, N-(2-hidroksi-
propillmetakrilamid (HPMA, 1), koji je zatim pod-

vrgnut polimerizaciji uz inicijator 2,2'-azobis(me-
tilizobutirat) (MADIB) (shema 1).

Zatim je prouavana kinetika radikalne polime-
rizacije N-(2-hidroksipropil)-metakrilamida, tj. ut-
jecaj otapala (H,0O i DMF), koncentracije monom-
era i inicijatora na stupanj polimerizacije®’. Odre-
deni su i parametri za kopolimerizaciju s metilme-
takrilatom i stirenom. Priredeni su polimeri pro-
sje¢ne relativne molekulske mase 2.5 do 47.5 x 10°,
Ako se kao otapalo upotrijebi aceton, polimer se
talozi iz reakcijske smjese. Ta reakcija se izvodi
na nesto nizoj temperaturi (55 °C) uz 2,2-azo-bis(i-
zobutironitril) (AIBN) kao inicijatorom polimeri-
zacije.

Frakcioniranim taloZenjem metanolne otopine
polimera acetonom, priredene su frakcije ¢&ije su
prosjecne relativne molekulske mase odredene me-
todom rasprSivanja svjetlosti®. Iz grafa ovisnosti
viskoznosti otopina polimera o relativnoj molekul-
skoj masi u rasponu od 25 x 10° do 5 x 10° odredeni
su parametri za Mark-Houwinkovu jednadZbu (K
= 1.1 x 104 a = 0.67).

U literaturi je opisana priprava nekoliko p-ni-
trofenilnih estera N-metakriloilaminokiselina i nji-

ICH3
— CHZ? -
- : °F H
Hs H CH;CN t MADIB, 60 °C FO
1,=CCOCt +  H,NCH,CHCH w3 CH, = CCONHCH,CHCH > :
CHy= cooc ANCH, } 0° : o 7 ili AIBN, aceton, 55°C H
metakriloil-klorid ~ 1-amino-2-propanol N-(2—lndr0ksxprolpnl)mctaknlamnd H,
FHOH
MADIB = 2,2"-azo-bis(metilizobutirat) CH;
AIBN =2 2"-azo-bis(izobutironitril) b -in
: poli(HPMA)

Shema 1 - Sinfeza politHPMA)
Schemel — Synthesis of poly(HPMA)
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olimera s HPMA®. Mjerena je brzina re-
onomernih 1 polimernih estera s razliéitim
»& {rmodel reakceije za uvodenje ljekovite tva-
shodnom amino skupinom). Ustanovljeno je
noliza monomernih estera ide brZze nego po-
mih. To znadi da je u ovom konkretnom slu-
‘ar bolje najprije vezati ljekovitu tvar na mono-
mer, pa zatim njega polimerizirati. Uvodenjem p-
-nitrofenilne skupine (Np) na boéne lance po-
H{HPMA) kopolimera poveéava se reaktivnost ma-
tiénog polimera jer sam politHPMA) ima slabo re-
aktivne hidroksilne skupine.

Nakon sinteze politHPMA) zapofeta su opse-
zna biologka istraZivanja. Prvo je prou¢avan njegov
ufjecaj na krvni sustav, radeni su testovi biokom-
patibilnosti, toksiénosti i imunoloski testovi za sam
polimer, polazne monomere i fragmente polimera
koji nastaju cijepanjem u organizmu®,

Imunologki testovi su radeni na polimerima s
dinitrofenilnom skupinom kao haptenom (hapten
je mala molekula koja sama po sebi nije antigen,
all mozZe reagirati s odgovarajuéim antitijelima i
uzrokovati stvaranje antitijela kada je povezana na
veée antigene molekule). Proudavan je utjecaj re-
lativne molekulske mase HPMA kopolimera i udje-
la dinitrofenila na imunoloski odgovor in vitro (hu-
mani limfociti) i in vivo (miSevi)®. Zakljudeno je da
povecanje oba faktora vodi do jae imunoloske re-
akcije.

Poznato je da se politHPMA) dugo zadrzava u
organizmu (iako ne trajno), najvise u slezeni, lim-
fnim ¢vorovima i bubrezima, dok u migiée i mozak
uopce ne prodire. Znaci da se akumulira uglavnom
u imunoloski aktivnim organima'®. Postoje indika-
cije da polimeri opéenito stimuliraju fagocitozu i
da budu uhvaéeni od makrofaga koji su na taj nadin
sprije¢eni u reakciji s antigenima, $to ukazuje da
polimeri mogu utjecati na imunologki odgovor or-
ganizma'!, Da bi se to potvrdilo praéen je udinak

politHPMA) na vrijeme preZivljavanja transplan-

tata koZe na misevima i §takorima. Dokazano je da
jednokratna i.v. primjena polimera znadajno produ-
Zava to vrijeme, dok viSekratna primjena nema do-
datni uéinak. U radu se raspravlja o moguéem me-
hanizmu imunosupresivnog uéinka, ali nije razja-
$njen.

Stupanj hidrolize veze izmedu polimera i ljeko-
vite tvari mozZe se kontrolirati promjenom duljine

Hs

1 vrste bocog lanca. Poznato je da se mnogi oligo-
peptidi mogu razgraditi djelovanjem enzima u li-
zosomima. Zbog toga su sintetizirani polimerni
prolijekovi na bazi HPMA s razlid¢itim peptidnim
boénim lancima koji se razlikuju u broju i redo-
sljedu aminokiselina!®'?, Kao terminalne aminoki-
seline kojima zavr$ava bo¢ni lanac, a na koje se
veze ljekovita tvar, odnosno model ljekovite tvari,
odabrane su L-fenilalanin i L-leucin jer se u in vivo
uvjetima odcjepljuju'?*s. Da bi se bolje razumio me-
hanizam razgradnje u lizosomima, polimerni proli-
jekovi su inkubirani s pojedinaénim cisteinskim (ti-
ol) proteinazama (katepsin B, L 1 H)!®. Neke oli-
gopeptidne sekvence cijepaju se s najmanje dva en-
zima. Prvo se od polimernog nosaéa odcjepljuje oli-
gopeptid s vezanom ljekovitom tvari, a zatim se
djelovanjem aminopetidaza i/ili dipeptidilpeptidaza
{npr. katepsina C) oslobada ljekovita tvar. Na te-
melju svih tih rezultata zakljuceno je da je moguée
kontrolirati razgradnju kopolimera HPMA in
vivo™,

U literaturi je opisana priprava aktiviranih ko-
polimera N-(2-hidroksipropil)metakrilamida s p-
-nitrofenilnim esterima N-metakriloilglicil-L-leuci-
na (3a), N-metakriloilglicil-L-fenilalanina (3b), N-
-metakriloil-g-aminokaproil-L-leucina (Acap = ¢-a-
minokaproil) (7a) i N-metakriloil-s-aminokaproil-
-L-fenilalanina (7b), odnosno kopolimera 8-1213,

Esteri p-nitrofenola s N-metakriloilglicil-L-leu-
cinom (3a) i N-metakriloilglicil-L-fenilalaninom
(3b) priredeni su iz metakriloil-klorida i odgova-
rajuceg dipeptida. Dobiveni produkti su zatim este-
rificirani s p-nitrofenolom u prisutnosti N,N'-dici-
kloheksilkarbodiimida (DCC) (shema 2). Esteri 7a
1 7b priredeni su reakcijom p-nitrofenilnog estera
N-metakriloil-e-aminokapronske kiseline (4) 1 sili-
ranog L-leucina (5a), odnosno L-fenilalanina (5b)
u prisutnosti imidazola kao katalizatora te esteri-
fikacijom nastalih produkata 6a i 6b p-nitrofeno-
lom (shema 3).

