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A taldlmany targyat 4j, (I) &ltaldnos képletd lipopoliami-
nok, az ezeket tartalmazdé gydgyszerkészitmények, valamint nuk-
leinsavak in vivo és/vagy in vitro transzfektdldsdra vald fel-
hasznalasuk képezi.

Az (I) &ltalénos képletben m 2 és 6 kdzdtti egész szém; n 1
és 9 kozotti egész. szédm, azzal a feltétellel, hogy a képletben
csak egy olyan R csoport van, amely hidrogénatomtél eltérd, és m
értéke a kiilonboz8 csoportokban azonos vagy kiilénbdz&; R hidro-
génatom vagy egy (II) &ltaldnos képletli csoport, amelyben X és
X' oxigénatom, - (CH2) g~ altalanos képletl csoport — amelyben g 0,
1, 2 vagy 3 -, vagy -NH- vagy -NR'-~ képletdi aminocsoport, amely-
ben R' alkilcsoport; Y és Y' jelentése metilén-, karbonil- vagy
tiokarbonil-csoport; R3, Rg és Rg hidrogénatom vagy adott eset-
ben szubsztitualt alkilcsoport, és p 0 és 5 kozdtti szdm; Rg egy
koleszterin-szarmazék vagy egy -NR{Rp &altalédnos képletl csoport,
amelyben Rp és Rp egy telitett vagy telitetlen alifas csoport.

A gybgyszerkészitmények legaldbb egy lipopoliamint és egy



nukleinsavat tartalmaznak.
A talalmany szerinti vegylileteket tartalmazé gydgyszerké-
szitmények a hibas és/vagy abnormdlis expresszibédval kapcsolatos

genetikai betegségek kezelésére hasznadlhatdk.
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A taladlmany targya a lipopoliaminok csalddjaba tartozé 1j
vegylletek, az ezeket tartalmazé gydgyszerkészitmények, valamint
a vegylletek felhaszndlasa nukleinsavak in vivo és/vagy in vitro
transzfektdléséara.

Sok olyan genetikai betegség van, amely hibds és/vagy ab-
normalis expresszidval, vagyis egy vagy tébb nukleinsav hianyos
vagy tulzott mértékd expresszalasaval kapcsolatos. A génterdpia
fé célja az ilyen genetikai abnormalitdsok korrigdlédsa klénozott
gének in vivo vagy in vitro sejtexpresszidéja utjan.

Sokféle médszert ajénlanak az ilyen genetikai informacié
intracelluldris kifejezésére. Koéziulik az egyik kémiai és bioké-
miai vektorokat alkalmaz. A szintetikus vektorok két f& funkcid-
ja a transzfektdlandé DNS komplementdcidéja valamint a sejtben
vald rogzitésének, és ezadltal a sejtmembranon és adott esetben a
két maghartyan vald atjutédsdnak eldsegitése.

Ebben a transzfektdldsi médszerben lényeges eldrelépést je-
lentett egy kationos lipid alkalmazasdn alapuld tecnoldgia ki-
dolgozasa. Ennek révén bebizonyosodott, hogy egy pozitiv tdltésd
lipid kation, az N-[ 2,3-di(ocleil-oxi)-propil] -N,N,N-trimetil-am-
ménium-klorid (DOTMA) liposzdémak, vagyis aprd hélyagocskdk alak-
jaban spontén reakcidba 1lép a negativ t8ltésd DNS-sel, ily médon
lipid-DNS komplex képz&dik, amely a sejtmembranokkal fuzionalni
képes, és igy lehetdvé teszi a DNS sejten beliili expresszidjat.
Ez a molekula transzfekcid szempontjébél hatédsos, azonban hatra-
nya, hogy bioldégiai Gton nem bonthatd le, és a sejtekre mérgezd.

A DOTMA utan ezen szerkezeti modell alapjan - amelyben a

lipofil csoport egy "térkitdlté" (spacer) szakasz révén kap-



csoldédik egy aminocsoporthoz — mas lipid kationokat is kidolgoz-
tak. Ezek k&zétt vannak olyanok, amelyek lipofil csoportként két
zsirsavat vagy egy koleszterin-szArmazékot, és ezen kivil adott
esetben aminocsoportként egy kvaterner amménium-csoportot tar-
talmaznak. Az ilyen lipid kationok reprezentativ példaiként em-
lithetjik a DOTAP-ot, a BOBT-t vagy a ChOBT-t. Mas vegyiiletek,
példaul a DOSC és a ChOSC azzal jellemezhetdk, hogy a kvaterner
amméniumcsoport helyett egy kolincsoportot tartalmaznak. Altala-
ban azonban ezeknek a vegylleteknek elég gyenge a transzfekciéds
aktivitéasa.

Ugyancsak leirtdk mdr a kationos lipidek egy masik fajta-
jadt, a lipopoliaminokat. Az ilyen vegyiiletekben a kationos cso-
portot az L-5-karboxi-spermin képezi, amely négy aminocsoportot
tartalmaz, ko&ziilik kettdé primer, kettd szekunder. Ilyen példaul
a DOGS és a DPPES. Ezek a lipopoliaminok kiiléndsen hatésosak a
primer endokrin sejtek transzfektalasaban.

Egy idealis szintetikus transzfekciés A&gens magas szintd
transzfekcidét nyljt, az alkalmazott dbézisokban a sejtek széles
kdrere nézve egyadltaldn nem vagy csak nagyon kevéssé mérgezd, és
bioldgiai uton lebonthaté, hogy a kezelt sejtekre semmiféle ma-
sodlagos hatédst ne fejtsen ki.

A taldlmény térgyat kozelebbrdl olyan Gj vegyililetek képe-
zik, amelyek sejtek in vivo és in vitro transzfektalasara, neve-
zetesen a nukleinsavak vektorizdlédsdra alkalmazhatoék.

A talalmany eisédleges targyat (I) &ltalédnos képletd, D, L
vagy LD formdja lipopoliaminok képezik, amely képletben

m értéke egy 2 és 6 kdzdtti egész szam;
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n értéke egy 1 és 9 ko&zdtti, eldnybsen 1 és 5 kozdtti egész
szam — az &ltalédnos képletben csak egy olyan R csoport
van, amelynek jelentése hidrogénatomtdl eltérd, és m
értéke a kilénbdézd -(CH)p- és -(CHp)p—- csoportokban

I
R

azonos vagy kilénbozd;

R jelentése hidrogénatom vagy egy (II) &ltaldnos képletd
csoport, amelyben

X és X' jelentése egymastdl fiiggetleniil oxigénatom, - (CH2) g~
altaldnos képletd csoport - amelyben q értéke 0, 1, 2
vagy 3 —, vagy -NH- képletd vagy -NR'- &ltaldnos képle-
td aminocsoport, amelyben R' jelentése 1-4 szénatomos
alkilcsoport;

Y és Y' jelentése egymastdl filiggetlenlil metilén-, karbonil-
vagy tiokarbonil-csoport;

R3, Rg és Rg Jjelentése egymastdl fliggetleniil hidrogénatom
vagy 1-4 szénatomos, szubsztitudlt vagy szubsztitua-
latlan alkilcsoport, és p értéke 0 és 5 kozott valtoz-
hat;

Rg jelentése egy koleszterin-szarmazék vagy egy -NRjRp alta-
lanos képletd alkil-aminocsoport, amelyben Rj és Ry
jelentése egymastdl flggetlenil egy 12-22 szénatomos,
telitett vagy telitetlen, egyenes vagy eldgazd lancu
alifas csoport.

