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(57) Anotace:
Nové aminooxylipidy obecného vzorce 1, kde ny =
5 a7 30 a X je polymethylenova spojka obecného
vzorce 11, kde np = 2 az 10, nebo
polyethylenglykolova spojka obecného vzorce 111,
kde n; = 1 a2 14. Zpiisob ptipravy aminooxylipidii
obecného vzorce 1 vyznadujici se tim, Ze acylaci N-
terc-butoxykarbonyl-polymethylendiaminu
(CH;);C-0O-C=0)-HN-(CH), NH, n = 2 az 13, ¢&i
N-terc-butoxykarbonyl-
polyethyleglykoldiaminu (CH3);C-O(C=0)-HN-
(CHy)2-[O-(CH)]n-O-(CH2):NHz, n = 1 az 14,
symetricky v poloze C(2) vétvenou mastnou
kyselinou obecného vzorce IV, v pfitomnosti
kondenzadniho ¢inidla nebo od kyseliny 1
odvozenym acylchloridem obecného vzorce V, se
pfipravi N-Boc-aminolipidy obecného vzorce VI.
Ty se ptevedou na aminolipidy obecného vzorce
VII. Jejich kondenzaci s kyselinou N-terc-
butoxykarbonylaminooxyoctovou v pfitomnosti

kondenza¢niho ¢inidla se ziskaji N-Boc-
aminooxylipidy obecného vzorce VIII, které
debocilaci poskytnou aminooxylipidy obecného
vzorce 1. Acylchloridy obecného vzorce V se
pfipravi reakci kyselin obecného vzorce IV s
oxalylchloridem v pfitomnosti katalytického
mnoZstvi N, N-dimethylformamidu v organickém
aprotickém rozpoustédle. Pouziti aminooxylipidit
obecného vzorce I pro konstrukcei netoxickych
samoskladnych liposomalnich nosict lé€iv
prezentujicich aminooexyskupiny a takzvana
postliposomalni modifikace t&chto nosict
biologicky funk&nimi molekulami za pouZiti
oximové ligadni techniky.
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Aminooxylipidy pro konstrukci samoskladnych liposomalnich systémd umoZiujicich jejich

naslednou modifikaci biologicky funkénimi molekulami

Oblast techniky

Vynélez se tykd novych lipidG obsahujicich aminooxyskupinu s potlacenou cytotoxicitou, zpiisobu
jejich pFipravy a vyuZiti téchto ldtek pro konstrukci samoskladnych liposomadlnich nosili léciv
prezentujicich aminooxyskupiny a které lze takzvané ,postliposomdlné” kovalentné modifikovat
biologicky funkénimi molekulami nesoucimi aldehydové nebo keto skupiny za pouZiti oximové ligacni

techniky (vazebné pary: aminooxyskupina a aldehydova nebo keto skupina).

Dosavadni stav techniky

Samoskladné  nanostrukturované liposomalni  systémy, diky své  biokompatibilité,
biodegradovatelnosti, nizké toxicité a schopnosti internalizovat latky rlznych fyzikdlné-chemickych
vlastnosti, pfedstavuji v soudasnosti jeden z nejhloubéji prostudovanych platforem pro cileny
transport 1é¢iv in vivo, které jiz nalezly fadu klinickych aplikaci. Pro internalizaci biologicky funkénich
latek Ize vyuZit, jak vnitfni prostor, tak i jejich obdlku tvofenou fosfolipidovou dvojvrstvou. Do
vnitiniho vodného prostoru Ize enkapsulovat hydrofilni latky/terapeutika a fosfolipidova dvojvrstva
umoziiuje ukotveni biomolekul pres jejich hydrofobni doménu (Koudelka, S.a spol. 2016). Posledné
jmenovaného principu bylo vyuZito pfi konstrukci vektorovymi biomolekulami cilenych liposomi a
liposomalnich vakcin (Marques-Gallego, P. a spol. 2014; Turédnek, J. a spol. 2012) Pfi zabudovani
vektorovych molekul do lipidové dvojvrstvy se uplatriuji dva zakladni postupy, z nichZ prvni je zalozen
na aplikaci vektorovou molekulou modifikovaného lipidu jako kolipidu pfi konstrukci liposomu a
druhy je zaloZen na tzv. postliposomalni modifikaci jiz hotovych liposom(. V druhém pfipade je
kolipidem lipid prezentujici strukturni motiv umoZriujici ukotvit vektorovou molekulu na povrch jiz
vytvofeného liposomu. Klasické postupy pro postliposomalni modifikace jsou zaloZzeny na reakcich
jako je tvorba amidové vazby, disulfidového mistku, vzajemné propojeni aminG homobifunkcni
spojkou a adici thiolu na dvojnou C=C vazbu maleinimidu. Spole¢nou nevyhodou téchto postupt je

nizka ortogonalita (chemosélektivita) jmenovanych reakci ve vztahu ostatnim funk&nim skupinam



pfitomnym v ligované (navazované) komplexni biomolekule. Z uvedeného divodu je v poslednich
letech soustfedéna pozornost vyvoji tzv. bioortogonalnich ligacnich metod zalozenych na
chemoselektivni reakci mezi dvéma funkénimi skupinami, z nichZ ani jedna neni pfitomna v nativni
biomolekule, co? eliminuje tvorbu vedlejsich produkt(. Dalsim kritériem kladenym na tyto reakce je,
7e by mély probihat za mirnych reakénich podminek ve vodném prostiedi, s vysokou konverzi a
dostateénou rychlosti. Pro ligaéni techniky splnujici uvedené poZadavky byl zaveden pojem ,click-
chemistry”. Typickym pfedstavitelem ,click” technik je ligace zaloZena na jednomocnou médi
katalyzované Huisgenové 1,3-dipoldrni cykloadici azidu a trojnou vazbu (Hassane, F. S. a spol., 2006).
Problémy s pouzitim médnych soli v biologickych systémech byl nasledné vyfeSen vypracovanim tzv.
,Copper-Free Click Chemistry”, kde dochazi k cykloadici azidu na fluorem aktivovanou trojnou vazbu
v 2,2-difluorcyklooktynovém kruhu (Baskin, J. M. a spol. 2007). Katalyzu rovnéz nevyZaduje
Staudingerova ligace, zaloZenoa na Staudingerove redukci organickych azidl na aminy pdsobenim
trifenylfosfinu. V pfipadé Staudingerovy ligace vazebny kolipid prezentuje trifenyfofinovy strukturni
motiv nesouci sou€asné v orto-poloze jednu methoxykarbonylovou skpinu, kterd umoznuje nasledné

navazani redukei vzniklého aminu amidovou vazbou (Vabbilisetty, P. a spol. 2014).

Do kategorie bioortogonalnich ,click” ligaci naleZi rovnéZ oximova ligace, zaloZena na
spontanni kondenzaci aminooxyskupiny s aldehydovou skupinou nebo ketoskupinou (Ulrich, S. a
spol. 2014). Oximova ligace je alternativou reduktivni aminace kterd nevyZaduje katalyzu. Vznikly
oxim s Ko = 108M je ve srovndni s iminy vyrazné odolnéjsi vici hydrolyze. Oximova ligace probiha za
podminek vstficnych k biologickym systémim a je ortogonalni k vét3iné funk¢nich skupin pfitomnych
v biomolekulach, a to véetné aminoskupin, coz z ni &ini idealni liga¢ni techniku pro postliposomalni
modifikace. V pripadé postliposomalnich ligaci jsou jako kationickou aminooxyskupinu prezentujici
vazebné kolipidy popséany jednofetézcové aminooxylipidy s hydrofobni doménou tvofenou linearnim
uhlovodikovym fetézcem (Tang, L. 2015), dvoufetézcové amiaminooxylipidy s hydrofobni doménou
zaloZenou na symetrickych lipofilnich di-O-acyl- resp. di-O-alkylderivatech glycerolu a na
symetrickych sekundarnich dialkylamidech aminokyselin (Liu, Y. a spol. 2007; Milller, A. D. a spol.
2005). Specifickou skupinou jsou a aminooxylipidy jejichZ hydrofobni doména je tvorena planarnim
polycyklickym choesterolem pfipojenym k kationické doméné pfes uretanovou spojku (Miller, A.D.

a spoll. 2005; Carmona, S. a spol. 2009).



Celkovd geometrie hydrofobni domény kationického aminooxylipidu mé zasadni vliv na
utvareni strukturnich fazi v roztoku a stabilitu lipidové dvojvrstvy. Dvoufetézcové kationické lipidy
jsou strukturné blizsi dvoufetézcové hydrofobni doméné fosfolipidd a ve vodném roztoku se
samouzaviraji do sférickych liposomd, ¢imZ Iépe vytvari lipidové dvojvrstvy ve srovnani
s jednofetézcovymi. Naproti tomu kationické lipidy s jednim fetézcem maji zvySenou tendenci
vytvaret micely resp. reverzni micely (Niculescu-Duvaz, D. a spol. 2003; Tsukamoto, M. a spol. 1995).
Charakter hydrofobni domény ma rovnéz vliv na toxicitu. Kationické lipidy jejich hydrofobni doména
je tvofena lipofilnimi acylovymi zbytky jsou vzhledem k jejich biodegradovatelnosti obecné méné
toxické, nez kationické lipidy s hydrofobni doménou zaloZenou na lipofilnich alkylovych fetézcich
(Leventis, R. a spol. 1990; Lv, H. a spol. 2006). Ve vztahu k uvedenému se jevi jako velice atraktivni
dvouretézcova lipofilni doména zaloZena synteticky dobfe dostupnych v poloze C(2) symetricky
vétvenych mastnych kyselindch, kterd byla Uspésné aplikovdana v pfipadé designu novych
polykationickych lipidi jako kompozit pro konstrukci polykationickych lipsomdlnich transfekénich
systém0 (Korvasova, Z. a spol. 2012; Drasar, L. a spol. 2013: Czech. Pat. A PCT appl., Drasar, L. a spol.
2016 US pat. US 9,393,200 B2). V pfipadé sudého poctu atomu uhliku v jejich alkylovych Fetézcich
jsou tyto kyseliny v organizmu odbouratelné B-oxidaci, tj. stejné jako biogenni mastné kyseliny se

sudym poctem uhlikovych atoma.

