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OBLAST TECHNIKY
. —=Aol IECHNIKY

Konjugaty lipidd s peptidy jsou inkorporovény do lipozémi, tak aby umoznily smérovani
lipozémg a dorueni jejich obsahu do blizkost; cilové buiiky,

DOSAVADNi STAYV TECHNIKY
—2AYADNI STAV TECHNIKY

rozeznavana a Stépena nékterou mnoha peptidaz sekretovanych sav€imi burikami, napr v

mistech zangty nebo nadorové metastazy (viz Aimes and Quigley, 1995, Fosang et al, 1994,
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téchto peptidi do lipozémd za telem umoznéni jejich kontrolovatelné destabilizace, nebylo
dosud popsano.

Voegel et al, a Subbaro et al, navazovali peptidy na PE, aviak tyto peptidy nebyly nikdy
popisovéany jako peptidy Stépitelné peptidazami sekretovan)'/rr_li butikami. Peptidy modifikované
lipidy popisované v tomto dokumentu byly spige citlivé na zmény pH, kdy?Z p¥i nizkém pH uvnitf
endozémi} vytvately o helikalni struktury. Kirpotin et al, modifikoval distearoyl fosfatydilcholin
(“DSPE”) pfipojenim methoxypoly(ethylen glykol) skupiny (“mPEG”) na aminoskupinu DSPE.
Lipozémy obsahujici mPEG — modifikované DSPE byly v roztoku stabilni dokud nebyla
thiolyticky odst&pena skupina mPEG. Kirpotin nikdy nepopisoval modifikace PE pomoci
peptidi Stépitelnych peptidazami.

Navrhovany vynalez popisuje zpiisob dorudovani obsahu lipozomii na konkrétni misto, do
blizkosti cilovych bunék, a to kontrolovatelnym zplisobem, pomoci konjugace danych peptidd s
fosfatidylethanolaminem a vestavénim takovych konjugatd do lipozému. Vzniklé lipozémy jsou
pak stabilni dokud je peptid napojen na lipid. Tedy, jakmile je peptidova &ast konjugatu
odstépena od lipidu pomoci peptidaz sekretovanych butikou, lipozémy se stavaji nestabilnimi a
jejich obsah je uvolnén bud’ v blizkosti, nebo piimo uvnitf bungk sekretujicich patfi¢ny enzym.
Smérovéni takovych lipozémt je tedy namiteno proti bufikdm sekretujicim patﬁény enzym.

Konjugat peptidu s lipidem podle navrhovaného vynalezu ma mit tento obecny vzorec:

H,C-R!
HC-R?
H;C-OP(0),-(CH,),-NHX-Y

kde kazdé R' a R? je alkylovy fetézec, X je jednoducha vazba, nebo acylovy fetézec a Y je
peptid Stépitelny peptidazou. Acylovy fetézec je vétsinou fetézec kyseliny olejové, X je vétsinou
jednoducha vazba a peptid vétsinou obsahuje aminokyselinovou sekvenci Ala-Ala-Pro-Val, lépe
pak N-methoxysukéinyl- Ala-Ala-Pro-Val. Potom preferovanou variantou je konjugat peptidu s

lipidem majici tento obecny vzorec:

HZC-OC(O)(CH2)7CH=CH(CH2)7CH3
HC-OC(O)(CH2)7CH=CH(CH2)7CH3
HzC-OP(0),-(CHz),-NH-Val-Pro-Ala-Ala.




Lipidicka &ast lipozémd miize byt sloZena bud’ pouze z konjugatu, nebo miZe obsahovat jeden &i
vice dalsich lipidd. Méze se jednat o jakykoliv z nasledujicich typd lipidd, napt. Fosfolipidy,
glykolipidy a steroly, které mohou byt pouZity pro vyrobu lipozémi. Je s vyhodou , aby
lipozémy dle navrhovaného vynalezu obsahovaly konjugat lipidu s peptidem a pozitivng nabity
synteticky lipid DODAP.

Kontrolované smérovani pomoci lipozéml popisovanych navrhovanym vynalezem, miize byt
pouZito pro dorudovani latek obsaZenych v lipozémech in vitro i in vivo, napiiklad pfi 16&b&
savell postizenych riiznymi chorobami, poruchami nebo pfiznaky jako je napiiklad rakovina,

které mohou byt 1é€itelné pomoci bioaktivnich latek které je moZné inkorporovat do lipozému.

PODSTATA VYNALEZU

Navrhovany vynélez popisuje konjugaty peptidu s lipidem podle nasledujiciho obecného vzorce -

H,C-R!
HC-R?
H,C-OP(0),-(CHz),-NHX-Y

kde kazdé R' a R? je nezavisle skupina se vzorcem OC(O)(CHZ),,l(CH=CH),,2(CH2),,3(CH=CH),,4
(CHz)ns(CH=CH),16(CHZ),,7(CH=CH),,3(CH;),,gCHg a X je spojovaci skupina majici jednoduchou
vazbu a acylovy fetézec podle vzorce OC(O)(CHz),,l(CH=CH),,2(CHz),,g(CH=CH)n4(CH2),.5
(CH=CH)us(CHz)n7(CH=CH),8(CH)y.

Hodnota n1 odpovida nule nebo zapada do rozmezi 1 a3 22, n3 je nula nebo zapada do rozmezi 1
az 19, n5 je nula nebo zapada do rozmezi 1 a¥ 16, n7 je nula nebo zapada do rozmezi 0 a% 13, n%
je nula nebo zapada do rozmezi 1 a¥ 10 a kazda hodnota n2, n4, n6 a n8 je nezavisle nula nebo 1.
Pro R' a R? je soudet nl +2n2 + n3 + 204 + n5 + 2n6 + n7 + 208 + 19 v intervalu od 10 do 22.

X je vétSinou jednoducha vazba, v p¥ipadé pokud je X néco jiného neZ jednoducha vazba pak
soucet nl + 2n2 + n3 + 2n4 + n5 + 2n6 + n7 + 208 + n9 pro X odpovida intervalu od 1 do 22. X
je tedy vétsinou saturované, lépe pak —~C(O)(CHy),;-.

Je vhodné aby alespori jedna skupina R' nebo R? obsahovala alespoii jednu dvojnou vazbu a
konjugit lipidu s peptidem byl tedy Caste¢né nebo zcela nenasyceny. Lépe pak pokud oba R! a
R? budou obsahovat jednu dvojnou vazbu a konjugat bude pak zcela nenasyceny. Nejlépe pak,
pokud obé& skupiny R! a R? maji vzorec -OC(0)(CHz),(CH=CH)(CH,),CHs, tzn. Ze konjugat
lipidu s peptidem je dioleoyl fosfatidylethanolamin od (“DOPE”) odvozeny konjugat. Tedy

kazda skupina R' a R? maZe byt také nas ceny nebo nenasyceny acylovy fetézec dle vzorch (ne
p y
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viak vyhradng) : -OC(O)(CH,);4CHs, -OC(O)(CH2)16CH;, -OC(O)CHy)1sCHs, nebo
OC(O)(CHz)s(CH=CH)(CH_);CHs.

Y je pak “enzymem 3t&pitelny peptid”, kdy tento peptid obsahuje aminokyselinovou sekvenci
_ rozeznavanou peptidizami pfitomnymi na savéich buiikich a okolnich tkanich, nebo
produkovanych mikroorganismy schopnymi vyvolat chorobu u savce. Enzymaticky Stépitelny
- peptid miZe, ale nemusi, obsahovat jednu nebo vice aminokyselin navic k sekvenci
aminokyselin rozeznavané enzymem. Tyto aminokyseliny pak mohou byt pfipojeny k amino-
konci, karboxy-konci i k ob&ma konciim peptidické sekvence rozeznavané §t&picim enzymem.
Zplsoby pfidani aminokyselin k aminokyselinové sekvenci rozeznavané enzymem, napiiklad
pomoci automatického syntetizatoru peptidd, stejné jako zplsob detekce stépeni peptidu
peptidazou, napf. pomoci chromatografické analyzy produkti tohoto 3t&peni, jsou dobie Znamy
kazdému odbornikovi v oboru, ktery se bude zabyvat timto vynalezem.

Enzymaticky $tépitelné peptidy, vétdinou dlouhé v rozmezi 2 a¥ 20 aminokyselin, maji
dostatenou délku aby pronikly na povrch nosice zaloeného na bazi lipidu, dovnitf kterého byly
vestavény. Tyto peptidy jsou kazdému odbornikovi v oboru dobie znamé, jedna se napiiklad, ne
viak vyhradng, o tyto sekvence: Ala-Ala-, Ala-Ala-Pro-Val-, Ala-Ala-Met-, Ala-Ala-Pro-Phe-,
Ala-Ala-Pro-Met-, Ala-Ala-Arg-, Ser-Ala-Ala-Arg-, Ser-Ser-Ala-Ala-Arg-, Ser-S-karboxy cukr-
Ala-Ala-Arg-, Ala-Ala-Asp-, Ser-Ala-Ala-Asp-, Ser-Ser-Ala-Ala-Asp-, Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-
Ala-Nva-, Ser-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-Ala-Nva-, Ser-Ser-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-Ala-Nva-, Pro-
Cha-Gly-Nva-His-Ala-Dpa-NH,, Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,, Pro-Cha-Gly-Nva-, Pro-
Leu-Gly-Leu-, Gly-Pro-Arg-, Leu-Pro-Arg-, Glu-Gly-Arg-, Pro-Leu-Gly-Leu- a Gly-Pro-Gln-

Gly-Ile. V soutasné dob& jsou preferovany peptidy obsahujici aminokyselinovou sekvenci Ala-
Ala-, Iépe pak N-methoxysukcinyl-Ala-Ala-Pro-Val-.
Z toho vyplyva, Ze nejvyhodn&jsi konjugat peptidu s lipidem dle navrhovaného vynalezu bude

mit obecny vzorec :

- HzC‘OC(O)(CH2)7CH=CH(CH2)7CH3
HC-OC(O)(CH,);CH=CH(CH,),CH;
HzC-OP(0),-(CHy),-NH-Y

kde peptid bude obsahovat aminokyselinovou sekvenci N-methoxysukcinyl-Ala-Ala-Pro-Val-.
Enzymaticky $tépitelny protein miZe byt modifikovan na svém aminokonci, napfiklad pro
zvySeni jeho hydrofility. Zvy3ena hydrofilita zlepsuje interakci peptidu na povrchu lipidického

nosice do kterého byl matefsky konjugat peptidu s lipidem vestavén. Polarni skupiny vhodné pro




napojeni peptidu tak aby tento zvysil jejich hydrofilitu, jsou dobfe znamé a zahrnuji napfiklad,
ne viak vyhradng: acetyl (Ac), 3-cyklohexylalanin (Cha), acetylserin (Ac-Ser), acetylseryl-serin
(Ac-Ser-Ser), sukcinyl (Suc), sukcinylserin (Suc-Ser), sukcinylseryl-serin (Suc-Ser-Ser),
_ methoxysukcinyl (MeO-Suc), methoxysukcinyl-serin (MeO-Suc-Ser), methoxysukcinyl-seryl-
serin  (MeO-Suc-Ser-Ser), serylserin (Ser-Ser), polyethylen glykol (PEG), polyakrylamid,
- polyakrylomorfolin, polyvinylpirrolidin, polyhydroxylové skupiny a karboxy cukry, napf.
laktobioza, N-acetyl neuraminova a sialova kyselina. Karboxy skupiny t&chto cukrii jsou
napojené na N-konec peptidu pomoci amidové vazby. V soudasné dob& je preferovanou N-
terminalni modifikaci napojeni methoxysukcinylu.

