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Formulace ' tvofena stabilizovanymi &asticemi obsahujfcimi

- transfekéni éinidlo nebo &inidla a nukleovou kyselinu

- Oblast techniky

Vynadlez se tyka kombinaci, tvofenych transfekénim &inidlem

L . Tane eve

) o Pv 24824-19

nebo &inidly a DNA, jejich% velikost &astic je stabilizovéna

pomoci ‘neionogenhiho pbvrchové aktivniho -¢inidla, a pouZiti
téchto kombinaci v genové terapii. |

Dosavadni stav techniky

Cetna genetlcka onemocnéni jSOU zpusobena chybnou expresi

nebo/a abnormalnl expresi tj. nedostate&nou .nebo nadmernou ‘
expresi ,]edne nebo né&kolika - nukleovych kyselln Zékladnim
" dkolem - genove .terapie Je naprav1t ‘tento . typ "genetické

abnormallty expresi in vivo nebo in vitro klonovanych genl v
bunce '

\% souéashé dob& je - navrZeno. né&kolik zplsobld pro
nitrobunécnou ‘dodévku uvedeného typu genetické informace.

Jednim .z téchto  'zplisobl je zpiscb zaloienﬁf‘ha 'poﬁiiti

chemickych nebo biologickych vektoru. Syqtetické vektory maji

dvé 'hlavni funkce: uvedeni do komplexu DNA, kterd mé& byt
transfekovana, a podporeni Jejiho uchyceni v bufice, jakoZ 1

" Jjejiho pruchodu skrze plazmovou membranu a piipadné skrze obé&

jadrove membrany. 2 vyvinutych vsyntetlckych vektortt jsou

nejv?hodnéjéi kationtové polymery  typu polylysinu . a
DEAE-dextranu nebo alternativné lipofekéni &inidla.

‘PEi uvedéném typu transfekce bylo podstétného pokrdku

dosazeno vyvinutim technologle zaloZené na pouilti katlontovych
transfekénich -Einidel typu lipofek&nich &inidel a . pEesnéji -

katlontovych lipidd. Takto bylo prokédzéano, Ze- positivné& nabity
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katicntovy | lipid, - , ktervm je
N"[l-(2,3—dioleylbxy)propyl}-N,N,N—trime y?amonlumchlorla
(COTMAR), spontané interferuje ve formé liposoml nObo malych

mecnych s§ DNA, Xterd je negativné nabita, za vzniku Komplexd
lipid/DNA, Které jsou schopné spojit s s bunéénymi mempranami

a takto umoinit n1urob ¢nou dodavku DNA.

Na zdkladé uvedené struktury bvlu pozuejl vedle produktu
DOTMA VVVLQULY i dals &ahlonLove llpldv, obsanuj1c* lipofilni
skupinu komblnovanbu s amino-skupinou pfes dlsLancnl rameno
(" spacer"). JaxozLo piiklady takovych stru<bur‘je mozne ze#mena
uvést struktury ObsaﬂU]lCl jako llcor11n1 ‘skupinu dvé mastne
kvsel1ny nebo cholesLerolovy deerQL a obsahujici krome toho v
prlpade,. zZe je' to zadouc1, jako amino-skupinu kvarternl
amoniovdu'skupiﬁu. JakoZto zdstupcl této kategorie kationtovych
lipidd mohou byt zejména uvedeny DOTAP, DOST nebo ChOTB. Dalii
sloueniny, jako-napiiklad DOSC a ChOSC, jsou charakterizovédny

piitom nostl cholinové skupiny namiste kvartérni amoniové -

Rovnéz byla 'pppséna daldi skupina lipofek&nich &inidel,
kterd =zahrnuje lipopélyaminy. Obecné se jednd o amfifilni
molekulu obsahujici alespofl jédnu hydrofilni ‘polyaminovou
oblast, ktera.je kombinovidna prostfednictvim tak zv. distanéni.
 oblasti (spacer) s lipofilni oblasti. Polyaminova Oblast
llpopolvamlnu, kterd je kationtové' nabita, je  schopna
reversibilni kombinace s ~nukleovou. kyéelinou, ktera Je
negativné nzbita. Tato interakce vyrazné zkompaktfiuje nukleovou
kyselinu; Lipofilni ~oblast ¢ini tuto ' iontovou interakei
necitlivou 'vi¢i  vnéj3imu ‘prostfedi = 'potazenim vftbofené
nukleolipidové Castice lipidovym filmem. V tomto typu sloucenin
muze byt kationtova : skupiha . ' reprezentovéna
L;S—karboxysperminOVYm radikdélem, ktery obsahdjenépyfi améniové
skupiny, z nichz dvé jsou primarnimi amoniovymi skupinami a dvé
“zbyvajici jsou sekundédrnimi amonidv?mi Skuplnami., Mezl tyto
sloueniny pat¥i DOGS a DPPES. Tyto 1lipopolyaminy | jsou
nejuéinndjsi pro transfekei primdrnich endokrinnich bunék.

-
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Zto fl(ladv sloucenln nalezejlc1cn X teto posledné uvedené

2

0
Skupiﬁé 12e zejména uvest lloooolyam;ﬁy pcpsangd v patentovych
fihlaskach WO 96/17823 a WO 97/18185

O
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Nicmené Je Zzadoucli =zlepdit "kvalitu téchto syntetickvch
vektorl a to zejména pokud jde o tvorbu komplexu s nukleovou
kyselinou a stabilitu  &astic uvedenych nukleolipidovych

komplex. Ve skuteCnosti prPi -pouiti kdnvenénich Fo*mulaci,

~ tvofenveh  nukleoveu kvselinou a KaulontOij tr¢n5¢ﬂkcn1

anldlem, lze pozorovaL Zastou a rych1ou tvorbu aqregaLu Castic
nu&1eollpldoveho komplexu: Rezultujici agregdtv maji potom

velikost, "Kterd Jje Jen sté3%i sluitelnd  § terapsutickou

transfekci.‘Jedno Z Eeéeni,:které byla a% dosud' navrZena za
Ucelem ellmwnace uvedeneho agregacnlho jevu, spoCivé v tom, Ze

‘se do formulace zaveae katlontove transfeﬁcul Clnldlo, jakym je

naprlxlad Llpo_ekcn; ¢inidlo, . v .naqmernem' mnozstVL,, t.j. v

~nadbojovém pomé&ru lipofekén ni c1n1alo;nuklpova Kyselina asi 10

hebo:jeété vySSim. Kromé& skutednosti, zg_;axové'feééni.neni
vidy UEinné, neni toto fedzni  zcala guspokojiféle“hlediska
bezpednosti. Kationtovd transfekéni ® Ginidla, jakgmi jsou
lipofek&ni ¢inidla -a kationtové polymery,  jsou - totliZ - sama o
s0bé slouépninami, u ktervych je ‘I-pfipadé jej*ch‘pouiiti ve
velkém nnozstv1 ‘riziko, Ze budou . relatlvne tOXlCKe pro bunxv

do mgervcn ]SOU tyto sloucenlny 1nkorporovang.

Bvlo Dy proto-veTml vvhodne mit z terapeut*ckého hlediska k

dVSpozici formulace na bédzi kationtového transLekcnlho c1n1dla

a nukleové kyseliny, kuere by mely redukovany nadbojovy pomér, a

fktere by 1 presto bvly stabll1ln1 v prubghu casu ve forme

neagregovanych castlc Jak Jiz wv3ak bylo\uvedeno vyse, jSOU

Akoncentracnl . z0ny  nukleova kysellna/lloofekcnl ¢inidlo,

OdeVldalel takovym nabogovym pome“um, sdruzany s nesbaollnlm"
fVZanlnlm stavem. Velmi- rychle takto- dOChaZl k agregaci

nuk;eollpldOVYCh Castic. Kromé  toho je rovn&Z znémo, Z%e

pfitomnost soli typu NaCl, kterd .se konvenéna. pouiivé ve

formulacich - obsahujicich kationtové transfekéni &inidlo a

nukleovou. kyselinu, mize indukovaf‘pii uréitych koncentracich
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precipitaci nukleolipidovych ¢éstic. Cim  vy3s3i Je takto
Xoncentracs soli, tim vat éi oude  koncentradéni roznezi
transfe <c11no ¢inidla, ve kterém dochézi X uvedesné precipitaci.

Cilem vynalezu je zlep3it hodnotu uvedenych koncentraénich -
z6n komplex kationtové transfekéni ¢inidlo/nukleovd kyselina,

tere jsou - vyhodné 2z bezpe&nostniho hladiska ~vzhledem k

>

redukovanym mnoZstvim vektoru a také z hlediska interference :s
OSLaLQIml protclny berouce v uvahu jejich redukovanf naboj. Je
totiz znémo, e v pEipadé, Ze komplexy ma3i relativné nizky
naboj, Je GyZnamné snizena i jejich interference se sérovymi
proteinv lin vivo. To je - samozfejmé obzvlasté 'vyhodné v prlpade
pfenosy nukleovych . kyselin ~in vivo (Remy,
' J.S.Proc.Natl,Acad.Sci. USA 1995; 92, 1744-1748). O interakci
tohoto_'typu lnterakce mezi -Séfonmi- pfoteiny a liposomy
Rojedndvaji &etné ¢lénky '(Senior, J.H. a kol., Biochim.
Bibphys. Acta 1991} 1050, 173-179;, Hernandez“Case;lesng. a
‘-kol,; Molecular and cellular Blochem1stry 1993, 120, 119—126;
Oku, 'N. a kol. Biochim. Biophys.. Acta 1996, 1280, '149-154).
“Rovnéi bvlv publikovany udaje o aktivaci. systému komplementu
komplexv na bdzi DNA pouuvanym1 Vv genove terapli. Stupen
aktivace.komplemenuu zavisi ne uabojovém poméru kationt/DNA.
Poslgdné uvedeny _jev Se zeJména uplatiujs u poiykatlontu,
Jakymi jsou polylysiny a liposperminy”(napr1x1ad DOGS) . Uvedené
aktivace - komplementu je méné .citlivd na nabOJovy pomér v
pEipadé kvartérnich ameniovych sloucenin, jakymi jsou DOTAP,
DC-Chol nebo DOTMA (Plank,.C. a kol., Human Gene Thefapy 1996,
7, 1437-1445) . | | I

" Vzhledem kk'VYEG uvedendmu by tedy bylo vyhodne z
Lerapeutlckeho hlediska nut lc dlSpOZlCl formulace Obsahdlel
‘komplexy katlontoveho transfekanho ¢inidla a nukleove kyseliny
.8 -vwysokou koncentraci hukle6VYCh kyseiih’ nebo/a redukovanym -
nebo dokonce témé&fF neutrilnim nabojovym pomérem, které Jjsou
navic stabilizované v’ tekuté forms koleidniho typu, tj.'které
'jsou Vv neagregované formé&, pFicem? tyto dva znaky jsdu zjevne

pfirozené nesluditelné.
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Podstate vynalezu
Nyni pfihlasovatel prekvaoenlm pr0ﬁazal Ze ptidavek

nei onOﬂennlno povrChove aALLanho c1n1dla kK Casticim komplexl

“kationtového 'transfexcnlho ¢inidla nebo €inidel a “nukleové

kvseliny, které jsou pFirozend nestabilni, tj. které maji sklon
k .rychlé Lvorbe agregétﬁ, umoziuje Uéinn5 blokovat uvedeny
agregalni jev a tud ¥ SLablllZOVat castlce komplexu tak, 3Ze

jEj1cn vellkost ]e men51 nebo rovna asi 160 nm.

