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Reseni se tyka kompozice uZitetné pro transfekci nukleové
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piisobici na drovni kondenzace nukleovych kyselin, pfitemz
slouenina obsahuje peptidové jednotky, které se souvisle
nebo nesouvisle opakuji, a poet peptidovych jednotek je mezi
2 a 10, nebo sloudenina obsahuje oligopeptid. Sloudenina je
pfitom odvozena z histonu, nukleolinu nebo jejich derivati.
Dile se tyka pouZiti kompozice podle vyndlezu pro in vitro
pienos nukleovych kyselin, a také pouZiti kompozice pro
vyrobu Iéku k Iéceni nemoci, které jsou zplisobeny
nedostatkem proteinu nebo produktu nukleové kyseliny.
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Farmaceuticki kompozice vhodni pro transfekci nukleové Kkyseliny a pouZiti této
kompozice pro pirenos nukleové Kyseliny

Oblast techniky

Vynélez se tyka oblasti genové terapie a zajima se zejména o pienos in vitro, ex vivo nebo/a

in vivo genetického materialu. Vynalez poskytuje novou farmaceutickou kompozici vhodnou pro
u¢innou transfekci bungk. Vynalez se rovn&z tyka pouZiti uvedené farmaceutické kompozice.

Dosavadni stav techniky

Chromosomalni nedostate¢nosti nebo anomadlie (mutace, aberantni exprese, a podobn¢)
piedstavuji piivod getnych nemoci dédicného nebo nedédicného charakteru. V tomto ohledu bylo
konvenéni lékaistvi dlouho bezmocné. V soudasné dobg, kdy dochazi k rozvoji genové terapie, je
nadéje, ze bude napfi$t& mozné korigovat uvedeny typ chromosomalni aberace nebo mu dokonce
pedchazet. Tato nova medikace spodiva v zavedeni genetické informace do zasaZené buiiky
nebo do zasaZeného organu s cilem korigovat vyse uvedenou nedostatenost nebo anomalii anebo
zde exprimovat protein zainteresovaného genu.

Hlavni piekazkou pfi pronikani nukleové kyseliny do cilové buiiky nebo do cilového orgénu je
velikost a polyaniontovy charakter této nukleové kyseliny, které jsou na zavadu uspokojivého
priichodu nukleové kyseliny skrze bunééné membrany.

Za iGelem odstran&ni téchto piekazek byly v soudasné dob& navrzeny riizné techniky, z nichz lze
zejména uvést transfekci holé DNA skrze plasmovou membréanu in vivo (W090/11092) a trans-
fekci DNA pomoci transfekéniho vektoru.

Pokud jde o transfekci holé DNA, je G&innost takové transfekce stile jeSt€ nizka. Holé nukleové
kyseliny maji kratkou dobu Zivotnosti vzhledem k jejich degradaci enzymy a jejich vyluovani
mocovymi cestami.

Z toho diivodu technika navrhuje dvé principielné rozdilné strategie:

Prvni pouziva ptirodni vektory transfekce, kterymi jsou viry. Je také navrzeno pouZivani
adenoviri, oparovych vird, retrovirt a sdruzenych adenovirii. Tyto vektory se jevi jako vyhodné
v samotné transfekci, ale nanestésti se nemize Gplng vylougit jisté patogenni riziko, replikace

nebo/a riziko imunogenni vlastni jejich virové povaze.

Druh4 strategie vyhodné spo&iva v pouZiti nevirovych ¢initeli schopnych podporovat pfenos
a expresi DNA v buiice eukariontd.

PiedloZeny vynalez se vénuje zejména této druhé metodg.

Podstata vynélezu

Chemické nebo biochemické vektory znamenaji vyhodnou alternativu ptirodnich virl zvlasté pro
absenci imunologické odezvy nebo virové rekombinovani. Tyto vektory nemaji patogenni
schopnost, riziko multiplikace DNA uprostfed téchto vektori neni Zadné. Vektor neni omezen
7adnou teoretickou hranici, co se ty&e velikost DNA k transfekci.
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Tyto syntetické vektory maji dvé& zakladni funkce, kondenzovat transfek&ni DNA a podporovat
bunééné vizani, stejné jako prechod skrze plazmovou membranu, pfipadné dvé jaderné
membrany.

Polyanionické ¢asti DNA pfirozen& nemaji zadnou afinitu pro plazmovou membranu bunék, také
polyanionickych. Z tohoto ditvodu pro odstran&ni této nevyhody maji nevirové vektory vseo-
becné naboje polykationické.

Mezi vyvinuté syntetické vektory patfi kationické polymery typu polylysin a DEAE dextran nebo
Jeste kationické lipidy nebo lipofektanty, které jsou nejvice vhodné. Maji vlastnosti kondenzova-
né DNA a podporuji svou vazbu s bun&&nou membranou. Tato technika dava zaklad principu
kondenzace DNA. Diky kationickému polymeru se komplex fixuje k membran& pomoci
chemické vazby mezi polymerem kationickym a ligandem receptoru membrany, ktery je
pfitomny na povrchu buiiky, a ktery se roubuje. Jsou také popsany receptory transferrinu,
insulinu a receptory asoaloglykoprotein® hepatocytii. Syntetické vektory dnes navrhované jsou
jesté daleko, aby byly znamy stejn& jako virové vektory. Tyto maji za disledek nedostateénou
kondenzaci DNA. S obtiZznostmi se miizeme znovu setkat pfi penetraci DNA do bun&éného jadra.
Dalsi nevyhody jsou pfimo spojené s povahou kationickych polymeri pouzitych lipofektanti.

Pfedlozeny vynélez navrhuje fedeni téchto problémi. Presnéji, predloZeny vynilez se vztahuje
k farmaceutické kompozici pouzité pro transfekci nukleové kyseliny. Tato kompozice se
vyznaluje tim, Ze obsahuje vyse uvedenou nukleovou kyselinu, &initel transfekce a sloudeninu
u€inkujici na drovni kondenzace vySe uvedené nukleové kyseliny. Vyse uvedena sloudenina
miZe byt odvozend zcela nebo astedné od histonu, nukleolinu, proptaminu nebo/a jejich
derivatu.

Neogekavané se ukazalo, Ze ptitomnost takovychto sloudenin v kompozici znaéné dovoli snizit
mnozstvi transfekCniho Cinitele s pfiznivym disledkem, z toho vyplyvajicim, bez jakéhokoliv
sniZeni aktivity transfekce vySe uvedené slouleniny. Naopak, tyto litky dokonale umoziiuji
transfekci.

Ve smyslu vynalezu slougeniny plsobici na trovni kondenzace nukleové kyseliny zahrnuji
slouCeniny zhuStujici nukleovou kyselinu, pfimo nebo nepfimo. Tyto slougeniny mohou piisobit
piimo na drovni transfektové nukleové kyseliny nebo pisobit na trovni ptidanych slougenin,
které jsou ptimo dodavany pfi kondenzaci této nukleové kyseliny. P¥ednostné pisobi na Grovni
nukleové kyseliny. Podle realizaéniho modelu vynélezu, slou¢enina G&inkujici na drovni konden-
zace nukleové kyseliny je tvofena zcela nebo &aste¢n& peptidovymi motivy (KTPKKAKKP)
SEQ ID NO: 1 nebo/a (ATPAKKAA) SEQ NO: 2 nebo jejich derivaty, potet motivii se mize
pohybovat mezi 2 a 10. Ve struktufe latek podle vynalezu tyto motivy mohou byt opakovéany
kontinudlng nebo nekontinualng. Mohou byt mezi sebou odd&leny vazbami biochemické povahy,
napf. vazby tvofené jednou nebo nékolika aminokyselinami nebo vazbami chemické povahy.

Podle vynilezu je zv1a3té vyhodny vybér slougenin jako jsou peptidy nebo pseudopeptidy (majici
pievainé aminokyseliny bazického charakteru jako je lysin, histidin nebo arginin) v ramci
piedloZeného vynalezu. Tyto slouteniny mohou mit strukturu sklddaného listu B. Bazické
aminokyseliny jsou specificky zahrnuty ve vazb& peptid — nukleova kyselina. Tyto amino-
kyseliny maji podil na vybudovani ionickych vodikovych mistkii mezi dvéma postrannimi
fetézce pliznivymi pro kondenzaci nukleové kyseliny. Pokud se tyka struktury skladaného listu B,
tato struktura je charakterizovana snadngj3i pfistupnosti k majoritnim svazkim karboxyld
a atomi vodiku, které z €asti svého charakteru akceptoru a donoru prednostné podporuji tvorbu
vazeb se zahuSté€nou nukleovou kyselinou. Jedna se zv1asté o histon, nukleolin, protamin nebo/a
Jejich derivaty nebo jen o jejich &ast.

Histony a protaminy jsou proteiny kationické povahy. Jsou odpovédné za kondenzaci DNA in
vivo, netranskribuji DNA uréitého viru. Histony mohou byt pouZity vramci predlozeného
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vynalezu. Jednd se zvlasté€ o histony H1, H2a, H3 a H4. Co se ty&e nukleolinu, jednd se
o nuklearni protein, u kterého se pfedpoklada, ze ma synergicky u€inek b&hem kondenzace DNA
ve srovnani s histonem H1. V ramei predlozeného vynalezu se miize vyhodné jednat o slou€eninu
s peptidovou sekvenci odvozenou od N-koncové oblasti nukleolinu se sekvenci
(ATPAKKAA),(COOH) (SEQ ID NO:3).

Slougenina podle vynalezu je odvozena od histonu H1, zviasté od C—koncové oblasti a odpovida
sekvenci (KTPKKAKKP),(COOH) (SEQ ID NO:4).

