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Farmaceuticky prostfedek, lipozém a zptisob dopravovéni bioaktivni latky do buriky.

Oblast techniky
Tento vynélez se tyka zpiisobli dopravovani 1€kl do bun&k pomoci zalen&ni 1kt do, nebo
spojeni 1€kt s lipozémy, obsahujicimi n&jaky N-acyl-fosfatidylethanolamin (,,NAPE®), a

poté setkéni se buné&k s t€mito lipozémy.

Dosavadni stav techniky

Fosfatidylethanolaminy (,,PE*) jsou pfirozen€ se objevujici fosfolipidy, které maji typicky
dva acylové fetézce a fosforyletanolaminovou skupinu, vdzané na glycerolovou patef lipidd.
N-acylované fosfatidylethanolaminy (,,NAPE“) jsou PE, na které je vazan dalsi, tfeti
acylovy fetézec, pies aminoskupinu, obsazenou ve fosforyletanolaminové skuping. Nékteré
NAPE se také v malych mnozstvich nachézi v biologickych membranach.

Vétsina PE normalné nevytvafi dvojvrstvy pfi neutrdlni hodnoté pH. Misto toho vytvaii ve
| vodném prostfedi Sestisténné (Hy) struktury. Tato schopnost mize byt spojena se zvy$enou
schopnosti fizovani lipozémt, kdyZ jsou tyto lipidy za¢lenény do lipozomaélnich dvojvrstev
za vhodnych podminek (Verkleij A. J. (1984) Biochim. Biophys. Acta. 799, 43-63; Cullis P.
R. & de Kruijff B. (1979) Biochim. Biophys. 559, 399-420; Ellens H., Siegel, D. P., Alford
A., Yeagle P. L., Boni L., Lis L. J., Quinn P. & Bentz J., (1989) Biochemistry 28, 3692-
3703). NAPE naopak ve vodnych disperzich, v nepfitomnosti pfidavanych dvojmocnych
kationtli, spontané vytvaii dvojvrstvy (Newman J. L., Stiers D. L., Anderson W. H &
Schmid H. H. O., (1986) Chem. Phys. Lipids 42, 249-260.; Akota S., Tellier C., Le Roux C.
& Marion D. (1988), Chem. Phys. Lipids 46, 43-50; Lafrance D., Marion D & Pezolet M.
(1990), Biochemistry 29, 4592-2599; Domingo J. C., Mora M. & De Madariaga M. A.
(1993) Biochim. Biophys. Acta 1148, 308-316.

Zadny z vy$e uvedenych dokumentis nepopisuje studii NAPE s ohledem na jejich schopnost
usnadiiovat fuzi nebo destabilizovat dvojvrstvu v poZadovaném misté dopraveni, aviak pfi

zachovéni si schopnosti tvofit lipozémy, které mohou stabilng obalovat material. Zadné z
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pfedchazejicich studii nepopisuje pouZiti, kde mohou byt zahrnuty NAPE, pro fizené
dopravovini lipozomélnich 1é€iv, a Zadny nepopisuje vytvafeni NAPE, za udelem
vylepSovéni takovéhoto dopravovéni, zejména in vivo. Navic, Z4dny z nich ani nevytvérel

ani nestudoval NAPE N-dodekanoyl-diolejoylfosfatidylacthanolamin.

Podstata vynélezu

Tento vyndlez poskytuje lipozémy, které obsahuji destabilizaceschopné mnoZstvi N-acyl-
fosfatidylethanolaminu (,NAPE*). Tyto lipozélmy jsou uzite¢né pro fuzi s bun&nymi
membranami v pfitomnosti vhodnych koncentraci kationtli, kdyZ jsou umistény v blizkosti
té€chto bunék. NAPE jsou fosfolipidy, zaloZené na glycerolu, které maji na prvni a druhé
pozici glycerolové patefe vdzané nasycené nebo nenasycené, 14-24 uhlikd dlouhé acylové
fetézce. Tieti pozice je obsazena fosforylethanolaminem, na jehoZ aminoskuping je vazan
tfeti acylovy fetézec, ktery je dlouhy 4-24 uhlikovych atomi a je nasyceny nebo nenasyceny.
V soufasné dob& je upfednostiiovanym NAPE N-C12 DOPE (N-dodekanoyl-
diolejoylfosfatidylethanolamin).

Destabilizaceschopné mnoZstvi NAPE, obsaZené v lipidické sloZce lipozému je obvykle od
asi 10 moléarnich procent lipidické slozky do asi 90 molarnich procent. Lipozém, do
kterého je NAPE zaclenén, miize byt jednovrstevny, nékolikavrstevny nebo mnohovrstevny,
ale pfednostn¢ je jednovrstevny. Lipidicka sloZka lipozému zahrnuje, vedle NAPE, alespoii
jeden dalsi lipid. Takovymito lipidy mohou byt, ale ne pouze, jakékoliv druhy lipida jako
jsou napf. fosfolipidy, glykolipidy a steroly, které mohou byt pouzZity pfi pfipravé lipozémi.
Pfednostn€ zahrnuje tento pfidavny lipid jeden nebo vice fosfolipidd. Je¥té lépe, tyto
zahrnuji fosfatidylcholin (,PC*), jako je diolejoylfosfatidylcholin (,,DOPC*) nebo
fosfatidylethanolamin (,,PE“), jako napf. PE, vybrany =ze skupiny, obsahujici
transesterifikovany fosfatidylethanolamin, dipalmitoylfosfatidylethanolamin, palmitolyl-
olejoylfosfatidylethanolamin a diolejoylfosfatidylethanolamin; nebo PE, spojeny s latkou,
vybranou ze skupiny, obsahujici dikarboxylové kyseliny, polyethylenglykoly,
polyalkylethery a gangliosidy.

Lipozémy mohou mit pfipojenou navadéci latku a mohou obsahovat, bud’ v dvojvrstvé nebo
ve vodné &4sti, jednu nebo vice bioaktivnich latek. P¥ipojeni navadéci latky k lipozému je
zde upiednostiiovano, za Gfelem umisténi lipozémi do blizkosti bunék, které jsou cilem

dopraveni obsahli lipozémi, kde mohou byt lipozémy v pfitomnosti vhodné koncentrace




kationtl lokaln& destabilizovany nebo fuzovany s buitkami.

Lipozomy tohoto vynilezu mohou tedy dopravovat aktivni latky do bun&k pomoci setkéni se
téchto bungk s lipozémy za podminek, ve kterjch NAPE destabililizuji lipozoméln{
dvojvrstvu, za &elem indukce lokalniho uvolnéni aktivni latky lipozému a/nebo fiize
lipozému s buiikami. Takovéto dopraveni mizZe byt provadéno in vitro nebo v t&le savce a
miZe byt pouZito napf. pro ex vivo transfekci kmenovych bun&k nebo dopraveni

protirakovinné 1€¢ebné latky.

Nésleduji zkratky a plna jména jimi pfedstavovanych sloucenin, které se nachazeji v popisu :
PE, fosfatidylethanolamin; PC fosfatidylcholin; PG, fosfatidylglycerol; PS, fosfatidylserin;
DO-, diolejoyl-; NAPE N-acyl-fosfatidylethanolamin; NAE, N-acyl-ethanolamin; N-C12-
DOPE, N-dodekanoyl-diolejoylfosfatidylethanolamin; NBD-PE, N-(7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-yl)fosfatidylethanolamin (transesterifikovany fosfatidylcholin z vejce); Rh-
PE, N-(lissamin-rhodamin B-sulfonyl)fosfatidylethanolamin (transesterifikovany
fosfatidylcholin z vejce); TMR, tetramethylrhodamin; TMR-70kD dextran, s
tetramethylrhodaminem spojeny 70kD dextran; C;2E3g, oktaethylenglykolmonododecylether;
RET, rezonanéni pfenos energie; LUV, velky jednovrstevny lipozém; TES,
N-[tris(hydroxymethyl]-2-aminoethansulfonova kyselina; 'H-NMR, protonové nukledrni
magnetickd rezonance; Hy, Sestisténnd II; TLC, chromatografie na tenké vrstvé; BSA, hovézi
sérovy albumin.