-Prvnim - pfedmétem- vynalezu‘ je kompozlce -prZiteiné' p:p‘
gehbvou terapml a- ODsahUlel castlce kompllexu ‘gationtového
transLexcn¢ho c1n1dla .nebo c1n1de1 a nukleové kyseliny, Jjejiz
podstata’ spotivd " v tom, ‘Je navic ‘obsahuje . alespod jedno
neionogenni povruhove akulbnl ¢inidlo. v mnoist¢i>_ ‘které je
aosuabecne ke stablllzac1 VellkOStl CaSth men51 nebo raovné 160

’

nm.

‘V‘.*émci 'vynalazu se - StaDlllZOVanvml Easticemi nebo

Casticemi se stab11120vanou velikosti rozumi éésuice, jejlchz

.vellkost neni nachylné ke zmene v prubehu casu, zejmena kdvz
']sou Lyto casLlce udrzovany v dlsnerz1 nebo v roztoku. Oorotl

.konvencn m -OrﬂLlGClm,At]u rormulacwm neoosanu31c1m nelonogennl

po«rchove axtivni - &inidio,.. mohou by; narokované komp021ce

skladovany po. dlouhou dobu, aniz by u nich dochézelo v uvedene-

disperzi -k  jakékoliv modlf1kac1,_, zejména k mod1f1kac1

agragacniho’ typu. Velikost takto stablllzovanvch cast1c se

obeCne ponvbuje me21 50 a 160 am, vyhoape mezi 75 a 150 nm.r

\% neorltomnostl naroxovanehn nelonogennlho ' povrchové’

~aktivniho ¢&inidla® docnaZl u &astic komplexu‘fp itomnych v
“nérokované kompozici ke sponténni tvorbé agregatll, jejichi

“velikost je VELS1 nez 150 nm.

-

Kromé€ toho Dfihiaébvatel prokétal' ie komp021ce podle

‘vynalezu ma lamelarnl strukturu majici alte;natlvne dvouvrstvy

lipidd s mezilehlymi vrstvami DNA.
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lﬁeionogenni‘ povrchové aktivni ¢&inidlo. podle vyndlezu ma
v?hodné alespof jedeh hydrofobni segment a aléspoid  jeden .
nvdrofilni segment. Hydrofobni &asti miZe bvi alifatickykiétéz,
poiyoxyalkylen, - alkylidenpolyester, poly hy englykol s
dentritovou benzylpolyetherovou hlavou nebo cholesterol. Pokud
jde o nydrofllnl.castp miZe byt touto casti polyoxyalkylen,

polvvinylalkohol, pol vinylpyrrolidon nebo ‘sacharid.
¥ Y poly Yipy

Vyhodn2 “je' povrchové . aktivni ¢inidlo, pouzité v ramci
vynalezu, tvofeno neba odvozeno od neicnogenniho polyolu a
zejména od polvoxvalkylenu s alkylenovymi sxuanam‘ cdlisne

nebo neodli3né délky nebo/a struktury v Dolvmﬂru

VY?odnéji toto neionogenni povrchové aktivni ¢inidlo
odpovidd nésledujicimu Obecnému vzorci:

t

HO (CH,CH,0) _ (CH(C H \/Fufwb(CHgﬁgO)cH

ve kterém a, b a ¢ 'znamenaji nezévisle jeden na druhém celé
¢islo 20.az 100. . . = . ’

Uvedené neicnogenni povrchové aktivahi éinidle je vvhodné
pfitomné v kompozicich podie vyndlezu v koncentraci mezi 0,01 a

E
10 % hmotn./cbj., vyhodnd mezi 0,02 & 5§ 3 hmotn./obj., vztaieno

na hmotnost uvedensg kompozice.

Pfitomnost takového nelonogennlho povrchove aktivniho
¢inidla v kombinaci s uvedenyml xomplexg We vyhednd 'z nékolika
divoda:

.V ramci vynaTezu jsou katlontove trans;excnl ¢inidle nebo

Cinidla a nukleové kysellny-prltomne v kompozici v nibojovém. -

*pomeru, ktery je samozfejmé pfiznivy pro rozvoj uvedeného

-agragalniho jevu. To vede k tomu, Ze pOthlVﬂl naboge nesené

kationtovym transfekcnlm c1n1dlenz nebo ¢inidly Jsou pouze v

mlrnem prebytku vzhledem k negativnim ndbojum nesenym nukleovou

kysellnou v komplexu nebo nejlepe jsou s uvedenyml negaulvnlml

nabOJl v rovnovaze Takovy nébojovy pomér: ]e obzvlaste vyhodny
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z nhlediske in vivo, pomnévadz Jje mén2 Ekodlivy pokud jde o

nteraxci se sérovymi nnbo jinymi proteiny, jakym je napfiklad

b=

LD umin, a Jynodne351 z hlediska bezpecnosti. Pro ilustraéi lze

uvést, zs tento nabojovy pomdr se vyhodné pohvbuje me21 1aé6a-

je v;hodpﬂ niz3i nez 4.

Navic Jje uvedené neiornogenni povrchové aktivni c1nldlo

zcela kompatibilni s peddnim in vivo. V pFipadé formulace podle

"vynalezu neni ve skutecnosti nezbytné odstranit toto

neioncgenni povrchové aktivni &inidlo 'z kompozice jedtd pie

injexci kompozice do bunék urdenych k odetfeni.

Konedné lze uvést, ée'kompozice podle vynadlezu mohou byt

vvhodné skladovany. = Pfitomnost neionogenniho povrchove:

actlvnlno Clﬂldla uc1nne olo&u3e jakyﬂollv prec1p1tacn1 jev v

uvedene &ompoz1c1

JakoZto vvhodne neionogenni povrchove aktivni Cinidlo podLe

-vynalezu lze obzvlaste uvést slouceninu obecneho vzorce:

EO (CH CH RN (-' (CH,) (f"H_O) (CH CH. O} -

ve kterém a je rovno 753, b je rovno 30 a ¢ je rovnc 75.

Da151m1 vyhodnyml ne10nogenn1m1 povrchove axtlvnlml €inidly

-jSOU polyethylenglykol s dentritovou ~ benzylpolyetherovou

hlavou[ | polyoxyethylenalkoholy g nebho

polyoxyethvlennonylfenylethef

Kationtové transfekéﬁi c1n1dlo vynodne v rémci vynélezu

zahrnuje kationtové polymery a llpOLekCDl c1n1d1a.

‘Pokud‘jde'zejména o} liquekéni cinidla, rozumi se pod timto

oznaCenim v rémci vyndlezu libovolnd sloudenina nebo "smés,

majici l1oldovy charakteL a ]souc1 p021t1vne nabita, kterd jiz

"byla navriena Jako aktivni ¢inidlo v souvislosti. s bunéé&nou

transfekci nukleovych kyselin.

Obecns jde o amfifilni'molekuly obsahujici alespofi jednu
lipofilni oblast kombinovanou nebo nekombinovanou s hydrofllnl
oblastl
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Kvartérnl amoniové skuciny.

£0Zto zastupce prvni skupiny slouCenin je moiné zeojména
navrnnout lipidové smési schopné tvofit kationtové liposomy.
Tyto formulace mohou takto obsahovat POFPC, 'fosfatidylserin,
fosfatidylcholin, . cholesterol, lipofektamid -~ nebo
maleln?mldorenwlbutvrvl;osfaulayletnano1amln kompinovany s

kationtovym lipidem, ktery byl definovan vyse.

<
Al

amci specifického provedenti Vynélezu ‘mé pouzité
Tipafekéni ¢inidlo kationtovou oblast. |
Jakozto pfiklad  tohoto  typu . kationtovych  lipidd.
konstrucvanych. na zikladd strukturhiho - modelu: lipofilni
skupina kombinovand s amin0mskupinou pfes tak zvané distancéni
rameno ("spacer") lze ' zejména 'uvést . Drodu&u\ DOTMA a rovnez
katlontove llpldy, které jako -lipofilni "skupinu obsahuji dvé
mastne kvsellny nebo . Cholesterolové derivaty, a kterd navic

obsahqu v pilipadé, .- Ze je ‘to zadouc1;' Jako, amino-skupinu

kvartérni amoniovou skupinu. JakoZto ;éstupci ‘teto kategorie

kationtovych lipidd lze zejména uvést lipidy DOTAP, DOBT nebo
ChOTB. . Jiné sl“uéeninv, Jakymi jsou naDrWRTad DOSC a ChOSC,

Jsour charakterLZOvanv prltomnostl cholinové kuleYn namisto

- Vynodné mohou byt ‘taka lipofekéni ¢&inidla vhodng pro

pouziti v rdmci wvyndlezu zvolena z llpooolyamlnu, jejichz

-polyamlnovg ob1ast odpovidd obecnému vzorci:

H,N- (- (CH) -NH-) -H

S ve kterem m znamenda celé ClSlO veb31 nebo rovne 2 an znamena

cele c1slo veétsSi nebo rovné 1, pfidemZ je mo3né, Ze se m méni v
pfipadé riznych " uhlikatych skupin rmezi dvéma aminovymi
skupinami, prlcemé tato polyamincva oblast je kovalentne vazana
s lipofilni. oblasti nasvceneho nebo nenasyceneho uhlovodlkoveho
fetézce cholesterclového typu nebo S ptirodnim nebo syntetlckym
llpldem schopnym tvorlt ldmelarni nebo- hexaqonalnl faze Tato

polyamlnova cblast Jje vyhodneTL reorezentovana sperminem nebo
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nékterfm z jeho analogl, ktery si zachoval schopnosi ®vazat

1]

‘nuklsovou kyselinu.

palmitoylqufatidylethanolamin—S—karboxyspermylamid (DPPES) .

Patentova Drlh}aSKa EP 3%¢ 111 popisuje lipopolyam;ny této
skupiny, kxteré jsou schopné pouiiti v ramci vynélézux Jakozto
-zéstupce; téchto . llooooly:**:ﬁ lze zejména uvést
dioktadecylamidoglycylspermin ' (DOGS) _ a

V 'ramci vyndlezu mohou byt rovnéz pouzity. lipopolyaminy

popsane v patentové pPihlédSce WO 96/17823. Tyto lipopolyaminy
e o .