Z téchto slouGenin podle vynalezu se mohou citovat nasledujici oligopeptidy: ATPKKS-
AKKTPKKAKKP(COOH) (SEQ ID NO:5) a KKAKSPKKAKAAKPKKAPKSPAKAKA-
(COOH) (SEQ ID NO:6) jako vyhodné. :

Co se tyce sekvenci odvozenych od protaminii mohou se v ramci predloZeného vynalezu citovat
zejména nasledujici oligopeptidy: SESEYYRQRQRSRRRRRRR(COOH) (SEQ ID NO:7)
a RRRLHRIHRRQHRSCHRRRKRR(COOH) (SEQ ID NO:8).

Ve smyslu predlozeného vynélezu termin odvozeny popisuje vSechny peptidy, pseudopeptidy
(peptidy zahrnujici &asti nebiochemické) nebo proteiny odlisné od proteini nebo peptidt branych
v Gvahu, ziskanych jednim nebo vice modifikacemi povahy genetické nebo/a chemické. Modifi-
kacemi genetické povahy nebo chemické povahy se mohou chapat vSechny mutace, substituce,
vynechani, ptidavek nebo/a modifikace jednoho nebo vice residui uritého proteinu. Modifikace
chemicka zahrnuje viechny modifikace peptidu tvofené chemickou reakei nebo chemickym
roubovanim molekuly biochemické nebo nebiochemické na jakémkoliv poctu residui proteinu.

Genetickda modifikace zahmuje vSechny peptidové sekvence, jejichz hybrid DNA s témito
sekvencemi nebo fragmenty ma naznadenou aktivitu. Tyto derivaty mohou byt tvofeny rizné.
Zvétéovanim afinity polypeptidu k ligandim, zlepSovani drovné€ jejich produkce, zvétSovani
jejich resistence k protedzam, zlep3ovani nebo/a pfimo vloZenim novych farmakologickych
vlastnosti nebo/a biochemickych. Mezi vyslednymi derivaty adice se mohou citovat napf.
peptidické sekvence obsahujici heterologickou €4st vazanou na konec. Termin odvozeny
zahruje také homologickou sekvenci proteinu, produkty dalSich zdroji bunék zejména bunck
lidského piivodu nebo jinych organizmi majicich aktivitu stejného typu. Homologicke sekvence
mohou byt ziskany hybridizaci odpovidajici DNA. Hybridizace miiZe byt uskute¢néna z banky
nukleovych kyselin, které se pouZivaji jako sonda nativni sekvence nebo fragmenty
v konven&nich podminkach (Maniatis a ostatni), (vSeobecna technika molekularni biologie).

V realizatnim modelu kompozice predlozeného vynalezu zvlastn€ vyhodné zahrnuji dale
slou¢eninu, dovolujici orientovat se na pfenos nukleové kyseliny. Tato slozka muZe byt slozkou
extracelularni, ktera dovoluje orientovat prenos kyseliny nukleové skrze urgity typ bungk nebo
urditou pozadovanou tkaii (nadorové buiiky, hepatické buiiky, buiiky hematopoetické). Muze se
také jednat o slozky intracelularni, dovolujici orientovat pfenos nukleové kyseliny skrz urdita
oddéleni bunék (mitochondrie, jadro atd.).

Slougenina je vazana kovalentnim zpiisobem nebo zplisobem nekovalentnim v kompozici podle
vynalezu. Slougenina miize byt také vazéna k nukleové kyseling. Podle modelu vynélezu vy3e
uvedena sloutenina je vazana pies doplitkovou heterogenni &ast vazanou k jednomu z jeho
konci. Tyto &asti mohou byt zejména peptidy typu fusogen pro uskutenéni bunécné transfekce,
miiZe se fici, pro uskutednéni priichodu transfekéniho prostfedku nebo jeho riznych slozek skrz
membrany. MitZe se jednat o ligand bun&&ného receptoru, ktery je pfitomny na povrchu buiiky
jako napf. cukr, transferrin, insulin nebo protein asialo-orosomukoid. Miize se také jednat
o ligand intracelularniho typu, jako ozna&eni bunééného umistEni, ktery ptednostng shromazduje
transfektovou DNA uprostied jadra.
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Mezi cilovymi slozkami pouzitymi v ramei vynélezu se mohou citovat cukry, peptidy, hormony,
vitaminy, cytokiny, oligonukleotidy, lipidy nebo sekvence nebo &asti jategniho odpadu, dovoluyji-
ci specifické vazani s odpovidajicimi receptory. Jedna se o cukry nebo/a peptidy takové jako jsou
protilatky nebo &asti protilatek, bunétné receptorové ligandy nebo jejich &sti, receptory nebo
Casti receptori atd. MuZe se také jednat o ligandy receptoru faktorii vyvoje, receptorii cytokinas,
receptori bunélnych nebo receptorii proteinii adhese. Mohou se také citovat receptory
transferrinu, HDL a LDL. Cilové slozky mohou také byt cukry dovolujici vazat lecitin jako
receptor asialoglykoproteinovych nebo &ast fragmentu Fab protilatek, dovolujici vazat receptor
fragmentu Fc imunoglobulinu.

Jako priklad tohoto typu vazéni se miize uvést v raimci predloZzeného vynalezu slouenina typu
Hl-nls a zvlaSt& peptid majici sekvenci PKKKRKV-BAla~(K TPKKAKKP),(COOH) (SEQ ID
NO:9). Slouceniny podle vynilezu a zvlasté viechny odvozené od histonu, protaminu nebo
nukleolinu mohou byt déle polyglykosylované, sulfonované nebo fosforylované nebo/a
roubované na komplexni cukry nebo na liofilni ¢inidlo jako je napf. polyuhlikovy fetézec nebo
derivaty cholesterolu.

Kompozice podle vynilezu mohou samozfejmé zahrnovat zhusténou kyselinu nukleovou rizné
povahy. Mohou byt také spojovany slougeniny typu histonu ke slou¢enindm typu nukleolinu.

Sloucenina podle vynélezu je pfitomna v dostateném mnoZstvi pro zhuiténi nukleové kyseliny
podle vynalezu. Pomér latka : nukleova kyselina (vyjadieno hmotnostn&) miize se pohybovat
v hodnotach mezi 0,1 a 10 a zejména mezi 0,3 a 3. Co se tyge &initele transfekce pritomného
v kompozici podle vynélezu, tento je zvla§té vybran mezi kationickymi polymery a lipofektanty.

Podle predloZeného vynélezu kationtovy polymer je slougeninou vieobecného vzorce I:
ﬁ.(c sz-
0y
R p

R miZe znamenat atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce:

ve kterém

(CH2)n-
q

n  znamena cely podet, pohybujici se mezi 2 a 10
p aq jsou cela ¢isla
se sou¢tem p a q takovym, Ze molekulova hmotnost polymeru se pohybuje mezi 100 a 10".

Je pochopitelné, Ze ve vzorce I hodnota n se miize pohybovat mezi riiznymi motivy p. Vzorec I
seskupuje zaroveii homopolymery a heteropolymery.

Ve vzorci I n se pohybuje vhodnotich 2 a 5. Zvlast& polymery polyethyleniminu (PEI)
a polypropyleniminu (PPI) vykazuji vynikajici vlastnosti. Polymery J)Odle piedlozeného vynalezu
jsou ty, jejichz molekulova hmotnost se pohybuje mezi 10° a 5x10°. Jako p¥iklad miZeme uvést
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polyethylenimin se stfedni molekulovou hmotnosti 50 000 (PEISOK) nebo polyethylenimin se
stiedni molekulovou hmotnosti 800 000 (PEIS00K).

PEIS0K nebo PEIS00K jsou obchodné dostupné. Jiné polymery obecného vzorce 1 mohou
byt popsany v FR 9408735. Optimalni podminky vynalezu, tj. optimalniho poméru polymer :
nukleova kyselina jsou uréeny druhem jednotlivych zastoupenych latek, tak napf. molérni pomér
R = aminy polymeru : fosfaty nukleové kyseliny. Tento pomér se pohybuje v hodnotéch mezi
0,5a 50, presn&ji mezi 5 a 30. Zvlast& vyhodné vysledky jsou ziskdny za pouziti 5 az
25 ekvivalentdi amint polymeru k mnoZstvi fosfat nukleové kyseliny.

Co se ty¢e zvlasté lipofektantu, jako lipofektant se chape slouenina ve smyslu vynélezu
lipidového charakteru ktera je aktivni vzhledem k transfekci nukleové kyseliny do bungk.
VEeobecné jde o molekuly, obsahujici alesporti jednu lipofilni oblast vazanou nebo nevazanou
v hydrofilni oblasti. V této skupin& sloutenin mohou byt lipidy schopné tvofit lipisomy jako je
POPC, fosfatidilserin, fosfatidilcholin, cholesterol, maleimimidofenylbutyrylfosfatidylethanol-
amin, laktosylceramid v pfitomnosti nebo nepfitomnosti polyethylenglykolu tvofi latentni
liposomy nebo v pritomnosti nebo nepfitomnosti protildtek nebo ligandii tvofi imunoliposomy
nebo cilové liposomy.

Podle vynalezu lipidovy &initel vytvafi kationickou oblast. Tato kationickd oblast, oblast
kationického ndboje, je schopna véazat se reversibilnim zpisobem na nukleovou kyselinou,
s negativnim nabojem. Tato interakce pevné zhustuje nukleovou kyselinu. Lipofilni oblast sCita
tyto ionické interakce v prostfedi externi vody, kdyz se znovu pokryje nukleofilnimi astmi
tvoficimi lipidovou vrstvu.