Builky sekretujici peptidazy které rozeznavaji pfislu$né aminokyselinové sekvence jsou rovnéz
velmi dobfe znamé vSem odbornikiim v oboru. Jedna se napfikiad, ne viak vyhradng o tyto
peptidazy: metaloprotedzy mezibun&&né hmoty, serinové proteazy, cysteinové proteazy, elastizu,
plasmin, aktivator plasminogenu, stromelysin, lidské kolagenazy, kathepsin, lysozym, granzymy,
dipeptidyl peptidazy, peptidové hormon — inaktiva&ni enzymy, kinzy, bakterialni peptidazy a
virové proteazy. Elastaza, naptiklad Je zapojena do pretvafeni tkani v pripad€ zhoubného bujeni.
Tkatiova linie MCF-7 odvozena z karcinomu prsu produkuje elastazu, pficem? mira sekrece je
nepfimo iméra celkovému pieZivani pacienti s nadorem prsu (Yamashita et al). Navic
metaloprotedza mezibun&éné hmoty stromelysin-3 (ST3), byla nalezena v stromélni oblasti
nadorovych bungk (Pei et al.), §t&pi specificky o proteinazovy inhibitor mezi aminokyselinami
350 a 351 (Ala-Met). Stromelysin-1 (MMP-3) se také nachazi v oblastech pretvafeni tkani,
véetn€ mist zanétii a stromatu nadori (Nagase et al).

Kodujici cDNA pro lidskou kolagenazu-3 nebo dalsi metaloproteazu MMP-13 byly izolovany z
knihovny nadord prsu (Knauper et al.). Tyto enzymy 3tépi sekvenci aminokyselin Pro-Cha-Gly-
Nva-His a Pro-Leu-Gly-Leu. Navic 72 kDa gelatinaza (MMP-2) ovliviluje invazivitu nadort a
Stépi aminokyselinovou sekvenci Gly-Pro-Gln_Gly-Ile- mezi Gly a Ile aminokyselinami (Aimes
a Quigley, Liotta et al.). Lidské neutrofily také sekretuji kolagenizu v mist& zanétu a to
predeviim MMP-8 (neutrofilova kolagenaza a MMP-9 (kolagenaza typu IV, 92 kDa gelatinaza)
(Fosang et al.). Kathepsin G je také sekretovan lidskymi neutrofily v mist& zanétu | pfiCemz je
specificky pfedeviim pro peptidy obsahujici aminokyselinovou sekvenci Suc-Ala-Ala-Pro-Phe
nebo pro MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Met (Nakajima et al.). Dal§imi enzymy sekretovanymi neutrofily
v misté zanétu jsou kathepsiny B a D a také lysozym. Granzymy A a B jsou sekretované
cytotoxickymi lymfocyty v synovidlni tekuting pacientli trpicich rheumatoidni arthritidou

(Froehlich et al.). Granzym A $t&pi nejefektivnéji peptidy obsahujici sekvenci Gly-Arg, nebo
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Ala-Ala-Arg, zatimco granzym B $tépi peptidy obsahujici aminokyselinovou sekvenci Ala-Ala-
Asp (Odake et al.)

Peptidazy hydrolizujici enzymaticky $t&pitelné peptidy také zahrnuji skupinu  enzymig
inaktivujicich peptidické hormony, nap¥ aminopeptidazy P a angiotensin konvertujici enzym,
lokalizované na povrchu epitelialnich bungk Aminopeptidaza P $t€pi vazbu mezi Agr-Pro v
bradykininu a je umistna na povrchu epitelialnich bungk v plicich (Prechel et al.).

Konjugaty lipidu s peptidy mohou byt pfipraveny celou fadou zpiisobli uréenych pro vytvareni
amidové vazby mezi aminoskupinou fosfatidylethanolaminy a karboxy koncem aminokyselinové
sekvence. Tyto zpisoby zahrnuji, ne viak pouze, ty které jsou dale uvedeny v prikladu 1.
Obecné, enzymaticky Stépitelny peptid obsahujici N-terminalni blokujici skupinu je pfipraven
Jjako anhydrit, fosfatidylethanolamin Jjako je DOPE je pak ponechan aby reagoval s anhydritem v
pfitomnosti pfislu§nych reagencii, jako je triethylamin.

Navrhovany vynélez také popisuje lipozémy sloZené z lipidickych komponent v&etng konjugatt
lipidu s peptidem podle navrhovaného vynalezu. »Lipozémy* jsou spontanné se tvorici struktury
sloZené z jedné nebo vice lipidickych dvojvrstev, z nich? kada obklopuje vodny kompartment a
Je sloZena ze dvou protilehlych vrstey amfipatickych molekul lipidu. Amfipatické lipidy obsahuji
polarni (hydrofilni) oblast kovalentné navazanou na jeden nebo dva nepolarni (hydrofobni)
acylové fetézce. Energeticky nevyhodny kontakt mezi hydrofébnimi acylovymi fetézci a
vodnym prosttedim je pravdépodobng tim divodem, kvili kterému se molekuly lipidu sami
nastavi do takové polohy aby polarni oblasti byly orientovany smérem do vodného prostiedi ,
zatimco acylové fet&zce se ukryji uvniti vzniklé struktury. Tak vznikne energeticky stabilni
dvojvrstva ve které jsou acylové fetézce uinng ochranény polarnimi oblastmi od styku s
vodnym prostfedim.

Lipozémy podle navrhovaného vynalezu mohou byt slo¥ené bud z jedné lipidické dvojvrstvy
(unilamelarni lipozémy, ULV), nebo z n&kolika dvojvrstev (multilamelarni lipozémy, MLV) a
pfipraveny mohou byt celou fadou zpusobi dobfe znamych v oboru. Ptikladem mohou byt tyto
metody: Banghamova metoda pfipravy multilamelarnich lipozémi (MLV), zpisob podle Lenka,
Fountaina a Cullise pro pfipravu MLV s rovhomérnou interlamelarni distribuci obsahy (viz. US
Patent No. 4,522,803, 4,588,578, 5,030,453, 5,169,637 a 4,975,282) a Papahadjopoulova metoda
pfipravy oligolamelarnich lipozomili pomoci odpafovani reversni faze (US Patent No.
4,235,871). ULV pak mohou byt pfipraveny z MLV pomoci takové metody jako je sonikace
nebo protladovani (US Patent No. 5,008,050, a US Patent No. 5,059,421). Lipozémy podle
navrhovaného vynélezu mohou byt pfipraveny jakymkoliv z vySe uvedenych zpiisobd, které jsou

zde uvedeny jako reference.
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Cela fada zpisobi, jako je napfiklad sonikace, homogenizace, pouziti French Pressu a mileti,
miiZe byt pouzita pro plipravu lipozomé mensi velikosti v lipozomi vétsich. Protladovani (viz.
US Patent No. 5,008,050) miize byt pouzito pro redukci velikosti lipozémii, tak aby vznikly
lipozémy s pozadovanou velikosti tak, Ze smés lipozomi je silou protaZena pies filtr s
definovanou a pozadovanou velikosti otvord. Tangencialni pritokova filtrace (viz.
WO089/008846) muze byt také pouzita pro pfipravu populace lipozomi s mensimi rozdily ve
velikosti a s homogenni definovanou distribuci velikosti lipozoémd. Obsah téchto dokument je
zde uveden jako reference. Pro stanoveni velikosti lipozoémd me byt pouzZita cel4 fada technik,
jako je naptiklad quasi-elasticky svételny rozptyl, nebo pomoci pfistroje napf. Nicomp® se
kterym musi pracovat jen vyskoleny odbornik.

Lipozémy podle navrhovaného vynilezu mohou obsahovat pouze konjugaty peptidu s lipidem.
Je vSak vhodné aby tyto lipozémy, krom& konjugatu obsahovaly jest§ jeden & vice daldich
lipidi, vEetné takovych lipidu jako jsou fosfolipidy, glykolipidy a steroly, které jsou pro piipravu
lipozémi be&zné pouzitelné. Je s vyhodou pokud tyto lipidy jsou pozitivng nabité lipidy, jests
lepsi je pak aby byly vybrany ze skupiny do které patii DOTAP, 1-N,N-dimethylaminodioleoyl
propan  (DODAP), 1—oleoyl-2-hydroxy—3N,N—dimethylamino propan, 1,2-diacyl-3-N,N-
dimethylamino propan a 1,2—didecanoyl-1-N,N-dimethylamino propan, DC-Chol, DMRIE a
DORIL

Nejvyhodnéjsi je aby tento kladng nabity lipid byl DODAP. Pozitivng nabité lipidy jsou
vestavény do lipozomd, nejlépe maximalng v equimolarni koncentraci vzhledem ke konjugatu
peptidu s lipidem, tak aby zajistily zesitovani nosice. Zvysenim pozitivniho naboje na nosiéi
zaloZeném na bazi lipidu se zlepsi elektrostatické interakce megzi nosi¢em a bio membrénou a tim
se usnadni i jejich vzajemna fize.

Témito ptidavnymi lipidy mohou byt také n&které fosfolipidy jako je fosfatidylcholin (PC), ktery
je obecn& pfidavan do lipidického nosi¢e pro zvySeni  stability struktury, nebo
fosfatidyethanolamin (PE). PE miZe byt jeden ze skupiny do které patii transesterifikovany
fosfatidylethanolami}l (tPE), dipalmitoyl fosfatidylethanolamin (DPPE), palmitoyloleoyl
fosfatidylethanolamin (POPE) a DOPE, pii¢emz tyto pfidavné PE mohou byt fizogenni nebot’
jejich hydrofobni , hlavova“ skupina je relativng dehydratovana.

Dal§i mozZnosti je, Ye pouzité PE je PE na jehoZ hydrofilni &4st je pfipojena skupina typu
dikarboxylové kyseliny, polyethylen glykolu, polyalky! etheru a gangliosidi. Tyto modifikované
PE, znamé také jako lipidy s modifikovanou hydrofobni skupinou, mohou inhibovat vazbu
sérovych proteinti na lipidicky nosi€ a tim pozméni farmakokinetické chovani nosiée v ob&hové

soustavé Zivodichd (viz. Blume et al., Gabizon et al., Park et al., Woodle et al. a Allen et al., jsou
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zde uvedeny dale jako reference). MnoZstvi lipidt s modifikovanymi hydrofobnimi skupinami,
které jsou vestavéné do lipozému, zavisi na mno¥stvi faktord dobte zndmych kaZdému
odbornikovi v oboru, nebo stanovitelnych bez vétsiho experimentovani. Jedna se zejména o typ
lipidu a modifikaci Jjeho hydrofébni skupiny, o typu a velikosti lipozémii a nezavisle pak na
therapeutickém pouziti lé&iva, Koncentrace lipida s modifikovanymi hydrofobnimi skupinami v
lipozému musi byt dostatetns pro prodlouZeni polodasu cirkulace lipozému ve zvifeti, zaroves
viak nesmi byt pili§ vysoka oby neindukovala nezadouci postranni efekty u zvifat a typicky je
to alespoi pé&t molarnich procent lipidu pfitomného v lipozoému. Preferovanymi lipidy s
pozménénymi hydrofobnimi skupinami jsou fosfatidylethanolamin-dikarboxylové kyseliny (PE-
DCA) a PEGylované lipidy (popis viz. Woodle et al. a Allen et al.).

Lipozémy podle navrhovaného vynalezu mohou také obsahovat »Smérovaci strukturu®, tzn.
skupinu ktera mii¥e byt Pfipojena na lipozém a ktera bude smérovat lipozom na specifické misto
v téle savce. Toto smérovani Je zaloZeno na rozeznani n&které struktury na povrchu buiiky proti
které je smé&rovani namiteno pomoci pfislu$né smérovaci struktury. Typickym, ale nelimitujicim,
piikladem takové struktury miZe byt napiiklad protilatka, ligand bunééného receptoru, lektin
apod. Smérovaci struktura miZe byt pfipojena na lipozém jakymkoliv zptisobem znamym v
souCasném stavu techniky, a to jak kovalentni tak nekovalentni vazbou této skupiny na lipozom.

MiiZe se jednat o jakykoliv zplsob popsany v dale uvedenych dokumentech, které jsou zde

uvedeny jako reference: US Patent No. 5,399,331 popisuje navazani proteinu na lipozém
prostiednictvim spojovaciho agens obsahujiciho alespoti jednu  maleimidovou skupinu a
aminovou reaktivni skupinu, US Patent No. 4,885,172, 5,059,421 a 5,171,578 popisuji navazani
proteini na lipozém za pouziti glykoproteinu streptavidinu, Sato a Sunamoto popisuji navazani
polysacharidii na povrch smérovaného lipozomuy.

