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N-Acyldipeptidovy derivat vieobecného vzorca (I), kde

jednotlivé substituenty maji vyznam definovany v
narokoch, ma biologickl aktivitu, najmi imunomodulatné

vlastnosti, a je pouZitelny na zvysenie imunity a na lieCenie NHR,
virusovych, parazitickych, mikrobialnych alebo plesiiovych

chordb l'udi a zvierat.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka odboru chémie, osobitne oblasti lekarskej chémie. Je zamerany na N-acyldipeptidovy
derivat odvodeny od hydroxylovanych aminokyselin, ktorych volné funkéné aminoskupiny sa acyluji
kyselinami. Vynélezom st teda N-acyldipeptidové derivaty odvodené od hydroxylovanych aminokyselin,
ktorych vol'né funkéné aminoskupiny si acylované mastnymi kyselinami. Charakteristickou vlastnostou
takychto zlucenin su biologické aktivity, najmi imunomodulacia vic§ia ako pri znamych zluceninach zo
stavu techniky.

Doterajsi stav techniky

Vynélez sa zameriava na pseudopeptidy oznadované ako analdgy lipidov A Lipidy A st glykolipidové
molekularne entity, ktoré tvoria lipidové zakonCenie liposacharidu (LPS), priom je LPS zakotveny v
bunkovej membrane gram negativnej baktérie. Tymto entitim sa priraduje vyraznd imunostimula¢nd aktivita
LPS (Rietschel a kol., Curr. Top. Microbiol. Immunol., 1996, 216, str. 39, Zaehringer a kol. Adv. Carbohydr.
Chem. Biochem. 1994, 50, str. 211).

Lipidy A" a ich analégy maju zaujimavé biologické posobenie ako imunomodulaéné a protirakovinové
¢inidla (Shiba and Kotani, Daiichi Seiyaku Co., patentovy spis ¢islo JP 61 227 586 A. Hasegawa a kol. Toho
Pharmaceutical Industries, eurdpsky patentovy spis ¢islo EP 224 260. Kodem,a a kol. Suntory Ltd., eurépsky
patentovy spis Cislo EP 688 289), vieobecne s viak charakterizované vysokou endotoxicitou.

Derivat lipidu A menom OM-174 (de-O-acylovany E.coli lipid A) mé zvla$tny vyznam pre svoju vel'mi
nizku toxicitu a vyrazné pdsobenie ako imunomodulacné a protirakovinové inidlo a ako adjuvant (Davies,
Bauer, Hirt, Schulthess, Laboratories OM S.A., svetovy patentovy spis &islo WO 95 14026). Komplexna
Struktira lipidov A a ich toxicita stimulovala vyskum syntetickych analogov, ako napriklad hybridu O-acy-
lovanych O-glykosalovanych aminokyselin (Achiwa a kol., Chem. Pharm. Bull. 1994, 42, str. 2526, 1997,
45, str. 312, 1997, 45, str. 1089).

N-Acylované pseudopeptidy podla vynalezu vytvdraji novu triedu syntetickych analégov lipidu A
zbavenych ich toxicity a majucich vyrazné imunomodulaéné vlastnosti.

Oxid dusika NO a reaktivne oxygény, ako je superoxidovy anidn, maji vyznamnu Glohu pri regulécii
imunneho systému. Tieto aktivity sii Siroko opisané (Bogdan C., Natural Immunol., 2001, 2. str. 970 aZ 916 a
citovana literatira).

Oxid dusika NO ma r6zne modulacné pésobenie na zapalovi a imiinnu reakciu.

V zivodéisnom tkanive sa NO generuje NO-syntazami (NOS), ktoré oxiduji L--arginin na L-citrullin.
Niektoré formy NOS si zname vratane indukovateIného NOS (iNOS alebo NOS II) obsiahnutého v
makrofagach, monocytoch a inych typov buniek podielajlicich sa na zapalovych procesoch. Induktorom
NOS je LPS.

Interakcia lipopolysacharidov (LPS) s TLR4 receptorovymi spustadlami je kaskéatou javov vedicich k
aktivacii NFkB faktora, ktory je zodpovedny za transkripciu INOS enzymu. Oxid dusika NO, produkovany
imunologicky alebo chemicky stimulovanymi makrofagmi, predstavuje antimikrobalnu aktivitu pripisovanu
vytvaraniu peroxynitrilu (ONOO).