Kildéndsen elénydsek azok a vegyiiletek, amelyek képletében R

jelentése (II') 4altalénos képletd csoport, amelyben R3, Ry4, Rg,

Rg,és p jelentése a fenti, és X jelentése oxigénatom vagy egy



= (CHR) g~ dltalénos képletl csoport, amelyben g értéke 0.

A vegylileteknek ezt a csaladjat egy belsd észterkdtés Jje-
lenléte jellemzi, ami a bioldégiai lebonthatésdg szempontjabdl
fontos.

A talalmany szerinti elény6s lipopoliaminok k&zé tartozik a
(I1I1), (IV), (V) és (VI) képletd vegyiilet D, L vagy DL alakban,
valamint ezek séi.

A taldlmany tovabbi targyadt képezi a taldlmdny szerinti
lipopoliaminok barmiféle terdpids felhaszndlasa, akar kdzvetle-
nil, akdr gybégyszerkészitményekben.

Mint mondottuk, az (I) &altalénos képletd vegylletek kiilénd-
sen jél haszndlhaték nukleinsavak in vivo és in vitro transz-
fektadladsara. Hatasosan komplementdljdk a DNS-t, és a kezelt sej-
tekkel szemben toxicitdsuk nagyon csekély vagy nulla. Ezenkivil
észterkodtésitk hidrolizise Gtjan biolégiailag lebonthatdk.

A talalmény szerinti vegyliletek maximdlis hatdsdnak eléré-
séhez az (I) &ltalénos képletld vegyililet és a nukleinsav aranyat
eldnybsen ugy hatdrozzuk meg, hogy az R arény, vagyis a szdban-
forgd lipopoliamin pozitiv toltéseinek a nukleinsav negativ tél-
téseihez viszonyitott ardnya optimdlis legyen. Ez az ardny erd-
sen figg a felhaszndlasi médtdl - tehdt hogy in vivo vagy in
vitro alkalmazzuk - és a transzfektadlandd sejttipustdl, ezért
minden esetben kildn kell optimalizalni. Az optimalizalads az at-
lagosan mlvelt szakember ismereteinek k&rébe tartozik.

A taldlmany szerinti vegylletekben a polinukleotid 1lehet
dezoxiribonukleinsav vagy ribonukleinsav. Szekvenciaja lehet

eredeti természetes vagy mesterséges, éspedig DNS genom, cDNS,



mRNS, tRNS, rRNS, hibrid szekvencia, szintetikus vagy félszinte-
tikus szekvencia. Ezek a nukleinsavak lehetnek emberi, &allati,
ndévényi, bakterialis, virdlis vagy hasonlé eredetliek. Barmilyen,
az éﬁlagosan mivelt szakember eldtt ismert Uton megkaphatdk, és-
pedig beszerezhetdlk bankokbdl, eldadllithatdk kémiai szintézissel
vagy vegyes mbdszerekkel, tehdt a bankbdél beszerzett szekvencidk
kémiai vagy enzimatikus médositasdval. Tovadbba be lehetnek épit-
ve vektorokba, példaul plazmid vektorokba.

A dezoxiribonukleinsavak lehetnek egy- vagy kétszalasak.
Ezek a dezoxiribonukleinsavak hordozhatnak terdpids géneket, a
transzkripcidét vagy replikdcidét szabalyozd szekvencidkat, adott
esetben modifikdlt antiszensz szekvencidkat, az egyéb sejtkompo-
nensekhez koté régidkat és hasonld elemeket.

A talalmény szempontjdbdl terdpids génnek tekintiink minden
olyan gént, amely valamilyen terdpids hatdsu fehérje-tipusu
anyagot kdédol. Az igy kdédolt fehérje-tipust anyagok lehetnek fe-
hérjek, peptidek és hasonld vegyiiletek. Ezek a fehérje-tipust
anyagok lehetnek a cél-sejttel homoldégok, vagyis olyan vegyiile-
tek, amelyeket a célsejt normdlis, betegségtdl mentes A&llapota-
ban expresszdl. Ebben az esetben a fehérje expresszaladsa lehetd-
vé teheti példaul a sejt valamilyen nem kielégitd expresz-
szidéjanak enyhitését, egy inaktiv vagy kevéssé aktiv fehérje ex-
presszalasat valamilyen modifik&cidé céljabédl, vagy a szdéban for-
g6 fehérje expresszidjanak fokozasat. Tovadbba a terdpids gén ko-
dolhatja egy sejtfehérjének valamilyen megndvelt stabilitasu
vagy megvaltozott aktivitdst mutdnsat. A fehérje-tipust anyag a

célsejttel szemben heteroldg is lehet. Ez esetben az expresszalt



fehérje kiegészithet vagy létrehozhat egy meghatarozott aktivi-
tast a sejtben, amely lehetévé teszi a sejt szémdra, hogy vala-
milyen betegséggel szemben fellépjen, vagy egy immunvalaszt sti-
muldljon.

A talalméany szerinti terapids anyagok kozé tartoznak példa-
ul az enzimek, vérbdl szarmazd anyagok, hormonok, limfokinok -
mint az interleukinok, interferonok, TNF és hasonldé anyagok,
amelyeknek ismertetése megtaldlhatdé példaul az FR 9203120 szamu
francia szabadalmi 1leirdsban -, felismerési faktorok, neuro-
transzmitterek vagy prekurzoraik vagy a szintézisiikhéz sziikséges
enzimek, trofikus (téplalkozasi) faktorok - mint a BDNF, CNTF,
NGF, IGF, GMF, aFGF, DbFGF, NT3, NT5, HARP/pleiotrofin és hason-
16k —, a disztrofin vagy egy minidisztrofin, amit az FR 9111947
szdml francia szabadalmi leirds ismertet, a mukoviszciddzzal
Osszekapcsolt CFTR fehérje, a daganatszuppresszor gének — mint
p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev és hasonldék, amelyeknek ismertetése
megtaldlhaté példaul az FR 9304745 sza&mi francia szabadalmi le-
iradsban -, a koaguldcidéban szerepet jatszdé VII, VIII és IX fakto-
rokat kd&édold gének, a DNS javitdsdban résztvevd gének, az o6n-
gyilkos gének (timidin-kindz, citozin-dezaminadz), a hemoglobin
-gének vagy mas néven fehérjetranszportdld gének, az apolipo-
protein tipust (lipoproteinbdél szarmazd) A-I, A-II, A-IV, B,
¢-1, C-11, C-II1, D, E, F, G, H, J és apo(a) lipidek metabolizi-
lasaban résztvevd fehérjéknek megfeleld gének, az anyagcsere en-
zimei, példdul a lipoprotein lipdz, a lipaz médjenzim, a lecitin-
-koleszterin-aciltranszferéz, a T7-a-koleszterin-hidroxiléaz, a

savas foszfatidil foszfatdz, tovabb& lipidtranszfer-fehérjék -



példdul a koleszterin-észtereket transzferialdé és a foszfo-li-
pideket transzferdld fehérje -, egy HDL-ké6tS fehérje, egy recep-
tor, példdul LDL-receptorok, chylomicron-maradék receptorok,
scavenger (gybdkfogd) receptorok és hasonldk.