Tento vyndlez poskytuje lipozom, jehoz lipidicka sloZka obsahuje N-acyl-
fosfatidylethanolamin (,,NAPE®“). NAPE jsou fosfatidylethanolaminy, které maji tfi acylové
fetézce, dva pfimo vazané na glycerolovou patef a tfeti, vdzany pfes aminoskupinu

fosforylethanolaminové skupiny. NAPE maji tedy ndsledujici obecnou strukturu

CH,-O-R!
|
CH-0O-R?

|
CH,-0-P(0),-0-CH,CH,NH-R?,




kde kazdy =z R!, R* a R® je acylovy fetézec, ktery ma strukturu : -
C(O)(CH2)n1(CH=CH)n2(CH2)n3(CH=CH)s(CH2)ns(CH=CH)n6(CHz)7(CH=CH)ng(CHz)no
CHs;. nl je celé ¢islo, rovné od 1 do 22; n3 je celé Cislo, rovné od 1 do 19; n5 je celé é&islo,
rovné od 1 do 16; n7 je celé &islo, rovné od 1 do 13 a n9 je celé &islo, rovné od 1 do 10.
Acylové fetézce mohou byt nasycené nebo nenasycené; to znamené, Ze kazdy z n2, n4, n6 a
n8 je nezdvisle roven 0 nebo 1.

Acylové fetdzce, vazané pfimo na glycerolovou patef NAPE, to jest R' a R?, maji vhodnou
délku pro tvorbu stabiln{ dvojvrstvy. Podle toho je soudet
nl1+2n2+n3+2n4+n5+2n6+n7+2n8+n9, uréujici délku acylového fetézce v podétu uhlikovych
atomi, celé &islo od 12 do 22 a R' a R maji do délky nezdvisle od 14 do 24 uhlikovych
atom@. Pfednostng maji R' a R? do délky nezévisle od 16 do 18 uhliki. Alespoii jeden z R
a R® je nenasyceny, coZ napoméhé ptechodu NAPE z faze upfednostiiujici dvojvrstvu do
faze, ktera dvojvrstvu destabilizuje, a alespoii jeden z n2, n4, n6 a n8 je tudiz roven 1. Vice
upifednostiiovano je, kdyZ jsou oba, R! i R% nenasycené, to znamens, %e pro R'iR?je
alespoti jeden z n2, n4, n6 a n8 roven 1. Nejvice upfednostitovano je, kdyZ jsou oba, R'i
R?, kyselina olejové, to znamena, ¥e jsou oba dlouhé 18 uhlikfi, obsahuji jednoduché i
dvojné vazby a maji strukturu C(O) (CH,)7(CH=CH)(CH,),CH3.

Acylovy fetézec, vizany na aminoskupinu fosforylethanolaminu NAPE, mtiZze byt dlouhy 4
a¥ 24 uhlikd. To znamen4, Ze pro R’ je soudet n1+2n2+n3+2n4+n5+2n6+n7+2n8+n9 roven
celému &islu od 2 do 22; pfednostné je tento soulet roven celému ¢&islu od 6 do 20.
Piednostné je tento acylovy fetézec nasyceny. Lépe je R3 nasyceny a dlouhy 12 uhlikd.
Nejlépe obsahuje NAPE, ktery je zaclenén do lipozomu, dva fetézce kyseliny olejové a 12-ti

uhlikovy fetézec, vazany na aminoskupinu, a mé takovouto strukturu :

CHg-O-C(O)(CH2)7(CH=CH)(CH2)7CH3
I
CH- O-C(O)(CH2)7(CH=CH)(CH2)7CH3
I

CH2-0-P(0),-0-CH,CH,;NH-C(O)(CH,)10CHs,
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to jest N-dodekanoyl-diolejoylfosfatidylethanolamin; (,,N-C12-DOPE*).

NAPE jsou pfirozené se objevujici lipidy, které se izoluji z rostlin, mikroorganismi a
Zivo¢ichti (Bombstain R. A. (1965) Biochem. Biophys. Res. Commun. 21, 49-54; Clarke N.
G., Hazlewood G. P. & Dawson R. M. C. (1976) Chem. Phys. Lipids 17, 222-232; Dawson
R. M. C,, Clarke N. G. & Quarles R. H. (1969) Biochem. J. 114, 265-270; Ellingson J. S.
(1980) Biochemistry 19, 6176-6182; Epps D. E., Schmid P. C., Natarajan V. & Schmid H.
H. O (1979), Biochem. Biophys. Res. Commun. 90, 628-633; Epps D. E., Natarajan V.,
Schmid P. C. & Schmid H. H. O (1980), Biochem. Biophys. Acta 618, 420-430; Ganley O.
H., Graessle O. E & Robinson H.J. (1958) J. Lab. Cli. Med. 51, 709-714; Gray G. M. &
Yardley H. J. (1975) J. Lipids. Res. 16, 441-447; Hargin K. D. & Morrison W. R. (1980) J.
Sci. Food. Agric. 31, 877-888; Hazlewood G. P. & Dawson R. M. C. (1975), Biochem. J.
150, 521-525; Kuehl Jr., F. A., Jacob T. A., Ganley O.H., Ormond R. E. & Meisinger M. A.
P. (1957) J. Am. Chem. Soc. 79, 5577-5578; MacMurray T. A & Morrison W. R. (1970) J.
Sci. Food. Agric. 21, 520-528; Matsumoto M. & Miwa M (1973) Biochem. Biophys. Acta
296, 350-364; Morrison W. R., Mann D. L., Wong S. & Coventry A. M. (1975) J. Sci.
Food. Agric.26, 507-521; Natarajan V., Reddy P. V., Schmid P. C. & Schmid H. H. O.
(1982), Biochem. Biophys. Acta 712, 342-355; Natarajan V., Schmid P. C., Schmid H. H.
O., Reddy P. V. & Zuzarte-Augustin M. L. (1985), Biochem. Biophys. Acta 835, 426-433;
Reddy P. V., Schmid P. C., Natarajan V., Muramatsu T. & Schmid H. H. O. (1984),
Biochem. Biophys. Acta 795, 130-136; Schmid P. C., Reddy P. V., Natarajan V. & Schmid
H. H. O. (1983), J. Biol. Chem. 258, 9302-9306; Schmid H. H. O., Schmid P. C. &
Natarajan V., (1990), Prog. Lipid. Res. 29, 1-43; Somerhaju P. & Renkonen O. (1979),
Biochem. Biophys. Acta 573, 83-89; jejichZ obsahy jsou zde zahrnuty odkazem). NAPE
mohou byt také vytvofeny synteticky, napfiklad tak, jak je popsano dale, v pfikladu 1.
Stru¢né, tato syntetickd piiprava zahrnuje rozpusténi fosfatidylethanolaminu (,,PE*), napf.
DOPE, v organickém rozpous$tédle, napf. methylenchloridu. Poté je k roztoku pfidan
anhydrid mastné kyseliny, kterd méd byt navdzdna na aminoskupinu PE, napf. anhydryd
kyseliny laurové. Po chromatografické purifikaci je vysledna slouCenina shromazdéna a
zakoncentrovana ve vakuu; mZe byt charakterizovidna fadou zplsobi, vletné protonové
nuklearni magnetické rezonance. Lipidicka slozka lipoz6ému obsahuje
»destabilizaceschopné“ mnoZstvi NAPE, coz je takové mnozstvi NAPE, které, kdyZ je
zaClenéno do lipozémové dvojvrstvy, je dostatené k destabilizaci této dvojvrstvy v

pfitomnosti vhodné, napi. fyziologické, koncentrace kationtl. Zde pouZity termin
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»destabilizace dvojvrstvy znamend poruSeni nebo rozpad lipidického uspotradani
lipozomdlni lipidické dvojvrstvy, za ufelem umoZn&ni lokalniho uvolnéni lipozomélniho
obsahu a/nebo indukce fize lipozému s jinymi lipidickymi vrstvami, napf. buné&nymi
membranami, kdyZ tyto jsou ve spojeni s lipozémem. Destabilizaceschopné mnoZstvi NAPE
je takové mnoZstvi NAPE, které indukuje vy$§i stupefi nestability dvojvrstvy za vhodnych
podminek, neZz jakd by byla v pfipadé, kdyz dvojvrstva NAPE neobsahuje.
Destabilizaceschopné mnoZstvi NAPE typicky pfedstavuji alespoti asi 10 molarnich procent
lipidické sloZky lipozému. Piednostné je toto mnoZstvi od asi 10 moldrnich procent do asi
90 moldrnich procent lipidické slozky, 1épe od 20 molarnich procent do asi 80 molarnich
procent lipidické slozky. Nejlépe, v souasné dobé, predstavuje NAPE asi 70 molérnich
procent lipidické sloZky.