Kopolimeri 8-12 pripravljeni su taloZnom radi-
kalnom polimerizacijom N-(2-hidroksipropil)meta-
krilamida (1) s monomerima 3a, 3b, 4, 7a ili 7b)
u acetonu na 50 °C (shema 4).

Polimeri 8-12 karakterizirani su sadrZajem mo-
nomera, grani¢nom viskoznoséu i konstantom ami-
nolize terc-butilaminom?®. Ako se za aminolizu upo-

Hs

1. NaOH, 0°C

CH,=CCOCl + HNCH,CONHCHCOOH

metakriloil-klorid dipeptid

2. HCI

»  CH,= CCONHCH,CONHCHCOOH
2a,b

Qo by
> CHy= CCONHCHZCONHCHCOO—@—NOZ

DCC, DMF
: 3a,b

Shema 2 - Priprava monomera 3ai 3b
Scheme?2 — Synthesis of monomers 3a and 3b
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trijebe diamini, moguée su tri reakcije: a) reakcija
dvaju susjednih aktivnih estera s istim diaminom
(ciklizacija), b) reakcija aktivnog estera s diaminom
i ¢) reakcija dvaju aktivnih estera iz razliditih la- put b).

H;

naca s istim diaminom (umreZavanje) (shema 5).
Ishod reakcije ovisi 0 molarnim omjerima reakta-
nata. Uz veliki suvi$ak amina prevladava reakeijski

CH,= CCONH(CHQ)5COO—©‘NOZ + (CH3);SINHCHCOOSi(CH;); —L-imidazoly,

2. HCI

4 5a,b

s R HO@‘N@ s

CH,= CONHCHCOOH
>~ CCONH(CH,)sCONHCHCOOH — = =

> CH,= CCONI—I(CH2)SCONI‘ICPICO(}@—NOz

6a,b Ta,b
H;
2a,3a,5a,6a,7a  R=—CH,CHCH,
2b, 3b, 5b, 6b,7b R= —CH2—©
Shema 3 - Priprava monomera 7ai '7b
Schemed ~ Synthesis of monomers 7a i 7b
|CH3 C;2H3
CHZ([Z CHZ?
1:0 FO
1 + 3a,3b,4,7aili 7b —AIBNy N N
T)Hz (FHZ)X
?HOH lY
CH,4 0
- —Am = —In
- —z
8-12 NO,
monomer X Y kopolimer
FH2CH(CH3)2
3a ' —coNHCHCO- 8
H,CeHs
3b I —CONHCHCO- ?
4 5 —CO— 10
FHZCI-I(CHQZ
7a 5 —
—CONHCHCO
FH:!C()HS
b 5 —CONHCHCO— 12
Shema 4 - Priprava kopolimera 8-12

Schemed — Synthesis of copolymers 8-12
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Np = p-nitrofenil

1T

Acap  Acap

] [ + HzN‘“‘(CHz);“ NHZ
Lreu Lreu

ONp ONp

/l\cap J\cap cap  Acap Ioap

Acap = g-aminokaproil

| ] |
Leu Leu Leu Leu qu
NH— (CH,)~NH TI\JH r]m TI‘JH
(CHy), ((lle)X (ICHz)x
Tl\JHz Tl\IHz Tl\JH
Leu
,Lcap
S R
Shema 5 - Aminoliza aktiviranih polimera diaminima

Schemeb - Aminolysis of activated polymers with diamines

IstraZivan je tijek umrezavanja kopolimera N- odnos izmedu strukture tako umreZenih poroznih
-(2-hidroksipropil)metakrilamida s divinilnim spo- kopolimera i njihove sposobnosti adsorpcije razli-
jevima (etilen-bis-metakrilamidom odnosno meti- ¢itih proteina®. Kopolimeri s N-(2-hidroksipro-
len-bis-akrilamidom)i razli¢itim diaminima. Ispiti- piDmetakrilamidnim monomernim jedinicama po-
vana je reakcija umreZavanja 1,6-diamino-heksa- godniji su za adsorpciju zbog manje moguénosti de-
nom, 1,3,5-triakriloilheksahidrotriazinom, ditiro- naturacije i dodatnih interakcija.
zilheksametilendiaminom 1 difenilalanilheksame- Nacinjen je niz vodotopljivih kopolimera na ba-
tilendiaminom*"*¥*_ Priredeni umreZeni produkti zi HPMA koji na bo¢nom lancu nose L-fenilalanin-
su morfoloski karakterizirani i odredena im je spo- -p-nitroanilid kao kromogeni supstrat za kimotrip-
sobnost bubrenja. U sljede¢em radu proucavan je sin (slika 1)'*. Taj enzim cijepa vezu na karboksil-

Y % cijepanja

ol Gly 77
HPMA—Y CONH?HCONH‘@—NOz Gly-Gly 100
CH, Gly-Gly-Gly 100

Acap 100

Gly-Acap-Gly 100

Gly =HNCH,CO
Acap = HN(CH,);CO

Slika 1 — Uljecaj poboénog lanca na enzimsko odejepljivanje p-nitroanilina

Fig 1

— Side chain influence on enzymatic cleavage of p-nitroaniline
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nom kraju N-supstituiranog L-fenilalanina. Tako
osloboden p-nitroanilin (NAp) moze se kvantitati-
vno mjeriti spektrofotometrijski. IstraZivan je utje-
caj kemijske strukture i duljine boénog lanca na
brzinu enzimske hidrolize. Pronadeno je da lanac
mora biti duzi od 6 atoma te da se s duzih lanaca
supstrat lakSe cijepa. Najlakse se cijepa lanac s &-
-aminokaproilnom skupinom, éak lakse nego lanac
s nekoliko jedinica glicina.