Podstata vynalezu

Vynalez pouiZitim synteticky dobfe dostupnych, viéi solvolytické degradaci stabilnich a
metabolizovatelnych v poloze C(2) symetricky vétvenych mastnych kyselin jako hydrofobni domény
v pfedmétnych aminooxylipidech feSi problém: (a) syntetické naroCnosti kationickych
aminooxylipid{ obsahujicich dvé symetrické alifatické hydrofobni domény, zaloZené na symetrickych
lipofilnich diacylderivatech a dialkylderivatech glycerolu jakoz i na symetrickych sekundarnich
dialkylamidech aminokyselin; (b) limitované stability diacylderivati glycerolu a uretanove spojky
v ptipadé lipopolyamin odvozenych od cholesterolu; (c) problém odbourdvéni aminooxylipidd

jejichz hydrofobni doména je tvofena linedrnimi O- a N-alkylovymi fetézci.



Pfedmétem vyndlezu jsou aminooxylipidy obecného vzorce |
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Déle je vyznakem vynalezu, ze aminooxylipidy obecného vzorce 1 maji s vyhodou n; = 13 a spojku X

vy$e zminéného obecného vzorce Il, kde je n =2 ¢&iny = 3.

Vyznakem vyndlezu je také skute¢nost, Ze aminooxylipidy obecného vzorce | maji s vyhodou n; = 13

a spojku X vyse zminéného obecného vzorce lll, kde je n3 = 1.

Pfedmétem vynalezu je rovnéz zpUsob pfipravy aminooxylipid( obecného vzorce I.

Symetricky v poloze C(2) vétvené mastné kyseliny obecného vzorce IV
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HO N4
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kde n1 = 5 = 30 (dostupné postupem podle lit. Kusumoto, S. a spol. 1978) se pfevedou reakci
s oxalylchloridem v pfitomnosti katalytického mnoZstvi N,N-dimethylformamidu v organickém

aprotickém rozpoustédle (s vyhodou v dichlormethanu)na jejich acylchloridy obecného vzorce V
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kde ny =5 - 30.

Kondenzaci vyse uvedenych acylchloridl obecného vzorce V s komer¢né dostupnymi N-terc-
butoxykarbonyl-polymethylendiaminy {(CH3)3sC-O-(C=0)-HN-(CH2)s-NH2, n = 2 - 13}, &i N-terc-
butoxykarbonyl-polyethyleglykoldiaminy {(CH3)3sC-O-(C=0)-HN-(CH2)2-[O-(CH2)]n-O-(CH2)2NHz, n = 1
- 14} v pfitomnosti organické baze v organickém aprotickém rozpoustédie (s vyhodou v pfitomnosti

N,N-diisopropyletylaminu v dichlormethanu) se pfipravi aminolipidy obecného vzorce VI
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Boc—NH, _NH nq

Ny
VI
kde n1 = 5 — 30 a X je polymethylénovad spojka vyse uvedeného obecného vzorce Il nebo

polyethylenglykolova spojka vyse uvedeného obecného vzorce lll.

Hydrolytickym od3tépenim N-terc-butoxykarbonylové chranici skupiny (tzv. debocilaci) latek
obecného vzorce VI (s vyhodou za pouiiti kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu) se ziskaji

aminolipidy obecného vzorce VI

H2N /NH Ny

Ny
Vil
kde n1 = 5 — 30 a X je polymethylénovd spojka vyse uvedeného obecného vzorce Il nebo

polyethylenglykolova spojka vySe uvedeného obecného vzorce lIl.

N,N-Diisopropylkarbodiimidem promotovanou kondenzaci N-terc-butoxykarbonylaminooxyoctové

kyseliny s aminolipidy obecného vzorce Vi se pfipravi N-Boc-aminooxylipidy obecného vzorce Vill
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kde n1 = 5 — 30 a X je polymethylénové spojka vySe uvedeného obecného vzorce Il nebo

polyethylenglykolové spojka vyse uvedeného obecného vzorce lli.

Hydrolytickym od3tépenim N-terc-butoxykarbonylové chranici skupiny latek obecného vzorce VIl (s
vwvhodou za pouziti kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu) se ziskaji cilové aminooxylipidy

obecného vzorce 1.

Pfedmétem vyndlezu je téZ poutiti aminooxylipidi obecného vzorce | pro konstrukci netoxickych
samoskladnych liposomdlnich nosi¢l 1é¢iv prezentujicich aminooxyskupiny a jejich takzvana
»postliposomdlni“ modifikace biologicky funkénimi molekulami za pouZiti oximové ligaéni techniky

(vazebné péry: aminooxyskupina a aldehydova skupina nebo keto skupina).

Skuteénost, Ze pFi zabudovani aminooxylipidd obecného vzorce | do liposomalni dvojvrstvy lipsomu
nema za nasledek zvy$eni jeho cytotoxicity byla prokdzana srovnanim cytotoxicity EPS liposom{ a
EPS liposomi se zabudovanym aminooxylipidem obecného vzorce 1 v in vitro experimentech s T-

lymfocyty a burikdch H1299 nadorové linie plicniho nadoru.

Schopnost samoskladnych liposomdlnich nosi¢l 1é¢iv modifikovanych aminooxylipidy obecného
vzorce | kovalentné vazat biologicky funkéni molekuly nesouci aldehydové nebo keto skupiny byla

prokdzana navazanim:

a) kyseliny hyaluronové (8 — 15 kDa) via redukujici konec jeji molekuly;

b) reduktivni aminaci fluoresceinem znaéené kyseliny hyaluronové (50 — 200 kDa) modifikované
v omezeném rozsahu poloze C-6 N-acetylglukosaminové podjednotky aldehydovymi
skupinami vygenerovanymi fizenou oxidaci primarnich OH skupin;

c) Mannamu;

d) aldehydovymi funkénimi skupinami modifikovaného proteinu, tj. z vaje¢ného Zloutku
izolovaného imunoglobulinu tfidy 1gY modifikovaného aldehydovymi skupinami

vygenerovanymi oxidativnim Stépenim jeho sacharidové ¢asti.



Vazba molekul typu polysacharidii (mannan, kyselina hyaluronovd) na liposomy modifikované
aminooxy lipidy je striktné chemoselektivni a regioselektivni, tj. via redukujici konec polysacharidu,
coi ma za nasledek uniformni smérovani molekul na povrchu liposom( {viz nize). Nahodila vazba

pomoci kroslinker(l (nap¥. karbodiimid) nemuaze vést k definované chemoselektivni a regioselektivni

vazbé.
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Pfehled obrdzkd na vykresech

Obr. 1: SEM a TEM liposomG: SEM liposomu s navazanou kys. hyaluronovou (A); TEM liposomu
s navazanou kys. hyaluronovou (barveno molybdenanem amonnym) (B); TEM smési liposom{
s navazanou kys. hyaluronovou a nemodifikovanych liposomd (barveno molybdenanem amonnym).
Modifikované liposomy (&erné Sipky), nemodifikovany liposom (bild Sipka) (C); SEM

nemodifikovaného liposomu (D); TEM nemodifikovaného liposomu (E).
Obr. 2: KryoTM liposomu s HA navazanou pomoci oximové ligace

Obr. 3: Hodnoty distribuce velikosti liposomi s 1% aminooxylipidem obecného vzorce | {dle pfikladu
14) a stejnych liposomd s navdazanym IgY. Distribuce je vyjddiena v poctech &astic v tfidé dané

velikosti: 107 nm pro samotné liposomy; 126 nm pro liposomy s 1gY; 9 nm pro IgY.

Obr. 4: TEM liposom(l s 1% aminooxylipidem obecného vzorce | (dle prikladu 14) (a) a liposom{ s
navazanym IgY (b): Sipky oznaduji povrchové vézané molekuly IgY na povrchu liposomu. Zfetelny je i

tvar a orientace molekul IgY (insert).

Obr. 5: Distribuce velikosti prdzdnych vs. manosylovanych liposomU: velikost prazdnych liposom je
145 nm, velikost mannanu 6 nm. Velikost manosylovanych liposom{ je 155 nm, doSlo k zvétSeni o

10 nm.

Obr. 6: Modifikované a nemodifikované liposomy zobrazené pomoci transmisni (TEM) a skanovaci
(SEM) elektronové mikroskopie: nemodifikovany liposom zobrazeny pomoci TEM (vlevo), liposom s
navdzanym mannanem zobrazeny pomoci TEM (uprostfed), liposom s navdzanym mannanem

zobrazeny pomoci SEM (vpravo)

Obr. 7: Snimky z konfokalniho mikroskopu: barveni jadra (vlevo nahofe); barveni povrchového HLA-
DR antigenu (vpravo nahofe); manosylované liposomy (vlevo dole); spojeni viech 3 obrdzkd (vpravo

dole)

Obr. 8: Mnoistvi kyseliny hyaluronové v jednotlivych frakcich po déleni gelovou chromatografii,

detekovano fluorimetricky

Obr. 9: Srovnani signalu na Flow cytometru: te€kované samotné buriky, ¢arkované buriky po pfidavku
prazdnych liposom(, plna ¢éara fluorescence bunék o3etfenych liposomy s navdzanou kyselinou

hyaluronovou.