Bylo také zjisténo, e kationicky lipid s pozitivnim nabojem, N-[1+(2,3—dioleyloxy)propyl]-
N,N,N-trimethylamonium chlorid (DOTMA), interferuje ve formé liposomu nebo peptidovych
kapes, spontanné s DNA, kterd méa negativni naboj za vzniku komplexu lipid-DNA. Tento
komplex je schopny vazat se k bun&&né membran a umoziiuje také intracelulirni odevzdani
DNA. Od DOTMA jsou navrzeny dal§i kationické lipidy. Lipofilni skupina je pfipojena
k aminoskuping prostfednictvim ramene nazvaného ,spacer®. Mezi t€mito sloudeninami se
mohou uvést zvlaite ty, které obsahuji lipofilni skupinu dvou mastnych kyselin nebo jsou
odvozeny od cholesterolu, obsahujici v piipad& potfeby amino skupinu nebo kvartérni amoniovou
skupinu. DOTAP, DOBT nebo ChOTB mohou byt uvedeny jako reprezentanty této kategorie
kationickych lipidi. Dalsi latky jako DOSC a ChSC se vyznaluji pfitomnosti cholinové skupiny
na misto kvartérni amoniové skupiny. Byla také popsana kategorie kationickych lipid jako jsou
lipopolyaminy. V tomto typu slougenin kationick4 skupina je reprezentovana zbytkem L-5karbo-
xysperminu, ktery obsahuje &tyfi amoniové skupiny, dvé priméarni a dvé sekundarni.

Lipofektanty jsou G&inné zejména pro transfekci endokrinnich priméarnich bungk. Lipofektanty,
které vyhovuji vynalezu mohou také byt vybrany zmnoziny lipopolyamini, jejichz oblast
polyaminu odpovida vieobecnému vzorci I,

HzN—(—((|3H)m—NH—)n—H, (1n),

ve kterém m je cely potet vy$3i nebo rovny 1 a n je cely poget vy33i nebo rovny 1, m se miize
ménit pro rizné uhlikaté skupiny obsaZené mezi dvéma aminovymi skupinami, jeho hodnota se
pohybuje mezi 2 a 6 vetn& a n se pohybuje v hodnotach 1 a 5 v€etné. Oblast polyaminova je
tvofena sperminem, therminem nebo jejich analogy, u kterych jsou zachované vazebné vlastnosti
k DNA. Je-li lipofilni oblast tvofena uhlovodikovym fetézcem nasycenym nebo nenasycenym,
cholesterolem, ptirodnim lipidem nebo lipidem syntetickym je schopna tvofit lameldmi faze nebo
hexagonalni, vazané kovalentnim zpiisobem v hydrofilni oblasti.

EP 394 111 popisuje dalsi lipopolyaminy vieobecného vzorce III v rdmci predlozeného vynalezu,
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HzN—(—(|CH)m—NH—)n—H,

ve kterém R je zejména zbytek vieobecného vzorce (R;R») N-CO-CH-NH-CO-.

Jako piiklad t&chto lipopolyamini se mize uvést dioktadekylamidoglycylspermin (DOGS) a
5—karboxysperminamid palmitoylfosfatidylethanolaminu (DPPES).

Lipopolyaminy popsané v FR 94 14596 mohou také byt vyhodné pouzity jako &initel transfekce
podle vyndlezu. Tyto sloudeniny jsou predstaveny vieobecnym vzorcem IV, ve kterém R
pfedstavuje

kde

—-Xa X' znamenaji, nezivisle jeden na druhém, atom kysliku, methylenovou skupinu
—(CH,)4-, kde q odpovida hodnotim 0, 1, 2 nebo 3, nebo amino-skupinu -NH- nebo ~NR'—, kde
R’ znamena alkylovou skupinu, obsahujici 1 aZ 4 atomy uhliku

— Y a Y' znamenaji, nezavisle jeden na druhém, methylenovou skupinu, karbonylovou skupinu
nebo skupinu C=S§,

— Rs, Ry a Rs znamenaji, nezavisle jeden na druhém, atom vodiku nebo alkylovou skupinu,
piipadn€ substituovanou nebo nesubstituovanou, obsahujici 1 a% 4 atomy uhliku, p se mize
pohybovat mezi 0 a 5

— R piredstavuje derivat cholesterolu nebo alkylamino skupinu NRR,, kde R, a R, znamenaji,
nezavisle jeden na druhém, alifatickou skupinu, nasycenou nebo nenasycenou, linearni nebo
rozvétvenou, obsahujici 12 az 22 atomi uhliku.

Muze se jednat o sloudeniny napi. 2,5-bis(3—aminopropylamino)pentyl(dioktadecylkarbamoyl-
methoxy)acetét a 1,3-bis(3—aminopropylamino)-2—propyl(dioktadecylkarbamoylmethoxy)acetat
(feteno viz dale lipolyamin A). EP 394 111 a FR 94 145 96 popisuji také postup pouzitelny pro
pripravu odpovidajicich lipopolyamini.

Noveé lipopolyaminy, zhodnocené také v oblasti pfedlozeného vynalezu, byly popsany v FR
95/134 90. Jako pfedstavitelé této skupiny lipopolyaminii se mohou uvést tyt nasledujici lipo-
polyaminy:

lipopolyamin B:
{H,N(CH,)3}2N(CH,)s{(CH,)sNH,}(CH,);NHCH,COGIyN[(CH,),7~CH;], (RP120525)

lipopolyamin C:
H,oN(CH,)sNH(CH,)sNH(CH,);NHCH,COGIlyN[(CH,)1s); (RP120535)

lipopolyamin D:
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COArgN[(CH,);5) (RP120535)
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Vramei predlozeného vynalezu se svyhodou také mohou pouzit dooktadecylamido-
glycylspermin (DOGS), 5-karboxyspermylamid palmitoylfosfatidylethanolaminu (DPPES),
2,5-bis(3—aminopropylamino)—pentyl(dioktadecylkarbamoylmethoxy)acetat ~ {H,N(CH,)3}2N-
(CH»)s{(CH,);NH,}(CH,);NHCH,COGlyN[(CH,),~CH;];, H:N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NH-
CH,COGlyN[(CH,);s]; nebo H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,COArgN[(CH>)ss].

Pro ziskani optimélniho (&inku p¥ipravki podle vynalezu poméry polyaminu a nukleové kyseliny
jsou piednostné uréeny druhem, kde pomér R pozitivnich néboji ¢initele transfekce k negativnim
nabojiim nukleové kyseliny se pohybuje v hodnotich mezi 0,1 a 1, zvlast€ mezi 0,5 a 6.

Piitomnost slouéenin podle vynalezu v kompozici transfekce vyhodné dovoluje znaén€ snizit
mnozstvi initele transfekce. SniZila se také sledovana toxicita pfi pouziti lipopolyamind podle
vynalezu, napf. to bylo pozorovano u transfekce bunék citlivich na pivod Cinitele transfekce
jako jsou napf. krvetvorné buiiky. Jak ukazuji pfiklady dale uvedené, schopnost transfektovat
kompozice podle vynalezu je vy33i k tém, které jsou transfektované klasickymi €initeli.

V kompozici podle ptedlozeného vynélezu nukleova kyselina mize byt stejné tak i ribonukleova.
Mize se jednat o sekvence pfirodniho pivodu nebo uméle pripravenou genomickou DNA,
cDNA, mRNA, tRNA, rRNA, hybridové sekvence nebo syntetické sekvence nebo semi-
syntetické. Tyto nukleové kyseliny mohou byt pivodu lidského, zvifeciho, rostlinného bakterial-
niho, virového atd. Mohou byt také ziskiny viemi odborniky zndmymi technikami, zejména
tfidénim bank, chemickou syntézou nebo metodami smiSenymi zahrnujicimi modifikaci chemic-
kou nebo enzymovou. Mohou byt inkorportovany do vektori jako je plazmidovy vektor.

Deoxyribonukleové kyseliny mohou byt jednoduché nebo dvojvlaknové. Tyto deoxyribonukleo-
vé kyseliny mohou kédovat terapeutické geny fidici sekvenci transkripce nebo replikace,
sekvence antimediatorové a vazebné oblasti k dalsim ¢astem bungk atd.

Ve smyslu vynalezu se nazyvaji terapeutickymi geny viechny geny obsahujici proteiny, které
maji terapeuticky G&inek. Kédované proteinové produkty mohou byt proteiny, peptidy atd. Tyto
proteinové produkty mohou byt homologické viigi cilové bufice (muZe se fici, Ze produkt je
vyjadien v cilové buiice, v pfipadé, Ze neni pfitomna Zidna patologie). V tom pfipadé exprese
proteinu dovoluje napt. zmirnit nedostatenou expresi v bufice nebo expresi neaktivniho proteinu
nebo slabé aktivniho z divodu modifikace nebo jesté preexprimovani uvedeného proteinu.
Terapeuticky gen mize byt také kédovan mutaci bun&cného proteinu majici stabilni modifikova-
nou aktivitu. Proteinové produkty mohou byt také heterologické vici cilové buiice. V tom
ptipadé exprimovany protein mize byt napf. doplnén nebo vnesen nedostate¢nou aktivitou
v buiice, ktera nedovoluje bojovat proti patologii nebo stimulovat imunitni odpovéd’.