Utjecaj duljine bo¢nog lanca na brzinu enzim-
skog odcjepljenja p-nitroanilina slobodnim i na po-
li(HPMA) kopolimere imobiliziranim a-kimotripsi-
nom detaljno je proucavan®. Boé¢ni lanac imao je
strukturu Gly-X-Y-NAp, gdje je Gly kratica za gli-
cin, NAp kratica za p-nitroanilin, X moZe biti gli-
cin, alanin, B-alanin, valin, leucin, izoleucin i feni-
lalanin, a Y fenilalanin ili tirozin. Dokazana je veéa
osjetljivost na djelovanje enzima kod kopolimera s
duljim boénim lancem. U nastavku istraZivanja pri-
redene su varijante gornjih kopolimera &ji boéni
lanac pored veé navedenih L-aminokiselina sadrzi
i D-fenilalanin, te lanci: Gly-Gly-Phe-Y (Y = Phe
ili Tyr); U-Gly-Val-Phe (U = Gly, Ala); Gly-Phe-W
(W = Ala, Gly, D-Phe); Gly-Phe-Ala-U%. Ti poli-
meri su umrezeni pomocéu diamina, a zatim podvr-
gnuti enzimskoj hidrolizi a-kimotripsinom. Disku-
tiran je utjecaj steri¢kih i strukturnih faktora. Za-
klju€eno je da se netopljivi umreZeni kopolimeri ci-
Jjepaju samo ako sadrZe oligopeptidni bo¢ni lanac s
barem detiri aminokiseline.

Dok se pod utjecajem kimotripsina p-nitroani-
lin gotovo uvijek odgjepljuje s boénih lanaca (ali
razli¢itom brzinom), s lizosomskim enzimima jetre
stakora cijepa se samo s nekih kopolimera (4 od
22), a najviSe ako je bo¢ni lanac Acap-Phe®. U is-
tom radu promatran je i utjecaj pH vrijednosti na
stupanj enzimske hidrolize. Optimalni pH za od-
cjepljenje Acap-Phe-4-nitroanilida je izmedu 5,75 i

Za pracenje stabilnosti veze prema tripsinu pri-
redeni su kopolimeri s boénim lancem koji zavrsava
lizinom ¢&ija je karboksilna skupina esterificirana
p-nitrofenolom®. U in vivo pokusima (nakon i.v.
primjene kod $takora) dokazano je cijepanje p-ni-
troanilina vezanog za fenilalanin ili lizin kao ter-
minalne aminokiseline boénih lanaca na umreze-
nim ili neumreZzenim kopolimerima HPMA?Y. Na-
dalje je proudavana stabilnost umreZenih kopoli-
mera na djelovanje kimotripsina (diamin za umre-
Zenje: 1,6-diamino-heksan; boéni lanac: e-aminoka-
proil-L-leucin)®. Primijeéeno je neznatno smanje-
nje molekulske mase. Procijenjeno je da je enzimski
pocijepano manje od 10 % umreZenja.

Dizajnirani su kopolimeri HPMA s boénim oli-
gopeplidnim lancem specifiéno osjetljivim na lizo-
somske enzime katepsin L i katepsin D®. S obzi-
rom da je najmanji poznati supstrat katepsina D
pentapeptid Gly-Phe-Leu-Gly-Phe, prireden je po-
limer s takvim slijedom aminokiselina i srodnim
heksapeptidom u bo¢nom lancu. Pogodni supstrati
za katepsin L sadrZavali su oligopeptidni lanac
ovog slijeda: Gly-Phe-Phe-Ala, Gly-Phe-Phe-Leu,

Ala-Val-Ala i Gly-Phe-Phe-Gly. U svim kopolime-
rima zavr$na aminokiselina amidirana je p-nitro-
anilinom (oslobadanje p-nitroanilina bilo je mjerilo
stupnja hidrolize). Svaki od navedenih kopolimera
inkubiran je sa smjesom lizosomskih enzima jetre
Stakora. Proucavan je utjecaj pH, koncentracije
supstrata, reduciranog glutationa (GSH) i leupe-
ptina (inhibitora tiol-proteinaza) na cijepanje bo-
¢nog lanca. Za djelovanje enzima nuzna je prisut-
nost GSH. Inhibicija enzimske aktivnosti leupepti-
nom ukazuje na to da su u reakeiju ukljudene tiol-
proteinaze. Odredeno je da je optimalni pH za ci-
Jjepanje boénog lanca izmedu 51 7.

Radeni su analogni pokusi s kopolimerima koji
u boénim lancima imaju peptide osjetljive na ci-
jepanje katepsinom B iz govede slezene®. Koriste-
na su tri tipa kopolimera: a) HPMA kopolimeri s
p-nitroanilinom na kraju peptidnog lanca, b) toplji-
vi dvolanéani HPMA kopolimeri povezani peptid-
nim mostom i ¢) hidrofilni umrezeni gelovi. Pro-
ucavani su odnosi strukture kopolimera i njihove
osjetljivosti na enzim. Dokazana je vazna uloga ka-
tepsina B u razgradnji navedenih supstrata.

Ulazak kopolimera HPMA procesom pinocitoze
praten je na kulturi stanica Zumanjéane vreéice
Stakora. Bo¢ni lanci kopolimera su prethodno mar-
kirani izotopom '**I da bi se moglo pratiti njihovo
cijepanje u lizosomima. Ulazak kopolimera u stani-
ce i cijepanje u lizosomima moZe se inhibirati 2,4-
-dinitrofenolom. S druge strane leupeptin nema
ucinka na proces pinocitoze, a u razli¢itom stupnju
inhibira razgradnju u lizosomima, ovisno o struk-
turi boénog lanca.

Topljivi kopolimeri umrezeni ditirozilheksame-
tilendiaminom, Tyr-NH(CH,),NH-Tyr, frakcioni-
rani su u pet frakcija s prosjeénom relativnom mo-
lekulskom masom (3M,) od 34 000 do iznad 400 000,
da bi se mogao pratiti utjecaj M, na proces pinoci-
toze in vitro®. Dok proces pinocitoze ovisi o M, (u
stanice Zzumanjcane vreéice brze ulaze polimeri ni-
Ze, a u stanice tankog crijeva produkti vise M),
dotle proces biorazgradnje u lizosomima nije ovisan
o M,. Nadalje, pracen je utjecaj M, na koncentraciju
kopolimera u plazmi i na distribuciju u tijelu nakon
iL.p.,s.c. ip.o. primjene®. Dobiveni su sljedeéi rezul-
tati: a) da bi se sprijetilo prebrzo izludivanje uri-
nom iz organizma, kopolimeri bi trebali imati do-
voljno veliku M,, oko 100 000, b) ulazak kopolime-
ra u stanice in vivo je relativino spor proces, ¢) na-
kon i.p. i s.c. primjene kopolimer prelazi u druge
odjeljke, tj. ne zadrZava se na mjestu aplikacije, d)
nakon peroralne primjene dolazi do razgradnje
umrezenja.