Obr. 10: Srovnani navazani praznych vs.modifikovanych liposomt na povrch H1299 po 15 minutach

a 24 hodinach.

Prehled tabulek

Tab. 1: Poéet apoptotickych bunék v jednotlivych vzorcich

Tab. 2: Stimulace dendritickych bunék manosylovanymi liposomy a srovnani s LPS: manosylované

liposomy stimuluji dendritické buriky ve srovnatelném rozsahu jako standard LPS.

Prikiady provedeni vynalezu

Seznam zkratek

NMR nukledrni magneticka rezonance
ESI-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
FAB-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci urychlenymi atomy

HR- MS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
HA kyselina hyaluronova
EPC vajecny fofsfatidyl cholin (viz EPC liposomy)

Buriky H1299 linie bunék plicniho nadoru H1299

TEM transmisni elektronova mikroskopie

SEM scannovaci elektronova mikroskopie

DLS dinamicky rozptyl svétla

PBS 20mM fosfatovy pufr. 0,14M NacCl, pH 7,2

DOPE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
Priklad 1

K michané suspenzi kyseliny 2-tetradecylhexadekanové IV (kde ni — 13; 1,5 g, 3,32 mmol)
v dichlormethanu (50 ml) se pfida oxalylchlorid (420 mg, 6,63 mmol) a katalytické mnoZstvi N,N-

dimethylformamidu a smés se michd 1,5 hod za laboratorni teploty. Rozpoustédlo se oddestiluje, a
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odparek rozpusti v benzenu (100 ml) a roztok se promyje vodou (2 x 50 ml) a nasycenym roztokem
NaHCOs (2 x 50 ml). Po vysu3eni organické faze nad bezvodym MgS0Os a nasledném odpafenim za
snizeného tlaku se ziska 1,52 g (97%) analyticky Cistého 2-tetradecylhexadekanoylchloridu V (kde n1
= 13). Pro C3oHssClO vypotteno: relativni molekulovd hmotnost 471.24, monoisotopicka hmotnost
470.43; nalezeno ESI-MS m/z: 471.4 ([M+H]*) (25), 493.4 ([M+Na]*) (100), pro CsoHssCIO (471.24)
vypoéteno: 76.46% C, 12.62% H, 7.52% Cl; nalezeno: 76.28% C, 12.60% H, 7.32% Cl.

Priklad 2

K michanému roztoku 2-tetradecylhexadekanoylchloridu V (kde ny = 13; 0,39 g; 0.82 mmol)
v dichlormethanu (25 ml) se pfidd N-terc-butoxykarbonyl-1,2-diaminoethan-hydrochlorid ((CH3)sC-
0-(C=0)-HN-(CH2)a-NH; - HCL, n = 2; 174 mg, 0,88 mmol) a nasledné N-ethyldiizopropylamin (240 p!)
a smés se micha pfes noc pfi laboratorni teploté. Poté se ke smési pfida dichlormethan (50 ml) a
roztok se promyje vodnym roztokem NaHSO4 (5%; 2 x 15 ml) a vodou (2 x 15 ml). Organicka faze se
vysusi nad bezvodym MgSO4 a odpafi za snizeného tlaku. Po chromatografii odparku na sloupci
silikagelu {110 ml) v systému toluen — etyl-acetét (gradient 0-63% etyl-acetdt, 14 ml/min, 64 min,
naneseno v chloroformu) a nasledné lyofilizaci homogenni frakce z dioxanu se ziska 445 mg (95%
vytézek) N2-(2-tetradecylhexadekanoyl)-N2-terc-butoxykarbony-1,2-diaminoethanu VI (kde n1 =13 a
X je polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde n; = 2). IC spektrum (CHCl3): v=3347 (NH), 3308
(NH), 2919, 2850, 1689 (C=0; Boc), 1645 (Amid I), 1549 (Amid Il}, 1535 (Amid II), 1467, 1447, 1390
(CHs; Boc), 1367 (CH3; Boc), 1286, 1268, 1252, 1236, 1178, 938, 864, 719 cm™. *H NMR spektrum
(400 MHz, CDCls): o= 6.20 (s, N2H); 4.96 (s, N'H); 3.36 (dt, J = 4.7, 4.7 Hz, 2H, H-1); 3.27 (dt, J = 4.7,
4.7 Hz, 2H, C-2); 1.99 (spt, J = 4.7 Hz, H-2'); 1.6-1.51 (m, 2H, H-3", H-1""); 1.43 (s, 9H, 3 x CH3); 1.41-
1.36 (m, 2H, H-3, H-1"); 1.30-1.20 {m, 48H, 24 x CH,); 0.87 (t, / = 7.0 Hz, 6H, H-16, H-14""). 3C NMR
spektrum (100 MHz, CDCls): o= 176.94 (C-1"), 156.87 (N*C), 79.65 (C(CH3)3), 48.07 (C-2°), 40.50 (2C,
C-1, C-2), 32.98 (2C, C-3°, C-1), 31.91 (2C, C-14', C-12""), 29.75-29.6 (m, 14C), 29.53 (2C, C-13', C-
11°°), 29.35 (2C, C-6°, C-4”’), 28.35 (3C, (C(CH3)3), 27.67 (2C, C-4", C-2""), 22.68 (2C, C-15/, C-137), 14.1
(2C, C-16, C-14""). Pro C37H7aN203 vypotteno: relativni molekulova hmotnost 595.0, monoisotopicka
hmotnost 594.6; nalezeno ESI-MS m/z: 595.6 ([M+H]*) (25), 617.6 ([M+Na]*) (100), 618.6
(IM+H+Nal*) (30), 1212.1 ([2M+Na]*) (50), 1213.1 {[2M+H+Na]*) (40). HR-MS m/z: pro C37H75N203
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vypolteno 595.57722, nalezeno 595.57741; pro Csz7H7aN203Na vypocteno 617.55917, nalezeno
617.55924,

Priklad 3

K michanému roztoku 2-tetradecylhexadekanoylchloridu V (kde ni = 13; 0,39 g, 0,83 mmol)
v dichlormethanu (25 ml) se pfida N-terc-butoxykarbonyl-1,3-diaminopropan-hydrochlorid {({CHz)sC-
0-(C=0)-HN-(CH2)n-NH2 HCl, n = 3; 186 mg, 0,88 mmol) a nasledné N-ethyldiizopropylamin (240 pl) a
smés se micha pfes noc pfilaboratorni teploté. Poté se ke smési pfida dichlormethan (50 ml) a roztok
se promyje vodnym roztokem NaHSOs (5%; 2 x 15 ml) a vodou (2 x 15 ml). Organicka faze se vysusi
nad bezvodym MgSQ4 a odpafi za snizeného tlaku. Po chromatografii odparku na sloupci silikagelu
(110 ml) v systému toluen — etyl-acetdt (gradient 0-42% etyl-acetdt, 14 ml/min, 64 min, naneseno
v CHCl3) a nasledné lyofilizaci z dioxanu se ziskd 460 mg (94% vytéiek) NI-(2-
tetradecylhexadekanoyl)-N3-terc-butoxykarbony-1,3-diaminopropanu VI (kde n1 = 13 a X je
polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde nz = 3). IC spektrum (CHCl3): v=3347 (NH), 3308
(NH), 2953, 2919, 2850, 1684 (C=0; Boc), 1644 (Amid 1), 1544 (Amid 11), 1526 (Amid 1), 1467, 1447,
1390 (CHs; Boc), 1365 (CHs; Boc), 1277, 1248, 1175, 940, 870, 720 cm™. *H NMR spektrum (400 MHz,
CDCl3): 0= 6.20 (s, N'H); 4.98 (s, N3H); 3.31 (dt, J = 6, 5.7 Hz, 2H, H-1); 3.16 (t, / = 5.7 Hz, 2H, H-3);
2.04 (spt, J = 4.7 Hz, H-2'); 1.64-1.56 (m, 4H, H-3", H-1"", H-2); 1.44 (s, 9H, 3 x CH3); 1.41-1.36 {m, 2H,
H-3", H-1"); 1.30-1.20 (m, 48H, 24 x CH,); 0.87 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H-16", H-14""). 13C NMR spektrum
(100 MHz, CDCls): o= 176.65 (C-1), 156.63 (N3C), 79.33 (C(CHs)3), 48.09 (C-2"), 36.98 (C-1), 35.55 (C-
3), 33.08 (2C, C-3°, C-17), 31.91 (2C, C-14’, C-127"), 30.44 (C-2), 29.80-29.60 (m, 14C), 29.54 (2C, C-
13, C-11""), 29.35 (2C, C-6°, C-4”"), 28.38 (3C, (C(CHs)s), 27.62 (2C, C-4', C-2"'), 22.68 (2C, C-15, C-
137), 14.1 (2C, C-16°, C-14"").Pro CssH7sN203 vypocteno: relativni molekulova hmotnost 609.0,
monoisotopickd hmotnost 608.6 MS; nalezeno ESI MS m/z: 609.6, ((M+H]*) (100}, 631.6 ([M+Na]*)
(100), 632.6 ([M+H+Nal]*) (40), 1218.2 ([2M+H]*) (20), 1240.2 ([2M+H+Na]*) (40). HR-MS m/z: pro
CagH77N203 vypolteno 609.59287, nalezeno 609.59311; pro CsgHzeN20sNa vypoclteno 631.57482,
nalezeno 631.57487.