A terdpids nukleinsav lehet tovabbad egy gén vagy egy anti-
szensz szekvencia, amelynek a célsejten belili expresszidja le-
hetdvé teszi a génexpresszid szabalyozasdt vagy a cellularis
mRNS transzkripcidéjat. Példaul az ilyen szekvencidk a célsejtben
az EP 140308 szami eurdépai szabadalmi leirasban ismertett médon
dtirhatdék a celluldris mRNS-sel komplementer RNS-sé, és igy a
fehérjévé torténd leforditasuk blokkolhatd. Terdpids gének to-
vabbd a riboszémakat kédold szekvencidk, amelyek az EP 321201
szamu eurdpai szabadalmi leirds szerint szelektive képesek ron-
csolni a megcélzott RNS-eket.

Mint mondotpgk, a nukleinsav hordozhat egy vagy tobb gént,
amelyek egy — embernél vagy &llatndl immunvédlaszt generidld anti-
gén peptidet kédolnak. Tehat ebben a megvalésitasi moédban a ta-
lalmany lehetévé teszi vakcindk készitését, vagy azt, hogy em-
bernél vagy 4&allatokndl mikroorganizmusokkal, virusokkal vagy
rakkal szembeni immunterdpids kezeléseket hajtsunk végre. E cél-
bél szdéba johetnek az Epstein Barr virusra, a HIV virusra, a he-
patitis B wvirusra (EP 185573), az A&lveszettség virusara, a
"Syncitia forming virus"-ra tovabba méds virusokra vagy tumorokra
(EP 259212) nézve specifikus antigén peptidek.

A nukleinsav elény6sen olyan szekvencidkat is tartalmaz,
amelyek a kivant sejtben vagy szervezetben terdpids gének

és/vagy antigén peptideket kédold gének expresszidjat teszik le-
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hetdvé. Ezek lehetnek olyan szekvencidk, amelyek a természetben
az adott gén kbédolasdért felelSsek, ha feltételezhetd, hogy ezek
a szekvencidk a fertdzdtt sejtben mikddSképesek lesznek. De mas-
féle eredetd (mds fehérjék koédolasdért felelds vagy akar szinte-
tikus) szekvencidk is szdba johetnek. Lehetnek ezek eukaridta
vagy viradlis gének promoter szekvencidi, példaul a megfertdzendd
sejt genomjébdl szarmazd promoter szekvencidk. Ugyanakkor lehet-
nek egy virus genomjabdl szdrmazd promoter szekvencidk is. E te-
kintetben megemlithetjik az E1A, MLP, CMV, RSV gének promote-
reit. Ezen kivil ezek az expresszids szekvencidk aktivaléd, sza-
bédlyozbd és hasonld szekvencidk hozzdadasdval médosithatodk is.
Véglil a széban forgd szekvencidk lehetnek indukdlhatd vagy re-
presszalhatd promoterek.

A nukleinsavak a terdpids gén eldtti szakaszon egy szignal
szekvenciat is hordozhatnak, amely a szintetiz&lt terdpids anya-
got a célsejt kivalasztdsi Utvonalaira irdnyitja. Ez lehet a te-
rapids anyag természetes szigndl szekvencidja, de lehet egészen
mas funkciondlis szigndl szekvencia vagy akir egy mesterséges
siignél szekvencia is. A nukleinsav egy olyan szigndl szekvenci-
at is hordozhat, amely a szintetizalt terdpids anyagot a sejtnek
egy meghatadrozott részébe vezérli.

A talalmény tovabbi targyat képezik olyan készitmények,
amelyek egy nukleinsavat, valamilyen - példaul a taladlmany sze-
rinti - lipopoliamint és egy olyan adalékanyagot tartalmaznak,
amely a sejtmag lipopoliamin/nukleinsav-komplexéhez k&ét&dik, és
ezaltal a transzfektdld képességet fokozza. Ténylegesen kimutat-

tuk, hogy a lipopoliaminok transzfektdld képessége varatlan mér-
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tékben megnévekszik bizonyos adalekanyagok - példaul lipidek vagy
fehérjék - jelenlétében, amelyek a sejtmag lipopoliamin/nuklein-
sav-komplexéhez koétddni képesek.

A talalmany szerinti készitmények adalékanyagként eldénybsen
egy vagy tobb neutralis lipidet tartalmaznak. Ezek a készitmé-
nyek kiléndsen eldnytsek akkor, ha az R arany kicsi. Ténylegesen
kimutattuk, hogy egy neutrdlis lipid hozzdaddsa fokozza a nuk-
leolipid részecskék képzddését, és meglepd médon a sejtmembran
destabilizdlasa révén el8segiti a részecskék behatolasat a sejt-
be.

A talalmény szerinti eljarasban még eldnydsebben 2 zsirsav-
léancot tartalmazd lipideket alkalmazunk.

Kildndsen eldényds, ha természetes vagy szintetikus
ikererionos vagy iont&ltés nélkiili lipideket alkalmazunk fizio-
16gids koériilmények kdzdtt. Ezeket még eldnydsebben a dioleoil-
-foszfatidil-etanol-amin (DOPE), az oleoil-palmitoil-foszfa-
tidil-etanol-amin (POPE), a disztearoil-, -palmitoil- vagy -mi-
risztoil-foszfatidil-etanol-amin vagy ezek egy-haromszorosan
N-metilezett szarmazékai; a foszfatidil-glicerinek, a diacil-
-glicerinek, a glikozil-diacil-glicerinek, a cerebrozidok (pél-
daul galakto-cerebrozidok), a szfingolipidek (példadul a szfin-
gomielinek) vagy az asialogan-glikozidok (példaul az asialoGM1
és GM2) k&ézil valasztijuk.

Ezen kilénbézé lipideket hagyomdnyos, az atlagosan mivelt
szakember szamdra ismert médszerekkel eldallithatjuk szintetikus
uton, vagy extrakcioéval kinyerhetjik szervekb8l (példaul az agy-

b6l) vagy tojasokbél. A természetes lipidek extrahdlasat végez-
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hetjlk szerves oldészerekkel, amint azt példaul Lehninger
[ Biochemistry] leirja.

A talalmany szerinti készitmények egy ekvivalensnyi (I) &l-
talanos képletid vegylletre szémitva eldénydsen 0,1 - 20, még els-
nyoésebben 1 - 5 ekvivalens adalékanyagot tartalmaznak.

A Dbeadds szempontjdbdél formuldlhatunk lokalis, bérbe be-
adand6, oralis, rektalis, vagindlis, parenterdlis, intravénas,
intramuszkularis, szubkutdn, intraokuldris vagy transzdermélis
talalmany szerinti készitményeket. A taldlmany szerinti injek-
talhaté, nevezetesen a kdzvetleniil a kivdnt szervbe beadhatd és
a helyileg (a bdrén és/vagy nyadlkahartydn) alkalmazhatd gydégy-
szerkeszitmények eldnybésen tartalmaznak egy gydgyadszatilag elfo-
gadhaté hordozbanyagot. Ezek a készitmények lehetnek steril,
izoténids oldatok vagy szaraz, liofilizdlt készitmények, ame-
lyekb8l az esettdl fliggéen steril viz vagy fizioldgids szérum
hozzdadasaval injektdlhaté oldatokat készithetiink. Az injekcié
céljara hasznidlandé nukleinsav-dézist valamint a beadasok szamat
kiilonbozd tényezék — mint az alkalmazott beadasi méd, a szdban
forgd betegség, az expresszdlandd gén, illetve a kezelés alkal-
mazasanak idétartama - fiiggvényében kell meghatdrozni. Ami a be-
adast illeti, az térténhet kdzvetlenil a szbvetekbe, vagy oly
moédon, hogy a sejteket tenyészetben kezeljiik, majd injekcid vagy
belltetés révén visszajuttatjuk az é1l8 szervezetbe.