Da bi se proucio utjecaj naéina primjene poli-
mera na njegovu farmakokinetiku priredeni su ko-
polimeri umreZeni difenilalanilheksametilendiami-
nom, uz Gly-Gly peptidni boéni lanac, te tirozina-
midski i galaktozaminski ostatak?'. Praéena je nji-
hova sudbina in vivo (§takori). Dokazano je da pri-
sutnost galaktozaminskog ostatka usmjerava ula-
zak kopolimera u hepatocite poslije i.v., i.p. i s.c.
primjene, ali ne i nakon oralnog davanja, $to upu-
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¢uje na utjecaj nadina primjene na distribuciju poli-
mera. Peroralna primjena ubrzava prolaz umreze-

nog kopolimera iz Zeluca u tanko crijevo i ujedno

pospjesuje interakciju s intestinalnom mukozom.
Uoteno je da u organizmu dolazi do cijepanja umre-
Yenja, $to rezultira izlué¢ivanjem polimernih lanaca
nize M..

Sljedeéi zadatak bio je istraZziti moZe li se se-
lektivno poveéati ulazak kopolimera pinocitozom u
odredene stanice®®. Dobro je poznata uloga ugljiko-
hidrata u sustavu prepoznavanja glikoproteina koji
ulaze u stanicu procesom pinocitoze. Zbog toga su
nadinjeni kopolimeri HPMA koji u bo¢nom lancu
nose radioaktivnim jodom markirani tirozin kao
model ljekovite tvari i razli¢ite aminoheksoze. Ami-
nosederi su spojeni s osnovnim lancem preko pep-
tidnog boénog lanca. Markiranje izotopom joda *°I
omoguéilo je praéenje sudbine »ljekovite tvarie.
Pronadeno je da samo kopolimer s galaktozamin-
skim ostatkom prelazi brzo iz krvnog optoka u je-
tru te da se »ljekovita tvar« intracelularno oslo-
bada. Nakon toga nadinjeni su polimeri s razlié¢itim
udjelom galaktozaminskih ostataka (1.0 do 11.6
mol %)*. Udio galaktozaminskih ostataka mora bi-
ti barem 4.0 % da bi se postiglo znadajnije naku-
plianje polimera u jetri. Polimeri s najveéim ud-
jelom (8-11 mol %) brzo stizu u jetru. Razdvaja-
njem hepatocita od neparenhimskih stanica doka-
zano je da veéina polimera ulazi pinocitozom u he-
patocite, bez prethodnog vezanja na staniénu mem-
branu. Dokazano je da polimer ulazi u sekundarne
lizosome gdje se pod utjecajem enzima cijepa na
produkte manje M, koji zatim izlaze kroz mem-
branu lizosoma u citoplazmu. Sve to dokazuje da
su nuZni uvjeti za ciljanu terapiju zadovoljeni: veza
polimer-lijek je stabilna do ulaska u lizosome, a
unutar njih se cijepa. Oslobodena ljekovita tvar za-
tim prolazi kroz membranu lizosoma i dospjeva u
citoplazmu.

Poznato je da se na membranama hepatocita
nalaze specifiéni receptori za galaktozu. Da bi se
mogli identificirati ekstrahepaticki sustavi za pre-
poznavanje galaktoze, sintetizirani su jodom mar-
kirani HPMA kopolimeri s vrlo visokim sadrZajem
galaktozamina®. Uogeno je njegovo intenzivno na-
kupljanje u masnom tkivu.

Uvodenje galaktozamina i drugih aminosecera
u kopolimer provedeno je aminolizom aktiviranih
kopolimera 8-12 odgovarajuéim aminoSecerom.
Mogué je 1 drugi sintetski pristup’®. Prvo je nadin-
jen monomer metakrilne kiseline koji je esterifici-
ran galaktozom éije su sekundarne alkoholne sku-
pine zasti¢ene acetonom. Tako nastala 1.2:3.4-di-
-O-izopropiliden-6-metakriloil-o-galaktopiranoza
kopolimerizirana je s HPMA, a zatim su uklonjene
zastitne skupine. Kopolimerizacija ta dva monom-
era dopusta ugradnju 1 do 99 mol % galaktoznih
jedinica (1 mol % ostavljen je za ugradnju marki-
ranog N-metakriloil-tirozinamida).

Uvodenjem tirozinamidskog ostataka, bilo iz-
ravno na osnovni polimerni lanac ili preko boénog
lanca (Gly-Gly-Tyr-NH,), poveéava se hidrofobnost

spoja, §to rezultira poveéanjem nespecifi¢ne adsor-
ptivne pinocitoze®. Proces pinocitoze se povetava
s udjelom Tyr-NH, ostataka do 10 mol%, a inten-
zivno se poveéava kod jo$ vec¢ih koncentracija. Mo-
e se zakljuditi da se ne smije vezati prevelika ko-
li¢ina hidrofobnih komponenata na nosac te da je
opéenito optimalni udio ljekovite tvari u polimer-
-lijek konjugatu do 10 mol %, ¢ime se smanjuje mo-
guénost nespecifiéne interakceije.

Objedinjujuéi prethodna zapaZanja, nacinjen je
polimer prosjeéne M, izmedu 26 000 i 47 000 koji
sadrzi i galaktozaminski i tirozinamidski ostatak™.
»Prepoznavanje« galaktozaminskog ostatka od od-
redenih vrsta stanica nije mogucée ako je on pove-
zan direktno na osnovni polimerni lanac, ve¢ je nu-
%an boéni lanac. Nadalje je pokazano da uvodenje
kationskih ostataka, npr. trimetilamonij-kloridnih
ostataka u HPMA kopolimere, znaéajno povecava
vezanje polimera na stanice.

Prije sinteze prvog politHPMA)-lijek konjugata
nadinjen je konjugat s p-nitroanilinom kao mode-
lom ljekovite tvari vezane preko peptidnog bo¢nog
biorazgradljivog lanca®. Ti polimerni konjugati
stvaraju s vodom micele u kojima je p-nitroanilin
orijentiran prema unutra$njosti, a hidrofilni dio
prema van, $to oteZava pristup enzima i osloba-
danje »ljekovite tvari«. Asocijacijski broj i kompak-
tnost micela zavise o udjelu hidrofobnih kompo-
nenata, koncentraciji polimera i temperaturi.