Priklad 4
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K michanému roztoku 2-tetradecylhexadekanoylchloridu V (kde n; = 13; 0,5 g, 1,06 mmol)
v dichlormethanu (30 ml) se pfidd N-terc-butoxykarbonyl-3,6-dioxa-1,8-diaminooktan ((CHs)3C-O-
(C=0)-HN-(CH2)2-[0-(CH2)]n-0-(CH2)2NH2, n = 1; 260 mg, 0,96 mmol) a nasledné N-
ethyldiizopropylamin (310 pl) a smés se michd pfi laboratorni teploté pfes noc. Poté se pfida
dichlormethan (60 ml) a roztok se promyje vodnym roztokem NaHSO4 (5%; 2 x 19 ml) a vodou (2 x
19 ml). Organicka faze se vysusi nad bezvodym MgS04 a za snizeného tlaku odpafi. Po Chromatografii
odparku na sloupci silikagelu (110 ml) systému toluen — etyl-acetat (gradient 0-84% etyl-acetdt, 15
ml/min, 44 min, naneseno v CHCl3) a nasledné lyofilizaci odparku homogenni frakce z dioxanu se
ziska 650 mg (90% vytézek) N'-(2-tetradecylhexadekanoyl)-N3-terc-butoxykarbony-1,8-diamino-2,6-
dioxaoktanu VI (kde n; = 13 a X polyethylenglykolovd spojka obecného vzorce Ill kde n3 = 1). IC
spektrum (CHCl3): v=3364 (NH), 3292 (NH), 2954, 2919, 2850, 1687 (C=0; Boc), 1644 (Amid 1), 1552
(Amid I1), 1532 (Amid Il), 1466, 1391 (CHs; Boc), 1365 (CHs; Boc), 1282, 1255, 1178, 1137, 1115, 1034,
870, 721 cm™. IH NMR spektrum (400 MHz, CDCl3): o= 7.35 (s, N*H); 6.04 (s, N®H); 3.61 (dt, J = 4.7
Hz, 4H, H-2, H-7); 3.55 (t, J = 5.1 Hz, 4H, H-4, H-5); 3.48 (dt, /= 4.7 Hz, 2H, H-8); 3.31 (t, /= 5.1 Hz, 2H,
H-1); 2.05 (spt, J = 4.7 Hz, H-2'); 1.64-1.54 (m, 2H, H-3", H-1"'); 1.45 (s, 9H, 3 x CH3); 1.41-1.35 (m,
2H, H-3", H-1"); 1.30-1.20 (m, 48H, 24 X CH3); 0.87 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H-16", H-14""). *>*C NMR spektrum
(100 MHz, CDCl3): o= 176.65 {C-1"), 156.11 (N8C), 79.54 (C(CHs)3), 70.38-70.11 (m, 4C, C-2, C-4, C-5,
C-7), 47.85 (C-2°), 40.48 (C-8), 39.29 (C-1), 33.05 (2C, C-3°, C-1"), 31.91 (2C, C-14', C-12"), 29.75-
29.60 (m, 14C), 29.57 (2C, C-13’, C-11"'), 29.35 (2C, C-6’, C-4""), 28.38 (3C, (C(CH3)3), 27.62 (2C, C-4,
C-2), 22.68 (2C, C-15", C-13"), 14.1 (2C, C-16", C-14").Pro CaHs2N20s vypolteno: relativni
molekulova hmotnost 683.2, monoisotopickd hmotnost 682.6; nalezeno ESI-MS m/z: 683.6 ([M+H]*)
(10), 705.6 ([M+Na]*) (100), 1388.2 ([2M+H]*) (20), 1240.2 ([2M+Na]*) (15). HR-MS m/z: pro
Ca1Hs3N20s vypolteno 683.62965, nalezeno 683.62995; pro CaiHs2N20OsNa vypocteno 705.61159,
nalezeno 705.61178.

Priklad 5

Smés  2-tetradecylhexadekanové  kyseliny (111 mg, 0,245 mmol), HATU (1-
[bis(dimethylamino)methylen]-1H—1,2,3-triazoIo[4,5-b]pyridinium-3-oxid—hexaf|uorofosfét) 100 mg,
0,262mmol), N,N-dimethylaminopyridinu (katalytické mnoZstvi) se za vakua (20 Pa) susi 4 hod.

Aparatura se proplachne argonem a pod argonem se pfida suchy N,N-dimethylformamid (4 ml) a N-
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methylmorfolin (50 ul) a vznikly roztok se michd pfi laboratorni teploté 1 hod. K roztoku se za michani
pFidd N-terc-butoxykarbonyl-3,6-dioxa-1,8-diaminooktan ((CHz)sC-O-(C=0)-HN-{CH2)2-[O-(CH2)]x-O-
(CH2)2NH2, n = 1; 50 pl, 0,242 mmol) a dichlormethan (5 ml) a v michani se pokréuje pfi laboratorni
teploté pres noc. Smés se za vakua (20 Pa) odpafi a odparek se rozpusti v dihlormethanu (15 ml).
Roztok se promyje vodnym nasycenym roztokem NaHCOs (2 x 10 ml), vodnym roztokem NaHSO4
(5%; 2 x 10 ml) a vodou (2 x 10 ml). Organicka faze se vysusi nad bezvodym MgSO4 a za snizeného
tlaku odpafi a odparek se kodestiluje s dioxanem (3 x 10ml). Po chromatografii odparku na sloupci
silikagelu (120 ml) v systému toluen — etyl-acetat (gradient 0-50% etyl-acetat, 14 ml/min, 84min) a
nasledné lyofilizaci odparku homogenni frakce z dioxanu se ziskd 148 mg (90% vytéiek) N'-(2-
tetradecylhexadekanoy!)-N3-terc-butoxykarbony-1,8-diamino-2,6-dioxaoktanu VI (kde n; = 13 a X
polyethylenglykolova spojka obecného vzorce 1l kde n3 = 1) identického s produktem ziskanym dle

postupu popsaném v pfikladu 4.

Priklad 6

Roztok N!-(2-tetradecylhexadekanoyl)-N3-terc-butoxykarbony-1,2-diaminoethanu VI (kde n1 = 13 a
X je polymethylénové spojka obecného vzorce Il kde n; = 2; 420 mg, 0,71 mmol) ve smési
dichlormethanu (12 mi) a kyseliny trifluoroctové (1,5 ml) se micha pfi laboratorni teploté 3 hod.
Rozpoustédla se oddestiluji a odparek se kodestiluje s dichlormethanem (3 x 3 ml) a nasledné za
vakua (20 Pa) suéi 8 hod. Po lyofilizaci odparku z dioxanu se ziskd 430 mg (100% vytézek) N'-(2-
tetradecylhexadekanoyl)-1-amino-2-amoniumethan-trifluotacetdtu VIl (kde n1 = 13 a X je
polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde n2 = 2). Pro CsHesN2O vypocteno: relativni
molekulovd hmotnost 494.9, monoisotopickd hmotnost 494.5; nalezeno ESI-MS m/z: 495.5 ([M+H]*)

(100), 517.5 ([M+Na]*) (30). HR-MS m/z: pro C32He7N20 vypolteno 495.52479, nalezeno 495.52480.

Prikiad 7

Roztok N-(2-tetradecylhexadekanoyl)-N3-terc-butoxykarbony-1,3-diaminopropanu VI (kde n1 =13 a
X je polymethylénovd spojka obecného vzorce Il kde n; = 3; 359 mg, 0,69 mmol) ve smési
dichlormethanu (12 ml) a kyseliny trifluoroctové (1,5 ml) se micha pfi laboratorni teploté 3 hod.
Rozpouitédla se oddestiluji a odparek se kodestiluje s dichlormethanem (3 x 3 ml) a nasledné za

vakua (20 Pa) suéi 8 hod. Po lyofilizaci odparku z dioxanu se ziska 430 mg (100% vytézek) Ni-(2-
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tetradecylhexadekanoyl)-1-amino-3-amoniumpropan-trifluotacetatu VII (kde n; = 13 a X je
polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde n; = 3). Pro Cs3HesN2O vypolteno: relativni
molekulovd hmotnost 508.9, monoisotopickd hmotnost 508.5; nalezeno ESI-MS m/z: 509.5 ([M+H]")
(100). HR-MS m/z: pro CssHesN,0 vypocteno 509.54044, nalezeno 509.54046.

Priklad 8

Roztok N!-(2-tetradecylhexadekanoyl)-N3-terc-butoxykarbony-1,8-diamino-2,6-dioxaoktanu IV (kde
n1 = 13 a X polyethylenglykolova spojka obecného vzorce lll kde n3 = 1; 680 mg, 1 mmol) se micha ve
smési dichlormethanu (12 ml) a kyseliny trifluoroctové (2 ml) teploty pfi laboratorni teploté 3 hod.
Rozpoustédla se oddestiluji a odparek se kodestiluje s dichlormethanem (3 x 3 ml) a nasledné za
vakua (20 Pa) sudi 8 hod. Po lyofilizaci odparku z dioxanu se ziskd 696 mg (100% vytézek) N*-(2-
tetradecylhexadekanoyl)-1-amino-8-amonium-2,6-dioxaoktan-trifluotacetatu VIl (kde n1 = 13 a X
polyethylenglykolovd spojka obecného vzorce Wl kde n3 = 1). Pro C3sH7aN203 vypocteno: relativni
molekulovd hmotnost 583.0, monoisotopickd hmotnost 582.6; nalezeno ESI-MS m/z: 583.6 ([M+H]*)
(100), 605.6 ([M+Na]*) (40). HR-MS m/z: pro C3sH7sN203 vypocteno 583.57722, nalezeno 583.57721;
pro C3sH7aN,03Na vypocteno 605.55971, nalezeno 605.55905.