Ma se za to, acylace PE, ¢imZ vznikaji NAPE, vytvafi na PE naboj, ktery potlatuje sklon PE
k vzniku nedvojvrstevnych fazi; mé se tedy za to, Ze tento niboj umoZiiuje, aby NAPE
vytvafely stabilni dvojvrstvy. Pfitomnost dostate¢né koncentrace, napf. fyziologické Grovng,
riiznych kationtti, napt. H*, Ca®* nebo Mg®*, vyrovni tento protipisobici naboj tfetiho
acylového fetézce a samotné NAPE jsou tedy poté nestabilni v konformaci dvojvrstvy. Podle
toho zahrnuji ,,vhodné podminky*, zde popsané pro destabilizaci dvojvrstvy obsahujici
NAPE, pfitomnost dostate¢nych koncentraci jednoho nebo vice kationtl, které se mohou
nachazet v biologickych tekutindch nebo mohou byt vytvofeny v kulturach. Méfeni dodéani
lipozomalnich obsahil je snadné pro b&éZného odbornika, ktery ma k dispozici popis tohoto
vynalezu, za pouZiti rutinnich technik. Odbornik mlZe napfiklad do lipozémi,
obsahujicich/neobsahujicich NAPE, vloZit detekovatelny marker, inkubovat tyto lipozémy
ve vhodném bunééném kultivaénim mediu a poté urdit procento detekovatelného markeru,
dopraveného do bunék po inkubaci. Po takovychto pokusech by odbornik pozoroval, Ze
buiiky, inkubovdné s lipozomy obsahujicimi NAPE, by obsahovaly vét§i mnoZstvi
detekovatelného markeru nez buiiky, inkubovéané s lipozémy neobsahujicimi NAPE,

Méfeni dopravovani lipozomélnich obsahli miiZze byt snadné pro odbornika v oboru, ktery
ma k dispozici popis tohoto vynédlezu, za pouZiti rutinnich technik. Odbornik miZe napfiklad
uzaviit detekovatelny marker do lipozémi, které obsahuji/neobsahuji NAPE, inkubovat tyto
lipozomy ve vhodném bun&éném kultivaénim mediu a poté uréit procento detekovatelného
markeru, dopraveného do bun&k po inkubaci. Po provedeni takovychto pokusti by odbornik
pozoroval, Ze buiiky inkubované s lipozémy obsahujicimi NAPE obsahuji v&t§i mnoZstvi

detekovatelného markeru neZ buiiky inkubované s lipozémy neobsahujicimi NAPE.
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Lipidicka sloZka lipoz6mu zahrnuje, vedle NAPE, dal3i lipid. Takovymito lipidy mohou byt
jakeékoliv z fady druht lipidd, napt. fosfolipidy, glykolipidy &i steroly, b&Zné& pouzivanych v
lipozémech.
Piednostn& zahrnuje tento ptidavny lipid jeden nebo vice fosfolipidd, nap¥. fosfatidylcholin
(,PC*), jako je diolejoylfosfatidylcholin (,DOPC*). Napfiklad, v nékterych provedenich
tohoto vynilezu je pfidavnym lipidem DOPC; lipidicka slozka lipozému obsahuje asi 30
molédrnich procent DOPC a asi 70 moldrnich procent NAPE, N-dodekanoyl-
diolejoylfosfatidylethanolaminu.
Pfidavnym lipidem miZe také byt fosfatidylethanolamin (,PE“), jako je napi.
transesterifikovany PE (,,tPE*), dipalmitoyl PE (,,DPPE®), palmitolyl-olejoyl PE (,,POPE*),
diolejoyl PE (,,DOPE®); nebo PE, jehoz hlavni skupina je spojena s latkou, vybranou ze
skupiny, obsahujici dikarboxylové kyseliny, polyethylenglykoly, polyalkylethery a
gangliosidy. Takovéto latky jsou schopné branit vazb€ sérovych proteinli na lipozémy, do
kterych byly tyto lipidy zalenény. Podle toho, PE, obsahujici takovéto modifikace hlavni
skupiny, ,lipidy s modifikovanou hlavni skupinou“ méni farmakokinetické chovan{
lipozémi, prodluZuji jejich poloCasy Zivota a zvySuji pomér pivodnich lipozémi, které
dosdhnou urdenych mist terapeutického nebo diagnostického u&inku (viz Blume et al.,
Biochim. Biophys. Acta. 1149 : 180 (1993); Gabizon et al., Pharm. Res. 10(5) : 703 (1993);
Park et al., Biochim. Biophys. Acta. 1108 : 257 (1992); Woodle et al., U.S. Patent No. 5 013
556; a Allen et al., U.S. Patent No. 4 837 028 a 4 920 016, jejichZ obsahy jsou zde zahrnuty
odkazem).
Mezi  upfednostiiované  lipidy s  modifikovanou  hlavni  skupinou  patii
fosfatidylethanolaminy-dikarboxylové kyseling (,,PE-DCA*) nebo polyethylenglykolové
konjugaty. V soucasné dobé¢ je upfednostiiovanym lipidem s modifikovanou hlavni skupinou
diolejoylfosfatidylethanolamin (,,DOPE-GA*). MnoZstvi lipidu s modifikovanou hlavni
skupinou, zaclenéné do lipozému, zaleZi na fadé faktord, které jsou b&Znému odbornikovi v
oboru dobfe zndmé, nebo které jsou zjistitelné bez nutnosti délani neobvyklych pokusii.
Mezi n¢ patfi, ale ne pouze, : typ modifikace hlavni skupiny, typ a velikost lipozému a
pozadované terapeutické pouZiti pfipravku. Pfednostné jsou lipidy s modifikovanou hlavni
skupinou zaclefiovany do lipozémi v koncentraci alespoi 5 molarnich procent lipidické
slozky lipoz6ému, 1épe asi 10 molérnich procent lipidické slozky lipozému.
»Lipozémy* jsou samostatné se skladajici struktury, obsahujici jednu nebo vice lipidickych