Priprava i bioloska evaluacija konjugata
HPMA kopolimera s ljekovitim tvarima

Jedna od prvih ljekovitih tvari vezanih na po-
LH(HPMA) bio je inzulin®. Dok pokusaj izravnog ve-
zanja inzulina na homopolimer nije dao zadovolja-
vajuée rezultate, vezanje preko dipeptidnog boénog
lanca bilo je uspje$no. Prvo je nadinjen kopolimer
HPMA s p-nitrofenilnim esterom N-metakriloil-gli-
cilglicina (MA-Gly-Gly-ONp). Esterske skupine ta-
ko pripravljenog kopolimera aktivno su mjesto koje
reagira sa slobodnim amino skupinama inzulina.
Variranjem reakcijskih uvjeta dobiveni su produkti
s razli¢itim udjelom inzulina (najvise 60%) i razlici-
tom raspodjelom relativnih molekulskih masa. Ra-
zdvajanje vezanog od nevezanog inzulina postignu-
to je na koloni Sephadexa G-75. Preliminarna bi-
ologka testiranja na hipoglikemic¢ki uéinak poka-
zala su slabiju aktivnost vezanog od slobodnog in-
zulina.

Govedi a-kimotripsin imobiliziran je kovalent-
nim vezanjem na politHPMA) i kopolimer HPMA
s p-nitrofenilnim esterom metakriloiliranog glicil-
glicina®. Imobilizacijom enzima na polimerni no-
sa¢ nije se promijenila njegova aktivnost prema ni-
skomolekulskim supstratima, a poveéala se termo-
stabilnost. Osim toga smanjila se i autoliza enzima.
Vezanje kimotripsina (E) na polimer provedeno je
na tri nad¢ina pomoéu: a) klorida cijanurne kiseline
(shema 6a); b) hidrazida (shema 6b); ¢) aktivnog
estera (shema 6¢). ‘
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Scheme6 — Immobilisation of chymotrypsin on polymer

U metodi a) hidroksilna skupina polimera rea-
gira s jednim atomom klora iz klorida cijanurne
kiseline. Nastali produkt zatim reagira s amino
skupinom enzima (drugi atom klora). U poslje-
dnjem reakcijskom koraku je treéi atom klora sup-
stituiran hidroksilamino skupinom. U metodi b)
politHPMA) je pomoéu hidrazin hidrata prvo pre-
veden u polimer hidrazid, koji je zatim u reakciji s
natrij-nitritom preveden u odgovarajuéi acilazid.
Na taj nadin je dobiven aktivirani polimer koji rea-
gira s amino skupinom kimotripsina. U tredoj me-
todi upotrebljena je klasi¢éna reakcija iz peptidne
kemije: amidiranje karboksilne skupine aktivirane
pomodéu p-nitrofenola s amino spojem.

Vezanjem proteina na vodotopljive polimere
moze se znacajno smanjiti njihovo antigeno djelo-
vanje’t"?, Da bi se objasnio mehanizam zastitnog
udéinka polimernog nosada na vezane proteine, po-
trebno je prouditi utjecaj nosaéa na protein—protein
interakeiju®. U tu svrhu je izabran sljedeéi model:
na kopolimerni nosaé¢ pripravljen iz N-(2-hidro-
ksipropil)metakrilamida i p-nitrofenilnog estera N-
-metakriloil-glicilglicina vezani su tripsin i kimo-
tripsinogen. Usporedivana je aktivnost nevezanog

tripsina i kimotripsina prema niskomolekulskim i
visokomolekulskim supstratima s aktivno§éu istih
enzima vezanih na polimerni nosaé¢. Kataliti¢ka ak-
tivnost prema niskomolekulskim supstratima nije
se promijenila vezanjem enzima na nosaé, a ak-
tivnost prema visokomolekulskim supstratima se
znacajno smanjila zbog steri¢kih razloga i/ili bloki-
ranja aktivnog mjesta vezanih enzima.

Nadalje, na HPMA kopolimer je vezana acetil-
kolin-esteraza®. Usporedivano je vrijeme preZivlja-
vanja nativnog i imobiliziranog enzima u krvnom
optoku miseva te njihova otpornost na termoinak-
tivaciju i djelovanje proteoliti¢kih enzima. Dokaza-
na je za$titna uloga polimernog nosada. Specifiéna
antitijela za acetikolin-esterazu strogo razlikuju
vezani od nevezanog enzima.

Razmatrana je moguénost oralne upotrebe ne-
kih cjepiva peptidne strukture koja su u gastroin-
testinalnom (GI) traktu podlozna enzimskom cije-
panju’®. Cjepiva su imobilizirana na polimerni no-
sac¢ da bi se poveéala njihova stabilnost na djelo-
vanje enzima. Na HPMA kopolimer vezani su B-
-lanac inzulina i V2 peptid dobiven iz humanog ri-
novirusa kao modeli proteina. U oba konjugata



144

B. ZORC i R. BANEK: Polimer-lijek konjugati. IIl., Kem. Ind, 47 (4) 137-150 (1998)

smanjila se razgradnja peptida in vitro za vrijeme
inkubacije s enzimima iz tankog crijeva.

Upotreba antitijela za »adresiranje«, tj. usmje-
ravanje tvari na odredena tkiva, druga je mogué-
nost postizanja ciljane terapije. U literaturi je po-
tvrdena povecana pinocitoza, ali i egzocitoza za
HPMA kopolimer na kojeg je vezan IgG stakora
(in vitro pokusD)®. IgG se moZe vezati na HPMA
kopolimer na takav nacin da se sposobnost vezanja
antitijela nije potpuno izgubila. Imunogenost anti-
tijela vezanih na HPMA kopolimere se smanjuje,
$to je dokazano na primjeru humanog IgG i huma-
nog transferina.

Potreba za ciljanim djelovanjem ljekovitih tvari
najveéa je u terapiji tumorskih oboljenja. Za sada
se polimer-lijek konjugati smatraju najperspektiv-
nijim sustavima za ciljano djelovanje jer mogu do-
spjeti do razliditih stanica, a retikuloendotelni su-
stav ih ne fagocitira u veéoj mjeri. Mnoge farmak-
oloski aktivne tvari iz skupine kemoterapeutika br-
zo 1 neselektivno ulaze u sve tipove stanica, $to
smanjuje njihovu bioraspolozljivost na mjestu gdje
trebaju djelovati. Za razliku od njih, polimerni te-
rapeutici se selektivno nakupljaju u tumorskim
stanicama. Proces po kojem se to dogada nazvan
je povecana permeabilnost i uéinak zadrZavanja.
Najprije je istraZivan utjecaj M, na nakupljanje
HPMA kopolimera u tumorima in vivo™. Kopoli-
meri s molekulskom masom veéom od bubreznog
praga pokazali su brzu akumulaciju u tumorima.