Priklad 9

K michanému roztoku N-(2-tetradecylhexadekanoyl)-1-amino-2-amoniumethan-trifluotacetatu Vi
(kde n; = 13 a X je polymethylénova spojka obecného vzorce It kde nz = 2; 135 mg, 0,22 mmol)
v dichlormethanu (10 ml) se pfida N, N-dimethylaminopyridin {38 mg, 0,31 mmol), kyselina N-terc-
butoxykarbonylaminooxyoctova (58 mg; 0,27 mmol) a diisopropylkarbodiimid (41 pl, 0,26 mmol) a
smés se micha pti laboratorni teploté pfes noc. Poté se ke smési pfida dichlormethan (15 ml) a roztok
se promyje nasycenym vodnym roztokem NaHCOs (2 x 10 ml), vodnym roztokem NaHSOs (5%; 2 x
10ml) a vodou (2 x 10 ml). Organickd faze se oddéli, vysusi nad bezvodym MgS0a4 a za sniZzeného tlaku
odpafi. Po chromatografii odparku na sloupci silikagelu (100 ml) v systému toluen — etyl-acetat
(gradient 10-73% etyl-acetat, 14 ml/min, 74 min, naneseno v CHCl3) a nasledné lyofilizaci odparku
z dioxanu se ziskd 126 mg (86% vytéiek) N'-(2-tetradecythexadekanoyl)-N?-(N-terc-
butoxykarbonylamiooxyacetyl)-1,2-diaminoethanu VIl (kde n1 = 13 a X je polymethylénova spojka

obecného vzorce Il kde n; = 2). IC spektrum (CHCl3): v=3392 (NH), 3280 (NH), 3099, 2954, 2919, 2850,



oo eoee

LX KX

esr®
se ®
.

.o L2 4 4

15

1755 (C=0; Boc), 1726 (C=0; Boc), 1707, 1645 (Amid 1), 1551 {Amid Il), 1467, 1447, 1390 (CH3; Boc),
1368 (CHs; Boc), 1283, 1253, 1234, 1164, 1105, 1048, 1014, 973, 761, 719 cmt; H NMR spektrum
(400 MHz, CDCl3): 0= 8.23 (s, N'H); 7.84 (s, N?H); 6.39 (s, NHCO2); 3.45 (s, 4H, H-1, H-2); 2.04 (spt, J =
4.7 Hz, H-2"); 1.6-1.54 (m, 2H, H-3", H-1""); 1.49 (s, 9H, 3 x CH3); 1.43-1.35 (m, 2H, H-3", H-1""); 1.32-
1.18 (m, 48H, 24 x CHy); 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 6H, H-16", H-14""). 13C NMR spektrum (100 MHz, CDCls):
0=177.42 (C-1"), 169.83 (N2C), 157.71 (NHCO,) 83.11 (C(CH3)3), 76.42 (C=OCH,0); 48.01 (C-2'), 39.60
(2C, C-1, C-2), 32.93 (2C, C-37, C-1""), 31.91 (2C, C-14’, C-12""), 29.75-29.6 (m, 14C), 29.53 (2C, C-13’,
C-117), 29.35 (2C, C-6’, C-4"), 28.15 (3C, (C(CHa)3), 27.66 (2C, C-4', C-27), 22.68 (2C, C-15, C-137'),
14.11 (2C, C-16°, C-14""). Pro CssH77N30s vypocteno: relativni molekulovd hmotnost 668.1,
monoisotopickd hmotnost 667.6; nalezeno ESI-MS m/z: 690.6 ([M+Na]*) (100), 691.6 ([M+H+Na]’)
(40). HR-MS m/z: pro C3gH7sN30Os vypocteno 668.59360, nalezeno 668.59363; pro CsgH77N30sNa
vypocteno 690.57554, nalezeno 690.57564.

Priklad 10

K michanému roztoku N!-(2-tetradecylhexadekanoyl)-1-amino-3-amoniumpropan-trifluotacetatu
ViI (kde n; = 13 a X je polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde nz = 3; 181 mg, 0,29 mmol)
v dichiormethanu (13 ml) se pfidd N, N-dimethylaminopyridin (50 mg; 0,41 mmol), kyselina N-terc-
butoxykarbonylaminooxyoctové (76 mg, 0,35 mmol) a diisopropylkarbodiimid (56 ul, 0,36 mmol) a
smés se micha pfi laboratorni teploté pfes noc. Poté se ke smési pfidd dichlormethan (18 ml) a roztok
se promyje nasycenym vodnym roztokem NaHCOs (2 x 16 ml), vodnym roztokem NaHSO4 (5%; 2 x
16 ml) a vodou (2 x 16 ml). Organicka faze se oddéli, vysusi nad bezvodym MgS0O4 a za snizeného
tlaku odpafi. Po chromatografii odparku na sloupci silikagelu (100 ml) v systému toluen — etyl-acetat
(gradient 10-73% etyl-acetat, 14 ml/min, 74 min, naneseno v CHCl3) a nasledné lyofilizaci odparku
z dioxanu se ziskd 174 mg (88% vytéZek) N'-(2 tetradecylhexadekanoyl)-N°-(N-terc-
butoxykarbonylamiooxyacetyl)-1,3-diaminopropanu VIl (kde n1 = 13 a X je polymethylénova spojka
obecného vzorce Il kde n; = 3). IC spektrum (CHCl3): v=3392 (NH), 3280 (NH), 3086, 2954, 2919, 2850,
1755 (C=0; Boc), 1726 (CHs; Boc), 1645 (Amid 1), 1544 (Amid Il), 1467, 1437, 1393 {CHs; Boc), 1368
(CHs; Boc), 1271, 1252, 1173, 1132, 1050, 1016, 984, 758, 719 cm; H NMR spektrum {400 MHz,
CDCls): o= 8.24 (s, N'H); 8.1 (s, N°H); 6.53 (s, NHCO3); 4.33 (dt, 2H, J =6, 5.7 Hz, H-1); 3.29 (dt, 2H, J
=6, 5.7 Hz, H-3); 2.06 (spt, J = 4.7 Hz, H-2"); 1.68 (tt, 2H, J = 4.7, 4.7 Hz, H-2); 1.6-1.54 (m, 2H, H-3’,
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H-1"); 1.47 (s, 9H, 3 x CH3); 1.43-1.37 (m, 2H, H-3', H-1""); 1.32-1.18 {m, 48H, 24 x CH2); 0.87 (t, J =
7.0 Hz, 6H, H-16", H-14""). 13C NMR spektrum (100 MHz, CDCl3): 6= 176.96 (C-17), 169.75 (N2C), 157.78
(NHCO32) 82.89 (C(CH3)3), 75.95 (C=OCH,0); 48.10 (C-2°), 35.44 (C-1), 35.23 (C-3), 33.02 (2C, C-3’, C-
1), 31.91 (2C, C-14, C-12"'), 29.75-29.6 (m, 14C), 29.54 (2C, C-13", C-117'), 29.35 (2C, C-6°, C-47),
29.21(C-2), 28.09 (3C, (C(CHa)s), 27.70 (2C, C-4", C-2"), 22.67 (2C, C-15", C-13"), 14.11 (2C, C-16’, C-
14"°). Pro CaoH79N30s vypoéteno: relativni molekulovd hmotnost 682.1, monoisotopicka hmotnost
681.6; nalezeno ESI-MS m/z: 704.6 ([M+Na]*) (100), 405.6 ([M+H+Na]*) (40). HR-MS m/z: pro
CaoHsoN3Os vypolteno 682.60925, nalezeno 682.60931; pro CagHzsN3OsNa vypocteno 704.59119,
nalezeno 704.59123.