Okrem tejto lohy je oxid dusika NO mocnym regulatorom imunnej reakcie. Obzvlast' sa charakterizuje
ako inhibitor expresie génov zahrnutych v bunkovej proliferacii a najmi buniek T subtypov Thl. Zda sa tieZ ,
7e inhibuje sekréciu cytokynu svojimi T lympocytmi pri zapaloch.

Vieobecne tieto problémy opisal Coleman J. W. (International Immunopharmacology 2001, 2, str. 1397
aZ 1406). Ako d’alSia prisluna literatura sa uvadza najmi: Wink (Curr. Top. Cell. Regul. 1995, 34, str. 159
aZ 187), Taylor-Robinson (Eur. J. Immunol, 1994, 24, str. 980 aZ 984), Bauer H. (Immunology 1997, 90, str.
205 az 211) Fehsel K (J. Ommunol. 1995, 155, str. 2858 aZ 2865).

Obzvlast pre svoju schopnost’ stimulacie oxidu dusika NO je nutné povazovat zluceniny podla vynalezu
ako ¢&inidla schopné modulovat’ iminnu reakciu organizmu a su preto uZito¢né ako farmaceutické ¢inidla.

Podstata vynilezu
Podstatou vynalezu st pseudopeptidy vieobecného vzorca (I)
X-0-(CHy)-CH~(CH,),~-CONH~(CH,),-CH-(CH,),-O-Y D,
l

|
NHR, NHR,
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kde znamena

R, a R, acylovu skupinu odvodent od nasytenej alebo nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym alebo s
rozvetvenym retazcom s 2 aZ 24 atémami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
nickolko substituentov vybranych zo sdiboru zahrnujiceho hydroxylovi skupinu, alkylovi skupinu,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylaminoskupinu, acyltioskupinu a alkyltioskupinu s 1 aZ
24 atébmami uhlika,

mlazé4

no,

p 3 alebo 4

ql

X a Y atém vodika alebo fosfonoskupinu za podmienky, Ze znamend aspoil jeden substituent X a Y
fosfonoskupinu.

Pokial’ X a/alebo Y znamenaju kysli skupinu v neutralnej forme, ide o formu volnej fosforecnej kyseliny.
Ak je kysla skupina vo forme s nabojom, ide o sol’ fosfore¢nej kyseliny, najmé vytvaranej adiciou organicke;j
alebo anorgatickej zasady, vyhodne terapeuticky prijatefnej. Pokial’ zasady nie su vhodné na terapeutické
pouZitie, si pouziteIné napriklad na jednoduchu identifikdciu, na ¢istenie a na separéaciu.

Zisady vytvéarajice soli uréené na terapeutické pouZitie zahrnujii hlavne zasady alkalickych kovov, ako
st napriklad hydroxid sodny, draselny alebo litny, soli améniové, zésady kovov alkalickych zemin, ako
hydroxid vapenaty, hore¢naty a strontnaty, hydroxid Zeleznaty, organické zasady, ako su zasady odvodené od
primarnych, sekundérnych a tercidrnych aminov, ako si metylamin, dietylamin, monoetanolamin, dietanol-
amin, benzylamin, N-metylbenzylamin, veratrylamin, trimetoxybenzylamin, zasadit¢ aminokyseliny, ako je
lyzin a ornitin alebo aminocukry.

Priklady zésad nevhodnych na terapeutické ucely si brucin, strychnin, agmatin, homarin, glukozamin, N-
-metylglukozamin alebo N-metylmorfolin. Ako je uvedené, su soli od nich odvodené vhodné na separalné a
identifikacné ucely.

Ak znamena m 1 a n 0, je prislusnd molekula odvodend od serinu. Ak znamena m 2 a n 0, je molekula
prichadzajiica do tivahy odvodena od homoserinu. Ak znamenéd m 3 a n 0, ide o petahomoserinové zliceniny.
Ak znamena m 4 a n 0, ide o hexahonoserinovii zlu€eninu.