31 obecny vzorec:

. HN-CHmNHnH
| R

ve kterém R znamend skupinu

R ‘ |
X—7Y
—-(?H)p/' | >—X>b&_"Rﬁ
R,

R,

pEicdemz X a X' <znamenaji nezdvisle jeden na druhém atom

Kysliku, methylenovou skupinu -CH) kde q znamena 0, -1, 2

nebo 3, nebo .amino-skupinu -NH- nebo -NR’-, kde R’ znamena

alkylovou skupinu obsahujici 1 a2z 4 uhlikové atomy, Y a ¥°

znanehaji nezdvisle Jeden na - .druhém methylenovou skupinu,

‘karbonylovou skupinu nebo skupinu C=S, R,, R, a R znamenaji

4
nezavisle jeden na ~druhém atom vodiku nebo substltuovanou nebo

nesubstltuovanou alkylovou skupinu obsahujici l a? 4 uhlikové:

atomy, p se muze ménit mezi 0 a 5. R, znamena cholesterolovy

-
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derivadt nebo dialkylamino-skupinu vzorce -NRR,, kds R, a R,
znamenaji nezavisle jeden na druhém na5vCﬂﬂou nebo nenasycenou,
pfimou nebo rozvé&tvenou alifatickou skupinu oosanu31c 12 az 22

unlikovych atomil. . ‘ .

‘. ' 3 - - 4 » o ,‘ v s
Jakozto zastupéi téchto lipopolyamind zde mohou byt zejména
uvedeny 2,5-bis(3-aminopropylamino)pentyl (dioktade-
cylkarbamoylmethoxy)acetdt a 1,3-bis(3-aminopropylamino)-2-

propyl(dioktadecvlkarbamoylmeuhoxy,auecat

Konein& nové llpopolyamlny, jejichz hoednota mi%e Dbyt
zlepSena v rémci vynalezu, bylv nedavno popsany .v pa;enLove

pfihlasce WO 97/18185 Tyto s1oucen1ny majl obccny vzorec:

Rl =~ N

' -0 R4
SN | ey
R2 ! n P

ve kterém R, R, a R, znamenaji nezavisle jeden na druhém atom
vodiku nebo skupinu - (CH,) -NRR’, kde g se mi%e ménit mezi 1,
2, 3,'4,.5 a 6 a to nezédvisle mezi rtznymi skupinami R, R, a
'R,, a R a R’ znamenaj i nezdvisle jeden na druhém atom vodiku

-nebc skupinu —(Cng:- “kde q’se mize ménit mezi l 2,‘3, 4,

2
3.2 6 a to nezdvisle mezi rlUznymi skupinami R a R, m, n a p
znamenaji nezavisle jeden na druhéﬁ celé éis1o, ktere se miie
ménit mezi C.a 6, prlcemz kdyz n' je vet51 nez 1, m miZe mit
rizné hodnoty a R, miZe mit rizné vyznamy v ramci uvedeného

ooecneho vzorce, a R, znamﬂna skuplnu obecneho vzorce

1 | R6:

o —fx—-f— cm;—-vf}:—w\m
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ve Kktersm R a R, znamenaji wezavisle jeden‘ na druhém atom
vbd;ku nebe nasytenou‘ nebo  nenasycsnou- alifatickcu skupinu
obsahujici 10 a% 22 uhlikovych atomi, éfiéemi alespoil- jeden z
uvedenych dvou obecnych symbolll ma vyznam jiny .ne% atom vodiku,
U zazmend celé Cislo mezi 0 a 10, pficemz kdy? je u vAt3i nes.
1, mohou mit R, X, ¥ a r rﬁzné vyznamy v ramci riznych
Jednotek [X—(CHRQ:—Y}, X znameni atom kysliku nebo atom siry
nebo aminovou skupinu, ktera Je nebo neni monoalkylovana, Y
znamena karbonylovou skupinu nebo methylenovou skupinu, R,
Znamena atom vodiku nebo boéni fetézec‘pfirodni aminokyseliny,
Kterv je pripddné substituovén, & r znamend celé &islo 1 a3 10,
znamend substituovany nebo

pfigemz kdyZz r je rovné 1, R,

nesubstluuovany boéni fetézec pfirodni omlnokysellnv a kayz r

je vét3i nez 1, R znamena atom vodiku.

. Jakoito .pfiklady téchto lipopolyaminﬁ lze zejména uvést

nasledujici lipopolyaminy:

'{HEN(CHQ')J]EN{CHZLN{(CH,)al\EHIj} (ca,) mcE, COGLyN [(ca,) CE, T,
-~ HyN{(CH,) )NH (CH,) NH (CH,) ,NHCH, coch[ CH,) ,,CH,],

- H,N(CH,) ,NH(CH,) NH (CH,) ,N HCnZCOArgN[ CH,) ) uCH ]

Obzvldsté vjhodné lze v ramci vvnilezu pouzit lipofektamin,
. (DOGS),
palmitoylfosfatidylethanolamin- 5 Aarboxysmermylamld (DPPES),

d1o<Ladecylamldoglycvlsoevmln

2,5+ bls(3,amlnopropylamlno)pengyl(dloxtadecylkarbamoylme—

thoxy)acetat, - 1,3~bis {3~ amlnoprooylamlno) 2-propyl (di-
okbadecy1karbamovlmethoxy)acehat a '

4

{H;N(CH,) 4 },N(CH,) N{ (cﬂ ) NH.} (CH,) l\I'r*CrIZCOClyN[(C%)nC»-IJI
H,N (CH, ) ;NH (CH, ) ,NH (CH,) 3NnCH2COGl_VN[ (CH,) ,CH, 5.

'H,N(CH, ) ;NH (CH, ) NH {CH, ) ,NECH,COArgN [ (CH,) ,CH,],

’
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Rovné€Zz mohou byt takto pouZity kationtové lipidy obsahujici
jednu nebo nékolik gquanidiniovych nebo/a amidiniovych skupin,
)

C Jjakymi jsdu zejména kationtové lipidy pcpsané J.M. Lehn-ém a
kol. (Proc.Natl.&cad.Sci.USA,1996,93,9682-9685). |

Kationtovym polymerem, ktery mdZe byt v ramci vyndlezu
pouzit ' jako' kationtové transfekéni &inidle, je vyhodné
I

slou€enina nédsledujiciho obecného vzorca

'r
£3)

L._
—
—
—

ve klerém R znamena-atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce

P

T (CHHg), N

ve kterém n je celé &islo 2 a% 10 a p a g jsou celd &isla,
pficlemz souéet ptg ma takovou hodnotu, ze stredn1 molekulova -

hmotnost polymeru se pohybuje mezi 100 a lO Da.

Je tteba uvést,.ie hodnota n.se v obecném vzorci I miZe
. ménit v ramci rizaych Jjednotek D. Takto obecny vzorec I
r‘gahrnuje jak homopolymery, tak i heteropolymery. \

© Vyhodné&ji v dbecném vzorci n znamenad 2 a3 5. Velmi vyhodné
vlastnosti vykazuiji zéjména polymery:polYethyleniminu (PEI} a
pblvorooyleniminu 1(PPI) " Vyhodnymi polymerv»‘bro provadenl
- vvnalczu Jsou polvmery, Jejichz molekulovd hmotnost se pohybUJe
mezi 10° a5 x 10%. JakoZto ptiklady takovych polymerU'je mozné

. uvest polvethylenlmln s& stfedni molekulovou hmotnosti 50 000

~ Da (PEISO0K), polyethylenlmln se stfedni molekulovou hmotnostl
22 000 Da (PEI22K) riebo polyethylenlmln se stfedni molékulovou
hmotnosti 800 000 Da (PEI800K).. o




|—
| oY)

. ~

Polymery PEISOK, PEI22K a PEIS00K jsou komer&ng costupné.

I—'\

Pokud jde o ostatni polymery obecného vzorce I, mohou byt tyto
colymery piipravenv zp&sobem popsanym v patentové prinléd3ce. FR

94/08735.

V xompozicich podle. vyndlezu mize byt'nukledvou kyseiinou,
kterd de v kompléxu s kationtovym_transfekénim.éiﬁidlem, jak
_ deoxyribonukleové kyselina tak i ribonukleova kyseiina. , Tyto -
kyseliny mohou byt tvéfeny'sekvencemi ptirodnihe nebo umélého
plvodu, pficemz se zejména jednd o genomovou DNA, cDNA, mRNA,
LRNA, rRNA a o modifikované nebo nemodifikované hybridni
sekvence nebo évntetické nebo sémisyntatické sekvenge
ol1gonukleot1du.-Uvedene nuklesvé kyseliny mohou byt Tldsxenon
vife c1ho, rostlinného, baxLerlalnlho nebo VLralnlho puvodu.
1ou . byt ziskany libovolnou o .sobé znamou technkou a zejmena

vtfidénim z bank. '
chemickou . syntézou nebo ‘alternativné smésnymi  postupy
iahrnujicimi . Chemickou a ‘enzvmatickbu' mo&ifikaéi sekvenci
-ziskanych-vytfidénim'z bank. Tyto- SE\ nce monhou va chemicky
‘modifikované.
Pokud jde jmenovité Q deoxyf}bonukleové kyseliny, mohou byt

tyto kyseliny jedno- nebo dvouvlaknové nebo se mile jednat o

-~

deoxyribonukleové kyseliny mohou nést -terapeutické geny,

'sekvence pro regulaci pfepisu nebo replikace, modifikované nebo

nemodifikované antimediétorové sekvence, oblasti pro vézéni k
Jinym bun&énym sloZkam a podobné. | | J

V ramci vyndlezu se pod pojmem 'térépeuticky gen rozumi

zejména‘ libovelny gen kédujici proteinovy  produkt majlc1
te aoeuflckv ucznek Takto kodovanym proLnlnovym produktem mize
-byt prOtEL“, pegtid a podobng. Tento~probelnovy produkt mize
byt homologni 's cilovou buikou  (co% znamend, je se jednd o
produkt, ktery je normdlné exprimovdn v cilové buiice v pFipadg,
kdy tato cilova buﬁkalnevykézuje Zadnou patologii). 'V tomto
Prfipadé umoZfiuje exprese proteinu kompenzovat v cilové bufice

nedostatecnou expresi proteinu, ktery je inaktivni nebo omezena

P

rdtké  oligonukleotidy 'nebo o . delsi sekvence. . Tyto
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kxtivni v disledku modifikac nebo nadme;nou expresi uvedengho
vedeny LEIEDEULIC(y gen mUZe rovnéz kodovat muuant

UT
bunécného proteinu majici zvyisnou stabilitu, modifikovanou
v

axtivitu a podobné&. Uvedeny proteinovy produkt miZe byt rovnéz
heterologni s cilovou bufkou. V tomto pripadé mize exprimovany
protein napfiklad posilovat nebo poskytovat akthltu, kKteréd je

v cilové  buflice nedostatecna, c1mz ji umoznuje b030vat s

patologii nebo stimulovat imunitni.odezvu.