Mezi terapeutickymi produkty ve smyslu pfedlozeného vynélezu se mohou citovat zejména
enzymy, krevni derivaty, hormony, lymfokiny: interleukiny, interferony TNF atd. (FR 9203120),
faktory riistu, jejich prekurzory, enzymy syntézy, trofické faktory: BDNF, CNTF, NGF, IGF,
GMF, aFGF, bFGF, VEGF, NT3, NTS, HARP/pleiotrofin odpovidajici proteinim obsaZenym
v metabolismu lipidi typu apolipoprotein vybranymi mezi apolipoproteiny A-1. A-II, A-IV, B,
C-1, C-11, C-111, D, E, F, G, H, J a enzymy metabolismu jako napf. lipoproteinova lipasa, jaterni
lipasa, lecitin cholesterol acyltransferaza, 7 alpha cholesterol hydroxylaza, fosfataiza nebo
jesté proteiny prenosu lipidii jako je protein prenosu esteri cholesterolu a protein prenosu
fosfolipiddi proteinu vazeb HDL nebo receptor vybrany napf. mezi receptory LDL, receptory
chylomikron-remmantu a receptory skavengeru, dystrifinu nebo minidystrofinu (FR 9111947)
protein GAX, protein CRTR spojeny s geny potlacujicim nadory: p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev
atd. (FR 93 04745) geny kédujici faktory implikovany do koadulace: Faktory VII, VIIL, IX, geny
a&inkujici pfi opravé DNA, sebevrazedné geny (thymid kindza, cytosin deaminaza) atd.

Terapeuticky gen miiZe také byt gen nebo sekvence antimediatorova, jehoZ/jejiz exprese v cilové
buiice dovoluje kontrolovat expresi genu nebo transkripci buné¢né mRNA. Tato sekvence mize
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byt transkribovana v cilové buiice komplementdarni RNA. Muaze blokovat jejich transdukci
v proteinu podle popsané techniky v EP 140 308. Antimediatorova sekvence obsahuje také
sekvence kddujici ribosomy, které jsou schopné vyb&rové zni¢it RNA (EP 321 201).

Jak se uvédi vySe, nukleova kyselina miize obsahovat jeden nebo vice gent kédujicich anti-
genovy peptid, schopny generovat u ¢lovéka nebo zvifete imunitni odpovéd’. Pro tento model
jsou charakteristické vakciny, imunoterapeuticka 1é¢ba aplikovana na &lovéka nebo na zvite,
zejména proti mikroorganismim, virim nebo rakovindm. MizZe se jednat zejména o specifické
antigenové peptidy viru Epstein Barr, viru HIV, viru hepatitidy B (EP 185 573), viru pseudo-
vztekliny a specifické nadory (EP 259 212).

Nukleova kyselina obsahuje zejména sekvence dovolujici expresi terapeutického genu nebo/a
genu obsahujiciho gen kédujici antigenovy peptid v bufice nebo pozadovaném organu. MiiZe se
jednat o sekvence, které jsou pfirozen& odpov&dné za expresi zkoumaného genu, jsou-li sekvence
schopné fungovat v infikované buiice. Mize se také jednat o sekvenci rzného piivodu
(odpovédnou za expresi dalSich proteinii nebo stejnych syntetickych). Zejména se miize jednat
o sekvenci inicidtoru eukariontnich geni nebo vird. Napf. mize se jednat o iniciatory sekvenci
bunéného genomu nebo genomuviru. V tom ohledu Ize citovat napt. iniciatory genit E1A, MLP,
CMV, RSV atd. Tyto sekvence exprese mohou byt modifikovany adici aktivaénich sekven-
ci, regulaénich sekvenci atd.

Z jiného hlediska nukleové kyseliny mohou také zahmovat zvlasté proti toku terapeutického
genu, signal sekvence fidici syntézu terapeutického produktu sekrek&énim zplisobem cilové
butiky. Tento signal sekvence mizZe byt signal sekvence pfirodné terapeutického produktu, ale
muZe se také jednat o viechny dalsi sekvence zakladniho signalu nebo signalu uméliého.

Kompozice podle vynilezu obsahuji dale jeden nebo vice neutralnich lipida. Tyto latky jsou
zvladté vyhodné, zejména, v piipadé kdy pomér R je slaby. Pfidavek neutralniho lipidu dovoluje
zlepSovat tvorbu nukleolipidovych &asti a ptekvapivé podporuje penetraci &asti do buiiky za
destabilizace membrany. Pouzité neutralni lipidy v rdmci predloZeného vynalezu jsou lipidy se
dvéma mastnymi fetézci.

Zv143t€ vyhodné je pouziti pfirodnich lipidd nebo syntetickych zwiterionového typu nebo bez
naboje za fyziologickych podminek. Miize se jednat o lipidy zvolené z mnoZiny zahrnujici
dioleoylfosfatidylethanolamin ~ (DOPE),  oleoylpalmitoylfosfatidylethanolamin ~ (POPE),
di-stearoyl, palmitoyl, mirystoylfosfatidylethanolamin a jejich 1 aZ 3ndsobné N-methylované
derivaty, fosfatidylglyceroly, diglyceroly, diacylglyceroly, glykosyldiacylglyceroly, cerebrosidy
(zejména galaktocerebrosidy), sfingolipidy (zejména sfingomyeliny) nebo je3té& asialogangliosidy
(zejména asialoGM1 a GM2).

Tyto rizné lipidy mohou byt ziskany, jak syntézou, tak extrakci napf. z organii (napf. mozek)
nebo vajec dobfe znamymi klasickymi technikami. Zvlasté extrakce pfirodnich lipidi miize byt
provadéna prostifednictvim organickych rozpoustédel (viz Lehninger, Biochemie).

Kompozice podle vynalezu jsou uvedeny v ¢innost &initelem transfekce: lipofektantem, ktery
obsahuje 0,1 aZz 20 ekvivalentii neutralnich lipidii pro jeden ekvivalent lipopolyaminu. Nejvyhod-
néjsi je ekvivalent 1 aZz 5. V piipad€, Ze transfekéni Cinitel je kationicky polymer, kompozice
podle vynalezu obsahuji kromé kationického polymeru (ve dfive citovaném poméru: 0,1 az 20
molérnich ekvivalentii) neutralni lipid pro jeden molarni ekvivalent fosfatu nukleové kyseliny.
Nejvyhodnéjsi je opét ekvivalent 1 az 5.

Kompozice podle vyndlezu se mohou délit na skupiny z pohledu podavani Iéku. Kompozice se
podavaji topikdln€, rektaln€, vaginaln€, parenterilné, transskdrové, orélng, kiZi, podkozné,
nitroZilng, intramuskuldrng, intraokularng, intranazalng atd. Farmaceutické kompozice podle
vynalezu obsahuji farmaceuticky pfijatelné vehikulum pro injektovani, zejména pro piimé
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injektovani na Girovni pozadovaného organu nebo pro podavani topikalni (na kizi nebo sliznici).
MiiZe se jednat zv1a5té o sterilni izotonické roztoky nebo suché pfipravky zejména lyofilizované.
Jako roztok se pouZiva sterilovand voda nebo fyziologické sérum dovolujici injektovat
farmaceutické kompozice. Davka pouziti nukleové kyseliny pro injektaci, stejné jako poCet
podavani miZe byt upraveno v zavislosti na iloze a zpisobu podévani. Kompozice mohou byt
vyhodng& pouZity pro transfekci velkého po&tu typu bunék jako napt. krvetvornych bungk, bunék
melanomu, karcinom a sarkomdi. bunék hladkého svalstva, neuroni a astrocyta.

Piedlozeny vynalez pfedklada také metodu zvlasté vyhodnou pro lé€eni nemoci pouZivajici
transfekci in vitro, ex vivo nebo in vivo kyselinu nukleovou hodici se k opravé vySe jmenované
nemoci ve spojeni s &initelem transfekce typu kationického polymeru nebo lipofektantu. Takova
kompozice je predem definovana. Kompozice podle vynilezu jsou zvlast€ zajimavé svoji
biodisponibilitou a svoji vysokou Grovni transfekce.

Piedlozeny vynalez se tyka také pouZiti kompozici tvofenych zcela nebo Easte¢né peptidovymi
motivy (KTPKKAKKP) nebo/a (ATPAKKAA). Po&et téchto motivii se miize ménit mezi 2 a 10.

PiedloZeny vynalez pokryva také v3echna pouZiti oligopeptidi vybranych ze skupiny
(ATPAKKAA),(COOH), (KTPKKAKKP),(COOH), ATPKKSAKKTPKKAKKP (COOH),
KKAKSPKKAKAAKPKKAPKSPAKAKA (COOH), SRSRYYRQRQRSRRRRRR (COOH),
a RRLHRIHRRQHRSCRRRKRR (COOH) pro uskutednéni pfenosu in vitro, ex vivo a nebo
in vivo nukleové kyseliny vyse uvedeného oligonukleotidu.

Nésledujici ptiklady blize ilustruji vynalez, aniz by v3ak v jakémkoli sméru omezovaly jeho
rozsah.

Ptiklady provedeni vynilezu

Material a metody
1. Plazmidy pouzité pro pfenos genu in vivo
Aktivita kompozice je uréena plazmidy, které obsahuji gen kodujici luciferazu (Luc).

Jedna se zejména o plazmidy pCMVluc, pXL 2621, pXL 2622, které obsahuji gen kédujici
luciferazu (vektor pGL2, Promega) pod aktivatorem cytomegaloviru (CMV) vytazek pCDNA3
(Invitrogen). pPCMV luc a pXL2622 se odvozuji od vektoru pGL2, pXL 2622 vektoru pGL2,
avtéchto vektore iniciator SV40 byl umistén aktivitorem CMYV. Plazmidy jsou vSeobecné
ziskéavéany technickym srazenim v PEG (Ausubel) a skladovany v Tris 10 mM EDTA 1 mM pH 8
pti 4 °C a pfi koncentraci prostiedi 10 pg ADN na pl.