Prvo je sintetiziran i farmakologki ispitan kon-
jugat HPMA s adriamicinom®’. Ljekovita tvar je ve-
zana na polimerni lanac preko biorazgradljivog
Gly-Phe-Leu-Gly i nerazgradljivog Gly-Gly bo¢nog
lanca. Fukozilamin ili galaktozamin su vezani za
konjugat kao »targeting« (sredstvo koje usmjerava)
za L1210 stanice leukemije, odnosno hepatocite. U
usporedbi sa slobodnim adriamicinom njegov kon-
jugat znatno je produzio vrijeme prezivljavanja leu-
kemiénih miSeva, pokazao je manju toksi¢nost i ra-
zli¢itu distribuciju. Nedvojbeno je dokazano da je
za farmakologko djelovanje nuZno odcjepljenje ad-

HPMA + MA-Gly-Phe-Leu-Gly-ONp
13

Tyr-NH, 1. DNM

2. galaktozamin

riamicina koje je moguée samo ako je boéni lanac
biorazgradljiv. Terapijski u¢inak polimer-adriami-
cin konjugata na pokusnim Zivotinjama je daleko
veéi od uéinka slobodnog adriamicina!”. Dok je vri-
jeme poluZivota u plazmi slobodne ljekovite tvari
oko 18 sati, konjugat se zadrZava u plazmi oko 15
puta dulje, usprkos éinjenici da se dio konjugata
brzo izluéi iz organizma. Tako konjugat djeluje kao
odlagaliste iz kojeg se ljekovita tvar polagano o-
slobada. Osim toga fizi€ko-kemijska svojstva kon-
jugata uzrokuju pojadano odlaganje konjugata u
endotelijskim stanicama tumora. I na kraju, veéi
terapijski uéinak konjugata moZe se objasniti éinje-
nicom da tumorske stanice imaju veéu sposobnost
endocitoze (konjugati ulaze u stanicu pinocitozom).
Nakon primjene konjugata uocena je manja kon-
centracija ljekovite tvari u srcu, $to ukazuje na to
da je konjugat manje kardiotoksi¢an'’.

Sintetski kopolimeri HPMA testirani su kao
nosadi antraciklinskog antibiotika daunomicina i
inhibitora sinteze proteina puromicina. Ti citosta-
tici su vezani na osnovni lanac prosjeéne M, od
17 000 do 31 000 preko nekoliko razli¢itih boénih
peptidnih lanaca. Na boéne lance su vezani ostaci
tirozinamida (poveéanje hidrofobnosti) i galaktoza-
mina ili fukozilamina (poveéanje pinocitoze). Pri-
mjer sinteze jednog konjugata (15) prikazan je u
shemi 7. Sinteza konjugata je nadinjena u dva stup-
nja. Polimerni prekursori su pripremljeni radikal-
nom precipitacijskom kopolimerizacijom HPMA,
N-metakriloiltirozinamida (MA-Tyr-NH,) i p-nitro-
fenilnog estera N-metakriloiloligopeptida (18). U
drugom stupnju nadinjena je aminoliza s daunomi-
cinom (DNM), galaktozaminom ili fukozilaminom.
Udio vezanog daunomicina bio je od 6.5 do 9 %"5.
Strukture konjugata prikazane su na slici 2.

Testiranje farmakoloskog djelovanja konjugata
radeno je in vitro na stanicama leukemije misa
L1210 i humanim limfoblastiénim stanicama leu-
kemije CCRF. Farmakologki uéinak (citotoksiénost)
konjugata ovisio je o strukturi aminokiselinskog
boénog lanca, a najdjelotvorniji se pokazao konju-

500C
- e
+ MATyrNH, —==»
aceton
Tyr-NH,

Gly-Phe-Leu-Gly-DNM

Gly-Phe-Leu-Gly-ONp
14
MA = metakriloil
DNM = daunomicin
AIBN = 2,2'-azo-bis(izobutironitril)
GAL = galaktozamin

Shema 7

DMSO; sobna temp.

Gly-Phe-Leu-Gly-GAL
15

~ Sinteza konjugata 15

Scheme7 - Synthesis of conjugate 15
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—— Tyr-NH,
—Gly-Gly-DNM

—Tyr-NH,
——Gly-Phe-Leu-Gly-DNM

—Tyr-NH,
—Gly-Phe-Leu-Gly-DNM

—— Gly-Phe-Leu-Gly-galaktozamin

—Tyr-NH,
——Gly-Phe-Phe-Leu-DNM

~—TyrNth

[~ Gly-Phe-Leu-Gly-PRM

——Tyr-NH,
—Gly-Phe-Leu-Gly-DNM

——Gly-Phe-Leu-Gly-fukozilamin

—Tyr-NH,
—Gly-Phe-Phe-Leu-PRM

—— Gly-Phe-Phe-Leu-galaktozamin

—Tyr-NH,
+—Gly-Phe-Leu-Gly-PRM

—Gly-Phe-Leu-Gly-galaktozamin

DNM = daunomicin
PRM = puromicin

Slika 2 - Strukture polimernih konjugata daunomicina

Fig 2

gat s fukozilamingkim ostatkom. Svi konjugati su
pokazali manji farmakologki ué¢inak od slobodnog
daunomicina. Zatim su mi$evi inokulirani sa stani-
cama leukemije 1.1210 i slobodnim daunomicinom
ili istom ljekovitom tvari vezanom na polimerni no-
sac preko ranije navedenih bo¢nih lanaca®. Konju-
gat s biorazgradljivim boénim lancem Gly-Phe-
Leu-Gly najvise je produljio vrijeme preZivljavanja
Zivotinja, a ako je u kopolimeru prisutan i Seéerni
ostatak farmakoloko djelovanje bilo je jo§ izraze-
nije. Dokazana je ovisnost farmakoloskog uéinka o
dozi konjugata. Kopolimeri s biorazgradljivim bo-
¢nim lancem izluéuju se iz organizma fragmenti-
rani, a Gly-Gly kopolimeri u makromolekulskom
obliku. Eksperimentalne Zivotinje toleriraju 10 pu-
ta vece doze vezanog daunomicina od nevezanog,
pa je stoga njegova toksi¢nost znatno manja'®. Da
bi se ispitala moguénost upotrebe HPMA kopoli-
mer-daunomicin konjugata u terapiji évrstih tumo-
ra, radeni su eksperimenti in vivo na $takorima s
tumorom Walker 256%%°. Ponovo je konjugat poka-
zao vedi farmakologki uéinak i manju toksiénost od
slobodnog daunomicina.