Lipozémy podle navrhovaného vynalezu obsahuji jedno nebo vice »~bioaktivnich agens“, které
obsahuji nebo pfedstavuji latky s biologickou funkci, v&etns therapeutické nebo diagnostické
aktivity. Toto bioaktivni agens mize byt napftiklad antivirové agens jako je acyclovir, zidovudin
a interferony, antibgikteriélni agens jako jsou aminoglykosidy, cephalosporiny a tetracykliny,
antifungalni agens jako jsou polyenova antibiotika, imidazoly a triazoly, antimetabolika jako
jsou folaty, purinové a pyrimidinové analogy, antineoplasticka agens jako jsou anthracyklinova
antibiotika a rostlinné alkaloidy, steroly jako je cholesterol, sacharidy, tzn. cukry a Skroby,
aminokyseliny, peptidy, proteiny jako jsou proteiny bunétnych receptord, imunoglobuliny,
enzymy, hormony, neurotransmitery a glykoproteiny, barviva, radioaktivng znadené sondy jako
jsou radioisotopy a radioaktivné znaCené latky, kontrastni latky, fluorescentni proby,

bronchodilatatory, lokalni anestetika, sekvence nukleovych kyselin jako je mRNA, cDNA,
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genomova DNA a plasmidy, bioaktivni lipidy jako jsou etherové lipidy a ceramidy a podobné.
Preferovanym bioaktivnim agens je naptiklad nukleotidova sekvence, antimikrobialni agens,
protinadorové Ié¢ivo a protizanétlivé 1é&ivo.

Je vhodné aby se lipozom skladal z lipidickych komponent pfedstavovanych pozitivné nabitymi

lipidy a konjugatem peptidu s lipidem podle obecného vzorce:

H,C-OC(0)(CH,);CH=CH(CH,),CH;,
HC-OC(0)(CH,);CH=CH(CH,),CH,
H;C-OP(0),-(CH,),-NH-Y

kde peptid bude obsahovat aminokyselinovou sekvenci N-methoxysukcinyl-Ala-Ala-Pro-Val- a
pozitivné nabity lipid je DODAP. Jests vhodnéjsi je aby lipidovou komponentou byl DODAP a
konjugat peptidu s lipidem byl pfitomny v molarnim poméru 50:50.

Dale je v navrhovaném vynalezu popisovan pfipravek obsahujici lipozomy a farmaceuticky
pfijatelny nosi¢, coZ je piipravek pfijatelny pro pouziti v kombinaci s podanim lipozomii
saveim, véetnd lidi. Farmaceuticky pfijatelny nosi¢ je pfipraven v souladu s celou fadou faktorti
zcela zavislych na rozhodnuti odbornika v oboru a bude obsahovat napiiklad: konkrétni pouzity
lipozomalni bioaktivni agens, jeho koncentraci, stabilitu a poZadovanou biodostupnost, typ

choroby, poruchy nebo komplikace ktera ma byt pomoci lipozomalniho piipravku 1éCena,

pacient, jeho vék, velikost a celkovy stav a zamysleny zplsob podani 1é¢ivého pfipravku, napf.
nasalné, oralng, opthalmickou cestou, povrchové, transdermalng, vaginalng, subkutalng,
intramamarné, intraperitonealng, intravenézng nebo intramusculirnd (viz. napf. Nairn 1985).
Typickym farmaceuticky pfijatelnym nosiem pouZitym pro parenteralni podani bioaktivniho
agens je napfiklad D5W, vodny roztok obsahujici 5 % vahy dextrézy a fyziologicky
roztok Farmaceuticky pfijatelny nosi¢ ma¥e obsahovat dalsi slozky, jako jsou latky zvySujici
stabilitu pouZitych aktivnich slozek, napfiklad ochranné piimési a antioxidanty.

Dale je v navrhovaném vynilezu popisovan zplisob smérovani obsahu lipozémd do
poZadovanych bun&k, coz vyZaduje kontakt dané buiiky s lipozomem dle navrhovaného
vynélezu a pfitomnost protedzy schopné rozstépit konjugat lipidu s peptidem. Smérovani mize
byt vyuZivano jak in vitro napt. pro diagnostické ulely, tak pro ex vivo dorudovani
therapeutického agens nebo nukleové kyseliny k bufikdim kostni dfend. In vitro kontakt
biomembrany s nosi¢em zaloZenym na bazi lipidu, pfedstavuje pridani smé&si obsahujici nosi¢

podle navrhovaného vynilezu do kultury bungk sekretujicich proteazy, jako je fada riznych




* eene *e e L1 4
*e & ] "0 . L 4
® osoe [ * e . L]
[ ] ¢« o0 * Gwo » e
[ 4 . . L -
Che o0 »e ste e

10

nadorovych bun&énych linii napi. MCF-7 linie, nebo Je moZné pridat endogenni protedzy do
kultiva¢niho média obsahujiciho membrany a noside.

Alternativou je kontakt in vivo, kde se jedna predeviim o savei butiky, je pouit farmaceuticky
Pfijatelny nosi¢ a smérovaci struktura. Podani in vivo predstavuje aplikaci pfipravku dle
navrhovaného vynalezu savci jednim ze zpGisob, napr. intravenozng, coy, je v soudasném stavu
techniky pfijatelnd metoda pro podavani farmaceutickych piipravkd savedm. Nosid pak cirkuluje
v ob&hové soustavé savce a v pfitomnosti dostateéného mnostvi peptidazy, ktera je schopna
rozstépit v nosi¢i konjugat peptidu s lipidem, se stane fuzogenni. Jak je popsano vyse, tato
peptidaza se nachézi u savcd napfiklad v misté zan&tu, mikrobialni infekce nebo nadoru. Navic
inkorporaci lipidti s modifikovanou hydrofébni skupinou do lipidického nosice, prodlouzi doby
po kterou nosi& obiha v ob&hové soustavé a tim proporcionalné zvysi mnoZstvi noside ktery
dosédhne pozadovaného mista v téle savce. Nadory maji vyssi stupeti vaskularizace ne¥ okolnj
tkat a cévy prochézejici nadorem jsou zna&ng propustn€jsi pro struktury typu popisovanych
lipidickych nosi&. Proto se nosi& akumuluje v nédoru a zvySen4 mira kumulace v poZadovaném
misté zlepSuje therapeuticky G¢innek. Nosic pak miZe fiizovat jak s butikami tvoricimi proteazu,
tak se sousednimi buttkami v okolni tkani.

V in vivo systému je schopen popisovany lipozomélni nosi¢ dorugit bioaktivni agens na
pozadované misto, MiZe se jednat o therapeuticky nebo diagnosticky aktivni mnoZstvi
therapeutické nebo diagnostické latky dorudené do savéich bundk postizenych chorobou,
poruchou nebo ptiznakem ktery je pomoci pfislugné latky detekovat nebo 16&it. To znamena, Ze
tento zpisob doruovani mize byt pouZit pro diagnostiku nebo 1é¢bu saved v pripadé choroby,
poruchy nebo poskozeni.

Zplisob podle navrhovaného vyndlezu mize byt také pouZit pro lé&eni savch postiZzenych
zandtlivym onemocnénim, podanim  lipozomi obsahujicich  efektivntho  mno¥stvi
protizanétlivého 1é¢iva savci. Légitelné zanétlivé choroby mohou byt naptiklad artritické
poruchy, autoimunnj poruchy, atheroskleroticky plak, akutni respira&ni stresovy syndrom, vnitini
zanétlivy syndrom, akutni nefritida, nebo dna. Vhodnym protizanétlivym 1é&ivem mohou byt
napfiklad nesteroidni protizangtlivé latky, glukokortikoidy, bioaktivni lipidy jako jsou ceramidy
a etherové lipidy, a prostaglandiny. Peptidazy pfitomné v mist& zan&tu mohou byt napiiklad
elastdza rozeznavajici Ala-Ala- a Stépici peptidy jako jsou napf. Ala-Ala-, Ala-Ala-Ala-, Ala-
Ala-Pro-Val-, Ala-Ala-Pro-Met-, Ala-Ala-Pro-Ala-, stromelysin-1 rozeznavajici peptidy
obsahujici aminokyselinové sekvence Arg-Pro-Lys—Pro-Leu-Ala-Nva-, jako jsou napt. Ac-Arg-
Pro-Lys-Pro-Leu-Ala-Nva-, MeOSuc~Arg—Pro—Lys-Pro-Leu-Ala—Nva-, karboxy cukr-Arg-Pro-
Lys-Pro-Leu-Ala-Nva-Suc-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-Ala-Nva-, Ser-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-Ala-Nva-




e eooee e L 1 J o0
e o L3 Lad [ [ ]
® eeoo [ J oe [ L] L
L o o0 e o800 o L L X
[ d L] [ ] [ ] L] L]
eee o000 e 8 e

11

, Ac-Ser-Arg—Pro-Lys-Pro—Leu-Ala-Nva—, MeOSuc—Ser-Arg-Pro-Lys—Pro-Leu-Ala—Nva—, Ser-
Ser-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu—Ala-Nva—, Ac-Ser-Ser-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu—Ala—Nva— a MeOSuc-
Ser-Ser-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-Ala-Nva- a ktery $tépi peptidy ve vazb Ala-Nva- a katepsin G
sekretovany lidskymi neutrofily v misté& zanéty a 5t€pi peptidy jako jsou Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-,
karboxy cukr-Ala-Ala-Pro-Phe-, MeOSuc-Ala-Ala—Pro—Met—, Suc-Ala-Ala-Pro-Met- a karboxy
cukr-Ala-Ala-Pro-Met-,

Peptidové substraty Pro enzymy granzym A a granzym B dekretované cytotoxickymi lymfocyty
v synovialni tekuting pacientl s rheumatoidni arthritidou jsou naptiklad Ac-Ala-Ala-Arg-,
MeOSuc—Ala-Ala-Arg—, Ala-Ala-Arg-, Setr-Ala-Ala-Arg-, Ac—Ser—Ala-Ala—Arg—, MeOSuc-Ser-
Ala-Ala-Arg-, Ser-Ser-Ala-Ala-Arg-, Ac—Ser-Ser-Ala-Ala-Arg—, MeOSuc-Ser—Ser—Ala—Ala-Arg—,
karboxylovy cukr-Ala-Ala-Arg-, apod. Ac-Ala-Ala-Asp-, MeOSuc—Ala-Ala-Asp-, Ala-Ala-Asp-,
Setr-Ala-Ala-Asp-, Ac-Ser-Ala-Ala-Asp-, MeOSuc~Ser-Ala—Ala-Asp—, Ser-Ser-Ala-Ala-Asp-,
Ac—Ser-Ser~Ala—Ala—Asp-, MeOSuc-Ser-Ser-Ala-Ala—Asp—, karboxylovy cukr-Ala-Ala-Asp-.
Dipeptidylaminopeptidaza IV (DAP 1V, EC 3.4.14.5), patiici do rodiny dipeptyl peptidaz, se
nachazi ve zvySené mife na buiikéch céy prochazejicich hladkym svalstvem u prasat (Palmieri et
al.). Poskozeni stény cév naptiklad angioplastii, nebo b&hem jinych zan&tlivych stavil, zvysuje
tvorbu peptidazy. Naptiklad zanétlivy edém je spojen s porusenim endothelialni vrstvy a odkryti
bunék hladkého svalstva. Pro smérovani lipozémii na takové mista pak musi byt pouZity
odpovidajici substraty.