JakoZto pEiklady terapeutickych produktil pouiitelnych v
rémci vynalezu 1lze uvéét zejména enzymy, krevni derivaty,
hormony, lymfokiny: ihterleukiny, interferony, TNF & podobné
(FR 92/03120), -ristové faktory, neurotransmitory nebo jejich
prekurzory nebo syntézni ehzymy, trofinové ‘faktory: BDNF, CNTF,
NGF, IGF, GMF,; arGF, DbFGF, NT33, NTS, HARP/plelotrofin a
podobng, dystrofin nebo minidystrofin (FR 91/11947), protein
CEFTR sdruieny. S cystickou fibrosou, ‘nédoﬁové ‘supresni geny:
p53,8b, RaplA, 'DCC, k-rav a podobn& (FR  93/04745), geny
kédujicii fak ory. uolatnu31c1 se .pEi koagulaéi Iakuorv Vi,
VIIT a IX, genv uplatnujlc1 se Drl naprave DNA, sebevrazedne
qeny {thymldln klnaza, CthSln deam;naza), geny pro hemoglobin

nebo jiné nosidové proteiny, .geny odpovidajici proteintm

uplatiujicim se pfi metabolismu lipidd apoliproteinovéhb‘typu'

zvolené z mnoZiny zahrnujici apollpooroteﬁny A-I, A-II, A-IV,
3, C- I, €¢-I1, C-III, D, E, F, G,-H, J a apo{a), metabolické
'enzymy, Jekymi, jsou napfiklad liuoprotein—lipéza, hepatlcka
-11paza{ lec*tlncholesterOLacyl transFeraza, 7~ -alfa-cholesterol-

”hyd?oxylaza, kysellna fosfatidova-fosfataza, nebo alternatlvne'

proteinv pro orenos lipidd, jako napfiklad proteln pro prenos
ChOlESLerOleSLerU a protein pro pfenos fosfolipidd, protein pro
vazani HDT 'nebo alternativnd ~receptor zvoleny naprlkiadivz
mnoziny zahrnujici receouorv LDL, receotorv pro remnantni

chylomlkrony, sxavenzerove receutory a podobné.

Teraoeutlckou nukleovou kysellnou mize byt rovnez gen nebo

antlmedlatorova sekvence, = jejichZ exprese v cilové bufice

umozfiiuje regulovat expresi genil nebo prepis buné&&nych mRNA.

-
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Takové sekvence mohou byt napfiklad pfepsdny v cilové buics do

o

RNA Komplementdrnich X bunéfnym mRNA a tim blokovat Jjejich

translaci na protein a to v sculadu s technikou popsanou v
patentu EP 140 308. Terapeutické geny revneéz obsahuji sekvence

kddujici ribozomy, ktera jsou schopné selektivhé rozrudit

‘cilové RNA (P 321 201).

Jak jié bylo uveaeno vySe, mizZe nuﬁleova ﬁyselln; rovnéz
obsahovat jeden nebo nékolik gent xodu31c1cﬁ antigenni peptid
scnopny generovat u Elovéka nebo u - zv1rau 1nun1un1 odezvu. V
ramcl tohoto SpPClLlCKEhO provedeni vynadlez proto umoZfuje bud
vyrobu vakcin nebo imunote rapeuticke osetrenl lidi nebo zvirat,
namife@é zejména protl mlkroorganlsmum, virﬁnt'gebov‘rakoviné.

MiZe se zejmena jednat o ‘antigenni peptidy, které jsou

'speCiLlcke Lro vir Epstein- Barrov Vlr‘HIV vir hepauitldy B

(EP 185 573}, vir pseudovztekliny, syncv;1um tvorny vir nebo

" jiné viry nebo -alternativné specicfickéd pro nadorv (EE 259

212).

«Vyhodné - nukleova. - kyselina - rovndZ obsahuje sakvence
umoziiujici expresi terapeutického . ‘genu nebo/a’ genu kodu31c1ho
antigenni peptid v bufice neno v pozgdovaneﬂ organu. Mize se
jednat o sekvence, ktere Jsou pFfirozené zodpovédné za expresi
uvazovaného genu v ptipadé, kdy jsou takové sekvence schopneé

funkce v infikované bufice. MiZe se rovnéz jednat 0 sekvence

rizného pivodu (zodpovédné za expresi Jjinych protelnu nebo

dokonce o synteticke sekvence). Zejména se mide jednat o
Cromotorové sekvence eukaryotickych nebo v1raln1ch genu Mize
Jit napfiklad o promotorova sekvence odvozene z genomu bunky,

kterd md byt infikovéna. Podobnd se mize ]ednat ¢ promotorcvé

se&vence odvozené z genomil viru. V tomto ohledu lze napfiklad '

uvést promotory genu ELA, MLP, CMV a RSV a podobné. Kromé toho

mohou byt tyto: expresni sekvence modifikovanb pfidanim

. aktiva&nich hebo -regulacnich sekvenci podobne - Uvedeny

promotor mize DYL 1ndukovatelny nebo potlaCLtelny

Navic mi%e nukleova. kyselina rovnaz obsahovat zejména pred

Cerapeutickym. genem, ‘signélni sekvenci vedouC1 syntetizovany

-




teraveuticky . produkt do sekreénich. cest cilové buiky. Tato
signalni sekvence mize byt pEirozenou ‘sfgnélni sekvenci
terapeutického produkiu, i kdvz se mi%e jednat 1 o jiné funkéni
signalni sekvence nebo o umélé signalni sekvence. Uvedené
nokleovéd kyseliﬁa muze rovnéZ obsahovat signdlni sekvenci
vedouci syntetizovany terapeuticky produkt do uréité specifické‘
oblasti bufiky. ' '
-V ramci jiného pfovedeni mize narokovand. kompozice navic
obsahovat -pEisadu . typu ]
d;oleylfosfatidylethandlamin‘(DOPE), oleoylpalmitoylfosfa—
tidylethanolamin (POPE), di-stearoyl, ~palmitoyl a jmyris-
toylfosfatidylethanolaminy, jakoZ i jejich derivaty,. kteréd jsou
1 az .3 krat - N-methylované, 'fosfatidylgiyceroly,

diécylginEroly,.glykosyldiacylglyceroly, cerebrosidy {zejména

dalaktocerebrosidy) 'sf*ngClipidy (zejmena sfingomyéliny) nebo

ternalene a51alocanglloswdy (zejména asialoGMl a GM2).

V 'nedavné dobe prlhlasovatnl prokazal, 2Ze Je obzvlAasts.

**v?hoane ’you21u ~jako phisadu v .transfekénich kompozicich

slou€eninu uplatﬁujici se pr1mo nebo neptimo prl xonaenzaCL
nukleovych‘ kyselin. Tato slougenina je zcela nebo &astedné
tvotena’ peptldovyml ]ednoLkamL {KTPKKAKKP) hebo/a-(ATPAKKAA},
pfidems se podet jednotex.mpze m?ﬁif,od-z do 10. Takové éinidle
miZe Byt rovné:z odvozeno z C¢asti histonu, nukleolinu, protaminu
nebo/a nékterého - z jejich derivétﬁ..(ﬁo 96/25508) . . Takova

" sloucenina miZe byt vyhodnd zabudovédna do narckovanéd kompozice.

Kompozice podle vynalezu mohou rovné&Z vyuZivat jeden nebo

'nékolik usmérfiovacich prvkd, které umoZfuji zacilit nukleové

komplexy do' receptor( nebo ligandﬁ:hachazéjiciCh se na povrchu
buﬁky Jakoito pfiklad lze uvést, 3ze komp021ce podle vynalezu

miZe obsahovat jednu nebo .nékolik protilétek Eizenych proti

molekuldm na bunecnem. povrchu nebo alternativné "jaden nebo

nékolik ligandl membrénovvch receptoru, jako napfiklad lnsulln,\
tranferrin, kyselina -listovd nebo libovolny dal%i rlstovy
faktor, qytokiny.nebovvitaminy. Vyhodné miZe kompozice vyuZivat
modifikované nebo nemodifikované- lektiny k  zacileni

zahrnujiciho
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Specifi c<§c olysacharlau na povrchu -buiky nebo na sousedni
. . N
sitracelulérni matrici. Rovndz mohou byt pouZity proteiny s

-jednotkou RGD, cyklické nebo necyklické peptidy obsahujici

tandemcve saskupeni jednotek RGD, jako? i polvlysinové. peptidy.

Nedauno byly rovnéz popsény pfirodni nebo syntetické ligandové

- peptidy, které jsou vyhodné zeiména pro jejich -selektivitu ke
specifickym - bufikém a kteréd jsou- schopné’ a¢inné podpofit
inte:ﬁalizaci.v‘téchto‘buﬁkéch (Bary a kol., Nature Medicine,
2, 1996, 2%9-305).. Tato cusmériiujici. éinidla  jsou obecné

konjugovdna s'uvaiovanYm kationtovym transfekénim &inidlem.

Vyné1é2 s& rovnéz tykd  zplsobu pEipravy néarokovanych"

kOﬂDOZlC. Blize Spec1f1kovano, tYKo se vynélez zplsobu pfipravy
-&ompOZLCﬁ' | obsahu31c1. CaSLlCE komplexu kauwonLoveho
transfekénihe éinidla nebo- c1nldel a nukleové kyseliny, jE]1ChZ
ve41k05; je StablllzoVana, jehoz pOdSLata spodivd v tom, Ze sa

kaulonuove transfekéni ¢inidlo a. nuklecva kyselina uvedcu do

styku v pfitomnosti neionogenniho povrchové aktivniho Cinidla

‘pouzw“ého V. mnoZstvi dostateénémhke'stabilizaci velikosti takto
vytvofenych Cdstic nukleového komplexu rovné nebo menii ne? 160

nm.

BlizZe SDEClLl(OV&HO, nejdfive se smisi jedna ze slozek, tj.
nukleovd kyselina nebo . kationtové lipofekéni ¢&inidlo, s
‘neionogennim povrchové -aktivnim &inidlem, nacde? se ziskani smés

' s

uvede do 'styku s druhou =z uveden?oh dvou sloZek. Takto se

zaoranl agregacnlmu jevu, ke kterému oy jlnak spontanne doslo v.

Drlpade, kdy bv nebvlo prltomno ne1onogenna povrchové aktivni
¢inidlo. '

Kompozice podie vynalezu mohou. byt formuleovény pro topické;
dermélni, peroralni, - rektalni, vagindlni, parenterdlni,

intranasalni, intravendzni, intramuskulérni, subkuuannl,

intraokuldrni nebo transdermdlni anebo i jiné podani. Vyhodne‘

farmaceutické kompozice podle vynalezu obsahu31 farmaceuticky
prljabelne vehlkulum pro injikovatelnou formulacx, zejména pro
pEimou lnjekc1 v Grovni poZadovaného organu, nebo pro podanl

'toplckou cestou (na pokoiku nebo/a na sliznicovou membrinu) .
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yto kompozice mohou mit zejména formu isotonickych sterilnich

nepo mohou mit foxrmu suchych lyofilizovanvch kompozic,

U
které po priddni sterilizované vody nebec fyvziologického roztoku -

ziuji opétovné wvytvofeni injikovatelnych roztokl. Davky
€ nukleove kyseliny pro injekéni podani, jakoz i pocet
podéni mohou byt stanoveny v zavislosti na riiznych faktorech,

mezi které zejména patfi pouZity zphsob. podédni, relevantni

tologie, gen, ktery mé& byt exprimovan nebo poiadovand doba .