2. Kompozice pouzité podle vynalezu

H: KTPKKAKKPKTPKKAKKP (COOH) 18 AA

N: ATPAKKAATPAKKAA (COOH) 16 AA

nls—-H: PKKKRKV-bALA-KTPKKAKKPKTKKAKKP (COOH) 26 AA
PR1: RRRLHRIHRQHRSCRRRKRR 21AA

PR2: SRSRYYRQRYRSRRRRRR

jsou pfipraveny nasledujicimi postupy:

2.IN: ATPAKKAATPAKKAA (COOH)
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Tyto oligopeptidy se syntetizuji ve form& soli kyseliny trifluoroctové prostiednictvim syntézy
peptidi Applied Biosystem 431A na pryskytici HMP (Applied Biosystem) metodou FMOC. Po
syntéze se peptid izoluje zpryskyfice béhem 90 minut v pfitomnosti roztoku voda /TFA
v poméru 1/19. Po filtraci, se roztok zahusti na vakuové odparce, pak se peptid dvakrat srazi
pfidavkem etheru butylmethylnatého z roztoku v TFA. Usazenina se promyvé etherem butyl-
methylnatym a pak se susi. Peptid se rozpusti v 5 ml vody, filtruje a &isti na neptimé fazi HPLC
na koloné C18 100 A (Biorad RSL). Peptid se €isti pomoci gradientu 0 az 25% acetonitrilu,
0,07% TFA ve vodé 0,07% TFA. Cistota ziskaného peptidu j J€ 95% a jeho rozpustnost ve vodé je
100 mg/ml.

2.2 nsl: PKKKRKV

Tyto oligopeptidy se syntetizuji ve formé soli kyseliny trifluoroctové podle protokolu popsaného
niZe za pouZiti (pro $t€peni) roztoku: voda/TF A/fenol/ethandithiol/thioanisol v pomé&ru 2/40/3/1/2
(objem/objem). Cistota ziskaného peptidu je 90% a jeho rozpustnost ve vodg j je 100 mg/ml pti
pH 2,1.

2.3 H: KTPKKAKKPKTPKKAKKP (COOH) a nls-H: PKKRKV-bAla-K TPKKAKKPK TKK-
AKKP (COOH)

Tyto oligopeptidy se syntetizuji ve formé soli kyseliny trifluoroctové podle protokolu popsaného
niZe. Pro tvorbu t&chto oligopeptidii pryskyfice se rozdélila na dvé& &asti. Prvni ¢ast je uréena po
syntézu H. Stpeni se provadi roztokem: TFA/fenol/ethandithiol/thioanisol/voda v pomeru
40/3/1/2/2 (objem/objem) Cistota ziskaného peptidu Je 90% a jeho rozpustnost ve vodé je
10 mg/ml pfi pH 2,1. Druhé &ast pryskyfice se pouZije pro syntézu nls-bAla-H. Roztok pro
§tépem Jje ste_]ny jako pfi pripravé H. Cistota ziskaného peptidu je 95% a jeho rozpustnost ve vodé
je 10 mg/m! pti pH 2,1.

2.4 PR1: RRRLHRIHRRQHRSCRRRKRR a PR2: SRSRYYRQRQRSRRRRRR
Tyto oligopeptidy se syntetizuji ve vice etapach na pevné fazi podle techniky BocBenzyle.

Pouzije se pryskyfice Boc—L—Arg(Tos)Pam (0,48 meq/g). Odstranéni chrénici skupiny a vazani
se provadi nasledujicim zplisobem:

1 — 55% TFA v dichlormethanu (DCM) 1 x2mn
2 - 55% TFA v dichlormethanu 1 x 30 mn
3 — dichlormethan 3x1mn
4 - DMF 3 x1mn
5 — vazani

6 — DMF 2x1mn
7 — dichlormethan 2x1mn

V kazdé etap€ se pouzije 10 ml roztoku na jeden gram pryskyfice. Vazani viech aminokyselin
(v trojnasobném nadbytku) se provadi v DMF v ptitomnosti BOP, Hobt a DIEA. Kazd4 etapa
vazani se kontroluje ninhydrinovym testem.

Kone¢ny peptid je znovu ziskan z pryskyfice a zcela ochranén kyselinou fluorovodikovou.
Pouziva se 10 ml kyseliny fluorovodikové na gram pryskyficového peptidu pfi 0 °C béhem
45 minut v pfitomnosti para- kresolu a ethandithiolu. Po odpaieni kyseliny fluorovodikové se
smés promyva etherem v kyseliné fluorovodikové, pak se srazi etherem a susi.

-10-
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3. Lipofektanty
Lipopolyamin A:

1,3-bis—3-amino—propylamino)-2-propyl—(dioktadekyl-karbamoylmethoxy)-acetat
(RP115335)

Lipopolyamin B:

{H,N(CH,)3}2N(CH,), {(CH,);NH,}(CH,);NHCH,COGlyN[(CH;),—CH;], (RP120525)
Lipopolyamin C:

H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,COGIlyN[(CH)15], (RP120535)

Lipopolyamin D:

H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COArgN[(CH,);5] (RP120535)

Ptiklad 1

Ptenos nukleové kyseliny do bunék NIH 3T3 in vitro

Tento piiklad popisuje prenos nukleovych kyselin in vitro prostfednictvim kompozice podle
vynalezu, ktery obsahuje nukleovou kyselinu, slougeninu podle vynélezu a lopopolyamin. Pienos
se provadi za riznych podminek, rizného pufru a riizného pH.

10 pl smési kompozice se pfipravi nasledovné:

- 0,5 pg plazmové DNA pCMV-luc, 0,25 pg slougeniny podle vynalezu v roztoku pufru

—  40mM dioktadekylaminoglycylspermin (DOGS) v poméru X, ktery je ur€en v kazdém
pokusu

—  2-5.10" bun&k NIH3T3 se inkubuje s pfedchozi smési pfi 37 °C pod atmosférou 5% CO, po
dobu 4 hodin. Buiiky se potom promyji a opé&t vloZi do kultivaniho média po dobu 48 hodin
v prostiedi 10% séra (DMEM 10% SVF). Bunétnd kultura se potom lyzuje v 50 pl pufru
(Promega) a znovu ziska odstfedénim (20 000 g béhem 5 minut).

Aktivita luciferazy se mé¥i ve 4 ul vzorku za ptidavku 20 pl substritu (Promega). Odegitani se
provadi na luminometru LKB v jednotkach RLU (relative lights units) za 20 sekund.

Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1 a 2.

3. Zahu¥tovani ve 150 mM NaCl, 10 mM HEPES (N—(2-hydroxyethyl)piperazin-N'-(2—
ethyl)sulfonova kyselina pfi pH 7,1

Tabulka 1:
DOGS/DNA bez ptipravku (RLU) s H (RLU)
0,8 X 32 850
1,8 X 220 23 700
3X 5400 21 750

«-11-
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Tabulka 2:
DOGS/DNA bez latky (RLU) s H (RLU) s N (RLU)
0,8 X 880 44 000 1450
1,8 X 6 600 156 500 -
3X 22000 297 500 90 300

V téchto pfikladech jsou uvedeny vysledky, které byly ziskany pti spojeni zahuiténé slouceniny
s DOGS podle vynilezu. Ukazalo se, 7¢ je moZné snizit mnoZstvi DOGS bez jakéhokoliv
negativniho vlivu na transfekci odpovidajicich latek.

Priklad 2
Zkouska transfekce v pfitomnosti neutralniho lipidu
10 ul smési kompozice se pfipravi nasledovng:

- 0,5 pg plazmové DNA pCMV-luc, 0,25 pg litky podle vynalezu v roztoku pufru 150 mM
NaCl, 10 mM fosforeénanovy pufr pH 7,4

- 40mM dioktadekylamidoglycylspermin (DOGS) v pomé&ru X, ktery je uréen v kazdém
pokusu v pfitomnosti dioleoylfosfatidylethanolaminu (DOPE). Pouzity pomé& DOGS/DOPE
je1/2.

V tomto pfipadé se 40 mM ethanolického roztoku DOGS smicha se stejnym objemem dioleoyl-
fosfatidylethanolaminu (DOPE) pfipraveny ve smési chloroform/ethanol (1/5). Pro jeden
ekvivalent DOGS ptipravek obsahuje dva ekvivalenty DOPE.

- 10° bungk NIH3T3 se inkubuje s pfedchozi smési pti 37 °C pod atmosférou 5% CO, po
dobu 4 hodin. Buiiky se potom promyji a opét vlozi do kultivaéniho média po dobu 48 hodin
v prostredi 10% séra (DMEM 10% SVF).

Bunécna kultura se potom lyzuje v 50 pl pufru (Promega) a znovu ziska odstfedénim (20 000 g
béhem 5 minut).

Aktivita luciferdzy se méfi ve 4 pl vzorku za ptidavku 20 pl substratu (Promega). Odegitani se
provadi na luminocemetru LKB v jednotkach RLU (relative lights units) za 20 sekund.

Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3:
DOGS/DNA bez latky (RLU) s H(RLU) s nls—H (RLU)
0,8 X 24 3175 760
1,8 X 19 7410 2380
3X 1 800 39 500 52 800
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Tyto vysledky potvrzuji pozorovani v pfikladu 1. V pFitomnosti bazickych latek podle vynalezu
a zvlasté H, je moZzné sniZit o polovi¢ku mnoZstvi lipofektantu.