Priklad 11

K michanému roztoku  N!-(2-tetradecylhexadekanoyl)-1-amino-8-amonium-2,6-dioxaokta-
trifluotacetdtu VII (kde ni = 13 a X polyethylenglykolova spojka obecného vzorce il kde n3 = 1; 414
mg, 0,575 mmol) v dichlormethanu (3,5 ml) se pfidad N-N-dimethylaminopyridin (98 mg, 0,8 mmol),
kyselina N-terc-butoxykarbonylaminooxyoctové (151 mg, 0,69 mmol) a diisopropylkarbodiimid (110
ui, 0,71 mmol) a smés se micha pfi laboratorni teploté pfes noc. Poté se ke smeési prida
dichlormethan (40 ml) a roztok se promyje nasycenym vodnym roztokem NaHCO; (2 x 35 ml),
vodnym roztokem NaHSOa (5%; 2 x 35 ml) a H20 (2 x 35 ml). Organicka féze se oddéli, vysusi nad
bezvodym MgSOs a za sniZeného tlaku odpafi. Po chromatografii odparku na sloupci silikagelu (110
ml) v systému toluen — etyl-acetdt (gradient 10-100% etyl-acetdt, 14 ml/min, 74 min, naneseno
v CHCl3) a nasledné lyofilizaci odparku z dioxanu se ziska 370 mg (85% vytéZek) NI-(2
tetradecylhexadekanoyl)-N8-(N-terc-butoxykarbonylamiooxyacetyl)-1,8-diamino-2,6-dioxaoktanu

VIl (kde n1 = 13 a X polyethylenglykolovd spojka obecného vzorce lll kde n3 = 1). IC spektrum (CHCl3):
\;=3392 (NH), 3292 (NH), 3090, 2954, 2919, 2850, 1756 (C=0; Boc), 1644 (Amid 1), 1551 (Amid II),
1467, 1425, 1394 (CHs; Boc), 1368 (CHs; Boc), 1321, 1273, 1251, 1166, 1137, 1115, 1034, 980,
854,758, 721, 594 cm'!; 'H NMR spektrum (400 MHz, CDCl): 0= 8.07 (s, N*H); 7.99 (s, N°H); 6.22 (s,
NHCO;); 3.62 (s, 4H, H-4, H-5); 3.59 (t, J = 5.4 Hz, 2H, H-7); 3.55 (t, /= 5.3 Hz, 2H, H-2); 3.51 (dt, J =
5.5 Hz, J = 5.3 Hz 2H, H-1); 3.45 (dt, J = 5.5 Hz, J = 5.0 Hz 2H, H-1); 2.06 (spt, /= 4.8 Hz, H-2); 1.6-1.54
(m, 2H, H-3°, H-1""); 1.47 (s, 9H, 3 x CH3); 1.43-1.37 (m, 2H, H-3", H-1""); 1.32-1.18 (m, 48H, 24 x CH2);
0.87 (t, J = 7.0 Hz, 6H, H-16", H-14""). 13C NMR spektrum (100 MHz, CDCls): 0= 176.47 (C-1'), 168.92
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(N2C), 157.56 (NHCO;) 82.77 (C(CHs)s), 75.99 (C=0CH,0); 70.28 (1C, C4); 70.25 (1C, C-5); 70.13 (2C,
C-2, C-7); 47.90 (C-2°); 39.04 (1C, C-8); 38.75 (1C, C-1); 33.02 (2C, C-3°, C-17), 31.91 (2C, C-14', C-
12°°), 29.75-29.6 {m, 14C), 29.57 (2C, C-13°, C-117), 29.34 (2C, C-6", C-4""), 28.09 (3C, (C(CHs)3), 27.70
(2C, C-4°,C-2""),22.67 (2C, C-15", C-13""), 14.11(2C, C-16", C-14""). Pro C43HgsN30O7 vypocten: relativni
molekulova hmotnost 742.2, monoisotopickd hmotnost 741.7; nalezeno ESI-MS m/z: 756.6 ([M+H]*)
(5), 778.6 ([M+Na]*) {100). HR-MS m/z: pro Ca3HgsN307 vypocteno 756.64603, nalezeno 756.64616;
pro CazHssN307Na vypocteno 778.62797, nalezeno 778.62805.

Priklad 12

Roztok NI-(2-tetradecylhexadekanoyl)-N?-(N-terc-butoxykarbonylamiooxyacetyl)-1,2-
diaminoethanu VIII (kde n; = 13 a X je polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde n; = 2; 202
mg, 0,3 mmol) se mich3 ve smési dichlormethanu (8 ml) a kyseliny trifluoroctové kyseliny (8 ml) pfi
laboratorni teploté 2,5 hod. Rozpoustédla se za snizeného tlaku oddestiluji a odparek se kodestiluje
s dichlormethanem (3 x 4 ml) a nasledné za vakua (20 Pa) susi 8 hod. Po lyofilizaci odparku z dioxanu
se ziskdi 200 mg (97% vytéiek) N!-(2-tetradecylhexadekanoyl)-N?-amoniumoxyacetyl-1,2-
diaminoethan-trifluoracetatu | (kde n1 = 13 a X je polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde n;
= 2). Pro CasHs9oN303 vypocten: relativni molekulovd hmotnost 567.9, monoisotopicka hmotnost
567.5; nalezeno ESI-MS m/z: 575.5 ([M-NHz+H+Nal*) (80), 590.6 ([M+Na]*) (100). HR-MS m/z: pro
Ca4H70N303 vypolteno 568.54117, nalezeno 568.54138; pro CssHesN3O3sNa vypoéteno 590.52311,
nalezeno 590.52322.

Priklad 13

Roztok N1-(2 tetradecylhexadekanoyl)-N3-(N-terc-butoxykarbonylamiooxyacetyl)-1,3-
diaminopropanu Vil (kde n; = 13 a X je polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde nz = 3; 87
mg, 0,13 mmol) se michd ve smési dichlormethanu (3,5 ml) a kyseliny trifluoroctove (3,5 ml} pfi
laboratorni teploté 2,5 hod. Rozpoustédia se oddestiluji a odparek se kodestiluje s dichlormethanem
(3 x 2 ml) a nasledné za vakua (20 Pa) su3i 8 hod. Po lyofilizaci odparku z dioxanu se ziska 87 mg (99%
vytéiek) NI-(2 tetradecylhexadekanoyl)-N?-amoniuoxyacetyl-1,3-diaminopropan-trifluoracetatu |
(kde n; = 13 a X je polymethylénova spojka obecného vzorce Il kde n2 = 3). Pro C3sH71N30s3 vypocteno:

relativni molekulova hmotnost 582.0, monoisotopickd hmotnost 581.6; nalezeno ESI-MS m/z: 604.4
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(IM+Nal]*) (100). HR-MS m/z: pro CssH72N303 vypocteno 582.55682, nalezeno 582.55702; pro
C3sH71N3OsNa vypodéteno 604.53876, nalezeno 604.53892.

Priklad 14:

Roztok N-(2 tetradecylhexadekanoyl)-N3-(N-terc-butoxykarbonylamiooxyacetyl)-1,8-diamino-2,6-
dioxaoktanu VII {kde n1 = 13 a X polyethylenglykolova spojka obecného vzorce Il kde n3 = 1; 345
mg, 0,13 mmol) se michd ve smési dichlormethanu (14 ml) a kyseliny trifluoroctové (14 ml) pfi
laboratorni teploté 2,5 hod. Rozpoustédla se oddestiluji a odparek se kodestiluje s dichlormethanem
(3 x 8 ml) a nasledné za vakua (20 Pa) susi 8 hod. Po lyofilizaci odparku z dioxanu se ziska 330 mg
(98% vytéiek) NI-(2-tetradecylhexadekanoyl)-Né-amoniumoxyacetyl-1,8-diamino-2,6-dioxaoktan-
trifluoracetatu | (kde n; = 13 a X polyethylenglykolova spojka obecného vzorce Il kde n3 = 1). Pro
C3gH77N30s vypocteno: relativni molekulovd hmotnost 656.1, monoisotopickd hmotnost 655.6;
nalezeno ESI-MS m/z: 604.4 ([M+Na]*) (100). HR-MS m/z: pro CsgH7sN30s vypocteno 656.59360,
nalezeno 656.59380; pro C3gH77N30sNa vypocteno 678.57554, nalezeno 678.57573.

Pfiklady provedeni — povrchova modifikace liposom a biologické aktivity

Ptiklad 15
Ptiprava liposomd se zabudovanymi aminooxylipidy obecného vzorce I (dle pFikladu 12, 13 a 14).

Metody: Liposomy se zabudovanym aminoxylipidem byly pripraveny hydrataci fosolipidniho filmu.
Lipidy byly spoleéné rozpudtény v chloroformu v koncentraci 10mg lipidu/1 ml chloroformu
v moldrnim poméru 99% EPC na 1% aminooxylipidi obecného vzorce I (dle pfikladu 12, 13 a 14).
Chloroformovy roztok byl odpafen v bafce kulovitého tvaru na vakuové rotacni odparce; tlak 100
hPa, teplota vodni ldzné 37 °C, otacky 90/min). Vytvofeny lipidovy film byl hydratovén PBS (pH 7,2,
0,14M NaCl, 20 mM Na-fosfat) na vyslednou koncentraci 10 mg/ml. Liposomy byly nasledné
extrudovany ptes polykarbonatové filtry Nucleopore s velikosti pérli 400 a 100 nm. Velikost a zeta-
potencidl nyly stanoveny na pfistroji Nanosizer ZS (Malvern, Velkd Britanie) v cele DTS pfi

attenudtoru 4, teploté 25 °C.
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Vysledky: zabudovéni N-aminooxylipidi obecného vzorce | (dle pfikiadu 12, 13 a 14) do liposoma
nema podstatny vliv na koneénou distribuci liposomd. Priklad s lipidem obecného vzorce 1 (dle

prikladu 12): EPC liposomy: velikost 82 nm, PDI 0,11; EPC+ aminooxylipid 1%: velikost 81 nm, PDI0,1.

Aminooxylipidy obecného vzorce I (dle pfikladu 12, 13 a 14) jsou schopny s dal3imi pomocnymi lipidy
(EPC = vaje¢ny fosfatidyl cholin) tvofit stabilni lipidni dvojvrstvu a tudiz je lze pouZit na pfipravu
liposom(i. Velikost liposom koresponduje s velikosti port poutzitého filtru pro extruzi. Zeta potencial
liposom( obsahujicich 1% aminoxylipidu obecného vzorce | (dle pfikladu 12, 13 nebo 14)

v neutrdlnim pH roztoku PBS dosahuje hodnot kolem 0 mV.