A talalmany tovabbi targya egy kiléndsen eldnyds modszer
betegségek kezelésére. Ez abbdl 4&ll, hogy a fenti k&6rilmények
kéz6tt in vivo vagy in vitro beadunk egy, a betegség gydgyitasa-

ra alkalmas nukleinsavat egy taldlmany szerinti (I) 4&ltalanos
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képletd vegyillettel egyiitt. Ez a mdédszer kdzelebbrdl fehérje-
vagy nukleinsav-tipusi anyag hi&nyabdl eredd betegségeknél al-
kalmazhatd, és a beadott nukleinsav ezt a fehérje-tipusu anyagot
kbédolja vagy a szbdban forgd nukleinsavat tartalmazza.

A talalmény oltalmi kdre a taldlmany szerinti lipopoliami-
noknak minden olyah alkalmazasara kiterjed, amelynek célja sej-
tek in vivo vagy in vitro transzfektdlésa.

Az alabbi példak a taiélmény részletes ismertetésére szol-

gélnak, annak oltalmi kdrét nem korldtozzak.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A, A felhaszndlt anyagok

A diaoktadecil-amint (DODA), a trietil-amint, az L-orni-
tint, a tetrametil-amménium-hidroxidot, a Raney-nikkelt és a
diglikolanhidridet a Fluka; a benzotriazol-l-oxi-trisz (dimetil-
-amino) ~foszfénium-hexafluoro-foszfatot (BOP) a Propeptid
France: a 4-(dimetil-amino)-piridint (DMAP), az izobutil-klér-
-formidtot és az N-metil-morfolint az Aldrich cégtdl szereztiik
be. A tetrahidrofurdn a Merck, minden mas felhasznidlt oldészer
az RP Prolabo terméke. Natrium-kloridbél és vizes natrium-
-hidrogén-karbondtbél telitett, k&lium-hidrogén-szulfatbdl pedig
0,5 M oldatot hasznaltunk.

B. Fizikai mérések

A protonmagneses rezonancia-spektrumot (lHNMR) Bruker spekt-
rométerrel vettiik fel.

C. Szilikagél-kromatogréifia

A vékonyréteg-kromatogrdfidt 0,2 mm vastagsagu Merck szili-
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kagél lemezeken hajtottuk végre.
ElShivasi médok:
- ultraibolya (UV) fénnyel (254 nm)
- ninhidrinnel oly mddon, hogy 100 ml etanolban 40 mg ninhidrint
tartalmazd oldattal a lemezt enyhén bepermetezziik, igy 150°C-ra
‘felmelegitve az aminok illetve amidok eldhivddnak;
- fluoreszkaminos médszer: a primer aminok eléhivasdra a lemezt
100 ml acetaonban 40 mg anyagot tartalmazé oldattal bepermetez-
zik;
- jédos mbédszer: a lemezt por alaku joéd gdzeibe helyezziik.

A szilikagél-oszlopkromatogrdfidt Merck szilikagél 60-on
hajtottuk végre, amelynek részecskemérete 0,063 és 0,200 mm kozé

esik.

1. Példa

2,5-bisz[ (3-Amino-propil) -amino] -pentil- (dioktadecil-kar-
bamoil-metoxi)-acetat [(III) képletd vegyiilet] eldadllitéasa

1.a) (Tetrametil-amménium)~-2,5-bisz[ (2-ciano~etil)-amino] -

-pentanoat (l.a vegyitlet) eléallitasa

6,74 g (80 mmol) 2,5-diamino-penténsavat (L-ornitin) és
14,48 g (80 mmol) (tetrametil-amménium)-hidroxid-penthidratot 20
ml metanolban oldunk. A képzdddétt vizet és a metanolt olajszi-
vattytval létesitett csdkkentett nyomdson szidraz maradékig elpéa-
rologtatjuk.

Az igy kapott sdéhoz 30 ml dimetil-formamidot adunk. A reak-
cibelegyet nitrogénnel géaztalanitjuk, azutdn 10 percig erdételje-

sen keverjik, ezdltal a 2,5-diamino-pentanocdt feloldédik (a
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tetrametil-amménium-klorid szuszpenzidban marad a dimetil-forma-
midban) .

A reakcidelegyhez cseppenként hozzdadunk 6 ml (85,6 mol)
acetonitrilt, 1 6rén &t szobahdmérsékleten, nitrogén atmoszfé-
raban &llni hagyjuk, majd a tetrametil-amménium-klorid eltivo-
litasara leszlrjik, és a dimetil-formamidot csékkentett nyomason
elparologtatjuk. Az igy kapott olajszerd folyadék a rotécids be-
parldébdél kidntve megszilardul. 100 ml acetonitrilt adunk hozz4a,
és az oldat kitisztuldsdig enyhén melegitjiik, majd addig adunk
hozza tetrahidrofurant, mig zavarossd nem valik. A lombikot 2
napig fagyasztészekrényben téroljuk, majd szliréssel kinyerjik a
2,5-bisz[ (2-ciano-etil)-amino] -pentanoat (tetrametil-ammé4nium) -
-séjat fehér szildrd anyag alakjdban. Ezt zsugoritott ivegszdrdén
tetrahidrofurannal ledblitjik, majd foszfor-pentoxid felett sza-
ritjuk. Ily médon 6,06 g anyagot kapunk, ami 49 %-os (nyers) ki-
hozatalnak felel meg.

1.b) (berametil-amménium)-2,5-bisz[(3-aminofprqpil)-amino]-

-pentanoat (1.b vegyiilet) eldallitasa

Az l.a vegyiletet 18 ml etanol, 2 ml viz és 5 ml 2M k&lium-
-hidroxid elegyében oldjuk. Az oldatot argon &atbuborékoltatasa-
val tisztitjuk, és hozzdadunk 2 ml Fluka Raney-nikkel-szuszpen-
zidt. A hidrogénezést nitrogénnel &tfavatott autoklavban, 26°C-on
végezzik. A nyomds 3 éra alatt 50,6 bar-rél 44,7 bar-ra csdkken,
majd tobb mint egy érdn &t stabil marad. Az autoklav 250 ml-es,
a reakcidelegy 30 ml. A kapott szuszpenziét leszlrjik, wvizzel
ledblitjik, és rotaciés beparléban beparoljuk, igy egy séarga

olajat kapunk. A fluoreszkaminos vizsgalat eredménye pozitiv.
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l.c) 2,5-bisz{ (terc-Butoxi-karbonil)-3-[ (terc-butoxi-karbo-
nil)-amino]-propil-amino}-pentdnsav (l.c vegyiilet)
eldallitasa

Az 1.b vegylletet 30 ml diox&nban oldjuk, cseppenként hoz-

zaadunk 17,46 g (80 mmol) di(terc-butil)-dikarbonadtot, és a re-
akcibdelegyet egy éjszakdn &t keverjiik. Ezutan kadlium-hidrogén-
-szulfatot adunk hozza, és haromszor 100 ml kloroformmal extra-
haljuk. A szerves fazist 7,5 pH-ju nétrium-hidrodén-karbonét—ol—
dattal, majd na&trium-klorid-oldattal mossuk, magnézium-szulfiton
szaritjuk, és csokkentett nyomdson beparoljuk. Ily médon 10 g
anyagot kapunk; az ornitinre szamitott kihozatal 39 %.
Nagynyomasi folyadékkromatogradfia (HPLC): acetonitril/viz: 0-3
perc 50 % acetonitril; 3-20 perc 50-100 % acetonitril; 20-40
perc 100 % acetonitril; K'= 7,96 (Rp-18 oszlop, sebesség = 1
ml/perc) .