dvojvrstev, z nichZ kazda obklopuje vodny prostor, a obsahuje dv& opa&n& poloZené vrstvy
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amfipatickych lipidickych molekul. Amfipatické lipidy obsahuji poldrni (hydrofilni) hlavni
ast, kovalentn& spojenou s jednim nebo dv&€ma nepolérnimi (hydrofobnimi) acylovymi
fetézci. Obecn€ se ma za to, Ze energeticky nevyhodné kontakty mezi hydrofobnimi
acylovymi fetézci a vodnym mediem indukuji u lipidickych molekul zmé&nu uspofadani do
takové stavu, Ze jsou jejich polarni hlavni skupiny orientovany smérem k vodnému mediu,
zatimco acylové fetézce smé&fuji smérem do vnittku dvojvrstvy. Je tedy vytvofena stabilni
struktura, ve které jsou acylové fetézce i€inné chranény pfed kontaktem s okolnim vodnym
mediem.
Jednovrstevné lipozémy jsou lipozémy, které maji jednu lipidickou dvojvrstvu. Mohou to
byt bud’ malé jednovrstevné lipozémy (,,SUV*), které maji primérny primér 25-50 nm,
nebo velké jednovrstevné lipozémy (,,LUV*), které maji primérny primér vétsi neZ 50 nm.
Nékolikavrstevné lipozémy maji od 1 do né&kolika lipidickych dvojvrstev a mnohovrstevné
lipozémy (,MLV“) maji mnoho dvojvrstev. Lipozém tohoto vyndlezu méZe byt
jednovrstevny, nékolikavrstevny nebo mnohovrstevny, ale pfednostng je jednovrstevny a
1épe velky jednovrstevny lipoz6ém.
Lipozémy mohou byt vytvofeny fadou zpuisobli (souhrn napf. viz Deamer a Uster (1983)).
Mnohovrstevné lipozémy mohou byt vytvofeny napiiklad metodou Banghema et al., (1965)
a metodou Lenka, Fountaina nebo Cullise pro pfipravu MLV s v podstaté rovnom&rnym
rozdélenim rozpusténé latky mezi lamelami (to jest ,,SPLV*; viz U.S. Patent No. 4 522 803,
4 588 578, 5 030 453, 5 169 637 a 4 975 282). Né&kolikavrstevné lipoz6my mohou byt
vytvofeny napf. Boniho metodou pro piipravu IF“ lipozémd (interdigitation-fusion
liposom) (viz EP Patent No. 510 086), nebo Papahadjopoulovou technikou odpafeni
pfevracené faze (U. S. Patent No. 4 235 871). Jednovrstevné lipozémy mohou byt vytvoieny
metodami, jako je vstiiknuti ethanolu (viz napf. Batzri a Kron 1973), nebo z MLV
technikami jako je sonikace (Papahadjopoulos et al., (1968) nebo protladovani (U. S. Patent
No. 5 008 050 a U. S. Patent No. 5 059 421). Lipozémy tohoto vyndlezu mohou byt
piipraveny kteroukoliv z v oboru obecné pfijimanych metod pro pfipravu lipozémi, vietnd
metod, uvedenych ve vySe citovanych dokumentech (jejichZ obsahy jsou zde zahrnuty
odkazem).
Lipozomy tohoto vynalezu mohou byt dehydratovany, uskladnény a poté znovu sloZeny tak,
Ze podstatnd C&ast obsahli lipozému zlstane b&hem procesu dehydratace/rehydratace
obsaZena uvnitf. Dehydratace lipozému obecné vyZzaduje pouZiti hydrofilnich vysou§ecich

ochrannych latek na vnitfnim i vné&j§im povrchu lipozomélni dvojvrstvy (viz U. S. Patent 4
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880 635 jehoZ obsah je zde zahrnut odkazem). Obecné se mé za to, Ze tyto hydrofilni latky
brani zmén& uspofddani lipidd v lipozému, takZe velikost i obsah zlstane b&hem
vysouSeciho postupu a nésledné rehydratace zachovdna. Nejvice upfednostiiovanymi
vysuSovacimi ochrannymi latkami jsou disacharidy, napf. lakt6za, maltéza, trehaléza nebo
sachar6za.

Lipozémy tohoto vynélezu mohou obsahovat ,,navadéci latku“, to jest n&jakou latku, ktera
miZe byt vdzdna na lipozom a kterd poté sméruje lipozém do specifického mista v téle
savce. M4 se za to, Ze takovéto smérované dopraveni je vysledkem rozpoznani né&jaké latky
na povrchu cilové buitky navadéci latkou. Typicky mezi takovéto navadéci latky patii, ale ne
pouze, protilatky, ligandy bun&nych receptorti, lektiny apod. Navadéci latky mohou byt na
lipozém véazany jakymkoliv v oboru obecné pfijimanym zplsobem pro kovalentni nebo
nekovalentni vazbu takovych litek a lipozomi. Mezi takovéto zplsoby patfi napfiklad ty,
popsané v nasledujicich dokumentech, jejichZ obsahy jsou zde zahrnuty odkazem, : U. S.
Patent No. 5 399 331 popisuje vdzani proteinli na lipozémy za pouZiti vazebnych ¢&inidel,
které maji alespon jednu maleimidoskupinu a reaktivni amin; v U. S. Patent No. 4 885 172,
5059 421 a 5 171 578 se proteiny na lipozomy vaZi za pouZiti glykoproteinu streptavidinu;
Sato a Sunamoto popisuji obalovani smérovanych lipozémi polysacharidy.

Predkladany jsou zde i prostfedky, obsahujici lipozémy tohoto vynédlezu. Mezi takovéto
prostiedky patfi farmaceutické prostfedky, které také obsahuji ,.farmaceuticky pfijatelny
nosi¢“, kterym je n&jaké medium, obecné piijatelné pro pouZiti ve spojeni s podavanim
lipozémi Zivodichim, v&etné lidi. P¥iprava farmaceuticky pfijatelnych nosi¢ll zaleZi na fadé
faktort, které jsou v ramci znalosti béZného odbornika,. ZaleZi, ale ne pouze, na konkrétni
pouZité bioaktivni latce, jeji koncentraci, stabilité a zamySlené dostupnosti; nemoci, poruse
nebo stavu léCeného prosttedkem; 1é€eném, jeho ve€ku, velikosti a obecném stavu;
zamyS$leném zpdsobu podéavani prostfedku, napf. nosnim, ustnim, o¢nim, mistnim,
transdermalnim, vaginalnim, podkoZnim, intraperitonealnim, vnitroZilnim nebo
intramuskularnim (viz napiiklad, Nairn (1985), jehoZz obsah je zde zahrnut odkazem).
Typické farmaceuticky piijatelné noside, pouZité pro parenterdini podavani bioaktivni latky,
zahrnuji naptiklad D5SW, vodny roztok obsahujici 5 % w/v dextrézy, fyziologicky solny
roztok. Farmaceuticky pfijatelné nosi¢e mohou obsahovat dalsi pridavné slozky, jako napf.
ty, které zvy3uji stabilitu lipozémi.

Dale je zde piedkladan zptisob dopravovani bioaktivni latky do buiiky. ,Bioaktivni latka“,

kterda muiZe byt do bunék dopravena lipozémy, je kterdkoliv litka nebo skladba latky, kterd
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miZe byt pfipravena v lipozémech a byt podavana Zivo&ichim, pfednostn& &lovéku.
Lipozémy mohou naplnény bioaktivnimi latkami pomoci rozpusténi této latky v lipidu nebo
vodné fazi, pouZité pro piipravu vezikuli. Jinou moZnosti je naplnéni lipozémt
ionizovatelnymi bioaktivnimi latkami tak, Ze jsou nejdfive vytvofeny lipozémy, je ustaven
elektrochemicky potencidl, napf. pomoci pH gradientu, na nejkrajn&jsi lipozom4ln{
dvojvrstvé a poté je k vodnému mediu obklopujicimu lipozémy pfidina ionizovatelnd litka
(viz Ball et al., U. S. Patent No. 5 077 056, jehoZ obsah je zde zahrnut odkazem).

Bioaktivni latky mohou mit lé€ebnou aktivitu u Zivoéichti a mohou byt také podavany pro
diagnostické ucely. Bioaktivni l4tky, které mohou byt spojeny s lipozémy tohoto vynalezu,
zahrnuji, ale ne pouze, : antivirdlni litky jako jsou acylovir, zidovudin a interferony;
antibakteridlni ldtky jako jsou aminoglykosidy, cefalosporiny a tetracykliny; antifungilni
latky jako jsou polyenové antibiotika, imidazoly a triazoly; antimetabolické l4tky jako jsou
kyselina listovd a analoga purinu a pyrimidinu; antineoplastické litky jako jsou
anthracyklinové antibiotika a rostlinné alkaloidy; steroly jako je cholesterol; uhlohydraty,
napf. cukry a Skroby; aminokyseliny, peptidy, proteiny jako jsou bun&né receptorové
proteiny, imunoglobuliny, enzymy, hormony, neurotransmitery a glykoproteiny; barviva;
radioaktivni zna¢ky jako jsou radioizotopy a radioizotopy znadené latky; latky
nepropoustéjici zafeni; fluorescencni latky; mydriatické sloudeniny; bronchodilatitory;
lokalni anestetika; sekvence nukleovych kyselin jako jsou mRNA,.cDNA, genomovid DNA
a plazmidy; bioaktivnf lipidy jako jsou etherlipidy a ceramidy; apod.