Da bi se procjenio utjecaj vrste i duljine bodnog
lanca na brzinu enzimskog oslobadanja ljekovite
tvari (papain i enzimi lizosoma jetre), sintetizirano
Jje nekoliko srodnih konjugata HPMA s adriamici-
nom i daunomicinom s razli¢itim oligopeptidnim
bo¢nim lancem®'. Najdjelotvornijim se pokazao ko-
njugat s tetrapeptidnim lancem (Gly-Phe-Leu-
Gly). Na brzinu cijepanja polimer-lijek veze utjede
i kemijska priroda same ljekovite tvari — npr. adri-
amicin se brze odcjepljuje s konjugata nego dau-
nomicin, iako su vezani preko istog boénog lanca.

Na HPMA kopolimere vezani su i alkilirajuce
antitumorske tvari — sarkolizin izopropil ester i
melfalan®®%,

—  Structure of polymeric daunomycin conjugate

Sintetizirano je nekoliko srodnih kopolimera
HPMA s kovalentno vezanim doksorubicinom
(DOX) od kojih je najdjelotvorniji polimer s tetra-
peptidnim boénim lancem Gly-Phe-Leu-Gly. Taj bo-
¢ni lanac razgraduju lizosomski enzimi &ija se ak-
tivnost poveéava u metastaziranim tumorima. M,
polimernog nosaca je priblizno 20 000, a udio ljeko-
vite tvari u konjugatu oko 7-10 %. Nadinjene su
varijante tog konjugata sa i bez galaktozaminskog
ostatka (4 mol %). Odredena je brzina oslobadanja
doksorubicina in vitro i in vivo. Testirana je i far-
mokologka aktivnost konjugata prema razliditim
vrstama tumora®®%%, Konjugati su pokazali &iroki
spektar antitumorskog djelovanja i manju toksi-
énost od slobodnog doksorubicina, a nakon udesta-
log davanja pokusnim Zivotinjama uzrokuju ne-
znatan imunologki odgovor®. U in vitro uvjetima
konjugat ne pokazuje znacajnu citotoksiénost, a in
vivo se aktivira pod utjecajem razli¢itih biologskih
faktora®. Struktura najaktivnijeg konjugata s dok-
sorubicinom, koji se trenutno nalazi u klini¢kim
ispitivanjima, prikazana je na slici 3.

Sintetizirani su nisko (LMW) i visokomolekul-
ski (HMW) HPMA-doksorubicin konjugati s M, od
25 000 do 94 000°". Kopolimeri su obiljeZeni radio-
aktivnim izotopima joda $to je omoguéilo praéenje
biodistribucije pomoéu gama kamere. In vivo po-
kusi su pokazali brze uklanjanje iz peritonealne Su-
pljine, visoku koncentraciju u bubrezima i brze iz-
luéivanje urinom. HMW supstrati su se najvige za-
drzavali u cirkulaciji, slezeni 1 jetri.

Konjugat doksorubicina se 5-10 puta dulje za-
drzava u plazmi nego slobodni doksorubicin koji
brzo nestaje iz cirkulacije®™. Posljedica toga je pa-
sivna akumulacija konjugata u ¢vrstim tumorima.
Endotelijska prevlaka krvnih Zila je u normalnim
tkivima neprekinuta $to onemoguéava prolaz ma-
kromolekula. Krvne Zile u tumorima éesto imaju
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Slika 3 - Fragment konjugaia HPMA kopolimera s doksorubicinom.

Fig 3

isprekidani endotel pa makromolekule lakse pro-
laze kroz njih. Ako je uz to smanjena udinkovitost
limfnog odvodenja, makromolekule ostaju uhvade-
ne u tumorskom tkivu. Sve to dovodi do poboljsanja
antitumorskog djelovanja.

U fotodinamskoj terapiji karcinoma upotreblja-
vaju se fotosenzibilizirajuée tvari (fotosenzibiliza-
tori) kao antitumorski agensi'’. Fotosenzibilizatori
(porfirini, ftalocijanini, purpurini, klorini, naftalo-
cijanini, kationske boje, tetraciklini i drugi) pot-
puno su inertni prije izlaganja svjetlosti, a aktivi-
raju se zratenjem odredene valne duljine sto rezul-
tira stvaranjem singletnog kisika kao vrlo reaktiv-
ne Cestice. Ako ozradimo samo ciljno tkivo, samo
ée se u njemu aktivirati ljekovita tvar. Upotrebom
konjugata koncentracija ljekovite tvari se poveéala
u ciljnom tkivu (dio doze je otiSao i u druga tkiva),
ali se ljekovita tvar aktivirala samo tamo gdje je
njen uéinak potreban. Time je postignut dvostruko
ciljani uéinak.

Kao potencijalni sustav za dvostruko ciljanu te-
rapiju nadinjen je polimerni fotosenzibilizirajuéi
konjugat HPMA kopolimera i klorina e, kao pred-
stavnika fotosenzibilizatora®?. Usporedivana je
fotodinamicka aktivnost samog klorina e;, polimer-
nog konjugata sa i bez anti-Thy 1.2 antitijela, te

—~ A part of HPMA copolymer-doxorubicin conjugate

konjugata s galaktozaminom. Dok je slobodni klo-
rin e, citotoksi¢an i u mraku i nakon ozradivanja,
konjugati pokazuju citotoksi¢nost samo nakon ira-
dijacije. To se moZe objasniti promjenom lipofilno-
sti klorina eg dok je slobodni klorin e; lipofilan i
dobro difundira u stanicu, konjugat je manje lipo-
filan, a ulazi u stanicu pinocitozom. Nakon ozradi-
vanja nastali singletni kisik osteéuje membranu li-
zosoma, §to dovodi do oslobadanja enzima 1 auto-
lize stanice.

Ciljana terapija je osim kod citostatika vazna i
kod antibiotika®. Proudavana je aminoliza kopoli-
mera N-(2-hidroksipropil)metakrilamida (1) i p-ni-
trofenilnog estera (met)akriloilaminofenoksioctene
kiseline (16-19) sa 6-aminopenicilanskom kiseli-
nom (6-APK) (24) kao modelom penicilinskih an-
tibiotika. Monomeri 16-19 i odgovarajudi reaktivni
polimeri 20-23 imaju p-nitrofenilnu estersku gru-
pu u orto ili para polozaju u odnosu na benzenski
prsten. Sinteza konjugata 25 prikazana je na shemi
8.