Priklad 3

Zména poméru pfipravki podle vynalezu/DNA

3.1: V ptitomnosti pfipravku DOGS

1. 10 pl smés ptipravku se ptipravi nasledovné:

- 0,75 pg plazmové DNA pCMV-luc a sloudenina podle vynilezu v roztoku pufru 5%
D—glukézy 150 mM NaCl s 10 mM HEPES (pH zahust'ovaciho roztoku je 7,2)

— 40 mM dioktadekylamidoglycylspermin (DOGS) v poméru 1,8 X — 2-4.10° bunék NIH3T3
jsou inkubovény s predchozi smési pfi 37 °C pod atmosférou 5% CO; po dobu 4 hodin. Buiiky se
potom promyji a opét vloZi do kultury po dobu 48 hodin v prostfedi 10% séra (DNEM 10 %
SVF).

45 hodin po transfekci buiiky se lyzuji, v 100 pl pufru (Promega) a znovu ziskaji odstfedénim
(20 000 g béhem 5 minut).

Aktivita luciferazy se méti v 5 pl vzorku za pridavku 25 pl substratu (Promega). Odetitani se
provadi na luminometru LKB v jednotkach RLU (relative lights units) za 20 sekund.

Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 4.

Tabulka 4:
PEP/ADN sH s H-nls sN

hmotnost/objem (RLU) (RLU) (RLU)

0 2150 2150 2150
0,25 3000 38 000 35000
0,5 45 000 100 000 35000
1 84 000 105 000 13 000
2 105 000 200 000 20 000

3.2: V ptitomnosti DOGS/DOPE 1,8 X

Postupuje se stejné jako v protokolu dfive popsaném v 3.1. Pro transfekei se pouzije 40 mM
roztok 1,8X dioktadekylamidoglycylsperminu (DOGS) v pfitomnosti dioleoylfosfatidylethanol-
aminu (DOPE), DOGS/DOPE v poméru 1/2 pfipravené podle pfikladu 2.

Tabulka 5 shrnuje ziskané vysledky.
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Tabulka 5:
latka/DNA H H-nls N
hmotnost/objem (RLU) (RLU) (RLU)
0 580 580 580
0,25 13 000 5600 7600
0,5 11 000 18 500 1800
1 14 100 36 000 13 600
2 16 500 58 000 14 100
Priklad 4

Zména poméru pripravkii podle vynalezu / DNA, DOGS je nahrazen jinymi latkami

3.1: V ptitomnosti 1 ,3—bis—(3-aminopropylamino)-2propyl—(dioktadekyl-karbamoylmethoxy)—
acetatu (lipopolyaminu A)

1. 10 pl smés ptipravku se pfipravi nasledovné:
— 0,55 pg plazmové DNA pCMV-luc a latka podle vynalezu v roztoku pufru 150 mM NaCl

- 1,3-bis~(3-aminopropylamino)-2propyl{(dioktadekylkarbamoylmethoxy)-acetat
v uvedeném poméru

- 2-5.10* bunék NIH3T3 jsou inkubovény s pfedchozi smési pfi 37 °C pod atmosférou 5%
CO; po dobu 4 hodin. Buiiky se potom promyji a opét vloZi do kultury po dobu 48 hodin
v prostfedi 10% séra (DMEM 10% SVF).

45 hodin po transfekei se buiiky lyzuji v 100 pl pufru (Promega) a znovu ziskaji odstfedénim
(20 000 g béhem 5 minut).

Aktivita luciferdzy se m&fi v 10 pl vzorku za pfidavku 50 pl substratu (Promega). Odegitani se
provadi na luminometru Berthold lumat 9501% v jednotkach RLU (relative lights units) za
10 sekund.

Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 6.

Tabulka 6:
LIPOFEKTANT | bez latky sH s nls-H
10°RLU 10°RLU J10°RLU
latka / DNA
0 0,5 1 2 0,5 1 2
1,8X 3,9 30,4 32,7 4,1 52,4 58,5 39,3
3X 8,9 41,5 61,3 16,6 64,1 60,4 49,2
6X 6,2 23,6 22,3 15,6
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4.2: V pritomnosti PEI 800K

1. Postupuje se podle protokolu popsaného v 4,1 za pouziti lipofektantu PEI 800K. Vysledky
jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7:
PEI 800K bez latky H nls—H
.10° RLU J10°RLU J0°RLU
amin polymeru/ .
fosfat DNA latka / DNA
0 0,5 1 2 0,5 | 2

6 7,7 4,9 7 12,3 4 73 8.8
9 5 8 11,6 4 16,3 11 12,1
12 7,5 11,3 17,1 1,2

Piiklad 5

Pfenos in vivo do svalovych bun&k

Odpovidajici pokusy jsou popsany v nasledujicim textu: Prostfedky se injektuji do holenniho
svalu my3i C57 b16 nebo OF1 (star3i nez 8 tydnd).

DNA se zfedi na koncentraci 0,5 mg/ml roztokem 150 mM NaCl, obsahujicim 5% D-glukosy.
Pred injekci koncentrace peptidu je 1mg v 1ml vody. K tomuto roztoku se pfida DNA
v dostate&ném mnozstvi pro dosazeni uréitého pomé&ru (hmotnost/hmotnost). Doba inkubace pfed
injektact je alespofi 20 minut pfi okolni teplotg.

Vyhodnoceni vysledki: Dva dny po injekci se sval odebere, rozseka v 750 ul pufru (Promega
E153A), pfidd k aprotininu (Sigma). Odebrany vzorek se homogenizuje v drti¢ce (Heidolf)
a 10 pl se odebere na méfeni aktivity luciferazy. Toto méfeni se provadi luminometrem Lumat
9501 (Berthold) béhem 10 sekund po pridavku 50 pl substratu obsahujiciho luciferdzu (Promega)
k 10 pl vzorku. Sum pozadi pred pfidavkem substratu se Uplng odecte a aktivita se vyjadfi v RLU
(relative light units). 40 ul (20 pl ADN) se injektuje v pfitomnosti 5mM HEPES o pH 7,4
roztoku, potom se pfida lipopolyamin C(RPR 120535) v mnoZstvi 0,01 nmol/ul ADN 20 minut
pred injektaci.

Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 8.

Tabulka 8:
peptid/DNA (pramér) (odchylka) pocet
hmotnost/hmotnost RLU RLU zvifat
bez peptidu 15228 125 14 618 681 6

nsl-H 42 722 500 66 485 348 6
0,025 hmotnost/hmotnost
+lipopolyamin C

Tyto vysledky potvrzuji pfiznivy efekt spojeni lipopolyaminu se zahu$ténou latkou podle
vynalezu na transfekci nukleové kyseliny in vivo ve svalu.
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Priklad 6
Pfenos narokované kompozice in vivo do nadorovych bunék

Pokusy se provadéji na dospélych mysich samic C57/BL 6 (star3ich 8 tydnii), které maji nador
typu 3LL (Lewis Lung carcinoma). Tyto objekty jsou ziskany pasazovanim nadoru a jejich
implantovanim ze zvifete na zvife pod kizZi v tirovni boku.

Roztok pro injektaci se pripravi nasledujicim zpiisobem. DNA je nejdtive rozpuiténa v pufru,
potom se pfida peptid a po 20 minutach se ptida siln& koncentrovany roztok kationickych lipidd
(20 nebo 40 mM) a smés se micha. Po pFidani v3ech téchto slozek smés obsahuje DNA, peptid
a kationicky lipid, 150 mM NaCl, 5% D-glukosu a SmM MES o pH 6,2. V piipadé dvou
poslednich sérii s lipopolyaminem C (RPR 120 535), jako vehikulum pro injektovani se pouziva
57 mM NaCl a 150 mM NaCl a 5% D-glukosa. Injektace se provadi po 20 az 30 minutich od
pripravy roztoku.

V Tabulkach 9 a 10 je uvedeno slozeni kompozice, ktera se injektuje do nadoru 7 dni po
implantaci. U my3i se provadi anestesie pfed injektaci pomoci smési 130 mg Ketaminu a 4 mg
Xylazinu na jeden kilogram mysi.

Dva dny po injektaci se tkail odebere, rozseka v 500 pl pufru (Promega Cell Lysis Buffer E153
A). Po odstfedéni (20 000 g behem 10 minut) se odebere 10 ml vzorku ke stanoveni aktivity
luciferdzy. Toto méfeni se provadi luminometrem Lumat LB 9501 (Berthold) béhem 10 sekund
po pfidavku 50 ul substritu obsahujiciho luciferazu (Promega Luciferaze Assay Substrate).

Aktivita se vyjadii v jednotkach RLU (relative light units).