Ak znamena p 3 a q 1, mdZe ist o citrullinovi, ornitinovu alebo argininovy zlu¢eninu. Ak znamena p 4 a
q 1, ide 0 homoargininovu alebo lyzinovii zluceninu.

Z pseudopeptidov maju zvlastny vyznam nasledujice zIiceniny:
3-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-9-(3-hydroxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-azadekéan-1,10-diol-1
a/alebo 10-dihydrogenfosfat a ich adiéné soli s organickou alebo s anorgatickou zdsadou,
3-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-9-(3-hydroxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-azadekan-1,10-diol-
-1,10-bis(dihydrogenfosfat) a jeho adiéné soli s organickou alebo s anorganickou zasadou,
3-(3-hydroxytetradekanoylamino)-9-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-azadekan-1,10-diol-
-1,10-bis(dihydrogenfosfat) a jeho adi¢né soli s organickou alebo s anorganickou zasadou,
3-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-9-(3-hydroxytetradekanoylamino-4-oxo-5-azadekan-1,10-diol-1-
-dihydrogenfosfat a jeho adiéné soli s organickou alebo s anorganickou zésadou,
3-(-hydroxytetradekanoylamino-9-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-azadekdn-1,10-diol-1-
-dihydrogenfosfat a jeho adi¢né soli s organickou alebo s anorganickou zasadou,
3-(3-hydroxytetradekanoylamino-9-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-azadekan-1,10-diol-10-
-dihydrogenfosfat a jeho adiéné soli s organickou alebo s anorganickou zasadou.

Symboly R; a R, znamenaju rovnaké alebo rozne zvysky nasytenych alebo nenasytenych acylovych
derivatov s rozvetvenym alebo s priamym retazcom, ktoré mézu obsahovat' jeden alebo niekolko substi-
tuentov vybranych zo siboru zahmujiceho skupinu alkylovii, aminoskupinu, acylaminoskupinu,
hydroxylovii skupinu, alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, acyltioskupinu a alkyltioskupinu.

Priklady takychto zvyskov acylovanych, substituovanych derivatov si skupina ricinoleylovd, 12-hyd-
roxystearoylova, 2-hydroxy-3-metylbutyroylova, 3-hydroxy-2-aminopentanoylové, palmitoylova, elaidylova,
eleostearoylova, arachidoylova, arachidonylova, gadoleylova, behenylova, erucylova, 8-metyldekanoylova,
9-metyldekanoylova, dokosohexanoylova alebo eikosapentanoylova. Vyznamné acylové skupiny su
odvodené od 3- hydroxymyristovej kyseliny a od 3-lauroyloxymyristovej kyseliny.

Zli&eniny vieobecného vzorca (I) a hlavne monofosforylované a bisfosforylované zluceniny oznadované
OM-294-MP, (MP) a OM-294-DP (DP), maji zaujimavé farmakologické vlastnosti, hlavne so zreteom na
imunomodulaciu. Osobitne prichadzajii do tivahy na lie¢enie chorob suvisiacich s nedostatkami imunitného
obranného systému alebo s nadmernou expresiou imunitnych reakeii zavislych od pouZitych davok. MéZu sa
tieZ pouzivat’ pri lie¢eni rakoviny a ako adjuvanty alebo latky podporujiice reakcie na formuldciu vakein.

Vynalezom su teda pseudopeptidy odvodené od hydroxylovanych aminokyselin, ktorych volné funkéné
aminoskupiny sii acylované mastnymi kyselinami. Charakteristickou vlastnostou takychto zlicenin si
biologické aktivity, najmi imunomodulacie va&3ie ako zlu¢enin znamych zo stavu techniky.
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Podstatou vynélezu je tieZ spsob pripravy N-acyldipeptidového derivatu vieobecného vzorca (1),

X-O-(CHy),-CH~(CH,),-CONH-(CH,),-CH~(CH,)-B-Y 0,

| |
NHR, NHR,

kde znamena

R; a R; acylovt skupinu odvodenu od nasytenej alebo nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym alebo s
rozvetvenym retazcom s 2 aZ 24 atémami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
niekol’ko substituentov vybranych zo siboru zahrnujuceho hydroxylovi skupinu, alkylovi skupinu,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylaminoskupinu, acyltioskupinu a alkyltioskupinu vZdy s 1
az 24 atémami uhlika,

mlaz4

n0,

p 3 alebo 4

ql

X a Y atom vodika alebo fosfonoskupinu za podmienky, Ze znamend aspoii jeden substituent X a Y
fosfonoskupinu,

pri ktorom sa funkéné aminoskupiny v nekoncovej polohe (q+1) a v koncovej polohe omega diaminokyse-
liny vieobecného vzorca