Zpusob dopraveni bioaktivni latky tohoto vynalezu zahrnuje setkani se buiiky s prostiedkem,
obsahujicim lipozém tohoto vynalezu. Takovéto setkani je pfednostné providéno v
pfitomnosti vhodné koncentrace naptiklad, ale ne pouze, 1-3 mM kationtu, napt. Ca**, Mg**
nebo kombinaci Ca®*/ Mg**; toto setkani miZe byt také provedeno pifi kyselém pH za
nepfitomnosti pfidavnych kationtt.

Toto dopraveni miiZze byt provadéno in vitro, jako napf. pro diagnostické uéely nebo ex vivo
dopraveni 1é¢ebné latky nebo nukleové kyseliny do bunék kostni dfeng, kde v tomto ptipadé
prostfedek obsahujici lipozém obsahuje také dvojmocné kationty. Druhou moZnosti je
provedeni setkdnf in vivo, kde dané buiiky jsou pfednostné savéi, je pouZit farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ a lipozémy piednostné obsahuji navadéci latku. P¥i lipozomélnim
dopravovani bioaktivni ldtky in vivo, podle provedeni tohoto vynalezu, miZe byt
dopravovéno terapeuticky nebo diagnosticky Gfinné mnoZstvi 1é&ebnych nebo

diagnostickych liatek do buiiky savce, postizeného nemoci, poruchou nebo stavem,
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umoZiiujicim  diagnézu nebo léfeni danou latkou. Od této doby mbiZe byt takovéto
dopravovani pouZito pro diagndzu nebo lé€eni nemoci, poruch nebo stavii u savcd. Savci
mohou byt napfiklad postiZeni infekéni mikrobidlni nemoci, napf. virdlnimi nebo
bakteridlnimi infekcemi; rakovinou, napf. rakovinou mozku, prsu, tlustého stfeva, plic,
vajednikl, prostaty &i Zaludku; zanéty, napf. artritidou nebo autoimunitnimi onemocnénimi
jako je revmatoidni artrtitida nebo juvenilni diabetes; a do buné&k t&chto savcd mbZe byt
dopraveno terapeuticky u¢inné mnoZstvi antibakterialni, protirakovinné nebo protizanétlivé
latky.

Dopraveni obsahil lipozoml miZe by usnadnéno tim, Ze se do lipozdémi zadleni NAPE,
jelikoz NAPE destabilizuji lipozomélni dvojvrstvu v pfitomnosti vhodnych koncentraci,
napf. fyziologické, kationtl, nebo p#i kyselém pH za nepfitomnosti dalSich sloZek.
Destabilizace, zprostiedkovand NAPE, miize dokonce vést k fuzi lipozémi s bun&&nymi
membranami a tedy k pfimému dopraveni lipozomélnich obsahii do buné&k.

Fize zahrnuje jak vazbu lipozém-buiika tak i promichéani lipidd lipozému a membrany, coZ
je moZno stanovit fadou zpiisobi, které jsou zndmé b&znému odbornikovi v oboru, ktery ma
k dispozici popis tohoto vyndlezu. Mezi né patfi napfiklad, ale ne pouze, pokusy zaloZené na
fluorescenci, detailn&ji popsané dile v piikladu 4. Struéng, lipozémy jsou znaleny
fluorescenénimi markery, jako je N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)fosfatidyethanolamin
(,.NBD-PE®) a N-(lissamin-rhodamin B-sulfonyl)fosfatidyethanolamin (,,Rh-PE“) a poté se
spoji s bezbarvymi erytrocyty, to jest erytrocyty, zbavenymi hemoglobinového obsahu;
bezbarvé erytrocyty jsou obzvlast€ vhodné pro pouziti pfi méfeni fize lipozém-buiika,
jelikoZ tyto buiiky nejsou schopny endocytézy lipozoémi a zaglefiuji lipozomaélni lipidy do
svych bunéfnych membran pouze pomoci flize. Bezbarvé erytrocyty mohou byt p¥ipraveny
tak, jak jiZz bylo dfive popsdno (viz Williamson P., Algarin L., Bateman J., Choe H. R. &
Schlegel R. A. (1985) J. Cell Physiol. 123, 209-214; Clague M. J., Schod C., Zech L. &
Blumenthal R (1990) Biochemistry 29, 1303-1309, jejichZ obsahy jsou zde zahrnuty
odkazem), napf.. pomoci bobtnani erytrocytlt v hypotonickém roztoku, za u&elem jejich
prasknuti a uvolnéni jejich hemoglobinu, a nasledného uzavieni erytrocytd pomoci jejich
inkubace ve vhodném pufru.

Znalené lipozo6my mohou byt inkubovany s bezbarvymi erytrocyty v pfitomnosti
dvojmocnych kationtd, napf. Ca**, Mg?* nebo Ca**/ Mg®*, v rtiznych koncentracich, napf.
1-3 mM. Po odstranéni nenavazanych lipozému je stupeii vézby lipozém-bezbarvy erytrocyt

stanoven pomoci méfeni mnoZstvi fluorescence spojené s bezbarvymi erytrocyty.




12

Promichéni lipidi je mé&feno fadou zpilsobi, které dobfe znimé b&Znému odbornikovi v
oboru, vletn& napf. rezonanéniho pienosu energie (,,RET*), uvedenému dale v pfikladu 4 (a
popsanému detailné&ji v Struck D. K., Hoekstra D. & Pagano R. E. (1981) Biochemistry 20,
4093-4099, jehoZ obsah je zde zahrnut odkazem).

Jak ukazuje obrdzek 2, vysledkem inkubace N-C12-DOPE/DOPC lipozémil (70 molarnich
procent/30 molarnich procent) s bezbarvymi erytrocyty v p¥itomnosti 3 mM Ca** bylo
vazéni lipozém-erytrocyt i promichani lipidd. Obrazky 4 a 5 navic jasné ukazuji, Ze
ptitomnost NAPE, napf. N-C12-DOPE, v lipozémech byla pro fizi lipozéml s buiikami
nutna. Vysledky (viz obrizek 8) dale ukazuji, Ze k vazani i promichani, a tedy fuzi lipozém-

buiika, mtize dochézet v nepfitomnosti dvojmocnych kationti, aviak v kyselém pH.

Ptehled obrazki na vykresech

Obrazek 1.

Kinetika vazby a promichavani lipidd mezi lipoz6my N-C12-DOPE/DOPC (70 : 30) a
bezbarvymi erytrocyty pfi 37 °C, méfeno pomoci NBD/Rh RET. Lipozémy a erytrocyty byly
inkubovéany pfi 37 °C po uvedené &asové tseky v piitomnosti 3 mM Ca?*; NBD a Rh
fluorescence byly méfeny poté, co byly centrifugaci odstranény nenavazané lipozémy.

Promichani lipiddi a vazani bylo vyjadfeno v procentech hodnot pfi pouZiti detergentu, jak

lllll
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Obrézek 2.

Zavislost vazan{ lipozémt (A) a promichani lipida (B) mezi N-C12-DOPE/DOPC (70 : 30)
a bezbarvymi erytrocyty na dvojmocnych kationtech, méfend pomoci NBD/Rh RET.
NBD/Rh-znaCené lipozémy a neznacené erytrocyty byly inkubovany p¥i 37 °C po dobu
1 hodiny v pfitomnosti uvedenych koncentraci kationtd. (A) a (B) : plné &tveredky :

Ca®*/Mg®*; piné trojihelnidky : Ca®', plna koletka : Mg?*. Osa X : Koncentrace kationti
g
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NBD/Rh RET. Zna&ené lipozémy a nezna&ené erytrocyty byly inkubovany pfi 37 °C po dobu
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1 hodiny v pfitomnosti 3 mM Ca®*. Osa X : Mol4rni pom&r N-C12-DOPE : DOPC; Osa Y :

(A) : % maximélni vézéni lipozomi; (B) : % maximélni promichani lipidd.