- 1éZeni. Pokud jde'o-zpﬁsob podiani, mife se jednat bua o piimou

‘injekcl do tkéni ‘nebo ooenovvcn cest ‘anebo’ o osetrcnl bunék v.

bun&&né kultufe a néslecnou relmplanLaCL osetrenych punék in

.vive bud injekci nebo transplantaci.

Kompozice podle vyndlezu jsou obzvla3té vyhodné =z

terapeutickéhd hlediska. Pomoci téen hto kompozic bude napfisca
‘mozne ucinné podéavat komolaxy nukleovvch ﬂv5811n majici vhodnou
velikost a redukovany ndbojovy pomer, co? je obzvlascs
prospesng z hlediska aplikace-111 vivo. PEL DOUZlLl ﬁomp021c
-podle vvnalnza dochézi k Vyragnemu omezeni interakce mezi screm

a nuxleovvm komplexem.

V nésledujici ¢&&sti popisu- bude vyndlez bliZe ‘objasnén
.pomoci konkrétnich  piikladd jeho  provedeni, -pfifemZ tyto
piiklady maji pouze 1ilustralni charakter a nikterak neomezuji
vliastni rozseh vyndlezu, ktery je jednozna&né vymezen definici

patentovych narokil.

Struény popis obréazkul

Na pfipojenych varéséch '

obr.l znadzoriuje vliv -poloxalkelu na  zmd3nu velikosti

Iy

komplexl RPR 120535/DNA pfi nabojovém poméru (+/-) 2,5 v

-zavislosti na Case,
obr.2 znadzorifuje .vliv poloxalkolu' na zménu  velikosti
complex RER 120531/DNA .pfi nabojovém poméru (+/-) 2,5 v

zavislostl na Zase,




obr.3 zndzorfiuje vliv poloxalkolu na kombinace RPR 120535,

- obr.4 zndzoriuje vliv poloxalkolu na aktivitu luciferdzy
(RLU/5ul lyzdtu) komplexd RPR 120535/DNA pfi nabojovém poméru.
(+/-) 2,5 a '

obr.5 v ¢éasti & schpmaL1c<y znazornujp strukturu xomD1@<L

RPR 120535/DNA v nepf¥itomnosti -nebo v piitomnosti poloxalkolu a |

v-Casti B schematicky znédzorfiuje struxLurujxomplexu BGTC/DNA v

nepfitomnosti a pZitomnosti poloxalkolu.

- Pfiklady provedeni vyndlezu

Povrchové aktivnim ¢Eiridlem pouZitym v nasledujicich

piikladech je poloxalkol vzorce

O (CH,CH.0) 5 (CH(CH,) CE.0) (CHA'(‘ZH,,O) H.

Tato slourenlna je uvéddéna pod obchodnim dznadenim’ Pluronlc
F68. Z&sobni roztok poloxalkolu, ktery byl p0u21t v
nasledujicich pfikladech, je 10% (hmoﬁn;/oij)‘vodnym roztokgm

poloxalkolu.

Nukleovou kyselinou pouZitou k ptipravd vzorkd je plasmid
pXL2774 popsany v mezinarodni - patentové pPihladce PCT/FR

96/01414. TenLo plasmld Je -pouzit v koncentraci 0,7 mg/ml v

pufru Tris/EDTA (10 mM/0,1 mM) s pH 7,5.. ‘ o o
V,pfikladech byly pouzity ndsledujici kationtové lipidy:

H,N (CH,) N (CH,) ,NH (CH,) ,NHCE,COGLYN] (CH,) ,CH] (RPR  120535)

(acetédtova sﬁl) a

HN(CH,) NH (CH,) NH (CH,) NHCH,COArqN (CH,) ,CH] (RER 120531)
{sul kyseiiny trlfluoroctove),

pfiéemi oba tyto kationtové lipidy jsou popsané v mezinadrodni

patentové pfihldsce PCT/FR 96/01774 a jsou.pouiity ve formé
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vodnéno roztoku v koncentraci 5 mM po jejich solubilizaci
zahrivanim na teplotu 50°C po dobu 25 minut & nasiednédm

ocnlazeni' na okolni teplotu.

Méreni hydrodynamickéhc priméru se provddi za pouziti
zafizeni Coulter N4Plus s komirkou z plastické hmoty (&tyfi
transparentni stény) naplnénou 800 pl ridznych roztokd, piilemi

. meZfeni se provadi pfi teploté 90 °C v monomodélnim.modu.
" Méteni fluorescence se provadl v zaFizeni Perkin Elmer

LSSOB za pouziti exc1tacn1 a emisni vlinové delky‘260_nm resp.

580 nm..ulrky Stérbiny pfi excit@ci a emisi jsou nastaveny na 5

. ethidiumbromidu k= dosa%eni  finalni  koncentrace 5 g

ethidiumbromidu/ml.

Experimenty metodou kryotransmisni elektronové mikroskopie

0,5 mg DNA/ml, .kterd jsou umistény na uhllkemlpovlecene médéné
‘mfifce pokryte membrdnou s otvory. Tyto mEizky . jscu potem

oonoreny do, kaoalneho ethanu za ucelem pifevedeni kapalne vody

.chlazeného kapalnym du51kem a vlozi do: mikroskopu (Philips

CM12) za d&elem vizudlniho pozorovani.

synchrotronu (LURE) v QOrsay (Francle) na 2éFe D43. Pripravi se

Vytvofena_ dve lenka Zz  kaptonu. Germanium-obsahujici
monochromdtor (rerflexe ill)‘umoiﬁujé selekci vlnové délky 0,138

nm.

.

obsahujiciho 0,2 my DNA/ml komblnovane s katlontovym llpldovym

vektorem do ocasnl zily 30-dnt starych my$i. 24 hodin po-.této

nm. Hodnota ' fluorescence se - zazhamena po cEidani

'(crvb—TEM) byly Drovedeny za pOUZlul 7 ul vzorka. obsaQUchwchf

do stavu sklovité vodv MEiZka. se potom uloZi do drZéku vzorkd

Rentge 1wgrafické exper1menty pEi malych dhlech se provad1 v

vzorky-majici'koncentradi 0,5 mg DNA/ml, naéez se tyto vzorky

odstiedi. Zwskane pelety se ulozi’ do komurky, ve kters jsou

Transfekce in vivo sé 'provédi injekci 200 ul roztoku
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.

injekeci se éetrnym zplsobem wutrati, hnacde? se jim  vyjmou

]ecnoLl ve organy (plice, jétra, srdce, ledviny, slezina). Tyto

organy se potom desintegruji v pufru pouiivaném pro lyzi =za
pouziti zafrizeni Ultraturax - Takte ~ ziskané deSLH-egrOVaﬂe
produkty se potom odstFedi 2 ze supernatantu se odebers loul
vzorek pro stanoveni aktivity luclxergzg. '

7

'V1iv poloxalkolu na velikost komplext RPR 120535/DNA

‘Plasmid 410,pg/ml):53 zavede do foztoku obsahujicihe 150 mM .

chloridu’ sodného .a rizné koncentrace ‘poloxalkolu. Pétom se
.prida lipefekéni ¢&inidlo RER 120535 K dosaZeni mnébojového

- o

poméru (/=) 2,5. Nasledne se mmr1 VellkOSL komolexu fotonovou

kortTacnl spextroskopll popsanou vyse v odstavcx venovanemq

pou21tvm metodam. Vysiedky annlzné orneny na obr 1

“ .
Z vysledxu je erJme, Ze pri neorltomnosLl poloxalko‘u (0

se velikost CaSLlC m&ni v. pribéhu nékolika hodin z 274 nm na
HEJVVSE 1000 "nm. Po neKollka hodinach Lnkuoace-+ze pozorpvat
vznik sraZeniny. . IR '

Naopak v pPitomnosti 0,1 % poloxalk lu (+) lze pozorovat

zmen3eni velikosti Gastic komplexu, pficemz tato vélikost
’ -}

Jzﬁsta’vé ‘stabilni pfi. koncentraci ¢,8 % 0) a1 % H{A)

poloxalkolu a nemé&ni. se ,za hranici 150 nm.

Pfi inkubaci samotného li’pofékéniho' ginidla s 1. %

(hmotn /ob] ) poloxalkolu neaocha21 k vytvoxenl Gastic, Kterd

by bylv detekovatelné meuodou nvasl—elastlcke diffuse sveLla
(Quasi-Elastic DltIUSlOD)- Stejné tax pEi 1nkubac1 DNA S 1

poloxalkolu nelze detekovat tvorbu castlc.
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Priklad 2

[

V1iv poloxalkolu na velikost auwpiesd RPR 120531/DNA

V. ramcl tohoto pfikladu se opakuje postup popsany v
du 1 s vyjimkou . spodivajici v tom, 32e se pouzije

a
kationtovy lipid RBR 120531.

Plasmid (10 ui) se zavede do roztcku obsahujiciho 150 mM

chloridu sodného s-riznymi koncentracemi poloxalkolu. Potom se .

pfidd RPR 120531 k dosazeni nébojového pomdru (+#/-) 2,5.
Ndsledné se méfi “wvelikost komplexti’ =za pou?iti fotonové

korelacni spektroskopie (Coulter N4Plus). Ziskané vysledky jsou

‘zndzornény na obr.2.

© Ze 'ziskanYCh vysledki je"zfejmé} zZe v nepfitomnosti
poloxalkolu se velikost komplexl RER 120531/DNA méni v prib&hu

' nékolika hodin z 234 am na 590 nm, zatimco tato velikost

]

. zistava stabilni v pPitemnosti 0,5 % (A) a 0,9 % (0)

poloxalkolu.

Piiklad 3

Kontrola = stupné - kondenzace DN& s lipofekénim &inidlem v

pfitomncsti a nepfitomnosti poloxalkolu

V ramci tohoto pfikladu se. uréuje, zda Cé&stice ziskané v
pritomnosti poloxalkolu jsou: skutend Zastice odvozené z
kombinace (kohdenzace) DNA s Katlontovym lipidem. 'za' timto
ﬁéelem‘byl§ prqvedeny'experimentyk pfi kterych byla ‘zavedena
sonda, kterd fluoreskuje v pFipad®, %e se néchézi v ptitomnesti
volné DNA. Mira uvedené fluorescence je vysokd v pripadé&, kdy
je DNA k dispozici ve velnem stavu, ale naopak nizﬁé, kdy je
DNA nedostupna vzhleaem k tomu, Ze e kondenzovdna s
kationtovym lipidem. Ziskané vysledky jsou zndzornény na obr.3.