Vékonyréteg-kromatogrdfia (TLC): Rf (kloroform é&s etil-acetéat
95:5 térfogatardnyd elegyében) = 0,28.

NMR (ppm): 1,3 (m, 8H, N+CHp-CHp-CHp-CHN+COO / 2x N+CHoCHCHo-CHN+) ;
2,7-3,0 (m, 10H 5x N+CHp); 3,8 (t, 1H, N+CHCOO) .

MS: MHY = 647, (M = 646).

1.d) 2,5-bisz[(terc-Butoxi-karbonil)-{3-[ (terc-butoxi-kar-
bonil)-amino] -propil}-amino] -pentanol (1.d vegyiilet)
eldallitéasa

1,94 g (3 mmol) L-5-karboxi-tetra- (terc-butoxi-karbonil) -

-spermint 30 ml tetrahidrofuranban oldunk, és mikropipettébdl
hozzaadunk 370 pl (3,1 mmol) N-metil-morfolint. A reakcibelegyet

nitrogén atmoszféradban, szénsavhd és etilénglikol keverékébsl
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allo firddben -15°C-ra hiitjik, és hozzdadunk 390 pl (3,1 mmol)
izobutil-klér-formiadtot. 3 perc elteltével a reakcidbelegyet f£&-
z8poharba o6ntjik, amely 2 g natrium-[ tetrahidro-boréit] -ot tar-~
talmaz 20 ml 4°C-os vizben oldva. Ezutdn pH = 7 eléréséig kalium-
—hid;ogén—szulfétot adunk hozz&. A terméket etil-acetittal ext-
rahaljuk, natrium-hidrogén-karbondt-, majd natrium-klorid-ol-
dattal mossuk, magnézium—szulféton.széritjuk, leszlrjik, és be-
padroljuk. Ily médon 1,15 g anyagot kapunk, ami 61 $%$-os kiho-
zatalnak felel megq.

A veékonyréteg-kromatografidt (TLC) két lépésben hajtjuk
végre: ugyanazon eluenssel szilikagél oszlopon is végziink elva-
lasztast, igy 0,97 g vegyililetet kapunk sdrga olaj alakjdban. Az
elvalasztds kihozatala 84 %.

A redukcidé kihozatala 51 %.

TLC: R¢ (petroléter és etil-acetdt 1:1 térfogatardnyu elegyében)

NMR (ppm): 1,42 (s, 4xBoc); 1,5-1,7 (m, 8H, N+CHp-CHp-CHp-CHN /
2x N+CHpCHpCHpCHpN); 2,85-3,2 (m, 10H 5x NCHp); 3,4 (m, 1H,
NCH-CHpO0H); 3,7 (d, 2H, CHpOH); 6,8 (m, 2H: NH).
MS: MH* = 633, M = 632.
l.e) 2,5-bisz{3-[ (terc-Butoxi-karbonil)-amino] -propil}-
-[ (terc-butoxi-karbonil) -amino] ~pentil-oxi-karbonil-
-metoxi-ecetsav (l.e vegyllet) eldallitdsa
0,51 g (0,806 mmol) 1.d vegyiiletet metilén-dikloridban ol-
dunk, és hozzdadunk 2 ekvivalens (0,178 g, 1,535 mmol) digli-
kolanhidridet, 2,2 ekvivalens (235 pl,687 mmol) trietil-amint és

S5 mg 4-(dimetil-amino)-piridint. Egy 6éra milva a TLC azt mutat-
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ja, hogy az alkohol a reakcidban elfogyott; ekkor a reakcie-
legyhez metilén-dikloridot adunk, haromszor 50 ml k&lium-hid-
rogén-szulfat-oldattal, majd hdromszor 50 ml natrium-klorid-ol-
dattal mossuk, magnézium-szulfaton szaritjuk, leszdrjik, azutéan
beparoljuk. Ily médon 0,26 g szildrd anyagot kapunk, ami 43 %-o0s
kihozatalnak felel meg.

TLC: Rg (kloroform, metanol és ecetsav 90:8:2 térfogataranyt ele-

0,75.

gyében)

MS: MHT

749, M = 748.

1.f) 2,5-bisz[ (terc-Butoxi-karbonil)-{3-[ (terc-butoxi-kar-
bonil)-amino]-propil}-amino]-pentil- (dioktadecil-kar-
bamoil-metoxi)-acetdt (1.f vegyiilet) eldallitasa

A fenti vegyliletbdl 0,123 g-ot (0,164 mmol), tovabba 1 ek-

vivalens (0,0856 gq) dioktadecil-amint, 3 ekvivalens (68,4 ml)
trietil-amint és 1,1 ekvivalens (0,0798 g) benztriazol-l-oxi-
-trisz(dimetil-amino)-foszfénium-hexafluoro-foszfatot (BOP) klo-
roformban oldunk, és a reakcidelegyet szobahdmérsékleten kever-
juk. Két éra mulva hozzaadunk 100 ml metilén-dikloridot, azutéan
h&dromszor 100 ml kadlium-hidrogén-szulfat-oldattal, natrium-hid-
rogén-karbondt-oldattal és pH = 7-es natrium-klorid-oldattal mos-
suk, szaritjuk, leszdrjik, majd beparoljuk. Ily médon 0,13 g
szilard anyagot kapunk, ami 63 $-os kihozatalnak felel meg.

TLC: R¢ (petroléter és etil-acetat 1:1 térfogataranyld elegyében)
= 0,62; elShivas: jéddal, ninhidrinnel és fluoreszkaminnal.

NMR (ppm): 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 6H; CH3); 1,20-1,75 (m, 108H:
CH2/C(CH3)3); 3,05-3,35 (m, 14H: CHpN); 4,15-4,35 (m, 3H:

NCHCHp0CO); 4,23-4,27 (2s, 2x 2H: OCH2CO) ; 4,5-5,5 (elnydlt m,
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2H, NH).
MS: MHt = 1252, M = 1251.

Az elemanalizis eredményei a C71H137N50712 Osszegképletre:

C% H % N %
szamitott 68,06 11,02 5,59
mert 67,14 11,93 5,86

l.g) 2,5-bisz[ (3-Amino-propil)-amino]-pentil- (dioktadecil-

~karbamoil-metoxi) -acetdt [(III) képleti vegyiilet]

elddllitédsa

1,5 ml-es Eppendorf® kémcsében 0,025 g (0,02 mmol) 1.f ve-
gylilethez 1 ml trifluor-ecetsavat adunk, és 1 éradn &t szobahd-
mérsékleten &llni hagyjuk, majd a trifluor-ecetsavat elparolog-
tatjuk.