Zpisob popisovany navrhovanym vynalezem mue byt také pouzit pro 1é&bu saved postizenych
rakovinou, podéanim lipozémi obsahujicich efektivni mnoZstvi protinddorového 16&iva. Légitelné
typy rakoviny jsou rakovina mozku, prsu, stfeva, plic, vajeCniki, prostaty a Zaludku, stejné jako
karcinomy, sarkomy, leukemie, lymfomy a melanomy. PouZitelnym protinadorovym lé&ivem
mohou byt napriklad, anthracyklinova antibiotika, bioaktivni lipidy jako jsou ceramidy a
etherové lipidy, taxany a vinca alkaloidy. Peptidazy pfitomné v blizkosti nadors mohou byt
napfiklad elastaza tépici peptidy se sekvenci Ala-Ala-, Ala-Ala-Pro-Val-, (Nakajima et al.,
Castillo et al)), stromelysin-3 $tépici peptidy které obsahuji sekvenci Ala-Met, stromelysin-1
Stépici peptidy se sekvenci Ala-Nva-, lidska kolagenaza-3 rozeznavajici sekvence jako jsou
MeOSuc-Pro-Cha-Gly—Nva-, Suc-Pro-Cha-Gly-Nva-, Pro-Cha-Gly-Nva-, Pro-Leu-Gly- Leu-,
MeOSuc-Pro-Leu-Gly-Leu- a Suc-Pro-Leu-Gly-Leu-, 72 kDa gelatinaza 3tépici peptidy
obsahujici sekvenci Gly-Pro-Gln-Gly-Tle- (viz. Pei et al., Knauper et al., Boyd, Unden et al. a
Kossakowska et al.), urokinazovy aktivator plasminogenu $t&pici Glu-Gly-Arg- a Ac-Lys (Wohl
et al., Johnson et al., Petkov et al, Ascenzi et al.) a katepsin B rozeznavajici a Stépici sekvenci
aminokyselin Arg-Arg- (Knight, Barrett & Kirschke, Kirschke et al).
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Specifické peptidazy se nachazeji i v nervové tkani (viz. O'Leary a O’ Connor) coZ ukazuje, ¥e
lipozémy mohou byt plipraveny tak aby se daly pouZit i k 16&b& n&kterych neuropatii. Specifické
aminopeptidazy jsou pfitomné na membrang placentarni tkané a pozdéji jsou sekretovany co¥
naznacuje jejich primarni lokalizaci v placent& (Rogi et al.). Nékteré kinazy jsou specificky
piitomné v ledvinach. Napfiklad renin se nachazi v zéna glomerulosa a/nebo v adrenalni medule
(Berka et al.). N&které peptidazy byly nalezeny i v kosternim svalstvu (Ward et al.).

Zjisténi vysoké aktivity alanylaminopeptidézy v stromaty bazalniho karcinomu a DAP IV v
nadorovych buiikach (Moehrle et al.) ukazuje, Ye alanyl-fosfolipid nebo odpovidajici dipeptidy
jsou pouZitelné pro spusténi lipozomalni fiize s rakovinnou buiikou.

Zplisob podle navrhovaného vynalezu miZe byt také pousit pro léSbu savcl postizenych
mikrobialni infekci, podanim lipozémii obsahujicich anti-infek&ni agens, coz muZe byt fada
antibiotik, v efektivnim mnoZstvi infikovanému savci. Cela fada peptidaz specifickych pro
konkrétni bakterie miiZe byt pouZita pro smérovani obsahy lipozémd na misto infekce (viz.
Spratt et al.). HIV virus obsahuje proteazy s konkrétni specifitou (viz Hoog et al.), které mohou
byt exprimované na infikovanych buiikach a mohou byt pouZity pro smérovani fiizogennich
lipozoémi jako terapie.

Obsah vyse uvedenych dokumentt, s popisy sekretovanych enzymi a jejich cilovych peptidd, je
zde uveden jako reference.

Smérovani 1é¢iv pomoci lipozémii miZe, podle navrhovaného vynalezu, dorucit obsah lipozémi
do blizkosti cilovjch bundk. Je také mozZné dorucit obsah lipozomi piimo do bun&k a to
prostiednictvim fiize lipozomd a bunék. Foizj bunék s lipozémy se rozumi jak navazani lipozému
na buiiku, tak smichani lipozomalnich a bunéénych membranovych lipidd. Navazani a
promichani lipidd miZe byt dosa¥eno celou fadou zplisobd, velmi dobie znamych zkuSenému
odbornikovi v oboru, vietné téch které jsou zde uvedeny dale.

Zkracené, lipozémy jsou oznaceny fluorescen&ni znagkou uzavienou uvnitf lipozému a poté jsou
smichany s bun&&nymi stiny Cervenych krvinek, které jsou pfipraveny tak, jak je uvedeno dale.
Bunééné stiny &ervenych krvinek jsou neschopny endocytozy a tedy jakykoliv pfenos
fluorescence do zbytku buiiky musi byt dan fiizi. Stanovenim miry fluorescence bun&&nych sting
se tedy stanovi mira fiize lipozomy se stiny. St¥peni konjugatu lipidu s peptidem tedy pfeméni
neflizogenni lipozém na fizogenni. Lipozom miZe také obsahovat jeden nebo vice dalsich
flizogennich lipidd, typu PE jako jsou naptiklad DOPE a syntetické lipidy jako napt. DOTAP a
DODAP. Tyto lipidy usnadiiuji fizi matefského lipozému s prilehlou lipidickou membranou
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diky struktufe narusujic dvojvrstevné usporadani lipidu ve vodném prostredi.
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Konjugit peptidu mohou také obsahovat »blokujici skupiny“ napt. karboxy cukry jako jsou
kyselina laktobi6zova a kyselina N-acetyl neuraminova, nebo polymerni slozky jako jsou malé
derivaty polyethylen glykolu, polyhydroxylové polymery anebo fada dalsich aminokyselin v
rozmezi 1-10 ve smési obsahujici aminokyseliny s hydrofilnim postrannim fetézcem Jjako je serin
nebo threonin. Tyto blokovaci skupiny jsou napojeny na N-konec peptidu a inhibuji nebo
znemoZiuji lipozému aby se pribliZil natolik k lipidické membrang aby mohl splynout.
Odstépeni peptidu proteazou odstrani tyto blokujici skupiny z peptidu a tim umoZni fiizi
lipozému s lipidickou membranou. Peptidazou mediované odst&peni peptidové Easti konjugatu
vede tedy ke vzniku fizogenniho lipidu.

Navrhovany vynalez bude jasnéjsi ve svétle nasledujicich prikladd. Samoziejmé viak kazdému
odbornikovi v oboru bude zcela Jasné pfiklady jsou pouze ilustrativni a vynélez je definovan a

naslednymi naroky.

PREHIED OBRAZKU NA VYKRESECH

Obr. 1 : Struktura konjugatu N-Ac-AA-DOPE a znazornéni rozpadu na DOPE pomoci §tépeni

enzymem.

Obr. 2 : §tépeni N-Ac-AA-DOPE proteazou stanovené pomoci TLC. N-Ac-AA-DOPE SUV
byly inkubovany s A) elastazou nebo B) proteinizou K (1mg enzymu / 100 nmol lipidu / 0,1 ml
pufru) pffes noc pii 37 °C. Lipid byl izolovan a separovan pomoci TLC. Prouzky lipidu byly
vyvolavany pomoci metody uvedené dale. Draha I, N-Ac-AA-DOPE bez enzymu, draha 2, N-
Ac-AA-DOPE po inkubaci s enzymem, draha 3, kontrolni vzorek DOPE.

Obr. 3 : Stépeni N-Ac-AA-DOPE pomoci proteinazy K. DOTAP / N-Ac-AA-DOPE (1:1) Suv
byly inkubovany jak s tak bez elastazy, proteinazy K, nebo tepelné inaktivované proteinazy K
(95 °C, 1 hodina) pii 1 mg proteazy / 0,1 nmol / 0,1 ml pufru koncentrace lipidu a inkubaci pfes
noc pii 37 °C. Lipid byl izolovan a analyzovan pomoci HPLC. Peak N-Ac-AA-DOPE byl

kvantifikovan a mira §t&peni byla stanovena jako procenta vychoziho lipidu.

Obr. 4 : Stanoveni idealniho sloZeni lipozému. Lipozémy byly pfipraveny v danych molarnich
pomérech DOTAP, N-Ac-AA-DOPE, PE. Ve viech pfipadech pfipravy lipozémi byly pouZity
fluorescenéni znatky 1 mol % N-NBD-PE a N-Rho-PE. Lipozémy byly michany s A)
neznaCenym PE / PS nebo PC / PS (80/20 mol %, 1:10 pomér efektoru a akceptoru, 60 umol
celkové mnoZstvi lipidu) nebo B) 2 x 10° RBC bunéénych stind pii 37 °C po dobu 1 hodiny.
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Smés lipidu byla spo&tena jako procenta N-NBD-PE FDQ v poméru k maximalnimu FDQ,
stanovenému pomoci piidani detergentu. Vazba lipozémii na bunééné stiny RBC byla
kvantifikovéna po promyti bungk pufrem, srovnanim mnoZstvi N-Rho-PE fluorescence navazané

na bunécnou peletu vzhledem k celkové pfidané mife fluorescence.

Obr. 5 : Lipozomalni fize aktivovana elastazou a proteindzou K. DOTAP / N-Ac-AA-DOPE /
PE (15/15/70 mol %) lipozémy obsahujici fluorescenéni membrénové znaky byly pfedem
inkubovany s lidskou leukocytarni elastazou nebo proteinzou K (1 mg proteinu / 100 nmol
lipidu / 0,1 ml pufiu) pfes noc. 10 nmol alikvoty byly inkubovany s neznafenym PE/PS
akceptorovym lipozomem (80/20 mol %, 1:10 pomér efektor - akceptor) po dobu 60 min pii 37
°C. Lipidicka smés byla stanovena urdenim N-NBD-PE FDQ.

Obr. 6 : Podminky nezbytné pro aktivaci DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE lipozémi proteinazou
K pro fiizi s PS / PE lipozomy. DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE (15/15/70 mol %) lipozomy
(100 nmol) obsahujici fluorescenéni membranoveé znalky byly pfedem inkubovany s i bez 1 mg
proteinazy K nebo tepelng inaktivované proteinazy K (1 hod., 95 °C) pii 37 °C v 0,1 ml pufru.
10 nmol alikvoty byly inkubovany s neznadenym PE/PS akceptorovym lipozémem (80/20 mol
%, 1:10 pomér efektor : akceptor), po této dobé byla stanovena mira smichani lipidd. Zbytkova
aktivita proteinazy K = efekt zbytku proteinazy K preneseného k inkuba&ni smési s PE/PS
akceptorovymi lipozomy byl testovan pomoci inkubace nemodifikovanych DOTAP / N-Ac-AA-
DOPE / PE (15/15/70 mol %) lipozomt s PE/PS lipozémy v piitomnosti erstvé pfidaného

ekvivalentu proteinazy K k predpokladanému prenesenému mnozstvi.

Obr. 7 : Koncentrace a &asova zavislost aktivity proteinizy K. Aktivace fiize - DOTAP / N-Ac-
AA-DOPE / PE (15/15/70 mol %) lipozomy (100 nmol) obsahujici fluorescenéni membranové
znacky byly inkubovany pfes noc pii 37 °C bud’ A) pfes noc s danym mnoZstvim proteinazy K
nebo B) s 1 mg proteinazy K po danou dobu. 10 nmol alikvoty byly inkubovany s neznacenymi
PE/PS akceptorovymi lipozémy (80/20 mol %, 1:10 pomér efektor akceptor), a poté bylo
stanoveno sloZeni smési lipidd. N-Ac-AA-DOPE odstépovani : neznadené DOTAP / N-Ac-AA-
DOPE (1:1 molarni pomér) lipozémy byly inkubovany stejné jak bylo uvedeno pro aktivaci fuze,
a poté byl lipidicky extrakt byl extrahovan pomoci HPLC.

Obr. 8 : Aktivace DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE lipozémi pomoci proteinazy K pro fiizi s
RBC bun&énymi stiny. DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE (20/10/70 mol %) lipozémy (100 nmol)
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obsahujici fluorescenéni membranové znatky byly inkubovany pies noc pii 37 °C s a nebo bez 1
mg proteinazy K v 0,1 ml pufiru. 10 nmol alikvoty DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE lipozomu,
stejn€ tak jako DOTAP/PE (20/80 mol %) lipozdmy byly inkubovany s 1x10® RBC buné&nymi

stiny v pufru obsahujicim 0,5 mM PMSF po dobu 30 minut pit 37 °C, nadeZ byla stanoveno
' slozeni smési lipidG. Vliv pfidané proteinazy K na sloZeni smési lipidd byl sledovan pomoci
- inkubace neovlivnénych lipozomd s RBC bun&&nymi stiny v piitomnosti odpovidajiciho

mnoZstvi proteinazy K (prot. K, kontrola).