-




- - - v . LR ] L] .. [ ] [ ]
¢ se ¢ 5 e * eas
) ® & 209 0 ¢ SE s e ses e
s L] " b L . .
_ .o L] ] e e *s LA

: 23

Jsou pozorevany miry fluorescence ziskané po kombinaci DNA
§ kationtovym ‘lipidem v pfitomnosti‘ & v nepfitomnosti
'poloxalkolu. Predeviim je zfgjmé, - Ze fluoreScence
sthidiumbromidu zavedeného do DNA neni modifikovdna pfitomndsti
nebo ngpfitomnds;i 1% poloxalkolu. Miry fluorescence komplexy
kationtovy lipid/DNA (nébojovy pomér (+/-) 2,5) v pFitomnosti

nebo nep#it tomnosti 1 % poloxalkolu jsou ve skuteénosti steiného -

fédu.'Re21dualn1 hodnota fluorescence ukazuje, %e DNA nani prQ

uvedenou fluoréscenéni sondi dostupna.

Zavérem lze tedy konstatovat; Ze poloxaikohbl takto nebrani
tomu, aby kcmbinace DNA s katlontovym lipidem probéhla normilni

zousobem

Priklad 4

Transfekce in vitro za pouZiti DNA nebo RER 120535 ODS&hdlelCh

1 poloxa1kold

V ramci tohoto pfikladu.je snaha ur&it vliv pbloxalkolu v
pfipadé, Ze de smiéén se. samctnou DNA nebec se samotiym
kationtovym lipidem. Za tim Géelem byly pfipraveny nédsledujici

. VZOXKy: s } -
.Vzorek-l 10 pg’ DNR/ml v UrOSLIEdl obsahujlc1m 300 nM NaCl a l.
% (hmotn. /obj ) poloxalﬂolu.

Vzorek 2: 60 uM RPR 120535 v prosbreal obsahuiicim 300 mM NaCl
al % poloxalkolu.

; Tvto vzorﬂy se Drlprav1 tak, Ze se smisi v uvedeném pofadi

" v pfipade vzorku 1: " voda, . Nacl, DNA'a poloxalkol a v pripadé

vzorku 2: VOda,-NaCl poloxalkol a RPR 120535 a to v mnoZstvich '
uvedenych v ndsledujic{ tabulce I.
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Tabulka I
Test H.O NaCl (5 ™) DNA Poloxalkol RPR120535
| (0,7 (10 %) (5 mmol)
mg/ml)
1 o(ul) 413 30 7,1 50 - 0
2 (ul). 414 30 o - 50

Blologickd aktivita téchto dvou vzorkid se testuje na bufikdch

NIH 4T3..Do jemek 24 jamkové plotny se zavede vzdy objem 50 ul

vzorku.

- Transfekce, se provédi v nepfitomnosti fetdlniho teleciho

séra. Fetdlni teleci sérum se pridéd’ 2 hodiny po pPidani’

" kKomiplexd.

Ziskané -vysledky ukazuji, ze k pienosu gend nedochazl u

E
nekomplexované DONA v ‘pEitomnosti 1 % -poloxalkolu a v

D

nepfitomnosti’ 10% fetalniho teleciho séra.
Krom& tohc stanoveni celkovych proteint ukazuje, Ze zde

neexistuje zjevna toxicita.

Transfekce in vitro- za pouziti roztokl komplexd RPR

120535-lip6fekéniho ginidla s DNA stabilizovanych rlznymi

koncentracemi poloxalkolu .

V  ramci tohoto piikladu- - je snaha vyhodnotit wvliv

stab;liiace Céstic poloxalkolem na ucinnost transiekce za

"pOUEiti uvedenych ¢astic v pfitomnosti poloxalkolu. Za timto

Ucelem byly ptipraveny vzorky obsahujici ruzné koncentrace

poloxalkolu.




- vw w v ww w®
¢ a2 g * * #e
¢ & sew P e 28 .
* . ° @ e e
(L) [ . .o

25

. Byly pfipravery &tyFi vzorxy s nabojovym pomérem . (+/-) 2,3
v prostfedi obsahujicim 300 nM NaCl® a. ruzné Xkoncentrace

voloxalkolu (0, 0,5 %, 0,8 % a1 % hmotn./obj.):
vzorek 1: nibojovy bomér (+/=) 2,5, 300 mM NaCl,

vzorek 2: ndbGjovy pomsr (+/-).2,5, 300 mM. NaCl a 0,5 %
poloxalkolu, ‘ ‘
vzorek 3: habéjovy pomér (+/-) 2,5, 300 mM NaCl a 0,8 %
‘poloxalkolu 5 , |
vzorek 4: -nadbojovy pomér (+/e} 2,5, 300 mM NaCl a1 %
poloxalkolu. | ‘ ' ' | -

Tyto vzdrky'byly'pfioraveny midenim v nésledujicim pofadi“
dea, NaCl, DNA, poloxalkol a RPR 120535 a za pouziti ﬂnOZSuVl

uvedenvych v nasledujlc1 tabulce IIl:

Tabulka It
‘Test  HQ NaCl(5 M) DNA Poloxalkol =~ RPRL20535
B . (0,7 (10.%) (5 -ramol)
. mg/mil '
I.(ul) 737 48 . 11,4 - 0 - 4
2 (ul) 697 . 48 o 11,4 40 | ' 4
3 (pl)y 672 48 11,4 64 4
4 80 4

(uly 657 a8 © 11,4

* Vzorek 1 néleii dc koncentra&niho "rozmezi kationtového
llpldu, kde nedocha21 ke stabilizaci Castic v roztoku, t .2n. Ze
Cdstice vzajemne vytvari agregauy a velke shluky agregatu,

k;ere maji velkv hydrodynamlcky orumer (vet51 ne% 1000 nm)

* Vzorek 2 ma stejny nabOJovv oomer katlonuovv llmld/DNA jako

.vzorek 1, pficemz se vSak tato smés piipravi v prltomnostl 0,5

% (hmotn./dbj.)' poloxalkolu; nicméné  tato koncentrace

| pdloxalkolu je nedostatecna pro zajisténi uUplné stabilizace
Castic. (vis pfikiad 1: vliv nelonogennlho polymeru na vellkost
komplexu RPR 120535/DNA),
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1

* vzorky 3 a 4 jsou stabilni

2813

P

-

i¢emz hydrodynamicky pramér

M

téstic z0stdvad v.tomto pFipad

W

rovny asi- 150 nm.

Biologickd 'aktivita jednotlivych Zformulaci se testuije na
bufikdch NIH 3T3. Do Jamek plotny se zavede objem 50 ul
jednotlivych vzorkd (ébsahujiciCh 10 ug DNA/ml). Transfekce se
provadi v nepfitomnosti fetalniho teleciho séra. Teleci fetédlni
sérum se pfidéd 2 hodiny po pfiddni komplexl. .Ziskani vysledky

jsou uvedeny na obr.4.

Z vysledkll uvedenych na obr.4 je'ziejmé, sa poloxalkol a to

_bez chledu na jeho koncentraci nezhorduje in vitro transfekci

v buikdch - NIE 373, Poloxalkol nemodifikuje transfekéni
vlastnosti komplexti RPR 120535/DNA pPi nébojovém poméru (+/-)

2,5 v nepiitomnosti fetdlniho teleciho séra. - ..

Priklad 6

Stanoveni strﬁkﬁury komplexﬁ' RPR 120535/DNA, BGTC/DNA © a

BGTC/DOPE/DNA stabilizo&anych poloxalkdlem

V ramci tohoto pfikladu byla stanovena struktura -komplexl
kationtového lipidového transfekéniho &inidla za pouziti
rentgenoskopie . s malYmi uhly a transmisni  elektroncve

mikroskpile.

Obr. 5A& se vztahuje ké komplexlm RPR 120535/DNA. Strukturou
ziskanou v nepfitomnosti a pfitomnbsﬁi poloxalkolu je lamelarni
struktura, ve které de DNA uloZena mezi lipidovymi
dvouvrstvami, jejicﬁi' -periédiénbst jé "8 nm. Ileitomﬂost

pokoxalkolu umoZfiuje ziskat komnlexv s malou velikosti, zatimco

v nepfitcmnosti poloxalkélu se vytvoii ‘sraZeninové Castice, -

jejichz vélikosﬁ je vét3i nez 1000 nm.
Obr.5B znééorhuje struktury Ziskane pro‘kationtdvy lipid
BGTC_(popsany v mezindrodni patentové pfihlasce WO 97/31933). V

tomto pEipadé se rovndZ ziskd v pEitomnosti nebo nepfitomnosti
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pouze modifikuje koloidni stav-tohoto komplexu. -

srdce)

’ 2 7 !

poloxalkolu lameldrni struktura, JejiZ periodi¢nost js 6,5 nm.

-

Pritomnost poloxalkslu rovnéz umoziiuje v tomto ptipadé ziskat

'komplexy s malou wvelikosti. Stejné vysledky se ziskaji pro

komplexy obsahujici nebo neobsahujici jake piisadu produkt
DOPE. ' o

Zévérenm lze tedy uvést, Ze pridavek poloxalkolu nebrani

normalnimu vytvofeni kombinace DNZ s. 'kationtovym lipidem, nybri

i

Transfekce in vivo za pouziti - sysfem1cke 1n]ekce komplexu

kationtového 1 1p1du s DNn stabil 1zovanych poloxalkolem

1) RPR 120535/DNA/F68 -

V ramci tohoto pfikladu byly srovnény. Gfinnosti pfenosu .