500 pl etanol hozzdaddsaval megkapjuk a bioldgiai vizsgala-
tokhoz sziikséges 40 mM oldatot.

MS: MHt = 852, M = 851.

2. Példa

1,3-bisz[(3-Amino-propil) -amino]-2-propil- (dioktadecil-kar-
bamoil-metoxi)-acetat [(IV) képletil vegyiilet] eldallitasa

2.a) 1,3-bisz[(2-Ciano-etil)-amino]-2-propanol (2.a vegytl-

let) eldallitasa

3,6 g (40 mmol) 1,3-diamino-2-propanolt 75 ml metanolban
oldunk, és 15 perc alatt hozzdadunk 5,76 ml (80 mmol) acetonit-
rilt. A fluoreszkaminos vizsgdlat eredménye pozitiv.

2.b) 1,3-bisz[ (3-Amino-propil)-amino]-2-propanol (2.b ve-

gyilet) elddllitésa
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A hidrogénezést nitrogénnel &tfuvatott autoklavban, 27°C-on
végezzik.

A 2.a vegyliletet 15 ml metanol, 10 ml etanol és 5 ml 2M ka-
lium-hidroxid-oldat elegyében oldjuk. Az oldatot argonnal tisz-
titjuk, és az autoklavban hozzdadunk 4 ml-t a Raney-nikkel-
-szuszpenzidbdl.

A nyomas 3,5 éra alatt 51,6 bar-rél 37,6 bar-ra csdkken,
majd tébb mint egy érdn &t stabil marad. Az autoklav 250 ml-es,
a reakcidelegy 30 ml. A kapott szuszpenzidét leszlirjik, vizzel
ledblitjiik, és rotdcidés bepdrlédba tdltjik &t. Ily médon egy sar-
ga olajat kapunk. A fluoreszkaminos vizsgdlat eredménye pozitiv.

2.c) 1,3-bisz[3-[(terc-Butoxi-karbonil)-amino]-2-{[ (terc-

-butoxi-karbonil)-amino] -propil}]2-propanol (2.c ve-
gyilet) eléallitésa

A 2.b vegylletet az l.c vegyililetnél leirt médon védScso-
porttal latjuk el. 100 ml metilén-dikloridot adunk hozza, majd
cseppenként hozzdadunk 100 ml diox&nban oldott 39,2 g (179 mmol)
di(terc-butil)-dikarbonatot, és az igy kapott oldatot 72 6ran at
keverjuk. Ezutdn az olddszert elparologtatjuk, és kalium-hidro-
gén-szulfdtot adunk hozza. A terméket haromszor 100 ml etil-ace-
tattal extrahdljuk, a szerves fazisokat egyesitjik, kalium-hid-
rogén-szulfdt-, nadtrium-hidrogén-karbondt-, majd natrium-klorid-
-oldattal mossuk, magnézium-szulfiton szaritjuk, és bepédroljuk.
Ily médon 20 g anyagot kapunk; a kiinduladsi vegyiiletre szamitott
kihozatal 83 %.

A vegylletet petroléterbdl atkristalyositijuk.

TLC: Ry (petroléter és etil-acetat 1:1 térfogataranyu elegyében)



ses0 oo .o s
L)

.
o oo o .
. . ¢ oee o
» o e ¢ o oo
ee’ esese e . .

20

= 0,23.

Re¢ (petroléter és etil-acetdt 1:2 térfogatardnyid elegyében)

0,63.
NMR (ppm): 1,4 (m, 36H, 4x (CH3)3); 1,65 (qt, 4H: 2x NCHpCHoCHpNH);
2,95 Kq, 4H: 2x NHCHCHp); 3,1 (2d, 4H: NCHpCHCHpN); 3,2 (t, 4H:
NCHpCHp); 3,85 (m, 1H: OH); 5,9 (s, ZH: NH) .
MS: MHT = 605, M = 604. |
2.d) 1,3-bisz[3-[(terc-Butoxi-karbonil)-amino]-2-{[ (terc-
-butoxi-karbonil)-amino] -propil}]-2-propil- (etoxi-kar-
bonil)-metoxi-ecetsav (2.d vegyiilet) eldsllitasa
604 mg (1 mmol) 2.c vegyliletet 20 ml metilén-dikloridban
oldunk, és 2 ekvivalens (0,232 g, 2 mmol) anhidridet, 2,2 ekvi-
valens (307 pl, majd 100 pl) trietil-amint és 6,5 g 4-(dimetil-
-amino-piridint adunk hozz4. A reakcidelegyet szobahémérsékleten
24 6ran at keverjiuk, azutdn metilén-dikloridot adunk hozza, ka-
lium-hidrogén-szulfat-, majd ndtrium-klorid-oldattal mossuk, mag-
nézium-szulfdton szaritjuk, leszlrjik, és beparoljuk. Ily moédon
0,156 g anyagot kapunk; kihozatal: 22 %.
TLC: Rg (kloroform, metanol és ecetsav 90:8:2 térfogataranyua ele-
gyében) = 0,71.
NMR (ppm): 1,2-1,4 (m, 36H, 4x (CH3)3); 1,5 (m, 4H: 2x NHCH,CHp-CHyN);
2,85 (g, 4H: 2x NHCHyCHp); 3,1 (m, 8H: 4x NCHp); 3,9-4,2 (2s,
4H: 2x OCH»CO0); 5,25 (m, 1H: CHpCHCHp); 6,7 (2H: NH).
MS: MHY = 721, M = 720.
2.e) 1,3-bisz{3-[(terc-Butoxi-karbonil)-amino]-2-[ (terc-
-butoxi-karbonil)-amino]-propil]-propil}- (dioktadecil-

-karbamoil-metoxi) -acetat (2.e vegyiilet) eldallitdsa
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A 2.d savbél 0,216 mmol-t 3 ml kloroformban oldunk, és 1
ekvivalens (0,113 g) dioktadecil-amint, 3 ekvivalens (100 pl)
trietil-amint és 1,1 ekvivalens (0,11 g) BOP-t adunk hozza. A
reakcidelegyet szobahdémérsékleten 24 oérén A&t keverjiik, majd a
kloroformot elpadrologtatjuk, és 100 ml etil-acetdtot adunk hoz-
z4. A szerves fazist 0,5M sésav-oldattal, natrium-hidrogén-kar-
bondt-oldattal, majd pH = 7 eléréséig natrium-klorid-oldattal
mossuk, magnézium-szulfdton szaritjuk, és bepdroljuk. Ily médon
0,185 g anyagot kapunk; kihozatal: 70 %. Szilikagél-oszlopon
végzett tisztitdssal 110 mg terméket kapunk (kihozatal: 42 %).
TLC: R¢ (kloroform, metanol és ecetsav 90:8:2 térfogatardnyl ele-
gyében) = 0,81;

R (petroléter és etil-acetdt 1:1 térfogataranyl elegyében)
= 0,67.