Obr. 9 : DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE lipozémy s RBC bunéénymi stiny : kontinualni kinetika
vzniku lipidické smési. 10 nmol DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE (20/10/70 mol %) lipozémti
inkubovanych (a) s a nebo (b) bez proteinazy K pres noc pii 37 °C bylo pfidano do kyvety
obsahujici 2 ml pufru s 0,5 mM PMSF za stalého michani a pfi 37 °C. Zmény N-NBD-PE
fluorescence byly mé&feny od okamzZiku kdy bylo piidano 1x10° RBC bunécnych stint po 30 sec.
Zbytkova aktivita proteinazy K na smés lipidd byl testovan pomoci inkubace nemodifikovanych

lipozémi s RBC bun&nymi stiny v pfitomnosti &erstvé ekvivalentniho mnosstvi proteinazy K.

Obr. 10 : Dextranem naplnéné DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE lipozomy fizuji s RBC
bun€Cnymi stiny. DOTAP / N-Ac-AA-DOPE / PE (20/10/70 mol %) lipozémy byly naplnény 10
kD dextranem konjugovanym s Tx-red. Lipozoémy byly inkubovany s proteinazou K pfes noc pfi
37 °C. 40 nmol alikvoty lipozémi naplnénych dextranem (A,C) nebo prazdné lipozomy + volny
dextran (B,D) byly inkubovany s 1x10® RBC bunéénymi stiny v 1 ml pufru po dobu 30 minut pii
37 °C, poté byly buiiky promyty a pozorovany pomoci fluorescenéni mikroskopie (A,B) nebo

pomoci Nomarského diferencialniho interferenéniho kontrastu (C,D).

Obr. 11 : TLC stanoveni §tépeni OMe-suc-ala-ala-pro-val-DOPE. A) titrace davky HLE : 1/0 pg
HLE / 100 nmol lipidu, 2/5 pg HLE / 100 nmol lipidu, 3/10 pg HLE / 100 nmol lipidu, 4/Cisty
DOPE, 20 pg, 5/20 pg HLE / 100 nmol lipidu, 6/40 pug HLE / 100 nmol lipidu, 7/40 proteinazy K
/ 100 nmol lipidu, 8/Cisty DOPE, 20 ug, B) St&peni OMe-suc-ala-ala-pro-val-DOPE proteinem
pochézejicim z granuli lidskych neutrofild : 1/ w/o proteaza, 2/5 pug HLE / 50 nmol lipidu, 3 2,5
ug proteinu z granuli neutrofili / 100 nmol lipidu, 4/&isty DOPE, 20 pg, 5/5 pg proteinu z
granuli neutrofili / 100 nmol lipidu, 6/10 pg proteinu z granuli neutrofild / 100 nmol lipidu, 7/20
ug proteinu z granuli neutrofild / 100 nmol lipidu, 8/8isty DOPE, 20 pg. Kinetika Sté€peni HLE :
1/ wio proteaza, 2/1 hodiny, 5 pg HLE/50 nmol lipidu, 6/ pfes noc, 5 Mg HLE/50 nmol lipidu,
7/Cisty DOPE, 20ug.
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PRIKLADY PROVEDEN] VYNALEZU

PRIKLAD 1.

A) Chemicka syntéza N-Ac-Ala-Ala-DOPE

N-acetyl-alanyl-alanyl—dioleoyl fosfatidylethanolamin (N-Ac-Ala-Ala-DOPE) byl syntetizovan z
dfive piipraveného anhydridu peptidu N-Ac-Ala-Ala-OH, nebo za pomoci jiného vhodné
blokovaného karboxylem kongiciho peptidu. Vychozi material byl inkubovian s N N-
dicyklohexyl carbodiimidem (DCC) v ptitomnosti chloroformu nékolik hodin pfi pokojové
teploté. Vznikly anhydrit je rozpustny v chloroformu, zatimco meziprodukt reakce (dicyklohexyl
mo&ovina) neni. Anhydrit je tedy snadno oddélitelny od ne#adouciho meziproduktu sebranim
chloroformu a odstranénim precipitatu.

K anhydridu je ptidano DOPE v pfitomnosti triethylaminu, ktery katalizuje acylaéni reakci, smés
je pak inkubovana pfes noc pfi pokojové teploté. Reakéni smés je nanesena na preparativni
desku chromatografie v tenké vrstve, tak aby byl predistén N-Ac-Ala-Ala-DOPE, separaci v
roztoku chloroform/methanol/voda (65/25/4). Lipidovy band je identifikovatelny po posttikani
desky vodou. Poté je band seskriban a rozpustén v chloroform/methanol (2/1). Lipid je

skladovan v atmosféte dusiku pfi—70 °C.

B) Chemicka syntéza 1,2-dioleoyl-sn—glycero-3-fosfoethanolamido-Val-Pro-Ala—Ala—SucMeO
(OMe-Suc-Ala—Ala—Pro-Val-DOPE):

)  p-Nitrofenyl-Val-Pro-Ala-Ala-SucMeO ester: k roztoku H-Val-Pro-Ala-Ala-SucMeO
peptidu (540 mg, 1015 mmol), bylo pfidano 142 mg (1,38 mmol) p-nitrofenolu, 175 mg
(1,38 mmol) 1,3-dicyklohexylkarbodiimidu a katalytické mnozstvi (par krystali) 4-
dimethylaminopyridinu v 10 ml suchého chloroformu. Reakéni smés byla ponechana za
stalého michani pres noc pii pokojové teploté. V tuto chvili TLC analyza ukazuje ze reakce
jiz konéi. Precipitat (DCU) vznikly v reakéni smési byl filtrovan za pomoci G-2 trychtyfe a
filtrat byl zakoncentrovan pfi snizeném tlaku. Vznikly produkt byl pouzit v nasledujicim
kroku bez jakékoliv purifikace, Ry 0,43 (CHCI;:MeOH, 9:1 v/v).

ii) 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamido-Val-Pro—Ala-Ala-SucMeO: k roztoku p-
Nitrofenyl-Val-Pro-Ala-Ala-SucMeO esteru (600 mg, 1,01 mmol), bylo pfidano 604 mg
(0,81 mmol) 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolaminu a 82 mg (113 ml, 0,81 mmol)
triethylaminu ve 20 ml smési rozpoustédel chloroform - tetrahydrofuran (1:4 v/v). Reakéni

smés byla ponechéna za stalého michani pfes noc pfi pokojové teplot&. V tuto chvili TLC
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analyza ukazuje Ze reakce jiz kon¢i. Reak&ni smés byla zakoncentrovana za sni¥eného tlaku
a pusténa pfes aktivovanou TMD-8 iontoméniovou pryskyfici v smé&si THF s Hz0 (9:1 ).
Frakce pozitivni na fosfor byly smichany a zakoncentrovany tak aby vznikl poZadovany
produkt. Ziskany material byl pre€istén na silikagelové kolong kapalinovou chromatografii
(kolona byla promyta 5 % methanolem v chloroformu, a poté vyplachnuta pomoci smési
CH;CI:MeOH:NH,OH 65:25:4 v/v/v), tak aby vzniklo 915 mg produktu (95 % vytszek
vzhledem k DOPE), ktery lyofilizaci poskytne pevnou bilou latku: Ry 0,76
(CH3CI:MeOH:NH,OH 65:25:4 VIv/v) a R¢ 0,43 (CH;C1:MeOH:H,0 65:25:4 VIVIV),
Molekula lipopeptidu vykazuje pozitivni reakci pro molybdenové reagens a negativni test
pro ninhydrinové reagens. Identita lipopeptidové molekuly byla ovétena pomoci TLC ve
dvou systémech rozpoustédel: ((i) CH;CI:MeOH:NH,OH 6525 4 viNIv a (i)
CH;CL:MeOH:H,0 65:25:4 v/v/v). V obou systémech vytvofil lipopeptid jediny bod a jeho
Cistota je vyssi nez 99 %. Lipopeptid byl charakterizovan pomoci NMR a FAB hmotnostni
analyzy. "H-NMR (CDCL) jsou charkteristické signily na: d 0,87 (t, 3H, J=7,15 Hz), 1,27
(40H),1,56 (4H), 2,0 (8H), 2,23 (t, 4H, J=7,15 Hz), 5,17 (1H), 5,32 (4H, J=3,12 Hz). 3'p-
NMR spektrum dalo jediny signal. FAB (MH") vypoéteno pro Ce2Hi0oNsO1sP 1195,55, bylo
1196,8 (MH') a 1234,9 (MK™").

PRIKLAD 2. §t&peni N-Ac-Ala-Ala-DOPE

Stépeni N-Ac-Ala-Ala-DOPE na DOPE pomoci elastaizy bylo monitorovano pomoci
chromatografie v tenké vrstvé (TLC). 100-200 nmol N-Ac-AA-DOPE SUV bylo inkubovano s 1
mg enzymu pfes noc pfi 37 °C. Lipid byl extrahovén pomoci separace organickou fazi (19)
dvakrat. Z9skany lipid byl vysugen pod proudem N2 a ponechan ve vakuu po dobu 4 hodin az
pfes noc.. Vzorky byly poté rozpustény v chloroformu a naneseny na desky TLC. TLC bé&Zelo v
smési CH3Cl:MeOH:NH,OH (65:25:4), vysuseno na vzduchu, postiikano molybdenovou modfi
a vypaleno na horké desce. Inkubace N-Ac-AA-DOPE lipozomii s elastazou da vzniknout
produktu odpovidajgcimu DOPE, zatimco neinkubovany N-Ac-AA-DOPE nevykazuje Zadné
zmény (Obr. 2A). Z toho vyplyva, e elastiza rozeznavi N-Ac-AA-DOPE a odstépuje dipeptid
tak Ze vznika DOPE.

Nekteré proteazy byly testovany, zda enzym s podobnou substratovou specifitou miize byt pouzit
jako model pro $tépeni N-Ac-AA-DOPE elastizou. Proteindza K je serinova proteaza, ktera
stejn€ jako elastaza, dokaze Sté€pit peptidovou vazbu v C-terminalni pozici k alifatickému
reziduu. Inkubaci N-Ac-AA-DOPE s proteinazou K je konjugat $tépen a vznik DOPE.(Obr.
2B).
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Stépeni N-Ac-AA-DOPE na DOPE je monitorovano také pomoci 31P-NMR analyzy. N-Ac-AA-
DOPE LUV byly pfipraveny a inkubovany s proteinazou K (1,5 mg proteinu / 100 nmol lipidu)
pfes noc pfi 37 °C. Vzorky byly smichany s pufrem (10 % deoxycholat, 100 mM EDTA, 20 mM
HEPES) a deuterium oxidem (Cambridge Isotope Laboratories, Woburn, MA) (1:4:2) a
— peneseny do S mm NMR kyvet. Vzorky byly monitorovany pfi pokojové teploté na
spektrometru Bruker AC300 pracujicim na 121,5 Mhz, se 110 ms 90° radiové frekvence pulsu
pro odstépeni protonu a nastaveno byly 2 sekundové intervaly aby se zamezilo saturaci signalu.
Sitka pasma byla zvolena na 50 Hz. 1 Hz hraniéni linie byla aplikovana pro celé spektrum. N-
Ac-AA-DOPE lipozomy s proteinazou K (1,5 mg proteinu / 100 nmol lipidu) vykazuji peak 0,3
ppm narozdil od N-Ac-AA-DOPE, coz odpovida &istému DOPE.

Stépeni N-Ac-AA-DOPE pomoci elastazy a proteinazy K bylo kvantifikovano pomoci lipozémt
vytvofenych ze smési N-Ac-AA-DOPE a DOTAP. DOTAP byl pouzit aby vyvazil pozitivni
naboj a je pouZivan jako standart podle kterého mohou byt rizné vzorky pfepodteny a
porovnany. Po inkubaci s elastazou nebo proteindzou K byl ubytek N-Ac-AA-DOPE
monitorovan pomoci HPLC. Lipozémy obsahujici DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE (1:1) nebo
DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/PE (15/15/70 mol%) byly inkubovany s enzymem za danych
podminek. Lipid byl dvakrat extrahovan pomoci procedury podle Blight-Dyera.