'genl po- systemickych injek¢ich precipitovanych komplexi RPR:

120535/DNA 2° stejnych - takovych 'komplexﬁ : étabilizoVanﬁch

'pfidénim produktu-?iuronic'F68. NiZe uvedend tabulka ukazuje,

Ze kdyZ jsou komplexy vytvofeny v nepfitomnosti produktu F&8,

lze pozorovat expre51 pouze v pllClCh Nacpak v‘pfipadé, kdv
jsou cCastice koleexu kecloidné sbablllzovany pfidénim produktu
F- 68, zvysi se aktivita luciferazy o jeden Fad v plicich,

pticemz - expre51 lze Dozorovat 1 v OSLaLnlCh tkénich (jatra,

s .o
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Taaqlka rIT
Lipid RPR 120535

_ Formulace 0 % F58 ‘ . lO.% F68
mySi . - ' balbc .' | balbc
plice 2£0,9 / 14 £ 0,9
jatra O‘ 2 + 3
ledviny 0 0
snxe 0 1 £0,4

2) BGTC/DOPE/DNZ/F68

N

®

Experimenty shodné s experimety, které byly popsanv vyie,
byly provedeny za pouziti. jiného lipidu, kterym je v tomto

pfipvadé lipid BGIC. I v tomtc  piipad® byly ziskany steiné

wvysledky, a to- zlep3eni pfenosu genl v plicich a méFitelnd

exprese v Jjatrech, srdci a lédvinach}- Tyto vysledky byly
ziskdny za pouziti bﬁznych‘kménﬁ my3i (balbc, C57Bl6 a C57316,
kKteré jsou nedostatecné na Apolipoprotein E). Je pozoruhodné,
Ze stejné transfekéni drovné byly ziskany jak pro nysi C57B16,
které Jsou normélni, tak 1 pro mydi C57Bl6, kterd Jsou
nedostateéné.na,Apolipoprotein E, . a které maji wvelmi wvysokou

hladinu lipidd, tj. desetkrat vy33i ne? normdlni my3i. Vzhledem

k tomu, Zze se zde pouZivaji nevirdlni lipidové vektory, dalo by

‘Se  totiz otekavat,  ze tyto kemplexy by  mohly byt
' . ' - I’ 1 :

destabilizovany pfitomnosti velkého mnoZstvi jinych endogennich
lipidd. Vysledky transfekce komplexd BGTC/DOPE/DNA in vivo

' provedené v nepfitomnosti nebo v pfitomnosti poloxalkolu jsou

uvedeny v nasledujici tabulce IV:
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Tapulka IV !
Lipid B - BGTC/DOPE.
Formulace Q0 % F638 4 % ra8
My3i balbc balbc C57B16 ~ CS57B16 KOApoE
‘plice . 6,7£2,8  86,5465,4 220499 20112
jatra @ 11,4#11,5 47+ 26 4723
ledviny - 0 ' 0,34%0,16  1,8%0,9. ° 2,2%0,1
srdce” . 0 0,74%1,05 0,73%0,7  0,6%0,0

) :
Pilklad 8

[

PouZiti jinych neionogennich povrchové axtivnich &inidel

. V ramci tohoto pFikladu bvla testovana i dalsi neionoaehhf

povrchové aktivni éinidla, Ktervmi, 1sou pO!vethvlenglykolden— )

drimer, ooTvoxyeuhylena1&ohol a polyoxyethylennonvlfenyleuher

_ Tato‘ ne1onogann1 povrchove aktlvnl c1n1dla majl. Lejnou
' schopnost jaﬁo produkt F68 stablllzovat komolexv katlonhovy

l;pld/DNA- Pouzitym kat;qntovxm iipidem zde byl llpld RER
120535. , ' g

1) Polyethylenglykoldendrimery"

Byl pouzit dendrimér'obsahujici 1 benzylpolyétherovou hlavu

éenerace 2, na ktercu je-naroubovén polyethylenglykol (PEG) .5,

molekulovou hmOtnOSLl 5000 Da (oznacovany jako SBSll). a'jiny

dendrlmer ‘stejného  typu,  ktery . v3ak obsahuje 2

vben;ylpoiyetherové- hlavy narocubované na’ PEG s -molekulovou
- hmotnosti 11 000 ‘Da {oznaCovany Jjako SAS9). Z dé%e_zafazené

tabulky IV je zfejmé, Ze pPi pouziti téchtofldend:imerﬁ od
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oncentrace 0,02 % (hmotn./0obj.) a pIi Xkoncentracich vy33ich
jiz nedochdzi k vytvofeni sra?snin mikronové veliko

ansfekénich komplexd, nvbrz dochdzi ke vzniku &astic mejicich

t
=

primér rovny nebo mensi nei 100 nm.
2) Polyoxyethylenalkohol

Tento produkt, ktery je rovndZ oznadovan jako "Brij"  a

obsanujici 100 exvethylenl v hydrofilni &&sti, umoZiuje . ziskat

Ppo Jedné hodiné komplexy RPR 120535/DNA majici prumér fensi nez’
. 100 nm. _ ‘ |

3)U Polyoxyethylénﬁonylfenylether

Tento produkt rovnéZ -umoZiuje koloidné stabilizowvat

o = e e

transfekéni komplexy RPR 120333/0NE. Primé&r &astic uvedeného

komplexu. je rovné&Zz rovny asi 100 nm.

Nasledujici tabulka _uvédﬁ prumér v am  komplexd 'RPR
120535/DNA majicich nébojovy pomér 2,75 (+/-) a obsahujicich
0,25 mg DNA/ml ¥e 150mM NaCl, které jsou stabilizovany rdznymi

nelonogennimil povrchové aktivnimi &inidly.
. . . A

Tabulka V

Polymer (hmotn./obj.) 0,05 % 0,1 3 0,2 %
Brij 700 | 114 nm . 69 nm 74 nm
sas11 152 om 9% am 71 nm’
S5as9 o 104 am © 85 nm 75 nm
Polyoxyethylen- -
nonylienylether 142 nm 132 1m 111 om

U. v3ech formulaci stabilizovanych =~ uvedenymi  rlznymi

neionogennimi povrchovd aktivnimi ¢&inidly byla stanovena mira

kondenzace DNA s kationtovym lipidem za pouziti fluorescenérich

méfeni. Vysledky téchto méfeni ukazuji, Ze pZitomnost téchto

neionogennich povrchové aktivnich &inidel na povrchu komplexl.

kationtovy lipid/DNA 'nemodifikuji miru kondenzace DNA s

kationtonmi.iipidy {vysledky ncjscu uvedeny) .
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PATENTOVE ‘MAROKY

-

.

1./ Kompozice vhodnd pro genoveu terapii a  obsahujici

‘stabilizované Castice komplexu kationtového  transfek@niho
. : , p : =

¢inidla nebo &inidel a nukleové kyseliny, vyznacena

t 1 m Ze navic obSahuje alespoi jedho neionogenni povrchové

aktivni c1n1dlo v mnozs;v1 aostatecnem xe sLablllzac1 ve11kost1

uvedenych CaSLlC na hodnote mensi rebo rovné 160 nm.

V

2. Kompozice podle nédroku 1, v .y z n a & e n & t i'm, Ze

i
L

pfitomné v nabojovém poméru 1 aZ 6.

!

3. Kompozice'podle naroku 'l nebo 2, vyznadena tim,

Ze ﬁatlontove transfekcnl Einidlo a nukleova .kyselina 7Jsou

prltomne v nabogovem poméru mens$im neZ 4.

i

4. Kompozice podle hékterého z‘pfedchézejicich,nérokﬁ, vy -

kationtové ‘transfekéni ¢inidlo - a nukleova . kyselina jsou
. Kal , ¥S

znadend tim %2 neionogenni povrchové aktivni c1n1dlq'

hydrofilni segment.

5. Xompozice podle ndroku 4, v vz na & en & t im %e

“hydrofobni segment je zvolen z nmdiiny zahfnujici3alifatické

?etézce, polYOXyalgyleny, alkylidenpolyeétéry, polyethylengly-

koly s benzylpclyetherovou hlavou‘a-;hbiesterol.

.

6. Kompozice podle ndaroku 4 rebo 5, vy znadend .t im,

ze hydrofilni segment je zvolen z mnoZiny <zahrnujici

v

©obsahuje ‘aléspoﬁ"jeden hydrofobni segment a alespon ‘jeden'

e
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DOuvoxyal<;? nv, volyvinylalkoholy, polyvinylpyrrolidony, a

sacharidy.

7. "Kompozice podle né xterého z Dfedchﬁzejicfch‘néroka, vy oS

zna & e n é t ‘i m, Zze povrchové ak;1vnlm Einidlem je

po1yoxval len obecweno vzorce:

EO (CH,CH,0 (Cn(CHJ ELO).{CHJHﬁO)CH,

Fa

‘ve kterém a, b a ¢ znamcnajl nezav1sle jeden na druhém. celd
‘¢isla 20.az 100. , ' , - '

8. Kompozice podle nékterého z predchdzejicich narokld, v y -~
zna¢en d& - t . iIm Ze jako .povrchové aktivni ¢&inidlo
obsahuje slou&sninu obecného vzorce:

GH (CH,CH,0) , (CH {CH jLHJD)(CH(L“O)

v

.ve kterém a znamend celé €islo 75, ‘5 znamend celé cislo 30 a

amena celé ¢islo 75,

9. . «ompoz1ce oodie nekterého z uredchazej1c ch na;okL, vy -

:
znadcen a t i m, Ze. jako povrchove &kLlV17 c1n1dlo
obsahujé‘ slougeninu -ze " skupinv. polvethylenglykell s
'dentritickou:benzylpolyetherovou hlavou.

10. Kompozice podle n&kterého z pFedchdzejicich. ndrokl, v y
Z nacena tim, z:‘jdko oovrcHové'aktivni'éinidlo

ObScnte sloucenlnu ze skuplnv polyoxye»hylenalkoholu

P

11. Komp021ce podle nectereno z ptedch a'ejicich'pérbk&,-v v -

'z n a. c e n & t i m, fe jako povrchové aﬁtlvnl &inidlo’

obsahu]e polyoxyethvlennonylfenylether
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12. XKompozice podle nékteréno z pfedchazejicich ndrokl, v vy -
zna ¢ an é t 1 m, Ze povrchové aktival ¢&inidlo je v

kompozici pfitomno v koncentraci 0,01 az 10 % hmotn./obj. .

13. Kompozice podle n&kterého z predchdzejich narokl, v Y-
Znadcen a -t i m, Ze povrchové aktivail ¢&inidlo je v
kompozici obsaZeno v koncentraci 0,02 a% 5 % hmotn./obi.. )

T
]

14. Kompozice podle nékterého z pfedchdzejicich naroki, v vy -
znadend tim ze kationtovym transfekénim ¢inidlem je
lipofekéni éinidlo.

15. Kompozice podle naroku 14, v ¥ 2nadcena t im, :Ze

. ° . N - . ( .
lipofekénim ¢inidlem je amfrfilni molekula obsahujici alespos
jednu lipofilni cblast sdrufenou nebo nesdriZenou s hydrofilni

oblasti.

16. Kompozice podle ndroku 14, v v.znadcdena t im ze se

jedné_o lipidovou smés schoﬁnou tvofit kationtové liposomy.

17. Kompozice podle ndroku 14 nebo 15, vyznacenld
t i m, Ze se jednd o kationtovy lipid. | ‘ |

18. Kompozice podle ndrcku 14 nebo' 15, v'y zna & en 4

L 1'm Ze se jednd o lipofekéni ¢Einidlo obsahujici alespod
jednu pelyaminovou oblast obecného vzorce:

- HN- (- (CH)_-NH-) H

ve kterém m znamend celé &islo vétii nebo rovné 2 a n. znamena
-celé Cislo vétSi nebo rovné 1, pridem? m se mliZe ménit v
riznych skupindch uhliku mezi dvéma aminy a uvedend polyaminova
oblast je kovalentné sdruifena s lipofilni oblasti typu

nasyceného nebo nenasyceného ~ uhlovodikového Fetédzce

?
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34 -
cholesterolu nebo prirodniho nebo syntetického lipidu- schopného
tvofit lam=ldrni nebo hexagonalni féaze. )
19. Kompozice podle ndroku 18, v v z n a & e n-a t i ze

polyaminovd oblast je reprezentovana sperminem nebo nékterym z
jeno analogt, Ktery si zachoval schopnost® vazat nukleovou

Kyselinu.