NMR (ppm): 0,85 (t, 6H: 2x (CH3); 1,20-1,55 (m, 100H,
CHp/C(CH3)3); 1,6 (m, 4H: 2x NH-CHpCHpCHpN); 3,05-3,4 (m, 16H:
2x NH-CHpCHpCHpN / N-CHpCHoCHpPN / 2x ~CHpoN); 4,1 (s, 2H:
NCOCH20); 4,15 (s, 2H: OCHpCOO); 5,25 (m, 1H: CHpCHCHp); 6,15
(2H: NH).

MS: MHt = 1224, M = 1223.

2.f) 1,3-bisz[(3-Amino-propil)-amino]-2-propil- (dioktade-
cil-karbamoil-metoxi) -acetat [(IV) képletid vegyiilet]
eldallitasa

1,5 ml-es Eppendorf® kémcsében 0,0247 g (0,021 mmol) 2.e
vegylulethez 1 ml trifluor-ecetsavat adunk, és 1 6ran A&t szobahd-
mérsékleten 4llni hagyjuk, majd a trifluor-ecetsavat elparolog-

tatjuk.
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505 pl etanol hozzdadadsaval megkapjuk a biolégiai vizsgala-
tokhoz sziikséges 40 mM oldatot.

MS: MHY = 824, M = 823.

3. Példa

2-[3- (Amino-propil) -amino] -1-[3- (amino-propil)-metil]-etil-
-(N,N-diokatadecil) -szukcinamidt [(V) képletd vegyiilet] eldalli-
tasa

Ezt a vegyluletet a 2. példaban leirtak szerint &llitjuk
eldn oly mddon, hogy a diglikolsavat borostydnkdsavval helyette-
sitjik.

Az igy kapott vegylilet tdmegspektrometrids elemzése egy MH'
= 808-as fragmentumot mutat, ami a szdmitott molekulatdmegnek

megfelel.

Az alabbiakban ismertetjik a taldlmdny szerinti lipopolia-
minok felhaszndldsdt genetikai anyagok in vitro transzfektala-
sara.

A. A gének in vitro transzfektdldsdra hasznalt plazmidok

Erre a célra pCMV-LUC plazmidot haszndljuk. Ez olyan szer-
kezet, amely luciferdzt expresszdl, és a pGL2-Basic Vector-bél
(Promega) vagy a pGL2-Control Vector-bdl (Promega) kaphaté egy,
a pcDNA3 (Invitrogen) plazmidbdél kinyert humdn Cytomegalovirus
(CMV) promoterét tartalmazdé Mlul-Hind III fragmentum inszer-
talasa révén.

B. A transzfektdldshoz haszndlt oldatok készitése

A példak alapjén eldadllitott taldlmény szerinti lipopolia-
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minokbél 40 mM etanolos oldatot készitlink, majd ezt etanol é&s
viz elegyével 0Ugy higitjuk, hogy az etanol koncentracidéja 10 %-
ndl kisebb legyen.

A transzfektalandd nukleinsav oldatdt fiziolégids szérummal
(0,15M natrium-klorid-oldat) higitjuk, majd 1:1 térfogataranyban
hozzaadjuk a lipopoliamin oldatat. Az igy kapott elegyet magne-
ses keverdvel homogenizdlijuk, 15 percig szobahdmérsékleten inku-
bdljuk majd a DNS/lipopoliamin-oldatot 99 % végkoncentraciéban
elosztjuk a lyukakba, amelyekbe a sejteket a fehérjementes tap-

kézeggel (szérum) belemostuk.

4. Példa

A terhelési arany (aminok/foszfatok) hatasa a transzfekcid
hatékonysagara

105 - exponencialis szaporoddsi fazisban 1évé - NIH 3T3
sejtb6l 4116 mintdkat egy 2 cm?-es feliileten 37°C-on, 5 % szén-
-dioxidot tartalmazé atmoszférdban 4 6rdn &t kezeliink valtozd
terhelési arényokat képviseld lipopoliamin/pCMV-LUC-oldatokkal;
mindegyik mintdhoz 1 pg nukleinsavat adunk. A riportergén ex-
presszidjanak vizsgalatat 8 % végkoncentrdciéju borju-magzati
szérum hozzdaddsa és szén-dioxidos szaritékamrdban 40 Oran At
végzett inkubdlds utan hajtjuk végre.

A luciferaz-aktivitdst a luciferin, koenzim A és ATP (ade-
nozin-5'-trifoszf4at) jelenlétében 20 madsodperc alatt [ RLU ] -ban
(relativ fényegység) mért fénykibocsdtds alapjan hatarozzuk meg,
és a sejtbontéds utén kapott feliiluszédban jelenlévd fehérje egy-

ségnyi toémegére (pg) vonatkoztatva adjuk meg. Az eredmények az
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aldbbi 1. tablazatban lathatédék.

1. tablazat
Az 1. példa sze-|A 2. példa szerin-
rinti lipopoliamin|ti lipopoliamin
terhelési fénykibo- |var. fénykibo~ |var.
arany csatés koeff. |cséatés koeff.
(%) (%)
1 69 5 23 34
2 5091 3 252 6
4 3636 30 7890 3
6 21334 3 61401 5
8 40846 3 73224 2
10 55321 1 77633 2
12 53239 5 48634 5
14 36 10 52417 2
DNS &nmaga- 52 5
ban

Mindegyik adat harom, egymdstdl filiggetlen mérés &tlagérté-
két jelenti.

Ez a kisérlet vildgosan mutatja, hogy a taldlmany szerinti
lipopoliaminok az expresszidhoz sziikséges kdrilmények kézdtt le-

hetdvé teszik a gének transzfektdlasat.

5. Példa
A DNS/lipopoliamin-keverékek nukleinsav-koncentraciéjanak hatasa
Az NIH 3T3 sejteket az eldébbi példa szerinti médon DNS/li-

popoliamin-keverékekkel kezeljik, ugy, hogy azonos terhelési
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aranyok mellett kiilénb6zd DNS-koncentracidkat alkalmazunk.

A luciferdz-aktivitast itt 20 masodpercen A&t mérjik, és

2500 kezelt sejtre vonatkoztatva adjuk meg. Az eredmények az

aldbbi 2. és 3. tédblazaton lathaték.
2. tablazat
Az 1. példa szerinti lipopoliamin:
Terhelési arany
DNS ug 4x 6x 8x 10x

0,25 27 (19) 25 (20) 32 (31) 36 (15)
0,5 23 (3) 37 (54) 4476 (4) 4811 (19)
1,0 4945 (12) 19194 (14) 30933 (21) 39357 (3)
2,0 93937 (2) 105533 (1) 111167 (14) 8315 (15)
3,0 106293 (11) 100093 (8) 53475 (12)

4,0 98533 (10) 68963 (8)

3. téblazat
A 2. példa szerinti lipopoliamin:
Terhelési arany

DNS ug 4x 6x 8x 10x
0,25 40 (17) 52 (64) 122 (14) 51 (5)
0,5 28 (10) 204 (25) 36533 (7) 44473 (7)
1,0 3427 (12) 48167 (13) 49363 (13) 50083 (9)
2,0 33377 (13) 44697 (18) 30670 (17) 9544 (4)
3,0 9686 (3) 31557 (2) 9157 (8)