Z9skany lipid byl vysuSen v dusikové atmosféie a prenesen do vakua na dobu 4 hodin a% pfes
noc. Vzorky byly resuspendovany v 100 % ethanolu a naneseny na Spherisorb silika kolonu (150
X 4,6 mm, 03 um, Keystone scientific). HPLC probshlo za pouziti vodné faze
hexan:isopropanol:voda: TFA. Hexan a TFA byly drzeny konstantn& na 37 % a 0,2 %. N-Ac-AA-
DOPE peak byl detekovatelny za pouziti gradientu 59-55 % isopropanol : 4-8 % voda. Pratok
byl 1,5 ml/min, teplota kolony byla 45 °C a peak byl detekovan UV detektorem nastavenym na
205 nm. Lipidické peaky byly kvantifikovany vzhledem ke standartnim kfivkam ziskanym
nanesenim 5-200 nmol DOTAP nebo N-Ac-AA-DOPE a monitorovanim 205 nm signalu. %
Stépeni byla prepoctena vzhledem k normalnimu peaku DOTAP, a poté byl stanoven bytek N-
Ac-AA-DOPE vzhledem k vstupnimu mnoZstvi.

Jak elastaza tak proteiniza K $t&pi N-Ac-AA-DOPE se stejnou mérou (Obr. 3). Pro ovéfeni, ze
Stépeni N-Ac-AA-DOPE je dano aktivitou proteinazy K, byly lipozomy inkubovany s tepelng
inaktivovanou proteinazou K. Proteindza K byla tepelng inaktivovana inkubaci 1 hod. v 95 °C.
Enzym poté nebyl schopen $tépit barevny substrat N-Ac-AAA-pNA. Inkubace DOTAP/ N-Ac-
AA-DOPE lipozomi s tepelng inaktivovanym enzymem, nevede k Sté€peni N-Ac-AA-DOPE

(Obr. 3), coz dokazuje Ze aktivni proteinaza K je nezbytna. Jeliko¥ bylo zjisténo, Ze proteinaza K
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je schopna $tépit stejny substrat jako elastaza, a je zna&ng levnéjsi nez lidska elastiza z

leukocytii, vétsina naslednych experimentii prob&hla s proteinazou K.

PRIKLAD 3. §tépeni OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE elastazou z lidskych leukocytii (HLE)
A) titrace davky HLE

Pro zji§téni zda peptid OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE je také vhodnym substratem pro
Stépeni elastazou, bylo 50 nmol OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE lipozému (SUV) inkubovano
s 20 ug HLE (Calbiochem, 20 u/ mg proteinu, 1 u = mnoZstvi enzymu schopné hydrolyzovat 1,0
umol OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE za minutu pfi 25 °C a pH=8)pres noc pii 37°C v 50ul
objemu 10 mM TES/154 mM NaCl/ 0,1 mM EDTA, pH 7,4 obsahujici 1,5 mM Ca a 1,5 mM
Mg.

Lipid byl extrahovan pomoci techniky podle Blight-Dyera (chloroform/methanol/voda : 2/ 1,7/1),
vysuSen v dusikové atmosféfe a umisténo do vysokého vakua na asi 3 hodiny. Vzorky byly
resuspendovany v 5 ul chloroformu a naneseny na desky TLC. 20 ug &istého DOPE bylo také
naneseno jako kontrola. Mobilni fazi byla smés chloroform/ methanol/ hydroxid amonny
(65/25/2). Desky byly vysuSeny na vzduchu, postiikany molybdenovou modii a vypaleny pfi
180 °C.

B) St&peni OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE proteinem z granuli lidskych neutrofil

JelikoZ elastéza je produkovana aktivovanymi neutrofily, §tSpeni OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-
DOPE nepfecisténym enzymem z granuli lymfocyt, bylo testovano také, nebot’ napodobuje 1épe
in vivo situaci. Neutrofily byly ziskany z celkové lidské krve standartnim postupem
piedstavujicim denzitni centrifugaci. Granule byly izolovany z téchto neutrofil centrifugaci po
kavitaci bungk, opét nasledovanou procedurami stanoveni. Koncentrace proteinu ziskaného z
granuli neutrofil byla stanovena po opakovaném zamraZeni a roztaveni granuli tak aby uvolnili
proteazy.

50 nmol OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE lipozomi(SUV) bylo inkubovano s 0, 2,5, 5, 10,
nebo 20 ug proteind z granuli neutrofilg pfes noc pii 37 °C v 50ul objemu 10 mM Mg.Vzorky
byly oSetfeny stejng jako je popsano vyse. Vysledky ukazuji, %e 2,5 pg proteinu z granuli
neutrofili je dostatenych pro detekovatelné Stépeni OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE na
DOPE, coZ naznaduje, Ze surovy protein z granuli lymfocyti miZe $t&pit konjugat na DOPE a
tedy lipozomy obsahujici peptid-lipid mohou byt aktivovany pro fizi za fyziologickych
podminek.

C) Kinetika §tépeni OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE pomoci HLE
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OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE lipozémy byly inkubovany s 0 nebo 5 ug HLE po dobu 1, 2, 4
hodiny, nebo pies noc a dile oSetfeny stejné jak je uvedeno vyse. Peptid je odst&pen pomoci
HLE za méné ne? 1 hodinu pfi 37 °C, co ukazuje, ze St€peni OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE
probiha ve fyziologicky relevantnim asovém ramci

Vysledky téchto pokust jsou uvedeny na Obr. 11.

PRIKLAD 4. Pfiprava lipozoma

NBD/Rh znadené, nebo neznadené velké jednovrstevné lipozomy (LUV) byly pfipraveny tak jak
bylo popséno jiz diive (Mayer et al.). Zkracens, smés lipida v chloroformu byla vysusena v
proudu dusiku tak aby vznikl tenky film, ktery je poté ponechén pfes noc ve vakuu, aby bylo
odstranéno rezidudlni rozpoustédio. Lipidicky film byl hydratovan TES pufrovanym roztokem
(10 mM TES, 0,1 mM EDTA, 154 mM NaCl, pH=7,4). Smés je lehce protfepana aby doslo ke
kompletni hydrataci. Po deseti cyklech zamraZeni a zataveni v kapalném dusiky / vodni lazni o
pokojové teplotg, byl vzorek protlaten desetkrat pies 0,1um polykarbonatovy membranovy filtr
(Poretics Corp., Livermore, CA). Lipozémy byly skladovany pti 4 °C. Multilamelarni lipozomy
byly ptipraveny hydratovanim suchého lipidického filmu.

Koncentrace fosfolipidu pii kazdé pfipravé byla stanovena fosfatovou metodou (Bartlett). Ze se
jedna o lipozémy o velikosti pfiblizné 0,1 um bylo stanoveno na Nicomp submicron particle

sizer (Nicomp Instruments, Inc., Goleta, CA) za pouziti quasi-elastického rozptylu svétla.

PRIKLAD 5. Pfiprava znovu uzavienych a neuzavienych buné&nych stind lidskych erytrocytli

Znovu uzaviené buné&né stiny popisuji v podstaté stiny erytrocytl, pokud neni specifikovano
jinak, a byly pfipraveny zpiisobem uvedenym vyse (viz. Williamson et al., Clague et al, které
zde jsou uvedeny jako reference). Zkraceng, Serstva lidska krev je promyta né&kolikrat studenym
10 mM TES solnym roztokem, aby byla odstranéna plasma a bilé krvinky. Poté byly 2 ml
promytych erytrocyti (50 % hematokrit) byly svrastény v ledovém hypotonickém roztoku
obsahujicim 8 ml H;0 a 9,6 ml 10 mM TES solného roztoku a poté centrifugovany 850 x g po
dobu 5 minut. Peleta byla resuspendovana v 40 ml ledového lyzagniho pufru (10 mM Tris, 0,1 %
BSA, 2 mM MgCl, a 0,1 mM EGTA) a inkubovéana na ledu alespoii 2 minuty. Po piidani 4,5 ml
10x koncentrovaného obnovovaciho pufru (1,22 MnCl, 30 mM KCl, 0,15 M Na,HPO, a 2 mM
MgCLy) a vzorky byly inkubovany 40 minut pfi 37 °C. Znovu uzaviené bunééné stiny byly
centrifugovany pii 1750 x g po dobu 10 minut a promyty tolikrat dokud je hemoglobin patry v

supernatantu. Bun&né stiny jsou skladovany pfi 4 °C do pouziti po dobu 1 tydne.
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PRIKLAD 6. Vytvofeni lipozomu obsahujiciho N-Ac-AA-DOPE s regulovatelnou fuzogenitou
Mira fuzogenicity byla urdena piipravou lipozémi se zvySenym obsahem PE
taransesterifikovaného z vaje&ného PC. Tento Pe je vhodn&jsi nez DOPE diky své vyssi Hy
pfechodové teploté (-37 °C oproti 10 °C), coz umoZfiuje pfipravu stabilnich lipozémii, ale
neinhibuje fizi. DOTAP byl zvolen jako pozitivng nabity lipid. Flizni technika byla testovana
pro DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/PE lipozémy obsahujici membranovou fluorescenéni prébu N-
NBD-PE a N-Rho-PE a opa¢n€ odpovidajici mnoZstvi N-Ac-AA-DOPE a PE. Tyto lipozémy
byly testovany pro smichani lipid s bud’ jinymi neznaCenymi lipozomy, nebo promichani a
navazani na RBC buné&né stiny. Promichani lipidd mezi NBD/Rh znaCenymi lipozémy a
neznaCenymi bun&&nymi stiny bylo méfeno v 10 mM TES solném roztoku pomoci NBD/Rh
rezonancniho energetického transferu (RET) technika (Struck et al., uvedeno zde jako citace).
Lipozémy byly pfipraveny s 1 mol % N-NBD-PE a | mol % N-Rho-PE, coZ vede ke zhadeni
fluorescenéniho signalu N-NBD-PE. Fiize membran vede k diffizi proby a potladeni
samozhaseni, coZ se projevi nariistem fluorescence N-NBD-PE. Promichani lipidt mezi sebou je
iniciovano pfidanim 10 nmol fluorescenénd znaCenych lipozomG k 90 nmol neznaCenych
lipozémi v mikrocentrifugadni zkumavce obsahujici 1 ml TES/NaCI/EDTA pufru s 1,5 mM
Ca™/1,5 mM Mg"™. Pro fiizi s buikami nahradilo neznacené lipozomy 1 x 102 RBC bunéénych
stindi. V3echny vzorky byly michany v Eppendorf Thermomixeru (Brinkman Instruments, Inc.,
Westbury, NY), 700 rpm/min po dobu 30 minut pii 37 °C. Fluorescence N-NBD-PE byla
méfena na T-forméat PTI Alphascan spectrafluorometer (Priceton, NJ) s xenonovou obloukovou
lampou za pouziti vinovych délek 450 nm excitace/530 nm emise a 5 nm $§t&rbina. 450 nm band
pasové a 500 nm redukéni filtry byly pouZity pro dpravu excita¢nich a emisnich paprsku, pro
redukci zbloudilého svétla. Maximalni fluorescence byla stanovena pfidanim 0,1 % CI12E8
detergentu.

Je jasné Ze mira fuzogenity zavisi i na cili. Lipozémy vyrobené z DOTAP a PE fizuji jak s
cilovymi lipozémy tak s RBC bunéCnymi stiny. Pfidanim 10 mol % N-Ac-AA-DOPE a
odpovidajici naréist PE na 70 mol % da vzniknout lipozomim které jsou schopny fiizovat s
PE/PS lipozomy, ale uZ ne s PC/PS lipozémy (Obr. 4A). Pozadavky pro fizi membran s RBC
bun&&nymi duchy se zdaji byt pongkud pfisnéjsi, pfimés 5 mol % N-Ac-AA-DOPE inhibuje
zna¢né jak michani lipida, tak vazbu (Obr. 4B). Definovanim riizné miry fiize pro odli¥né cile,
vznikne gradient citlivosti pro fiizi, ktery miiZe byt pouzZit pro uréeni optimalnich podminek pro
aktivaci lipozomdg obsahujicich N-Ac-AA-DOPE k fizi. Jeliko PE/PS lipozémy jsou
nejcitlivéjsi cil pro fizi, zam&fili jsme se na pfipravu DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/PE lipozému,
které mohou byt aktivovatelné k fiizi. Mira obsahu PE se zda byt mezi 65-70 mol %. Za Gelem
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vytvotit lipozomy, které nejsou od pocatku siln€ pozitivné nabity, byly DOTAP a N-Ac-AA-
DOPE pfidany v odpovidajicim mnoZstvi, tak aby vznikly lipozémy slo¥ené z DOTAP/ N-Ac-
AA-DOPE/PE v poméru mol 15/15/70.