Tabulka 9 uvadi vysledky ziskané v pfitomnosti rozdilnych lipopolyamini A, B, C nebo D
a Tabulka 10 uvadi vysledky ziskané v pfitomnosti PEL

Tabulka 9:
plazmid peptid kationicky lipid vysledek RLU/nador
' [DNA] pept/ nmol/ o po’c'iet
wnador ref. DNA ref. ug primeér odchylka zvifat
ne/ul w/w DNA

20 2 0 0 5
20 2 A 1,8 142 300 121 418 5
20 2 H 1 1,8 301 730 243 166 5
30 2 3 99 775 128 726 6
30 2 H 1 3 1 340 460 1771624 5

7,5 0,5 A 3 88712 49314 5
7,5 0,5 H 1 3 383 313 234713 6
7,5 0,5 H 1,5 3 618 025 530 774 6
15 1 H 1 3 1017372 966 141 5
10 0,5 H 1,5 C 3 679 258 414 286 9
10 0,5 H 1,5 D 3 395 433 219333 10
18,75 | 0,25 C 2 222700 126 036 6
18,75 | 0,25 Pr2 0,5 2 1 046 050 612 401 6
20 0,5 X 4 806 467 887 206 6
20 0,5 H 1 C 4 1348233 1674 106 6
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Tabulka 10:
plazmid peptid polyethylen imin vysledek RLU/nador
.. ept/ pocet
injekt. | [DNA] ref. Ip)I!I)A vel. Eq primér odchylka zvifat
mn. pg/pl
wiw
20 2 0 0 5
20 2 800 K 9 54 350 52 989 5
50 2 800 K 9 7783 16 803 6
50 2 H1 1 800K 9 62 230 71 462 5
50 2 800 K 12 6 733 16 493 6
50 2 H1 1 800 K 12 72 700 150 300 5
40 2 800 K 18 470 1051 5
40 2 H1 1 800 K 18 82 608 104 443 6
40 2 800 K 24 1630 3 645 5
40 2 Hl 800 K 24 45 750 63 942 5
10 0,5 H1 1,5 D 12 14 152 16 946 11
10 0,5 H1 1,5 C 12 12 942 22 853 11
Piiklad 7

Prenos nukleové kyseliny in vitro do bun€k 3LL

Tento ptiklad popisuje prenos nukleovych kyselin in vitro (na buné¢né kultufe) prostfednictvim
kompozice podle vynalezu, které obsahuji nukleovou kyselinu, slou¢eninu podle vynélezu
vybranou z mnoZiny derivatd protamin a lipopolyaminii v 75 mM roztoku NaCl.

10 pl smési se pfipravi nasledujicim postupem:

— 0,5 ug plazmové DNA pCMV-luc, 0,5 pg PR1 nebo PR2 latky podle vynalezu v roztoku

75 mM NaCl

—  Lipopolyamin C(RPR 120535), jeho mnoZstvi se udéva v Tabulce 11 pro kazdy pokus

—  1.10° bundk 3LL (v 250 pl kultivaéni pidy DMEM s 10% séra teleciho plodu) jsou

inkubovény s ptedchozi smési pti 37 °C pod atmosférou 5% CO, po dobu 4 hodin. Pfida se
500 pl kultivatni pidy a buiiky jsou znovu uvedeny ke kultivaci. PFisti den se buiiky promyji
a opét vlozi na dobu 24 hodin do stejného kultivatniho média, které obsahuje 10% séra teleciho
plodu. Buiiky se potom lyzuji v 100 pl pufru (Promega).

Aktivita luciferazy se mé¥i po pridani 50 pl substratu (Promega). Odetita se na luminometru LB
v jednotkach RLU (relative lights units) ze 10 sekund.

Vysledky pokusii s PR1 a PR2 jsou shrnuty v Tabulce 11 a 12.

Tabulka 11:
Lipopolyamin C/DNA bez pfipravku (RLU) s PR2 (RLU)
4X 107 289 447214
6X 77 396 1 182 641
8X 14 512 729 285

-17 -




10

20

25

30

35

CZ 293269 B6

Tabulka 12:
Lipopolyamin C/DNA bez ptipravku (RLU) s PR2 (RLU)
4X 12 037 6304
6X 901 113 113
8X 328 294 743
Piiklad 8

Injektace zahu3ténych peptidii podle vynalezu bez lipopolyfektantu do nadort in vivo.
—  my3i typu Swiss/nude dospélé samice
- experimentalni indukované nadory po injekci 10" bungk 3T3 HER2 podkozni cestou

—  injektovani smé&si kompozice 7 az 12 dni po injekci bungk. Zahustény nebo nezahustény
roztok DNA s peptidem se injektuje ptimo do nédoru sttikatkou typu Hamilton.

— dva dny po injekci se odebere nadorova tkaf, ktera se drti a homogenizuje v 750 ul pufru
(Promega Cell Lysis Buffer E153 A). Po odstfed&ni (20 000 g b&hem 10 minut), se odebere 10 pl
vzorku, ktery slouzi k posouzeni aktivity luciferazy méfenim luminiscenéni emise ziskané po
smiseni s 50 pl reagentu (Promega Luciferdze Assay Substrate) v luminometru Lumat LB 9501
(Berthold), integruje se 10 sekund.

Vysledna aktivita je vyjédfena v jednotkdch RLU (Relative Lights Units).

Protokol: 0,5 mg/ml DNA se rozpusti v roztoku, ktery obsahuje soli, pufr a glukosu v kone&ném
mnozstvi, které je zminéno v Tabulce vysledkd. Pred injektaci koncentrace peptidd je 1 mg
v 1 ml vody. K roztoku se pfidd DNA v dostate¢ném mnozstvi pro dosazeni ur¢itého poméru
hmotnost/hmotnost. Pred injektaci se roztok inkubuje alespoti 20 minut pfi teploté prostiedi.
Davka pro my3 je 20 pl injek&niho roztoku, ktery obsahuje 10 ul DNA.

Tabulka 13:
pufr peptid Vysledek RLU/nador
NaCl/glu/MES . . i
nebo HEPES ref. peptid/DNA pramér odchylka pocet zvirat
s mM wiw
150/HEPES 1 689 938 1388072 6
nls—H 0,02 6 819 100 5 860 709 6
150/5/HEPES 369 563 577901 6*
nis-H1 0,1 1654313 2145 147 6*
nls-H1 0,02 4 031 000 1 007 896 6*
931 275 214229 4
H 0,1 3420432 1285 704 6

*: mysi uspalé smési Imalgen + Rompun (130 mg/kg Ketaminu, 4 mg/kg Xylasinu, cestou
intraperitonealni).
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Seznam sekvenci

(1) Veobecné informace

(i) podavatel:
(A) Jméno: RHONE POULENC RORER S .A.
(B) Ulice: 20, Avenue Raymond Aron
(C) Mésto: Antony
(D) Zemé: Francie
(E) Smérovaci &islo: 92165
(F) Telefon: 40 91 69 22
(H) Fax: (1) 4091 72 96

(i) nézev vynalezu: Prostiedky obsahujici aminové kyseliny, jejich pfiprava a pouziti
(iii) poget sekvenci: 9
(iv) zplsob lusténi pocitatem:
(A) Typ nosice: tape
(B) potitag: IBM PC kompatibilni
(C) systém vyuziti: PC-DOS/MS-DOS
(D) logika: Patentr Relase #1.0, Version #1.30 (OEB)
(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 1:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 9 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) konfigurace: linearni:
(ii) typ molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 1:
Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro
5
(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 2:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 8 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) konfigurace: linearni:
(ii) typ molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

Ala Thr Pro Ala Lys Lys Ala Ala
5
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(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 3:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 16 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 3:
Ala Thr Pro Ala Lys Lys Ala Ala Ala Thr Pro Ala Lys Lys Ala Ala
5 10 15
(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 4:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 18 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) konfigurace: linearni:
(i1) typ molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 4:
Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro
5 10 15
(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 5:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 17 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) konfigurace: linearni:
(ii) typ molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 5:
Ala Thr Pro Lys Lys Ser Ala Lys Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro
5 10 15
(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 6:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 26 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina

(D) konfigurace: linearni:

(ii) typ molekuly: protein
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(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

Lys Lys Ala Lys Ser Pro Lys Lys Ala Lys Ala Ala Lys Pro Lys Lys Ala Pro Lys Ser Pro Ala Lys
5 10 15 20
AlaLys Ala Lys Ala
25

(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 7:

(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 18 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) konfigurace: linearni:
(ii) typ molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 7:

Ser Arg Ser Arg Tyr Tyr Arg Gln Arg Gln Arg Ser Arg Arg Arg Arg Arg Arg
5 10 15

(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 8:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 21 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) konfigurace: linearni:
(i) typ molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 8:
Arg Arg Arg Leu His Arg Ile His Arg Arg Gin His Arg Ser Cys Arg Arg Arg Lys Arg Arg
5 10 15 20
(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 9:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 26 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) konfigurace: linearni:
(ii) typ molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 9:
Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ala Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lyss Lys Pro Lys Thr Pro Lys Lys
5 10 1 20

Ala Lys Lys Pro
25
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PATENTOVE NAROKY

1. Kompozice pro transfekci nukleové kyseliny vyzna&ujici se tim,ze obsahuje
transfekeni Cinidlo a slougeninu plisobici na wrovni kondenzace nukleovych kyselin, pfi¢emz
slou¢enina obsahuje peptidové jednotky uvedené v seznamu sekvenci jako SEQ. ID. No. 1 a/nebo
SEQ. ID. No. 2, které se souvisle nebo nesouvisle opakuji, a poget peptidovych jednotek je mezi
2 a 10, nebo sloutenina obsahuje oligopeptid vybrany ze skupiny sestévajici z oligopeptidi
uvedenych v seznamu sekvenci jako SEQ. ID. No. 7 a SEQ. ID. No. 8.

2. Kompozice podle naroku l vyznadujici se tim,Ze peptidové jednotky jsou navza-
Jem oddéleny spojkami vybranymi ze skupiny sestavajici z biochemickych sloudenin, amino-
kyselin a chemickych slougenin.

3. Kompozice podle naroku2vyznaujici se tim,zZejednaze spojek obsahuje jednu
nebo vice aminokyselin.

4. Kompozice podle niroku 1 vyzna&ujici se tim,Ze sloudenina je odvozena
z histonu HI.

5. Kompozice podle niroku 4 vyzna&ujici se tim,Ze sloudenina je odvozeni
z C—koncové domény histonu H1.

6. Kompozice podle naroku 4 vyznadujici se tim,Ze sloudenina Jje oligopeptid
vybrany ze skupiny sestavajici z oligopeptidi uvedenych v seznamu sekvenci jako SEQ. ID.
No. 4, SEQ. ID. N. 5 a SEQ. ID. No. 6.