4,0 4321 (9) 40105 (10)

a8 e
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Mindegyik adat harom, egymastdl figgetlen mérés Aatlagérté-
két jelenti.
A zardjelben meagadott szamok a varidcids koefficiens sza-

zalékos értékét jelentik.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. D, L vagy DL formdju lipopoliamin vagy valamely séja,
azzal Jjellemezve, hogy az (I) &ltaldnos képlettel irhaté le,
amelyben

m értéke egy 2 és 6 kodzdotti egész szam;

n értéke egy 1 és 9 koézétti, eldnydsen 1 és 5 kozétti egész
szadm, azzal a feltétellel, hogy ha n értéke 2 és 9
kézé esik, akkor az &altalédnos képletben csak egy olyan
R csoport van, amelynek Jjelentése hidrogénatomtél elté-
ré, és m értéke a kilonbdzé -(CH)p~ és - (CHp)p- cCso-

I
R

portokban azonos vagy kiilénbdzé;

R jelentése hidrogénatom vagy egy (II) A&ltaldnos képletd
csoport, amelyben

X és X' jelentése egymastdl filiggetlenil oxigénatom, - (CH2) g~
dltalédnos képletld csoport — amelyben g értéke 0, 1, 2
vagy 3 —, vagy -NH- képletl vagy -NR'-~ &ltalénos képle-
td aminocsoport, amelyben R' jelentése 1-4 szénatomos
alkilcsoport;

Y és Y' jelentése egymdstdl fliggetlenlil metilén-, karbonil-
vagy tiokarbonil-csoport;

R3, Rgq és Rg jelentése egymastdl fliggetlenlil hidrogénatom
vagy 1-4 szénatomos, szubsztitudlt vagy szubsztitua-
latlan alkilcsoport, és p értéke 0 és 5 koézdtt valtoz-

- hat;

Rg jelentése egy koleszterin-szdrmazék vagy egy -NRjRy &alta-
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lanos képletl alkil-aminocsoport, amelyben Rj és Rp
jelentése egymastdél fiiggetleniil egy 12-22 szénatomos,
telitett vagy telitetlen, egyenes vagy elagazé lancu
aliféds csoport.

2. Az 1. igénypont szerinti lipopoliamin, amelynek képleté-
ben R Jjelentése egy (II') &ltaldnos képletd csoport, amelyben
R3, Rq,R5,Rg és p jelentése az 1. igénypontban megadott, és X
jelentése oxigénatom vagy egy —(CH2)q— dltaldnos képletd cso-
port, amelyben g értéke nulla.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti lipopoliamin, amely az
(I) altaléanos képletd vegyliletek korébe tartozd (III) képletd
vegyllet D, L vagy DL formdban vagy valamely séja alakjaban.

4. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti lipopoliamin, amely az
(I) &ltalanos képletl vegyiiletek kérébe tartozd (IV) képletd ve-
gyulet D, L vagy DL formdban vagy valamely sbéja alakjdban.

5. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti lipopoliamin, amely az
(I) altalédnos képletd vegyliletek kdrébe tartozd (V) képletld ve-
gytilet D, L vagy DL formdban vagy valamely sbéja alakjaban.

6. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti lipopoliamin, amely az
(I) altalénos képletld vegyliletek koérébe tartozé (VI) képletd ve-
gyilet D, L vagy DL formdban vagy valamely sdéja alakjaban.

7. Gybgyszerkészitmény, azzal Jjellemezve, hogy legaléabb
egy, az 1-6. igénypontok valamelyike szerinti lipopoliamint és
legalébb egy nukleinsavat tartalmaz.

8. A 7. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy nukleinsavként egy dezoxiribonukleinsavat tartalmaz.

9. A 7. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,

hogy nukleinsavként egy ribonukleinsavat tartalmaz.
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10. A 7., 8. vagy 9. igénypont szerinti készitmény, azzal
jellemezve, hogy egy kémiai uton mbédositott nukleinsavat tartal-
maz.

11. A 7-10. igénypontok valamelyike szerinti készitmény,
azzal jellemezve, hogy egy antiszensz nukleinsavat tartalmaz.

12. A 7-10. igénypontok valamelyike szerinti készitmény,
azzal jellemezve, hogy egy terdpids gént hordozé nukleinsavat
tartalmaz.

13. A 12. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy olyan terapias gént tartalmaz, amely egy, a lipidek - pél-
daul az a-1, A-II, A-1v, B, C-I, C-II, C-III, D, E, F, G, H, J
vagy apo(a) apolipoproteinek - metabolizmusdban résztvevd fehér-
jét, egy enzimet — példaul lipoprotein lipdzt, a m&j lipéz enzi-
mét vagy egyéb lipazokat, a lecitin-koleszterin-aciltranszfe-
razt, a 7-a-koleszterin-hidroxildzt, a savas foszfatidil foszfa-
tadzt -, egy lipidtranszfer-fehérjét - példaul a koleszterin-ész-
tereket vagy a foszfolipideket transzferdld fehérjét -, egy HDL-
-ko6té fehérjét vagy egy, az LDL-receptorok, a chylomicron-mara-
dék receptorok vagy a scavenger (gydkfogd) receptorok k&zé tar-
tozd receptort koédol.

14. Gydgyszerkészitmény, amely egy nukleinsavat, egy, az
1-6. igénypontok valamelyike szerinti lipopoliamint és egy olyan
adalékanyagot tartalmaz, amely a lipopoliamin/nukleinsav-komp-
lexhez kotddni képes, és annak transzfektdld képességét javitija.

15. A 14. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy adalékanyagként egy vagy tébb semleges lipidet tartalmaz.

l6. A 15. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,

hogy semleges lipidként szintetikus vagy természetes, ikerionos
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vagy iontdltés nélkili lipid(ek)et tartalmaz fiziolégids koril-
mények kozdtt.

17. A 16. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy 2 zsirsavlancbdél 4116 semleges lipide(ke)t tartalmaz.

18. A 17. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy semleges lipidként egyet vagy tébbet tartalmaz az aldbbi
lipidek k&zil: dioleoil-foszfatidil-etanol-amin (DOPE), oleoil-
-palmitoil-foszfatidil-etanol-amin (POPE), disztearoil-, -palmi-
toil- vagy -mirisztoil-foszfatidil-etanol-amin vagy. ezek egy-
-hadromszorosan N-metilezett szarmazékai, foszfatidil-glicerinek,
diacil-glicerinek, glikozil-diacil-glicerinek, cerebrozidok
(példaul galakto-cerebrozidok), szfingolipidek (példaul szfingo-
mielinek) és asialogan-glikozidok (példaul asialoGM1 vagy GM2) .

19. A 14-18. igénypontok barmelyike szerinti készitmény,
azzal jellemezve, hogy 1 ekvivalens lipopoliaminra vonatkoztatva
0,1 - 20 ekvivalens, eldnydésen 1 - 5 ekvivalens adalékanyagot
tartalmaz.

20. A 7-19. igénypontok barmelyike szerinti készitmény, az-
zal jellemezve, hogy egy injektalhatdé készitmény céljara gydgya-
szatilag elfogadhatdé hordozdanyagot tartalmaz.

21. A 7-19. igénypontok barmelyike szerinti készitmény, az-
zal jellemezve, hogy a bdérdén vagy nydlkahdrtydn vald alkalmazés
céljara gydgyaszatilag elfogadhatdé hordozébanyagot tartalmaz.

22. Egy 1-6. igénypont szerinti lipopoliamin felhasznaléasa

sejtek in vivo vagy in vitro transzfektdlasara.
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