PRIKLAD 8: Aktivace promichani lipid& mezi lipozémy pomoci enzymatického Stépeni

JelikoZ elastaza a proteinaza K jsou schopny §té&pit N-Ac-AA-DOPE na DOPE (Obr. 2,3), byly
oba enzymy testovany na schopnost aktivovat DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE (15/15/70 mol %)
lipozémy k fiizi. Tyto lipozémy byly inkubovany pfes noc pii 37 °C s elastazou nebo
proteindzou K, nebo bez patfiCnych enzymd, a poté byly lipozémy inkubovany s PE/PS
lipozémy a michani lipidi bylo pozorovano potlalenim zhaseni fluorescence N-NBD-PE.
Lipozémy byly inkubovany s 1 mg proteazy/ 100 nmol lipidu/ 0,1 ml pufru, pokud neni uvedeno
jinak. Tato koncentrace proteinazy K, jak bylo zji$téno, ma porovnatelnou aktivitu, co se
pribéhu a maxima tyCe,jako elastaza v synovialni tekuting pacienti s rheumatoidni arthritidou
(21, nepublikovana data). Smési byly inkubovany pii 37 °C v mikrocentrifugaénich zkumavkach
za stalého michani v Eppendorf Thermomixeru, 700 rpm/min. Inkubované lipozémy byly poté
testovany na §tépeni N-Ac-AA-DOPE pomoci HPLC. Pro fiizni experimenty lipozémy
obsahujici fluorescenéni membranové proby byly inkubovany s proteazou a poté byla
koncentrace lipozomi stanovena pomoci ptimého méfeni fluorescence N-Rho-PE (550 ex/ 590
em) a Srovnano se znimym mnoZstvim kontrolnich lipozémd. Alikvoty téchto fluorescenéng
znalenych lipozémi inkubovanych s proteazou byly smichany s neznaCenymi cilovymi
lipozomy nebo bustkami a promichani lipidd bylo stanoveno stejné jako bylo uvedeno vyse.
Inkubace s jakymkoliv enzymem byla charakterizovana daleko vy$si mirou promichéani lipidd,
neZ v piipadé nestépenych lipozéma (Obr. 5). Tento vysledek, zaroveii se sdilenou substratovou
specifitou proteinazy K a elastazy, naznaGuje e aktivace proteinazou K miiZe slouZit jako
vhodna nahrada za elastazu, pro aktivaci flize lipozomd obsahujicich N-Ac-AA-DOPE.

Zavislost §tépeni N-Ac-AA-DOPE konjugatu a aktivace fiize lipozomii obsahujicich DOTAP/ N-
Ac-AA-DOPE/ PE ( 15/15/70 mol %) byla testovana pomoci tepelné inaktivované proteinazy K.
DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE (15/15/70 mol %) lipozomy obsahujici fluorescenéni
membranové proby N-NBD-PE a N-Rho-PE byly inkubovany pres noc v 37 °C s aktivni i
neaktivni proteinazou K, nade alikvoty lipozémi byly inkubovany s neznalenymi PS/PE
akceptorovymi lipozémy aby bylo mozné monitorovat priibéh michani lipid. Inkubace DOTAP/
N-Ac-AA-DOPE/ PE lipozémii s aktivni proteindzou K vedlo k pfiblizné 30 % nariistu
fluorescence, tedy asi Sestindsobnému nardstu promichani lipozémé oproti kontrolnim

lipozémiim (Obr. 6). Inkubace se stejnym mnoZstvim tepeln& inaktivovaného enzymu neaktivuje
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lipozémy k fizi (Obr. 6). Je tedy zfejmé Ze pro aktivaci fuzogenity lipozomi je teba
enzymaticka aktivita a z toho vyplyva Ze St€peni N-Ac-AA-DOPE je nezbytné pro spusténi
fiizogenniho potencialu.

JelikoZ experimentalni protokol zahrnuje pfenos malého mno¥stvi aktivni proteinazy K (10 ug
proteazy/ 100 nmol lipidu, 100 krat fedéno) zaroveil s predem inkubovanymi lipozémy k
nasledné inkubaci lipozém — lipozém, Jje mozné, Ze toto mno¥stvi enzymu zplisobuje pozorované
promichéni lipidii nespecifickym efektem proteinu. Tato moZnost byla testovana pfidanim
pfedpokladaného zbytkového mnoZstvi proteindzy K k predem nestSpené inkubacni smési
DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE + PE/PS. Promichani lipiddi bylo v tomto ptipadé stejné jako u
lipozémd inkubovanych bez proteinazy K (Obr. 6). Navic, kontinualni fiizni kinetika vykazuje
okamZity narist intenzity fluorescence po smichani DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE lipozému
inkubovanych s proteinazou K s PS/PE lipozomy (nepublikovana data). Enzymem spustény
nartist nebude dosaZen okamzits, co naznacuje, Ze nespecifické enzymatické Stépeni cilovych
lipozémid neni pfitinou fiize. Dalsi pfitomnost proteinu nemtize byt zodpovédni za narfist
fluorescence, nebot’ tepelné inaktivovana proteinaza K nevyvolava podobny efekt. Naopak
proteinaza K fyzicky nepreventuje fiizi, a exogenni proteiniza K pfidana ke smési fizogennich
DOTAP/PE lipozémi s cilovymi lipozomy nemiiZe inhibovat promichani lipidd (nepublikovana
data). Z toho vyplyva, e pouze predchozi inkubace s enzymaticky aktivni proteinazou K spusti
fiizi N-Ac-AA-DOPE lipozém.

Spolehlivost aktivace flize pomoci enzymatického Stépeni N-Ac-AA-DOPE byla dale stanovena
pomoci testovani koncentraci a &asovych zavislosti obou jevil. DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE
lipozému byly inkubovany s 0, 0,1, 0,25, 0,5 a 1 mg proteinazy K/100 nmol lipidu pfes noc,
nebo s 1 mg proteinazy K/ 100 nmol lipidu po dobu 1, 2, 4 hodin nebo pfes noc. Pomoci HPLC
bylo poté méfeno $t&peni N-Ac-AA-DOPE, nebo pomoci narlstu intenzity fluorescence N-
tak pro fiizi lipozomd, byly zjistény podobné koncentradni zavislosti (Obr. 7A). Inkubace s 0,5
nebo 1 mg proteindzy K vykazuje maximalni u&nnost Sté€peni a aktivaci fiize. Pouze nizka
uUroveni obou aktivit byla pozorovana pfi pouziti 0 nebo 0,1 mg enzymu. Kinetika St€peni
proteinazou K a aktivace fiize byla také porovnana. Inkubace pfes noc vykazuje nejvyssi
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DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE lipozém je dano enzymatickym §tépenim N-Ac-AA-DOPE.

PRIKLAD 9: Aktivace fize DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE lipozéma s RBC bunéénymi stiny
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Jelikoz DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE lipozomy mohou byt aktivovany k fizi s cilovymi
lipozémy enzymatickym Stépenim, zjistovalo jsme zda aktivovana fize N-Ac-AA-DOPE
lipozémii bude pozorovéna i s buiikami. Jelikos fize s RBC bunéénymi stiny (Obr. 4B)vykazuje
jiné parametry ne? fiize s lipozomy (Obr. 4A), pfipravili jsme DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE
lipozémy v molarnim poméru 20/10/70. Celkovy pozitivni naboj t&chto lipozomu zlepsuje vazbu
na butikky, v pom&ru ke smési 15/1 5/70, ale neumoZni lipozému fizovat s burikou v
nepfitomnosti aktiva¢niho signalu (Obr 4B). Po inkubaci téchto lipozémii s proteindzou K pies
noc pii 37 °C, byly lipozémy smichany s RBC bun&&nymi stiny v pfitomnosti proteazového
inhibitoru PMSF (Obr. 8). Aktivita rezidualni proteinazy K pienesené z prvni inkubace je
zanedbatelna (Obr. 8). Specificka aktivace fiize DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE (20/10/70 mol
%) s RBC bun&&nymi stiny byla také pozorovana za kontinualnich kinetickych podminek. Pouze
lipozomy predem inkubované s proteinazou K byly schopné fiizovat s RBC bunéénymi duchy,
zatimco nestépené lipozémy nikoliv (Obr. 9). Piidani aktivni proteinazy K k nestépenym
lipozémiim také neindukuje narist fluorescence (Obr. 9, kiivka c), co ukazuje, Ze pozorovany
nartst po inkubaci DOTAP/ N-Ac-AA-DOPE/ PE lipozémii s proteinazou K je dan specifickou
aktivaci fiize.

Pro urdeni, zda promichani lipidd pozorované po aktivaci proteinazou K bylo dano skuteénd fizj
lipozémi s buiikami a ne artificielnim promichanim lipid&i v membranach, jako je membranova
vyména proby nebo hemiftize mezi vnéjSimi vrstvami membran, byly DOTAP/ N-Ac-AA-
DOPE/ PE (20/10/70 mol %) lipozémy naplnény 10 000 MW fluorescencni hydrofilni prébou
TX-red dextranem. Poté byly lipozémy inkubovany s proteindzou K a inkubovany s RBC
bunéénymi duchy. Po dikladném promyti bunék, aby byly odstranény nenavazané lipozémy,
byly RBC bun&éné stiny pozorovany fluorescenénim mikroskopem. Buné&¢na peleta byla
resuspendovana v 0,1 ml pufru a pozorovana na fluorescentnim mikroskopu Olympus BH-2
(Olympus Corp., Lake Success, NY) za pouziti apochromniho objektivu 40x (N.A. 1.00) v
olejové imerzi. TX-red fluorescence byla excitovana pomoci xenonové lampy a paprsek
prochézel skrz zelenou excitadni kostku (580 nm dichroické zrcadlo, 545nm excitacni filtr).
Nefluorescenéni obrazky byly pofizeny pomoci Nomarského diferencidlni interferenéni
kontrastni mikroskopické techniky.

Jasna difiizni fluorescence byla pozorovana v &st bunek (Obr. 10), coz dokazuje, Ze doslo ke
kompletni fiizi mezi lipozémem a buiikou, &imZ doslo k ptenosu hydrofilni proby. Rozdily v
mife fluorescence mohou byt dany mno¥stvim lipozémii fizovanych s jednotlivymi buiikami.
Pozorovana fluorescence neni zplisobena nespecifickym pozienim dextranu z prasklych

lipozémii, nebot po inkubaci RBC bunéénych stind s neznadenymi lipozémy a volnym TX-red
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dextranem neni patrna uvnitf bundk ¥adna fluorescen¢ni proba (Obr.10). Tedy DOTAP/ N-Ac-
AA-DOPE/ PE lipozémy mohou byt aktivovany enzymatickym $t&penim konjugétu peptid-lipid

aby mohly flizovat s cilovymi buiikami a dorugit dovnitf sviij hydrofobni obsah.

Piiklad 10: Aktivace lipozém obsahujicich OMe-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE pomoci HLE pro
zvySeni vazby a fiize

100 nmol DOTAP/ AAPV-PE (31, 1:1, 1:3) bylo inkubovéno +/- HLE (5 ug/ 100 nmol lipidu)
ve 100 ul po dobu 2 hodin pii 37 °C, PH 7,4 za neustalého michani. Poté bylo 10 nmol lipozémi
pfedem inkubovanych s +/- HLE smichéno s 1-2 x 10° burikami HL60 (lidska leukemie) pii pH
7,4 nebo 4.Vzorky byly inkubovany 2 hodiny za stalého michani. Po inkubaci byly buiiky
dvakrat promyty , resuspendovany v 0,5 ml a pfeneseny do 24 jamkové Falcon desticky
(primaria). Fluorescence byla métena +/- detergent v cytofluoru. Kontrolni lipozémy (bez bunék)
nebyly promyty a byly preneseny piimo na 24 jamkovou desti¢ku.