Obréazek 4

Porovnéni lipozémil obsahujicich DOPG/DOPC -(80:20), mozkovy PS/DOPC -(80:20) a
N-C12-DOPE/DOPC -(80:20), co do védzini lipozémlii (A) a promichéni lipidd (B) s
bezbarvymi erytrocyty, méfené pomoci NBD/Rh RET. Lipozémy a erytrocyty byly
inkubovény pti 37 °C po dobu 1 hodiny v ptitomnosti 3 mM Ca®>*. Osa Y : (A)

lllll

Obrazek 5

Fluorescenéni mikrofotografie promichani lipidi mezi N-C12-DOPE/DOPC - (70:30) a
bezbarvymi erytrocyty. NBD/Rh znacené lipozémy byly inkubovany s erytrocyty po dobu
30 minut s (A) nebo bez (B) 1,25 mM Ca**/Mg**. Po inkubaci byly erytrocyty promyty, za
uCelem odstranéni nenavdzanych lipozémi. Celkové zvétSeni je 1000x pro kaZdou

fotografii.

Obrazek 6

Fluorescen¢ni mikrofotografie dopraveni obsahu z N-C12-DOPE/DOPC - (70:30) lipozomit
do bezbarvych erytrocytid pfi 37 °C. TMR-70kD dextran obalujic{ lipozémy byly inkubovéany
s erytrocyty po dobu 30 minut s (A) nebo bez (B+C) 1,25 mM Ca**/Mg?**. Na fotografii D
byly erytrocyty inkubovany po dobu 30 minut volnym TMR-70kD dextranem v pfitomnosti
1,25 mM  Ca®**/Mg?*. Po inkubaci byly erytrocyty promyty, za uelem odstranéni

nenavazanych lipozému. Celkové zvétSeni je 400x pro A, B a D a 1000x pro C.

Obrazek 7

Vazani a promichéni lipidd mezi lipozémy obsahujicimi N-C12-DOPE/DOPC - (70:30) a
buiikami U-937, méfené pomoci NBD/Rh RET. Lipozémy a buiiky U-937 byly inkubovany
pfi 37 °C po dobu 1 hodiny v pfitomnosti 3 mM Ca**. Osa Y : (A) : % maximéln{

rrrrr

Obrézek 8
pH-zavislost vazani a promichéni lipidi mezi lipozémy obsahujicimi N-C12-DOPE/DOPC -
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(70:30) a bezbarvymi erytrocyty, mé&fend pomoci NBD/Rh RET. Lipozémy a erytrocyty byly
inkubovany pfi uvedenych hodnotich pH po dobu 1 hodiny v nepfitomnosti dvojmocnych
kationtd. Osa Y : (A) : % maximélni vazani lipozoémi; (B) : % maximalni promichéni

lipidi.
Tento vynédlez bude 1épe vysvétlen v nasledujici piikladech. AvSak odbornici v oboru
snadno pochopi, Ze tyto pfiklady pouze objasiiuji tento vynalez, jak je definovan v po nich

nésledujicich narocich.

Piiklady provedeni vynilezu

Materiél :  DOPC, mozkovy PS, diolejoylfosfatidylethanolamin  (DOPE),
diolejoylfosfatidylglycerol (DOPG) byly zakoupeny od Avanti Polar Lipids (Alebaster, AL).
N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)fosfatidylethanolamin (vejce) (NBD-PE), N-(lissamin-
rhodamin B-sulfonyl)fosfatidylethanolamin (vejce) (Rh-PE), s tetramethylrhodaminem
spojeny 70kD dextran (TMR-70D) byly zakoupeny od Molecular Proces (Eugen, OR).
Oktaethylenglykolmonododecylether (Ci2Eg) a triethylamin byly zakoupeny od Fluka
(Roukonkoma, NY). N-[tris(hydroxymethyl]-2-aminoethansulfonovd kyselina (TES) byla
zakoupena od Calbiochem (La Jolla, CA). Anhydrid kyseliny laurové byla zakoupen od
Aldrich (Milwaukee, WI). Lidsky protrombin, faktor V/Va a faktor Xa byly zakoupeny od
Enzyme Research Laboratories Inc. (South Bend, IN). Sarkosin-Pro-Arg-p-nitroanilid byl
zakoupen od Sigma (St. Louis, MO). Buiky U-937 byly zakoupeny od American Type
Culture Collection (Rockville, MD).

Piiklad 1

Syntéza a charakterizace NAPE

DOPE, rozpudtény v CHCI; (500 mg, 0,67 mmol) byl michdn po dobu 24 hodin pfi pokojové
teploté s anhydridem kyseliny laurové (513 mg, 1,34 mmol) a triethylaminem (726 mg,
7,2 mmol). Chromatografie na tenké vrstvé ukdzala, Ze zmizely vSechny vychozi latky.
Rozpoustédlo bylo odpafeno a zbytek byl vyéistén kolonovou chromatografii (flash) na
silikagelu (230-400 mesh, Aldrich, Milwaukee, WI), za pouziti gradientd rozpoustédel
CHCIl3/MeOH, 100:0, 98:2, 95:5, 90:10 a 80:20. Zadani latka byla shromaZdéna a

zakoncentrovana ve vakuu. Ziskany produkt byl rozpu§tén v miniméalnim mnoZstvi CHCIls a
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tento roztok byl protlafen ptes stiikalkovy filtr Acrodisc® CR (0,2 um, Fischer Scientific,
Malvern, PA), za ulelem odstranéni silikagelu. Po odstranéni chloroformu byl produkt
lyofilizovan z cyklohexanu a byl charakterizovdn pomoci protonové nukledrni magnetické
rezonance (H' NMR, Bruker Instrument Inc., Manning MA, 300 MHz, CDCl;) a TLC. Vé&tsi
mnozstvi N-C12-DOPE bylo zakoupeno od Avanti Polar Lipids.

Ptiklad 2

Ptiprava lipozému

Velké jednovrstevné vezikuly (LUV), znafené NBD/Rh, byly pfipraveny tak, jak bylo
popsano dfive (Mayer L. D., Hope M. J. & Cullis P. R. (1986) Biochim. Biophys. Acta 858,
161-168, jehoZz obsah je zde zahrnut odkazem) Stru¢né, smé&s 70 moldrnich procent
N-dodekanoyl-diolejoylfosfatidylethanolaminu a 30 molarnich procent
diolejoylfosfatidylcholinu v chloroformu byla vysu$ena pomoci dusiku na tenkou vrstvicku,
ktera se poté nechala pfes noc ve vakuu, za ufelem odstranéni rozpoustédla. Lipidicka
vrstvicka byla poté hydratovdna roztokem NaCl pufrovanym TES (10 mM TES, 0,1 mM
EDTA, 154 mM NaCl, pH 7,4); pro zajiSténi Gplné hydratace bylo pouZito lehké zatfepani.
Po deseti cyklech zmrazeni/rozmrazeni v tekutém dusiku/vodn{ 14zni pokojové teploty byl
vzorek deset krat protladen pfes 0,1 nm polykarbonitovy membranovy filtr (Poretics Corp.,
Livermore, CA). Vysledné lipozémy byly uloZeny pii 4 °C.

Pro LUV obalujici dextran nebyly pouZity Zadné fluorescenéné znafené lipidy. Sucha
lipidicka vrstvi€ka byla hydratovana 50 mg/ml TMR-70D v roztoku pufrovaném 10 mM
TES. Po zmrazeni/rozmrazeni a protlaeni byly LUV oddéleny od nezabaleného dextranu
pomoci 45 x 1,3 kolony Biogel-A50 pro gelovou filtraci (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA). Lipozémy byly uskladnény pii 4 °C a byly pouZity do jednoho tydne od pfipravy.
Koncentrace pro kazdou pfipravu lipozémi byla uréena pomoci fosfatového pokusu (Bartlett
G. R. (1959) J. Biol. Chem, 234, 466-468. Pfiblizné 1um velikost lipozémi byla potvrzena
na Nicomp submicron particle sizer (Nicomp Instruments Inc., Goleta, CA) za pouZiti

quasielektrického rozptylu svétla.