20. Kompozice oodié naroku 14 nebo 15, . vyznaclens

t im, Ze obsahu;e 1lpozemcnl c1n1dlo obecneno vzorce:

-(-(CH)m-NH-)a-H
R -
ve Kterem R uvadﬁjlc1 llpofllnl Ob1aSL znamena skuplnu omecneno

VZOT‘CQ

R |
X—Y N v
““X?Hh;// \:>>—-X_’ Y;“—Rﬁ
R 'R, . '
5

ve kterdm X a X ‘zpamenaji. nézéviéle ‘jeden na déuhém. atom’
kysliku, methylenovou skupinu - (Cd) , kde g znamena O;.lh 2
nebo 3, nebc aminovou skupinu ~NH- nebo -NR’ ~,‘kde R’znamené
a1kylovou -skupinu obsahu31c1 1 aZ 4 uhlikové atomy, Y a Y’
s ‘znamenagl ‘nezdvisle ' jeden na druhem methylenovou skuplnu,
'\l karbonylovou skupinu nebo skupinu C=S, R,, R, a R, 2Znamenaji
Te e nezavxsle ‘jeden na druhem atom vodiku ' nebo éubstﬂtuovanou nebo
| nesubstltuowanou alkylovou skuplnu‘obsahujlc1 1 az 4 uhlikové
‘atomy, . prifem? v?znan\‘p. se pohybuje od 0 do 5, R, znamena
cholesterolovy derivat nebo aikylamino—skupinu vzorce =NRR,,
'-kdg R, -a R, znamenajixnezévisle.jeden nafdrﬁhém pfimou nebo

rozvétvenou alifatickou skupinu obsahujici 12 a% 22 uhlikovych

ceoe




atoma.

2

. Kompozice podle naroku 14. nebo 15, vvznadcena

t i m, ze obsahuje lipofekéni ¢inidlo obecného vzorce:

‘ve kterém R,/ Rz'a R; inaméhéji ﬁezévisle-jeden na‘druhém atom
vOdiku'nebo skupinu_—(CH) -NRR", kde g se muzs ménit od 1 do 6-
a to vzdjemné nezaVLSle v jeanotlwvych skLplnach R, "R, a R, a R
~a R’ znamenaji - nezaVLSle jeden na. druhém atom' vodiku nebo
skunihu —(CH) o+ NH,, 'pPfiCemZ g’'ss miie. ménit od 1 do 6 a to.
vzajemne nezédvisle v jednotllvych skunlnach Rra R', m nap
znamenaji nezaVLSle jeden na ~druhém cele ¢islo; ktere se muze
ménit od 0 do 6,_pr1cemz v piipadé, e n je vét3i nez 1, potom
m mdZe mit rizné hodnoty a R, mize mit‘rﬁzné‘VYZnamy v ramci
pfedghézejiciho‘obecného vzorce, a R, znaﬁené‘skupinu bbecného

vzorce:
RS
l . R6

L N

‘ . ve‘kterém _ R, a R znamenajl nezavisle jcden na druhem atom
i C ~ VOO‘Kd nebo nasvcenou nebo nenasycenou ~alifatickou sxuplnu
' .obsahujlc1 10 az 22 uhllkovych atomi, pFicems alespon jedna ze
skupin R, hebo R, neznamena atom vodiku, u znamend celé ¢islo 0
az 10, prfifemZ v pfipadé, ze u znamena celé -cislo VétSi ne? 1,

potom R, X, Y a r mohou mit odli3né vyznamy v riznych
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jednotkach [ X-{CHR,) -¥Y] , X znamena atom kvsliku nebo atom siry
nebo ‘aminovou skupinu, kteréd je nebo neni monoalkylovana, Y
znamena karbonylovou skupinu nebo methylenovou skupinu, R,
znamend atom vodiku nebd boéni Fet&zec prirodni aminokyseliny,
kter? je‘pfipadné sﬁbstituovén, ar znamené celé Cislo od 1 do
10, ptiCemz . v pripadd, Ze r je rovno 1, R, Znamené

substituovany nebo nesubstituovany boéni- fetézec prirodni

aminokyseliny, a v prlpade, 2z r Jje vet 51 ne: 1, potom R,

znamena atom vodlku

22, Komp021c= podle nél tereho z nérokl 14 nebo 15, v ¥y zna-

¢ e n a" t I m, ze ' obsahuije kaulonuovy llpld nesouci jednu

nebo v1ce guanwdlnlovvch nebo/a amldWHlOVVCh skupin.

23, KumpOZlC° pod1e ne&tereho Z naroku 1 a%z 13, v yznace -

+

n'ad  ti m, Ze kﬂtlontovym fransL k&nim Cinidlem Jje Xationtowvy
polymer ' '

24. Kompozice podlie ndroku 23, v v zna ¢ enad -t im Ze

kationtovym polymerem je sloudenina obecného vzorce I:

L o £N46H2J 4 .
! .I'! . -
'L-’R - J W

P.

'ver kterém' R miZe znamenat atém vodiku nebo skupinu ‘obecného

‘vzorce:

)
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kterém n znamend celé Eislo 1 2% 10 a p a g jsou celd cisla,

<
{D

i¢emz plati, Ze souet p+g m& takovou .hodnotu, 3e stiedni

3
fan 1l

il

-i

iolexulovd hmotnost polymeru se ponybuje mezi 100 a 107 .Da. -

25.lKompozice podle naroku 23 nebo 24, v y‘z n éJé e n’é
t im, e obsahuje polyethylenimin majict stfédni'holekulovou
hmotnost 50 000 Da. (PEISO0K), polyethylenimin majici .stfedni
molekulovou hmotnost 22 000 Da (PEIZZK) hebo polyethylenimin

- majici strednl molekulovou hmotnost 800 000 Da (PEIBCOK).

25. Kompozice podle nékterého z' naroki 1 az-14, vyznace -

na  t im ze. kationtova trans;e<cn1 c1n1dlo je vvnodne~.

zvoleno z mn021ny zahrnu31c1 llpofektamln, dioktadecylamino-=

spermin (DOGS), palmlLoylfos:aLldyethanolamln—5+karpoxyspermyl-
Camid - o B . (DPPES),
"2 5—b1513-aminopr0pylamino)Dentyl(dioktadecylkarbémoylﬁethoxy)~
acetdt. nebo 1,3-bis(3- amlnovroovlamlno) 2~pfopyl(dioktadecyl—‘

k:*oamoy1methoxy)acetat

 {H,N(CH,),),N(CH,) N{ (CHE);NH_,_} (CHQ)ENHCH,COG,lyN[ (cﬁa)ncal]z, -
N (CH, )NH{'CH ),..NH(anhNnCﬁzCOGlV\T[ (an)l-.CrI 12

\
s «

27. Kompozice podle nékterého z pfedchézejicich narokd, v y -
z na & e.n & t i m,  Zze nukleovou ‘kyselinou 'je

deoxyribonukleovd kyselina.

L

28 &ompozlce podle neKtereho z Dredchazejlc1ch naroki, vy -

znadenéa 't im ze nukleovou kyselirou je_rloonukleové‘f

~ kyselina.

29 Komp021ce podle naroku 27 nebo 28, vyznadcena

t i m, Ze nukleova kysellna je chemlcky modlflkovana
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30. Kompozice podle nékterého z ndrokli 1 aZ 26, v vy z n a & e-

né& tim Ze nikleovou kyselinou je antimedidtorové nukleova

1

kvselina.

31. Kompozice podTe néxtereho z p*edchazej;c1ch narokli, vy -
zZ na ¢ e n & t I m, 7Ze nuk1eo 7a KJSEllﬁa ODS&DU]G

terapeuticky gen.

32. KompoziCe podle nékterého z-pfedchazejicich nérokﬁ, vy -

zn a & e n & t 1 m, ze 'havic obsahuje pfisadu typu

’zahrnujwclho dloleoylfosfatldylethanolamln (DO E), olecylipalmi--

LovlfosLatldy1ethanolamln (POPF), di-stearcyl-, —pélmitoyl— a
- -myristovliosfatidylethanolamin, jakoz i jejlch’derivéty,fk;eré

Jseu 1 az 3 krat N—methylbvény,‘ fosfatfdylglyceroly,‘
diacylglyceroly, glykosyldiacylglyceroly, cerebrosidy .(jakvmi -

‘jsou’ zejména galaktocerebrosidy), sfingolipidy (Jakymi Jsou

zejména sfingomyelinv) nebo alternativné asialoqangliés;dy.

33. Kompozice podle nékterého z pfedchazejicich nérokd, v y -
znacen & t i'm, Ze navic ‘je v :ni ke kationtovému

transfekénimu €inidiu pfidruZfen usmériujici prvek.

34, Kompozicé'podle ndroku 33, vy zn a & en & t-ivm, ze

usmériujici prvek je zvolen z mn021nv ZahrntlCl protllatky

Eizené proti molegulam buné&ného povrchu, ligandy membranovych

‘receptoru, ]akyml jsou 1nsulln, transferrih, kyselina listova

- nNebo jakykollv dalsi rustovy faktor, cytokiny, nebo Vitaminy,
modifikované, nebo nemod1f1kovane lektlny, protelny s jednotkou

RGD, CVkllCKe nebo necykllgﬁe peptldy ‘obsahu31c1 tandemové

uspofidani Jjednotek. RGD, polylysinpeptidy, jakoz i pPirodni
nebo syntetické ligandové peptidy.- ' '

.
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35. Zplsob pliipravy kompozice ‘obsahujici &astice kcmplexi

e

Kyselinou, vy zna & e n t i m, Ze transfekéni ¢inidlo a
nukleova ﬁjsel1na -se uvedou do styku v letomnost1 mnozstvi
neionogenniho povrcﬁove aktivniho Cinidla, které je dostatelné
ke stabilizaci velikosti takto vytvoEenych &astic komplexl na

hodnot2 mensi ne? asi 160 nm.

35. Zplsob podle naroku.35, vy zna den'y t im Ze jedna
ze slozZzek. zvolend z mnoziny, 7zahrnujici nu&1eovou kyselinu a

llpofekcnl Cinidlo, se predbezne smisi s ne lonogennlm povrchové

etiontoveho tranfekiniho Einidla nebo Ginidel s nukleovou
v

aktivnim c1n1dlem, nade se k ZLSkane smési pfidéd druha ze ..

slozek z uvedene mnoziny.

V v
37. Zpusob podle nadroku 35 nebo 36, v yznateny -t iom,
22 'se jako 'povrchové aktivni c1n1a1o pou21je povrcbove aktivni

'llQlO poale naroki 4 az 13.

Zastupuje:
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