7. Kompozice podle niroku 1 vyznaédujici se tim,Ze slouenina Jje odvozena
z N-koncové domény nukleolinu.

8. Kompozice podle naroku 7 vyzna&ujici se tim,Ze sloudenina obsahuje peptid
uvedeny v seznamu sekvenci jako SEQ. ID. No. 3.

9. Kompozice podle naroku I vyzna&ujici se tim, Ze sloutenina ma strukturu sklada-
ného p-listu.

10. Kompozice podle naroku 1 vyzna€ujici se tim,Ze sloudenina je spojena
s ligandem buné¢ného receptoru.

11. Kompozice podle naroku 11 vyznadujici se tim, Ze sloudenina sestava zcela nebo
z ¢asti z histonu H1 spojeného se signalni sekvenci jaderné lokalizace.

12. Kompozice podle niroku 11 vyzna&ujici se tim,Ze obsahuje peptid
ProLysLysLysArgLysValpAlaLysThrProLysLysAlaLysLysProLysThrProLysLysAlaLysLysPro,
uvedeny v seznamu sekvenci jako SEQ. ID. No. 9.

13. Kompozice podle niroku 1 vyznaéujici se tim,ze slouenina je také spojena
s peptidem typu fusogenu, ktery podporuje bun&tnou transfekci farmaceutického prostredku.

14. Kompozice podle niroku 1 vyznaéujici se tim,Ze sloutenina je polyglykosylova-
na, sulfonovana, fosforylovana a/nebo je roubovana na komplexni cukry nebo lipofilni latku.
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15. Kompozice podle naroku 1 vyznaé u jici se tim,Zze transfekéni Cinidlo je kationto-
vy polymer nebo lipofektant.

16. Kompozice podle naroku 15vyznacdujici se tim,Zze lipofektant je lipid vytvarejici
liposomy, skryté liposomy, imunoliposomy nebo cilové liposomy-.

17. Kompozice podle naroku 15vyznacéujici se tim,ze kationtovy polymer je slouce-
nina obecného vzorce |

N-(CH)l-

@
R P

kde
R predstavuje atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce:

(CH2)n-

’

q

kde

n jecelédislo2az 10

p a q jsou celd ¢isla,

piidemz soudet p + q je takovy, Ze primérna molekulova hmotnost polymeru je 100 az 10’

18. Kompozice podle naroku 15vyznadujici se tim,ze kationtovy polymer je vybran
ze skupiny zahrnujici polyethylenimin PEL, a polypropylenimin, PPL.

19. Kompozice podle naroku 18 vyznac&ujici se tim,ze polymer je vybran ze skupiny
zahrnujici polyethylenimin molekulové hmotnosti 50 000 (PEIS0K) nebo polyethylenimin
molekulové hmotnosti 800 000 (PEIS00K).

20. Kompozice podle niroku 15 vyznadujici se tim, 7e lipofektant obsahuje poly-
aminovou oblast obecného vzorce II

HzN—(—((|3H)m—NH—)n-H (1),

kde

m  je celé Eislo vy3si nebo rovné 2 a n je celé Eislo vy3si nebo rovné 1,

pti¢emz, kdyZ n je vy3si nez 1, pak m je shodné nebo odli3né.

21. Kompozice podle naroku vyzmaéujici se tim, 7e polyaminova oblast je

reprezentovana sperminem, therminem nebo jednim z jejich analogh, ktery se vaZe na nukleovou
kyselinu.
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22. Kompozice podle nroku 20 vyzna&ujici se tim,ze lipofektant obsahuje lipofilni
oblast obecného vzorce IV

R3
/X' S_x)——y R6 avy,
R4

—(CH)p
I

kde

X a X' predstavuji, nezavisle na sobg&, atom kyslikuy, methylenovou skupinu «(CH,),-, kde q
odpovida hodnotam 0, 1, 2 nebo 3 nebo aminoskupinu -NH- nebo —-NR'-, kde R’ predstavuje
alkylovou skupinu, obsahujici 1 az 4 atomy uhliku.

Y a Y' pfedstavuji, nezavisle na sob&, methylenovou skupinu, karbonylovou skupinu nebo
skupinu C=S,

R;, Ry a R; predstavuji, nezavisle na sob&, atom vodiku nebo alkylovou skupinu obsahujici 1 az 4
atomy uhliku, substituovanou nebo nesubstituovanou, p¥idemz p je vy3si nebo rovné 0 a nizi
nebo rovné 5

Rs predstavuje zbytek derivatu cholesterolu nebo alkylaminoskupinu ~NR,R;, kde R, a R,
pfedstavuji, nezavisle na sobg, nasycenou nebo nenasycenou, linedrni nebo rozvétvenou
alifatickou skupinu obsahujici 12 aZ 22 atomii uhliku.

23. Kompozice podle niroku 20 vyznadujici se tim, Ze transfekéni ¢inidlo obsahuje
lipopolyamin vybrany ze skupiny obsahujici dioktadecylaminodoglycylspermin (DOGS),
(5-karboxyspermylamid palmitoylfosfatidylethanolaminu (DPPES), 2,5-bis(3-aminopropyl-
amin)pentyl(dioktadecylkarbamoylmethoxy)acetat, 1,3-bis(3—aminopropylamino)-2—propyl(dio-
ktadecylkarbamoylmethoxy)acetat, {H,N(CH,); }2N(CH,)4{(CH,);NH,}(CH,);NHCH,COGlyN-
[(CH)17~CHs];,  HN(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,COGIyN[(CH,);s], a H,N(CH,);NH-
(CH,)sNH(CH,);NHCH,COArgN[(CH,);5].

24. Kompozice podle niroku 1 vyznaéujici se tim,Ze transfekéni ¢inidlo je diokta-
decylamidoglycylspermin, DOGS.

25. Kompozice podle kteréhokoliv z ptedchozich narokii v yznac€ujici se tim,ze
nukleova kyselina je deoxyribonukleova kyselina.

26. Kompozice podle naroki 1 az 24 vyznaéujici se tim,Ze nukleovd kyselina je
ribonukleova kyselina.

27. Kompozice podle néroku 25 nebo 26 vyzna&ujici se tim, e nukleova kyselina je
chemicky modifikovana.

28. Kompozice podle narokii 25,26 nebo27 vyzna&ujici se tim, %e nukleova kyselina
je ,,protismyslova“ nukleova kyselina.

29. Kompozice podle nirokii 25 az 27 vyznadujici se tim,Z nukleova kyselina
obsahuje terapeuticky gen.

30. Kompozice podle niroku 1 vyznaédujici se tim,ze obsahuje jeden nebo vice
neutralnich lipida.
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31. Kompozice podle naroku 30 vyzn adujici se tim,Ze neutralni lipid nebo lipidy
jsou vybrany ze skupiny zahrnujici syntetické lipidy, pirodni lipidy, zwiteriontové lipidy nebo
lipidy, které jsou ve fyziologickych podminkach bez naboje.

32. Kompozice podle niroku 31 vyzna&ujici se tim,Zze neutralni lipid nebo lipidy
jsou vybrany ze skupiny sestavajici z galaktocerebrosidu, sfingomyelint, asialoGM1 a asialo-
GM2.

33. Kompozice podle néroku 31 vyznaé&ujici se tim,ze neutralni lipid nebo lipidy
jsou vybrany ze skupiny zahrnujici dioleoylfosfatidylethanolamin (DOPE), oleoylpalmitoyl-
fosfatidylethanolamin (POPE), di-stearoylfosfatidylethanolamin, palmitoylfosfatidylethanol-
amin, mirystoylfosfatidylethanolamin, derivaty di-stearoylfosfatidylethanolaminu N-methylova-
né 1 az 3krat, derivaty palmitoylfosfatidylethanolaminu N-methylovane 1 aZz 3krat, derivaty
mirystoylfosfatidylethanolaminu N-methylované 1 az 3krat, fosfatidylglycerol, diacylglycerol,
glykosyldiacylglycerol, cerebrosidy, sfingolipidy a asialogangliosidy.

34. Pouziti kompozice podle kteréhokoliv z naroki 1 az 33 pro in vitro pfenos nukleovych
kyselin.

35. Pouziti podle naroku 34, kde slougenina obsahuje peptidové motivy KTPKKAKKP
(SEQ. ID. No. 1) a/nebo ATPAKKAA (SEQ. ID. No. 2), pfi¢emz pocet téchto motivu je 2 az 10,
spojené s ligandem bun&ného receptoru, protilatkou nebo derivatem protilatky, a kde in vitro
pienos nukleovych kyselin je zacilen do bungk exprimujicich odpovidajici receptory nebo antige-
ny.

36. Pouziti podle naroku 34, kde slou¢enina obsahuje oligopeptid vybrany ze skupiny zahrnujici

(ATPAKKAA),(COOH) (SEQ. ID. No. 3),

(KTPKKAKKP),(COOH) (SEQ. ID. No. 4),
ATPKKSAKKTPKKAKKP(COOH) (SEQ. ID. No. 5),
KKAKSPKKAKAAKPKKAPKSPAKAKA(COOH) (SEQ. ID. No. 6),
SRSRYYRQRQRSRRRRRR(COOH) (SEQ. ID. No. 7) a
RRRLHRIHRRQHRSCRRRKRR(COOH) (SEQ. ID. No. 8),

pti¢emz oligopeptid je nebo neni spojen s cilicim elementem.

37. Pouziti kompozice podle kteréhokoliv z narokd 1 az 33 pro vyrobu Iéku k lé¢eni nemoci,
které jsou zpiisobeny nedostatkem proteinu nebo produktu nukleové kyseliny.

Konec dokumentu
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