Piiklad 3
Ptiprava znovu uzavienych a otevienych lidskych bezbarvych erytrocyti
Znovu uzaviené bezbarvé erytrocyty se nazyvaji bezbarvé erytrocyty, pokud neni uvedeno

jinak, a byly pfipraveny tak, jak bylo dfive popsano (Williamson P., Algarin L., Bateman J.;
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Clague M. J., Schod C., Zech L. & Blumenthal R (1990) Biochemistry 29, 1303-1309.
Strugng, Cerstvé lidska krev byla nékolikrat promyta studenym roztokem NaCl pufrovanym
10 mM TES, za ulelem odstranéni plazmy a bilych krvinek. 2 ml promytych erytrocytd
(50% hematokrit) se nechaly nabobtnat v studeném hypotonickém roztoku, obsahujicfm 8 ml
H,0 2 9,6 ml roztok NaCl pufrovaného 10 mM TES. Tyto erytrocyty byly centrifugovany
pfi 850xg po dobu 5 minut. Pelet byl resuspendovéin ve 40 ml studeného lyza&niho pufru
(10 mM Tris, 0,1% BSA, 2 mM MgCl, a 0,1 mM EGTA) a byl inkubovan v ledu po dobu
alespoii 2 minut. Po pfidani 5,5 ml 10 x pufru pro znovuuzavieni (1,22 M NaCl, 30 mM
KCl, 0,15 M Na,HPO4, 50 mM KH,POy4, a 2 mM MgCl, ) byl vzorek inkubovéan pii 37 °C
po dobu 40 minut. Znovu uzaviené bezbarvé erytrocyty byly centrifugovany pfi 1750xg po
dobu 10 minut a byly n&kolikrit promyty dokud nebyl v supernatantu pozorovin Zadny
hemoglobin. Znovu uzaviené bezbarvé erytrocyty byly uskladnény pfi 4 °C a byly pouZity
do jednoho tydne.

Oteviené bezbarvé erytrocyty byly pfipraveny tak, jak bylo popsano dfive (Steck T. L. &
Kant J. A. (1974) Methods Enzymol. 31, 4231-4241, jehoZ obsah je zde zahrnut odkazem).
Struéné, erytrocyty byly nékolikrat promyty roztokem NaCl pufrovanym 10 mM TES, za
ucelem odstranéni plazmy a bilych krvinek. Pelet byl resuspendovin ve studeném 5 mM
Na,HPOy, a byl centrifugovan pfi 14000xg po dobu 15 minut. Vysledny pelet byl promyvan
stejnym pufrem do pro€i§téni supernatantu. Oteviené bezbarvé erytrocyty byly uskladnény

ve stejném pufru pii 4 °C a byly pouzity do jednoho tydne.

Priklad 4

Fluorescenéni pokusy s vazanim a promichavanim lipidd

V kazdém pokusu bylo smichano bud’ 10 nmol lipozémi a 5x10® bezbarvych erytrocyt
nebo 10 nmol lipozémd a 1x107 bungk U-937. Celkovy objem byl doplnén na 100 ul
roztokem NaCl pufrovanym 10 mM TES. Pro pokusy pfi nizkém pH byl smichdn stejny
objem roztoku NaCl pufrovaného 10 mM citrdtem (50 mM citrdt, 90 mM NaCl, 0,1 mM
EDTA, pH 4,7) a smé&si lipozomy-erytrocyty a tak bylo ziskdna kone¢na hodnota pH 4,9 a
kone&ny objem 106 ul. Smés byla inkubovana pfi 37 °C po uvedené &asové intervaly s nebo
bez dvojmocnych kationtii. Smés byla centrifugovana po dobu 5 minut pfi 3500xg, v ptipadé
bezbarvych krvinek, nebo 300xg, v pfipadé bungk U-937. Nenavdzané lipozémy byly
odstran&ny se supernatantem, pelet byl resuspendovén v 100 ul roztoku NaCl pufrovaném

TES a poté byl pfenesen do kyvety obsahujici stejny pufr, pfi pokojové teploté. Celkovy
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objem kyvety byl 2 ml. VSechny udaje jsou priméry t¥i stejnych pokust, pokud neni
uvedeno jinak.

Promichani lipidli mezi lipozémy znafenymi NBD/Rd a neznadenymi bezbarvymi erytrocyty
nebo buiikami U-937 bylo méfeno v roztoku NaCl pufrovaném 10 mM TES pomoci
rezonanéniho pfenosu energie NBD/Rd (Struck D. H., Hoekstra D. & Pagano R. E. (1981)
Biochemistry 20, 4093-4241. Fluorescence NBD byla méfena pfi pokojové teplot& na PTI
AlphascanTM fluolometru (South Brunswick, NJ) v kyveté za stalého michani. Excitaéni
vinovéd délka byla 450 nm s 450x20 nm filtrem (Griot, Irvine, CA) pro dal§i proci§téni
svételnych paprski. Emisni vinové délka byla 530 nm s a > 500 nm hornofrekven&nim
filtrem (Schott Glass Technologies, Duryea, PA). Fluorescence NBD &erstvé pfipravenych
smési lipozém-buiika, to jest  bez inkubace a toeni, byla také méfena s nebo bez
0,2% C2Es, za uelem ziskani 0% respektive 100% promichani lipidi. Fluorescence Rh v
pfitomnosti 0,2% C;,Eg byla pouZita pro méfeni vazani lipozémi. Excitaéni vinova délka
byla 560 nm s 550+20 nm filtrem (Griot, Irvine, CA) pro dal§i prodi§téni svételnych
paprskli. Emisni vinova délka byla 600 nm s a > 570 nm hornofrekvenénim filtrem (Schott
Glass Technologies, Duryea, PA). Rh fluorescence samotnych bunék v pfitomnosti
0,2% Ci,Es, byla vzata jako 0% vazéni. Rh fluorescence Cerstvé pfipravenych smési
lipozém-bunika byla méfena v pfitomnosti 0,2% C;2Es, za Gfelem ziskani 100% vézéni.

Rozsahy promichani lipid a vazani byly vypoéitany tak, jak uvedeno dale

% promichéni llpldlol = 100 x [(Ns-Nc) X ROD/ RSD] +Nc-N()

[(Nsp-Ncp) x Rop/ Rsp] +Nep-No ;
a

% vazani = 100 x Rsp-Rep
Rop-Rep »

kde : Ns: NBD fluorescence vzorku; N¢: NBD fluorescence samotnych bunék; No: NBD
fluorescence Cerstvé piipravené smési lipozém-buitka; Ngp: NBD fluorescence vzorku v
pfitomnosti detergentu; Ncp: NBD fluorescence samotnych bunék v pfitomnosti detergentu;
Rop: Rh fluorescence Cerstvé pfipravené smési lipozém-buiika v pfitomnosti detergentu;
Rsp: Rh fluorescence vzorku v pfitomnosti detergentu; Rep : Rh fluorescence samotnych
bunék v pfitomnosti detergentu.

Procento vazani v piipad€ bezbarvych krvinek bylo upraveno na zbytkovou nenavazanou

fluorescenci pfedpokladaného 10% supernatantu, ktery zlstal v kazdém peletu. TudizZ :
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% vazéni (uprav.) = 1,11(mé&fené procento) -11,1
Obdobné upravy pro promichéni lipidi kterychkoliv vzorkd s vyznamnym vézinim byly

zanedbatelné.