Dizajniran je kopolimer za ciljanu peroralnu
primjenu, pogodan za lije¢enje upalnih bolesti de-
belog crijeva®®, Taj kopolimer ima 5-aminosalicil-
nu kiselinu (5-ASA) vezanu preko aromatske azo
veze koja se pod utjecajem reduktaza iz anaerobnih
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Shema 8 - Struktura konjugaia sa 6-aminopenicilanskom kiselinom

Scheme8 - Structure of polymer-6-aminopenicillanic acid conjugate

bakterija cijepa iskljué¢ivo u debelom crijevu. 5-ASA
je djelatna komponenta sulfasalazina koji se upo-
trebljava za lijeCenje ulcerativnog kolitisa. Ako je
na konjugat vezan i fukozilaminski ostatak bioad-
hezivnost na lektine sluznice debelog crijeva je
znatno veéa, a time 1 vrijeme zadrzavanja ljekovite
tvari u GI traktu. Pradeno je oslobadanje 5-ASA
nakon inkubacije s ektraktom iz slijepog crijeva
Stakora ili pod utjecajem Séreptococcus faecium, uo-
bi¢ajene bakterije debelog crijeva te u pokusima in
vivo na Stakorimal’. Stupanj cijepanja azo veze u
konjugatu bio je sliéan kao kod niskomolekulskih
azo supstrata.

Sinteza HPMA-5-ASA konjugata opisana je u
nekoliko publikacija®%%. U prvom radu sintetizi-
ran je aktivirani kopolimer 26 (s reaktivnim este-

rom na Gly-Gly boénom lancu) koji je zatim ami-
noliziran fukozilaminom i azo derivatom salicilne
kiseline 27 (prireden iz etil-p-amino-benzoata, sa-
licilne kiseline i odgovarajuéeg hidrazina). U dru-
gom radu aktivirani kopolimer 26 aminoliziran je
galaktozaminom i B-aminoetil p-aminobenzami-
dom. Posljednja komponenta potrebna je za uvo-
denje salicilne kiseline. Treéi sintetski put je vari-
Jjacija prethodne dvije sinteze. Monomerni MA-Gly-
-Gly-ONp je prvo aminoliziran s 27, a zatim poli-
meriziran. Sinteza konjugata sa 5-ASA prikazana
je na shemi 9.

Osim za pripravu polimer-lijek konjugata istra-
Zivana je moguénost primjene HPMA kopolimera
u drugim sustavima za kontrolirano oslobadanje
ljekovitih tvari. Na primjer, pripravljeni su novi
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Scheme9 ~ Synthesis of 5-ASA conjugate for colon-specific drug delivery

biorazgradljivi hidrogeli na bazi kopolimera HPMA
1 N,O-dimetakriloil-hidroksilamina (DMHA) pogo-
dni za kontrolirano oslobadanje ljekovitih tvari®.
Opisana je njihova sinteza, razgradnja in vitro i
upotreba kao matriksa za kontrolirano oslobadanje
liekovitih tvari. Proudeni su uvjeti umrezavanja i
svojstva dobivenih hidrogela. Dokazana je njihova
stabilnost u kiselim uvjetima i razgradnja u neu-
tralnom (pH 7.4). Kao modeli ljekovitih tvari upo-
trebljeni su doksorubicin i HPMA kopolimer konju-
gat s doksorubicinom. Njihovo oslobadanje iz ma-
triksa hidrogela zavisi o difuziji, razgradnji hidro-
gela i kombinaciji ta dva procesa.

Takoder su ispitivana transportna svojstva ra-
zli¢itih N-supstituiranih metakrilamida, izmedu
ostalog kopolimera HPMA, mjerenjem prolaska
elektrolita 1 saharoze kroz membranu nadéinjenu od
odgovarajuéeg umreZenog polimera®. O¢ito je da su
HPMA kopolimeri interesantni i za farmaceutsku
tehnologiju, pa je moguéa njihova primjena i u tom
podrudju farmaceutskih znanosti.

Zakljuéak

PolitHPMA) 1 njegovi kopolimeri kao vodoto-
pljivi, biokompatibilni i netoksiéni spojevi pogodni
su nosadi ljekovitih tvari u polimer-lijek konjuga-
tima. Struktura kopolimera moZe se modificirati
radi poveéanja lipofilnosti (uvodenjem tirozinamid-
nog ostatka) i selektivnosti (uvodenjem odgovara-
juéih monosaharidnih ostataka). Dokazano je da
samo ljekovite tvari povezane na polimerni kostur
preko biorazgradljivih boénih lanaca mogu dospjet:
u citoplazmu stanice i tamo ispoljiti svoje farmak
losko djelovanje. S obzirom da je ciljana terap
najpotrebnija kod tumorskih oboljenja, veéina
njugata sadrzi neki od uobiéajenih citostatika.
ki konjugati su pogodni za ciljanu peroralnu t:
piju, tj. za specifiéno djelovanje u debelom cr
Mnogobrojni bioloski pokusi in vitro i in vivo uka-
zuju na razlic¢itu distribuciju i manju toksi¢nost i
kovitih tvari kovalentno vezanih na polimern: n
sa¢ u usporedbi s nevezanim ljekovitim tvari
Zbog toga se polimer-lijek konjugati danas smatra-
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Jju vrlo perspektivnim nadinom isporuke ljekovitih

tvari.

Po

pis kratica

List of abbreviations

Acap - g-aminokaproil

AIBN ~ 2 2-azo-bis(izobutironitril)
Ala — alanin

6-APK - 6-aminopenicilanska kiselina
5-ASA - 5-aminosalicilna kiselina

DCC - N,N'-dicikloheksilkarbodiimid
DMF - N,N-dimetilforamid
DMHA - N,0O-dimetakriloil-hidroksilamin

DNM - daunomicin

DOX - doksorubicin

GI — gastrointestinalni
Gly — glicin

GSA - reducirani glutation

HMPA - N-(2-hidroksipropil)-metakrilamid
HMW - visokomolekulski

ip. — intraperitonealni
L. - intravenski

Leu - leucin

LMW -~ niskomolekulski
MA — metakriloil
MADIB - 2,2'-azo-bis(metilizobutirat)
NAp — p-nitroanilin

Np — p-nitrofenil

Phe — fenilalanin

p.o. - peroralni

PRM -~ puromicin

s.c. — subkutani

Tyr — tirozin

Val ~ valin
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SUMMARY

Polymer-drug conjugates. IIL. Development of polyN-(2-hy-
droxypropyl)methacrylamide conjugates

Branka Zorc and Renata Banek

In this paper, synthesis of polyN-(2-hydroxypropylimethacrylamide and related
copolymers is reviewed, as well as HPMA copolymer-drug conjugates with numerous
pharmacological active substances (proteins: insulin, trypsin, chymotrypsin, chy-
motrypsinogene, acetylcholineesterase, vaccines; antineoplastic agents: adriamyecin,
daunomyecin, puromycin, melphalan, sarkolysine, doxorubicin, photoactivatable drugs;
6-aminopenicillanic acid; anti-inflammatory agents: 5-aminosalicylic acid). A review of
related biological testing required for estimation of potential application in pharmacy
and medicine is given too. One of the conjugates, poli(HPMA) copolymer with doxoru-
bicin has successfully passed the clinical trials and its approval as a drug is expected.
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