Lipozémy vykazuji vyssi vazbu pfi pH 4,0. Vazba je také siln€jsi po inkubaci s HLE. Navic
DODAP/ AAPV-PE (1:1) miZe vykazovat vy$si intenzitu fluorescence po inkubaci s HLE, coz

ukazuje Ze dochazi k promichani lipidi mezi lipozémy a buiikami.

% lipo vazby %NBD FD
DODAP/AAPV-PE pH 7,4 pH 4,0 pH 7,4 pH 4,0
1:3 - HLE 2,68 53,58 104,22 33,13
1:3+HLE 0,74 70,34 -32,43 32,53
1:1 - HLE 2,37 56,95 59,94 23,86
1:3+HLE 2,87 85,91 77,42 44,81
3:1 - HLE 6,76 67,88 -5,05 64,52
3:1+HLE 7,78 80,82 43,43 69,04

Tfi nezavislé experimenty také ukazuji zvy§enou vazbu DOTAP/ AAPV-PE (1:1) na HL60
buiiky. Jeden ukazuje zlepSeni ze 64 % na 86 % nartistu fluorescence. Vzhledem k celkové mife
lipozomalni fiize, inkubace HLE prokazatelng zlepSuje promichavani lipid, coz prokazaly

vSechny tfi experimenty.
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% promichani lipidd
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W/o HLE
20,29
1.22E +10
48,6
5,87E+ 11

W/o HLE
7,72

4,60E + 09
57.12
2,65E +11

W/o HLE
38,09
2,29E + 10
63,74
1,46E + 12

w/ HLE
45,22
2.72E + 10
44,24
1,20E + 12

w/ HLE
33,17
2.00E + 10
25,89
5,17E + 11

w/ HLE
46,89
3,08E + 10
86,25
2,43E+12
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PATENTOVE NAROKY

1. Konjugaty peptidu s lipidem podle nasledujiciho obecného vzorce -

C-R'

C-R?

C-(0)-CH;-CH,-NHy-X-Y
Kde X je linker tvofeny bud’ jednoduchou vazbou nebo skupinou R?, kazdé RY, R? a R? je
nezavisle skupina se vzorcem C(O)(CHZ),,I(CH=CH),,2(CH2),,3(CH=CH),.4(CH2),,5(CH=CH)n5
(CH2)w7(CH=CH)a5(CH,)noCHs,
hodnota nl v spada do rozmezi 1 a¥ 22, n3 spada do rozmezi 1 a¥ 19, n5 spada do rozmezi 1
az 16, n7 spada do rozmezi 1 a 13, n9 spadé do rozmezi 1 a¥ 10,
pro kazdé R'a R? je soulet nezavisle nl + 2n2 + n3 + 2n4 + n5 + 2n6 + n7 +2n8 + n9 v
intervalu od 12 do 22,
pro kazdé R je soudet nl + 2n2 + n3 + 204 + n5 + 2n6 + n7 + 208 + n9 v intervalu od 0 do
22,
kazdé n2, n4, n6 a n8 je nezavisle 0 nebo 1,
Y je peptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci, kterd je substratem buikou tvorené

peptidazy.

2. Konjugat podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze X je jednoducha vazba.

3. Konjugat podle naroku 1, vyznalujici se tim, Ze pro kazdé R'a R? je nezavisle alespoti jedno

zn2, n4, n6 a n8 celé &islo s hodnotou 1.

4. Konjugat podle naroku 3, vyznadujici se tim, e kazdé R'a R? je OC(O)(CH,),(CH=CH)
(CH,);CH;

5. Konjugat podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze peptid obsahuje aminokyselinovou sekvenci
Ala-Ala.

6. Konjugat podle naroku 5, vyznalujici se tim, Ze peptid obsahuje jednu z nasledujicich
aminokyselinovych sekvenci Ala-Ala-, Ala-Ala-Pro-Val-, Ala-Ala-Met-, Ala-Ala-Pro-Phe-,
Ala-Ala-Pro-Met-, Ala-Ala-Arg-, Ser-Ala-Ala-Arg-, Ser-Ser-Ala-Ala-Arg-, Ser-S-karboxy
cukr- Ala-Ala-Arg-, Ala-Ala-Asp-, Ser-Ala-Ala-Asp-, Ser-Ser-Ala-Ala-Asp-.
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Konjugat podle naroku 6, vyznalujici se tim, Ze peptid obsahuje aminokyselinovou sekvenci
Ala-Ala-Pro-Val.

Konjugat podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ye peptid obsahuje jednu z nasledujicich
aminokyselinovych sekvenci Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-Ala-Nva—, Ser-Arg-Pro-Lys-Pro-Leu-
Ala-Nva-, Ser-Ser-Arg-Pro-Lys-Pro—Leu-Ala-Nva—, Pro-Cha-Gly-Nva-His-Ala—Dpa—NHz,
Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,, Pro-Cha-Gly-Nva-, Pro-Leu-Gly-Leu-, Gly-Pro-Arg-,
Leu-Pro-Arg-, Glu-Gly-Arg-, Pro-Leu-Gly-Leu- a Gly-Pro-Gin-Gly-Ile.

Konjugét podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze peptid je modifikovéan na svém amino konci
jednou ze skupin acetyl, methoxy, karboxy cukr, polyethylen glykol a methoxy substituované
modifikace karboxy cukrii.

Konjugat podle naroku 9, vyznaCujici se tim, Ze modifikace na amino konci je methoxy-

sukcinylova skupina.

. Konjugat podle naroku 10, vyznalujici se tim, Ze peptid obsahuje modifikovanou

aminokyselinovou sekvenci N-methoxy-sukcinyl-Ala-Ala-Pro-Val.
Konjugat podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze odpovida vzorci:

H,C-0C(0)(CH,),CH=CH(CH,),CH,
HC-OC(0)(CH,);CH=CH(CH,),CH;
H,C-OP(0),-(CH,),-NH-Val-Pro-Ala-Ala

Lipozém, vyznadujici se tim, Ze je sloZeny z dvojvrstvy lipidd a obsahuje konjugat peptidu s
lipidem podle naroku 1.

Lipozém podle naroku 13, vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespoii 20 mol % konjugatu

vzhledem ke zbytku lipidickych slozek v lipozému.

Lipozom podle naroku 14, vyznacujici se tim, Ze konjugat obsahuje pfiblizné od 20 mol %

od asi 80 mol % lipidické komponenty.

Lipozém podle naroku 15, vyznalujici se tim, Ze konjugat obsahuje piiblizné 50 mol %

lipidické komponenty.

Lipozém podle naroku 14, vyznalujici se tim, Ze dalsi pfidavné lipidy jsou pozitivné nabité

lipidy.
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18. Lipozém podle naroku 17, vyznadujici se tim, Ze pozitivng nabité lipidy jsou DOTAP, 1-
N,N-dimethylaminodioleoyl propan (DODAP), 1-oleoyl-2-hydroxy-3N,N—dimethylamino
propan, 1,2-diacyl-3-N,N-dimethylamino propan a 1,2-didecanoyl-1-N,N-dimethylamino
propan, DC-Chol, DMRIE a DORI.

19. Lipozom podle naroku 18, vyznalujici se tim, Ze pozitivng nabity lipid je DODAP.
20. Lipozém podle naroku 14, vyznadujici se tim, Ze ptidavny lipid je fosfatidylethanolamin.

21. Lipozém podle naroku 14, vyznagujici se tim, Ze fosfatidylethanolamin je transesterifikovany
fosfatidylethanolamin (tPE), dipalmitoyl fosfatidylethanolamin (DPPE), palmitoyloleoyl
fosfatidylethanolamin (POPE) a DOPE.

22. Lipozém podle naroku 20, vyznadujici se tim, Ze fosfatidylethanolamin je napojen pies svou
aminoskupinu ke skupinég typu dikarboxylové kyseliny, polyethylen glykolu, polyalkyl etheru

a gangliosidu.

23. Lipozém podle naroku 13, vyznadujici se tim, Ze obsahuje DODAP a DOPE konjugaty s

peptidem obsahujicim aminokyselinovou sekvenci N-methoxy-sukcinyl-Ala-Ala-Pro-Val.

24. Lipozoém podle naroku 23, vyznaCujici se tim, Ze obsah lipidickych komponent je 50 %

DODAP a 50 mol % konjugatu lipidu s peptidem.
25. Pripravek, vyznadujici se tim, e obsahuje lipozomy podle naroku 13.

26. Ptipravek podle naroku 25, vyznalujici se tim, Ze obsahuje také farmaceuticky pfijatelny

nosic.

27. Zpisob doru€ovani obsahu lipozémi do bundk savcl, vyznalujici se tim, Ze zahrnuje kontakt
bunék s pfipravkem podle naroku 26, pfiCemz sav¢i buifika je buiika sekretujici peptidazu a
konjugat peptidu s lipidem obsahuje aminokyselinovou sekvenci rozeznavanou sekretovanou

peptidazou.

28. Zpisob podle naroku 27, vyznadujici se tim, Ze lipozém obsahuje bioaktivni agens typu
antivirovych latek, antibakterialnich latek, antifungalnich latek, antineoplastickych latek,
protizanétlivych latek, radiovych znadek, kontrastnich latek, fluorescendnich znadek, latek
rozsifujicich zornici, bronchodilatatort, lokalnich anestetik, sekvenci nukleovych kyselin a
bioaktivnich lipida.
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29. Zpiisob podle naroku 27, vyznacujici se tim, Ze lipozom je velky unilamelarni lipozém.

30. Zpisob podle naroku 27, vyznalujici se tim, Ze konjugat peptidu s lipidem obsahuje
aminokyselinovou sekvenci rozeznavanou peptidazou patfici do skupiny metaloproteaz

mezibunééné hmoty, serinovych proteaz nebo cysteinovych proteaz.

31. Zplisob podle naroku 27, vyznaCujici se tim, %e konjugat peptidu s lipidem obsahuje
aminokyselinovou sekvenci rozeznavanou peptidazou jako je elastiza, plasmin, aktivator
plasminogenu, stromelysin, lidské kolagenazy, kathepsiny, lysozym, granzymy, dipeptidyl
peptidazy, peptidové hormony inaktivujici enzymy, kinazy, bakterialni peptidazy a virové

proteazy.
32. Zpiisob podle naroku 31, vyznalujici se tim, Ze peptidaza je elastaza.
33. Zpiisob podle naroku 31, vyznadujici se tim, Ze peptidaza je stromelysin.
34. Zplisob podle naroku 31, vyznaCujici se tim, Ze peptidaza je kathepsin.

35. Zpisob podle naroku 31, vyznadujici se tim, Ze peptidaza je plasmin nebo aktivitor

plasminogenu.

36. Zpisob podle naroku 27, vyznatujici se tim, Ze pfipravek obsahuje lipozémy sloZzené z
lipidickych komponent DODAP a N-Ala-Ala-Pro-Val-DOPE.

37. Zpiisob podle naroku 36, vyznadujici se tim, Ze lipidické sloZky jsou 50 mol % DODAP a 50
mol % N-Ala-Ala-Pro-Val.

38. Zpisob podle naroku 27, vyznadujici se tim, Ze savec trpi rakovinou a lipozém obsahuje

therapeuticky efektivni mnoZstvi protinadorového 1é&iva.

39. Zpisob podle naroku 28, vyznadujici se tim, Ze savec trpi zinétlivou poruchou a &astice

nosie obsahuje therapeuticky efektivni mno¥stvi protizanétlivého 1é&iva.

40. Zpisob podle naroku 28, vyznalujici se tim, Ze savec trpi genetickou poruchou a &astice

nosice obsahuje nukleovou kyselinu kodujici protein schopny tuto poruchu napravit.
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Obr. 10C




Obr. 11A

e

KSR a e varaane,

.
b
?

H
]
H




Obr. 11B

* ————————— e

i R R RO

PO PRI S

e vy

eI

7

i3]

€

&




SRR TR L W d sl AL 234

AT LAY L1 S 2D 1t

pY

9

LA G2 e

NN Srev o et £ AN - s o
T ———inia

2

3

AR A S o o 3 an.
.

T3 i s

»
»
0
. :
& .
1.
& '
o .
[
.
'
B
)
»
’
.
: P

A LN LN,

4 5

6 7 8




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