Piiklad 5

Fluorescenéni mikroskopie

25 nmol N-C12-DOPE/DOPC (70/30) lipozémi, obalujicichTMR-70kD dextran nebo
znadenych pomoci NBD/Rh, a 5x10® bezbarvych erytrocytil bylo inkubovéno pfi 37 °C po
dobu 30 minut s nebo bez 1,25 mM Ca**/Mg**" Na konci inkubace byl ke ka?dému vzorku
pfidan ledovy roztok NaCl pufrovany 10 mM TES s nebo bez Ca**/Mg?" do konedného
objemu 1 ml.. Vzorek byl centrifugovin po dobu 5 minut pfi 3500xg a vysledny pelet byl
jednou promyt stejnym pufrem, za ucelem odstran&ni nenavdzanych lipozémi. Pelet byl
poté resuspendovén ve stejném pufru a byl pozorovin na fluorescenénim mikroskopu
Olympus BH-2 (Olympus Corp., Lake Succes, NY), kterj byl vybaven 545 nm excitaénim
filtrem (Olympus Corp) a a >580 dichroickym zrcadlem (Olympus Corp.).

Piiklad 6

Vézani a promichdvan{ s bezbarvymi erytrocyty zavislé na pH

Bezbarvé erytrocyty, pfipravené podle vySe popsaného postupu, byly inkubovany pfi 30 °C
po dobu 1 hodiny bud’ v mediu s pH 7,4 nebo pH 4,9 v nepfitomnosti dvojmocnych
kationtdi, s N-C12-DOPE/DOPC (70/30) lipozémy, pfipravenymi podle vySe popsanych

rrrrr

vySe postuptl.

Vysledky téchto pokusi jsou uvedeny na obrazku 8.
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PATENTOVE NAROKY
1. Farmaceuticky prostiedek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
(a) farmaceuticky pfijatelny nosic; a

......

(i) N-acylfosfatidylethanolamin, ktery ma vzorec :

CH,-O-R'

[

CH-O-R?

I

CHp-0-P(0),-0-CH,CH,NH-R® 2

(ii) ptidavny lipid
kde:
kde kazdy z R, R*> a R® je nezdvisle skupinou, kterd& ma vzorec : -
C(O)(CHy)n1(CH=CH)un3(CH3)n3(CH=CH)na( CH2)ns(CH=CH)n6(CH2)n7(CH=CH)n8(CH2)ns
CH;;
nl je nula nebo celé &islo, rovné od 1 do 22;
n3 je nula nebo celé &islo, rovné od 1 do 19;
n5 je nula nebo celé &islo, rovné od 1 do 16;
n7 je nula nebo celé &islo, rovné od 1 do 13;
n9 je nula nebo celé &islo, rovné od 1 do 10;
pro kazdé R' a R? nezavisle, je soulet n1+2n2+n3+2n4+n5+2n6+n7+2n8+n9 celé ¢islo,
rovné od 12 do 22;
pro R® je soutet nl+2n2+n3+2n4+n5+2n6+n7+2n8+n9 celé &islo, rovné od 2 do 22;
kazdy z n2, n4, n6 a n8 je nezavisle roven 0 nebo 1;
alespoii jeden z n2, n4, n6 a n8 je roven 1;
tato lipidicka sloZka obsahuje destabilizaceschopné mnozstvi N-acylfosfatidylethanolaminu

a tento lipozém je mnohovrstevny nebo velky jednovrstevny lipozém.

2. Lipozém podle néroku 1, kde pro jeden nebo oba z R' a R? je alespoii jeden z n2, n4, n6

nebo n8 roven 1.
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3. Lipozém podle naroku 2, kde pro oba zR'a R? je alespoti jeden z n2, n4, n6 nebo n8

roven 1.
4. Lipozém podle naroku 3, kde jsou oba R'iR? -C(O) (CH,);(CH=CH)(CH,),CHs.

5. Lipozém podle néroku 1, kde R® je -C(O)CH):CHs, -C(OXCHy)1oCH; nebo
C(0O)(CH2)14CHs.

6. Lipozdm podle naroku 5, kde R’ je -C(O)(CHy)10CHs.

7. Lipozém podle naroku 1, kde N-acylfosfatidylethanolamin je

CH,-0-C(O)(CH,)7(CH=CH)(CH,),CHs;

|
CH- O-C(O) (CH2)7(CH=CH)(CH2)7CH3

I
CH,-0-P(0),-0-CH,CH,NH-C(O)(CH2)1oCHs,

8. Lipozém podle naroku 1, kde N-acylfosfatidylethanolamin pfedstavuje alespon asi 10

moldarnich procent lipidické slozky.

9. Lipozém podle naroku 8, kde N-acylfosfatidylethanolamin piedstavuje od asi 10

molarnich procent do asi 90 molarnich procent lipidické slozky.

10. Lipozém podle naroku 9, kde N-acylfosfatidylethanolamin piedstavuje od asi 20

molarnich procent do asi 80 molarnich procent lipidické slozky.

11. Lipozém podle naroku 10, kde N-acylfosfatidylethanolamin piedstavuje asi 70

molarnich procent lipidické sloZky.
12. Lipozom podle naroku 1, kde p¥idavnym lipidem je fosfolipid.
13. Lipoz6ém podle naroku 12, kde timto fosfolipidem je fosfatidylcholin.

14. Lipoz6ém podle naroku 13, kde fosfatidylcholinem je diolejoylfosfatidylcholin.
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15. Lipozém podle naroku 1, kde lipidicka slozka zahrnuje
N-dodekanoylfosfatidylethanolamin a diolejoylfosfatidylcholin.

16. Lipozém podle naroku 15, kde N-dodekanoylfosfatidylethanolamin ptfedstavuje asi 70
molarnich procent lipidické slozky lipozémi a diolejoylfosfatidylcholin pfedstavuje asi 30

molarnich procent lipidické slozky .

17. Lipozém podle naroku 1, kde ptidavnym lipidem je fosfatidylethanolamin.

18. Lipozém podle naroku 17, kde je fosfatidylethanolamin vybran ze skupiny, obsahujici
transesterifikovany fosfatidylethanolamin, dipalmitoylfosfatidylethanolamin, palmitolyl-

olejoylfosfatidylethanolamin a diolejoylfosfatidylethanolamin.

19. Lipozém podle naroku 17, kde fosfatidylethanolamin je fosfatidylethanolamin spojeny s
latkou, vybranou ze skupiny obsahujici dikarboxylové kyseliny, polyethylenglykoly,
polyalkylethery a gangliosidy.

20. Lipozém podle naroku 1, obsahujici navadé&ci latku, vybranou ze skupiny obsahujici

protilatky, ligandy bun&énych receptori a lektiny.

21. Lipozém podle naroku 1, obsahujici bioaktivni latku, vybranou ze skupiny obsahujici
antiviralni latky, antibakterialni latky, antifungdlni latky, antineoplastické latky,
protizanétlivé latky, radioaktivni znacky, latky nepropoustéjici zafeni, fluorescenni latky;
mydriatické latky, bronchodilatatory; lokalni anestetika; sekvence nukleovych a bioaktivni

lipidy.

22. Zpuasob dopravovani bioaktivni latky do buiiky, vyznacujici se tim,Ze

zahrnuje setkani se buiiky s prosttedkem néaroku 1.

23. Zptisob podle ndroku 22, vyznadujici se tim,Zek tomuto setkdni dochazi in
vitro a tim, Ze k tomuto setk4dni dochazi v pitomnosti fyziologické koncentrace kationtu

nebo pii kyselém pH.
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24. Zpisob podle naroku 22, vyznadujici se tim,Ze touto buitkou je buitka savéi

a tato builka se setkd s prostfedkem v téle savce.

25. Zpidsob podle naroku 24, vyznadujic i- se tim,Ze lipozdm dale obsahuje

navadéci latku.

26. Zplisob podle naroku24, vyznacdujici se tim,Ze tento savec je postiZen

rakovinou a lipozém obsahuje protirakovinné u€inné mnoZstvi protirakovinné latky.
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Obr. 3a

H

Pomér N-C12-DOPE k DOPC

Obr. 3b

20/80 40/60 60/40 80/20
i B
20/80 40/60 60/40 80720




4/

Obr. 44
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Obr. 6a
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Obr. 6¢

Obr. 6d
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