Ptiklad 16
Cytotoxicita liposom{ a se zabudovanymi aminooxylipidy obecného vzorce |

Metody: Cytotoxicita liposoml pFipravenych postupem popsanym v pfikladu 15 se stanovi
srovnanim cytotoxicity EPC liposom( a EPC liposom( se zabudovanym aminooxylipidem obecného
vzorce 1 (dle piikladu 12, 13 nebo 14) v in vitro experimentech s T-lymfocyty a na burikach H1299

nadorové linie plicniho nadoru.

Méfeni bylo provedeno na flowcytometru Fortessa (Beckton Dickinson). Apoptické burky byly

detekovény a kvantifikovany pomoci fluorescencniho barviva Annexin V {Invitrogen)

Ve véech experimentech bylo pracovdno s 500 pl media v jamce, obsah lipidu 100 pg na 1 m! media.
Inkubovény byly nemodifikované liposomy a postliposomalné modifikované liposomy hyaluronovou
kyselinou. V experimentu 1 byly plicni nddorové buriky H1299 inkubovény 30 minut pfi teploté 4°C.
V experimentu 2 byly pouZity T-lymfocyty, které byly inkubovany pfi laboratorni teploté v rotatoru.
V experimentech 3 a 4 byly pouZity buriky plicni nddorové linie H1299, které byly inkubovany 2
hodiny v CO3 inkubdtoru (37°C, 5% CO) V pokusu 5 byly pouZity plicni nadorové buriky H1299, které

byly 30 minut inkubovény v lednici pfi teploté 4°C.

vysledky: Zabudovéni aminooxylipid obecného vzorce I (dle pFikladu 12, 13 nebo 14) do liposomalni
dvojvrstvy liposom@ nemd za nasledek zvy3eni jejich cytotoxicity. NetoxiCnost byla prokdzana

srovnanim cytotoxicity EPC liposom a EPC liposomi se zabudovanym aminooxylipidem obecného
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vzorce | (dle prikladu 12, 13 nebo 14) v in vitro experimentech s T-lymfocyty a bunkach H1299

nadorové linie plicniho nadoru.

Data jsou uvedena v tabulce (Tabulka 1).

Pfiklad 17

Ptiprava liposom@ s navazanou HA pfes redukujici konec jeji molekuly; zména velikosti liposomd s
1% aminooxylipidem obecného vzorce 1 (dle pfikladu 12, 13 nebo 14) po navédzani HA; DLS a TEM

snimky struktury liposomu s ndvazanou HA

Metody: Liposomy pFipravené postupem popsanym v pfikladu 15, obsahujici 1% aminoxylipidu
obecného vzorce | (dle piikladu 12, 13 nebo 14) o vychozi koncentraci 10 mg/ml PBS, byly smichany
s HA (Mr 10440, Contipro) o koncentraci 1 mg/ml PBS v poméru 1 mg celkového lipidu na 0,1 mg HA.
Inkubace probihd minimélné 30 minut pfi pokojové teploté. Nadbyteénd HA byla ostranéna gelovou

chromatografii na koloné Superose 6 (Pharmacia).
MéFeni na DLS probihalo za stejnych podminek jako v pfikladu 15.

Pro TEM (Philips 208S Morgagni,FEl, Czech Republic) byly prepardty barveny molybdenanem
amonnym (1% roztok), pro SEM (Hitachi SU 8010, Hitachi Ltd., Japan) se preparaty nebarvily a pro
KryoTEM bylo pouZito kontrastni barveni pomoci uranyl acetdtu (UO2*?; 0.05%) vzhledem k jeho

selektivni elektrostatické vazbé na HA
Vysledky: Méreni DLS

Kyselina hyaluronova 5-15 kDa: velikost 5-6 nm; nemodifikované liposomy: velikost 71 nm; liposomy
s navazanou HA: velikost 82 nm; Z-potencial prazdnych liposomu byl 0,4 mV, po navazani HA (Mr

10440) klesl na -4,4 mV.

Vysledky z TEM a SEM (Obrazek 1); patrnd je karta€ova struktura tvofena linedrnimi vlakny HA, viz.
Sipky.
Vysledky z kryoTEM (Obrézek 2); vnéj3i vrstva HA je vice kontrastni vzhledem k vazbé s UO,*2(Eernd

Sipka). Sila této vrstvy je 3.5-6.7 nm, co je v dobrém souladu s hydrodynamickym primérem

molekuly HA. Vnitini vrstva (bila Sipka) representuje fosfolilpidovou dvojvrstvu o sile 3.7 - 4.2 nm.
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Zvétseni velikosti liposom( (méFeno pomoci DLS) je zhruba 7-12 nm, coZ je v dobrém souladu s daty

ziskanymi pomoci kryoTEM (bila Usecka o délce 10 nm).

Priklad 18

P¥iprava liposom{ s navézanou kyselinou hyaluronovou o Mr 391 kDa pfes redukujici konec jeji

molekuly

Metody: Liposomy ptipravené postupem popsanym v pikladu 15, obsahujici 1% aminoxylipidu obecného
vzorce | (dle pfikladu 12, 13 nebo 14) o vychozi koncentraci 10 mg/mi PBS, byly smichany s HA (Mr 391 kDa,
Contipro) o koncentraci 1 mg/ml PBS v poméru 1 mg celkového lipidu na 0,1 mg HA. Inkubace probiha
minimalné 30 minut pfi pokojové teploté. Nadbyteéna HA byla ostranéna gelovou chromatografii na koloné

Superose 6 {Pharmacia).

Vysledky: Z-potencial prazdnych liposom( je -0,4 mV a po pfidani HA (Mr 391 KDa) klesl na -7 mV. Nardst

velikosti liposom& modifikovanych HA je 20 nm. Snimky z TEM potvrzuji navézéni HA o Mr 391 kDa.

Priklad 19
Pfiprava liposom( s fluoerscenéné znaéenou HK

Metody: Liposomy pfipravené postupem popsanym v pfikladu 15, obsahujici 1% aminoxylipidu
obecného vzorce | (dle pFikladu 12, 13 nebo 14) o vychozi koncentraci 10 mg/ml PBS, byly smichany
s HA modifikovanou FITC (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1 mg/mi PBS v poméru 1 mg celkového lipidu
na 0,1 mg HA. Inkubace probihd minimdlné 30 minut pfi pokojové teploté. Nadbyte¢na HA byla
ostranéna gelovou chromatografii na koloné Superose 6 (Pharmacia). Takto pfipravené liposomy
jsou dale poufity v pokusech, kde je vyhodou jejich zobrazeni pomoci fluorescencnich technik

(fluorescenéni mikroskopie, fluorimetrie).

Pfiklad 20

Pfiprava liposomil s navazanym imunoglobulinem tfidy IgY modifikovanym aldehydovymi skupinami
vygenerovanymi oxidativnim $tépenim jeho sacharidové slozky a specifickd interakce liposoma s

bakterii S. aureus

Metody: Liposomy pfipravené postupem popsanych v pfikladu 15, obsahujici 1% aminoxylipididu

obecného vzorce | {dle prikladu 14) o vychozi koncetraci 10 mg/ml PBS, byly smichamy s IgY
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aktivovanou iodistanem v PBS v poméru 1 mol aminoxylipidu na 1 mol IgY. Inkubace probihd
minimalné 30 minut pfi pokojové teploté. Nadbyteény nenavdzany IgY byl odstranén gelovou
chromatografii na koloné Superose 6. PouZity 1gY byl izolovédn ze Zloutk( vajec od slepice
imunizované usmrcenymi bakteriemi S. aureus. Bakterie S. aureus byly inkubovany s fluorescenéné

znacenym IgY (fluorescein) z vajec imunizovanych slepic.

Vysledky: Rozdil pfiblizné 19 nm mezi nemodifikovanymi liposomy a proteoliposomy s navazanym
IgY odpovida zvétieni velikosti liposom{ vliivem homogenniho navazani IgY na jejich povrch, coz bylo
stanoveno pomoci DLS (Obrazek 3) a TEM (Obrazek 4a,b). Specificky IgY se vazal na bakterie a doSlo
k jejich oznaceni; IgY nema schopnost agregovat antigeny a proto jsou jednotlivé kroky oddélené
(Obrazek 4c). Fluorescenéné zancené liposomy (fluoresceinfosfatidyl etanolamin) s navdzanym
specifickym IgY interagovaly s bakteriemi, doslo k jejich fluorescenénimu oznaleni a agregaci
(Obrazek 4d). Vazba na bakterie byla pozorovana na fluorescenénim mikroskopu. Vysledek
prokazuje, ze vazba imunoglobulinl na liposomy metodou N-oxy ligace zachovava jejich schopnost
rozopoznat antigen, agregovat ho a zacilit terapeutikum k burikdm (napf. cytostatikum) nebo

bakteriim (antibiotikum). V pfipadé bakterii je tentosystém vhodny pro Ié¢bu mastitid u dojnic.

Priklad 21

Vazba polysacharidu mannanu na liposomy a stimulace dendritickych bunék liposomy s navazanym

mannanem

Metody: Liposomy pfipravené postupem popsanym v piikladu 15, obsahujici 1% aminoxylipididu
obecného vzorce | (dle prikladu 14) o vychozi koncetraci 10 mg/ml PBS, byly smichdny s roztokem
mannanu v PBS v poméru 1 mg celkového lipidu na 0,1 mg mannanu. Reakce probihala pfi pokojové
teploté. Nizkomolekuldrni komponenty a nenavdzany mannan byly odstranény gelovou
chromatografii na koloné Superose 6. Priikaz vazby mannanu na povrch liposomd byl proveden: a)
skenovaci a transmisni elektronovou mikroskopii; b) zména velikosti liposomd byla stanovena
technikou DLS (Zetasizer ZS, Malvern UK). Polysacharid mannan byl izolovan z kvasinky Candida
albicans. Velikost molekuly mannanu a liposomd byla méfena pomoci DLS. Modifikace povrchu
liposomd byla rovné? prokdzana pomoci TEM a SEM. Dendritické burky byly pfipraveny kultivaci
z periferni krve zdravych darcd. Stimulaéni aktivita byla srovnana s aktivitou lipopolysacharidu (LPS,

standard Salmonela minesota).
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vysledky: Molekula mannanu méd velikost 6 nm, nemodifikované liposomy maji velikost 145 nm a
liposomy s navazanym mannanem maji velikost 155 nm. Z ¢eho je zfejmé, Ze doslo ke zvétdeni o 10
nm co? je v dobré korelaci s teoreticky oéekdvanym narlstem o 12 nm (dvojndsobek velikosti
molekuly mannanu). Distribuce velikosti distribuce velikosti je zndzornéna na Obrazku 5. Molekuly
vazaného mannanu jsou patrné na snimcich z elektornové mikroskopie po negativnim barveni
molybdenanem amonnym (Obrdzek 6). Liposomy s navazanym mannanem si zachovavaly vyraznou
imunostimulaéni aktivitu, ktera byla prokazana na lidskych dendritickych bufikéch in vitro. Konfokalni
mikroskopie prokdzala interakci liposom modifikovanych mannanem s denritickymi burikami (DC)
a internalizaci do cytoplasmy (Tabulka 2). Specifické markery aktivace dendritickych bunék byly
sledovany pomoci priitokové cytometrie. Interakce s DC byla zobrazena zobrazenou pomoci

konfokalni mikroskopie (Obrazek 7).

Priklad 22:
Srovnani vazby HA na liposomy prezentujici aonooxyskupinu vs. liposomy prezetujici aminoskupinu

Metody: Liposomy prezentujici aonooxyskupinu byly pfipraveny postupem popsanym v prikladu 15;
obsahujici 1% aminoxylipididu obecného vzorce | (dle pfikladu 14) o vychozi koncetraci 10 mg/ml
PBS. Liposomy prezentujici aminoskupinu byly pfipraveny stejnou technikou s lipidem DOPE
obsahujicim aminovou skupinu. Tyto liposomy o vychozi koncetraci 10mg/ml PBS byly smichamy
s fluorescenéné znacenou HA (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1 mg/ml PBS v poméru 1 mg celkového
lipidu na 0,1 mg HA. Inkubace probiha minimalné 30 minut pfi pokojové teploté (viz pfiklad 19). Oba
vzorky byly inkubovény v 10 mM kyseliné citronové. Nenavazana HA byla odstranéna na koloné
Superose 6 (nastfik 200 pi, pratok prvni mililitr 0,1 ml/min, potom 0,3 ml/min, sbér frakci po 1 ml).
Fluorescence byla méfena na fluorimetru Perkin Elmer pfi odpovidajicich vinovych délkich (excitace

pro FITC-HA 490 nm, emise 505 nm)

Vysledky: Ve frakci obsahujici liposomy (2 ml) u liposom( s aminoxylipidem obecného vzorce I {dle
piikladu 14) bylo navazano 45% plivodniho mnoistvi HA, které se vlivem okyseleni nezmenilo. Pro
ostatni aminooxylipidy obecného vzorce I (dle pfikladu 12,13) byla data téméf totoind. U liposomU
obsahujici DOPE, bylo navézano 27% puvodniho mnoZstvi HA a po okyseleni zdstalo navazano 20%

(Obrazek 8)
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Priklad 23:
Vazba liposom obsahujicim aminooxylpid obecného vzorce I (dle pfikladu 14) na buriky H1299

Metody: K bufikdm H1299 byly pfidény liposomy pfipravené stejné jako v pFikladu 15 obsahujici 0,4%
fluorescenéniho lipidu v objemu max. 10% z celkového objemu v jamce. Celkové mnoZstvi liposomu
bylo 100 pg lipidu na 1 ml media. Mnoistvi liposom( zachycenych burikami bylo méfeno
flowcytometrem FASCCalibur (Becton Dickinson, USA), pro pozorovani byl pouZit fluorescenéni

mikroskop {Nikon, Japonsko).

Vysledky: Vysledky z flowcytometru (Obrazek 9), vysledky z fluorescenéniho mikroskopu (Obrazek
10) ukazuji, ze vazba kyseliny hyaluronové zlepsuje vazbu liposomd na buriky pfes receptor CD44.
Liposomy s kyselinou hyaluronovou navézanou pfes aminoxylipid je moiné vyuzivat pro cileni do

bunék exprimujicich CD44 receptor.
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Patentové naroky

1. Aminooxylipidy obecného vzorce |

(0]
HzN\oﬁ(NH\x/”“%
0 n
|

kde n1 =5 —30 a X je polymethylénova spojka obecného vzorce I

S
\9@
]
kde np=2-10,

nebo X je polyethylenglykolova spojka obecného vzorce lll

é \/\Ofvoaf\ ¥

kde ng = 1-14.

2. Aminooxylipidy obecného vzorce | podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze n; = 13 a X je
polymethylénova spojka obecného vzorce Il uvedeného v naroku 1, kde ny = 2 i 3, nebo X je

polyethylenglykolové spojka obecného vzorce Il uvedeného v naroku 1, kde n3 = 1.

3. ZpGsob pFipravy aminooxylipid( obecného vzorce |, popsaného v ndroku 1, vyznalujici se tim, ze
acylaci N-terc-butoxykarbonyl-polymethylendiaminu {(CHz)3C-O-(C=0)-HN-{CH2)s-NHz, n = 2 -
13}, & N-terc-butoxykarbonyl-polyethyleglykoldiaminu {{CHz)3C-O-(C=0)-HN-(CH2)2-[0-(CH2)]n-
O-(CH2)2NH3, n = 1 - 14} symetricky v poloze C(2) vétvenou mastnou kyselinou obecného vzorce

v

HO Ny

Ny
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kde n1 = 5 — 30, organickém aprotickém rozpoustédle (s vyhodou v DMF a promotovanou HATU),

nebo od kyseliny 1 odvozenym acylchloridem obecného vzorce V

Cl ny

N4
\'
kde n1 =5 - 30, v organickém aprotickém rozpoustédle a v pfitomnosti organické baze (s vyhodou
dichlormethanu v pfitomnosti N-etyldiisopropylaminu) se ziskaji N-Boc-aminolipidy obecného

vzorce VI

Boc—NH_ /NH ny

ny
vi
kde n1 =5 — 30 a X je polymethylénova spojka obecného vzorce 1l popsaného v néroku 1 nebo

polyethylenglykolova spojka obecného vzorce Il popsaného v nédroku 1, ty se v nasledujicim
stupni prevedou hydrolytickym od3tépenim Boc-skupiny chranici (s vyhodou kyselinou

trifluoroctovou v dichlormethanu) na aminolipidy obecného vzorce VII
0O

HN _NH m

N4
Vil
kde n; =5 — 30 a X je polymethylénova spojka vySe uvedeného obecného vzorce Il nebo

polyethylenglykolova spojka vy3e uvedeného obecného vzorce Ill, které se kondenzaci
s kyselinou N-terc-butoxykarbonylaminooxyoctovou v organickém aprotické rozpoustédie (s
vyhodou v dichlormethanu) a v pfitomnosti kondenzacniho Cinidla (s vyhodou N,N’-

diisopropylkarbodiimidu) pfevedou na N-Boc-aminooxylipidy obecného vzorce VIl
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Boc-NH NH NH Ny

0 N1
Vil
kde n1 = 5 — 30 a X je polymethylénova spojka vy$e uvedeného obecného vzorce Il popsaného

v naroku 1 nebo polyethylenglykolové spojka vyse uvedeného obecného vzorce Ill popsaného
v naroku 1, ty naslednym hydrolytickym od3$tépenim Boc-skupiny poskytnou cilové
aminooxylipidy obecného vzorce | popsaného v naroku 1, pficemz acylchloridy obecného vzorce
V se piipravi reakci kyselin obecného vzorce IV s oxalylchloridem v pfitomnosti katalytického
mnozstvi N,N-dimethylformamidu v organickém aprotickém rozpoustédle (s vyhodou

v dichlormethanu).

PouZiti netoxickych aminooxylipidd obecného vzorce | pro konstrukci konstrukci netoxickych
samoskladnych liposomalnich nosi€l lé¢iv prezentujicich aminooxyskupiny a takzvana
,postliposomalni“ modifikace téchto nosi¢d biologicky funkénimi molekulami za poutZiti oximové

ligadni techniky (vazebné pary: aminooxyskupina a aldehydova skupina nebo ketoskupina).
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Obrazky
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Obr. 5:
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Obr. 8:
Mnozstvi kyseliny hyaluronové v
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Obr. 9:
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Prazdné liposomy

Liposomy modifikované
kyselinou hyaluornovou
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Tabulky:
Tab. 1:
apoptické buriky (%)
Pokus | kontrola EPC-lip N-oxy-lip
1 0 0,1 0,1
2 0,11 0 0,1
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 01 0,3
Tab. 2:
manosylované
Parametr kontrola | LPS
liposomy
CD11c+/CD80+ | 15 83 |74
CD11c+/CD83+ | 45 88 |83
CD4+ 0 15 |15
CD8+ 0 21 |24
CD3+ 0 17 |17
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