H,N-(CH,),-CHNH,(CH,),,COOH

chrania blokovacimi skupinami, ktoré lahko podliehaju acidolyze a hydrogenolyze, karboxylova funkéna
skupina vZdy vo volnej forme sa nechdva reagovat’ s redukénym ¢inidlom na ziskanie zodpovedajiceho
alkoholu, funkéna aminoskupina v nekoncovej polohe (q+1) sa uvolfiuje a potom sa acyluje aktivnym
derivatom karboxylovej kyseliny vieobecného vzorca R,OH, kde R, ma uvedeny vyznam, koncova funkénd
aminoskupina v polohe omega sa nasledne uvoliiuje hydrogenolyzou za =ziskania aminoalkoholu
vSeobecného vzorca (II)

H,N-(CH,),-CH-(CH,),-OH (1,

!
NHR,

kde R, znamend acylovi skupinu odvodeni od nasytenej alebo od nenasytenej karboxylovej kyseliny s
priamym alebo s rozvetvenym retazcom s 2 a7 24 atomami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje
jeden alebo niekol'ko substituentov uvedenych, p znamena 3 alebo4aq 1,

aminoalkohol kondenzuje v pritomnosti peptidového kondenza¢ného Cinidla v inertnom rozpustadle spolu s
derivitom omega-hydroxyaminokyseliny vieobecného vzorca (III)

XO-(CH,)p-CH-(CH,),-COOH  (III),

|
NHR,

kde znamena
R; acylovi skupinu odvodenu od nasytenej alebo od nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym alebo s
rozvetvenym retazcom s 2 aZ 24 atdmami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
niekol’ko substituentov uz definovanych,
mlaz4
no,
X skupinu dialkyloxyfosforylovii alebo diaryloxyfosforylovi vzorca
(RO),P
I
0

za ziskania pseudopeptidu vieobecného vzorca (IV)
(RO),PO-(CH,),,-CH-(CH,),-CONH-(CH,),-CH~(CH,),-OH av),
|

|
0 NHR, NHR,
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kde Ry, Ry, n, m, p a q maji uvedeny vyznam a R znamend skupinu, ktord lahko podlieha hydrogenolyze,
vol'na alkoholova funké&na skupina sa pripadne fosforyluje fosforylaénym ¢inidlom, pripadne za pritommnosti
kopulacného ¢inidla a podrobuje sa katalytickej hydrogenacii na uvolnenie alkoholovej funk¢nej skupiny
pripadne pritomnej v acylovej skupine R,, a rovnako ako fosfitové funkéné skupiny po sekundémej
hydrogenolyze na odstranenie chraniacej skupiny z pripadne druhej fosfatovej skupiny za ziskania zlic¢eniny
vSeobecného vzorca (V)

(HO),PO-(CH,),-CH-(CH,),-CONH-(CH,),-CH-(CH,);-0Y  (V),
N2 I

|
0 NHR, NHR,

kde Y znamena atom vodika alebo fosfénovu skupinu a Ry, Ry, n, m, p a q maji uvedeny vyznam, ktora sa
pripadne prevadza na svoju sol reakciou s organickou alebo s anorgatickou zasadou.

Stereochémia chiralnych centier acylaminoskupin je dana konfiguriciou pouZitych aminokyselin, zatial
do stereochémia acylaminoskupin zévisi od konfiguracie pouZitych mastnych kyselin, pouzitych ako
vychodiskovych latok. Vychadzat je moZné z diaminokyseliny s konfigurdciou L alebo D alebo s
konfiguraciou racemickej povahy. Vychadzat' je moZné z hydroxylovanej aminokyseliny s konfiguraciou L,
D alebo z racemickej zmesi. Vynalez zahrnuje vietky tieto stereoizoméry alebo diastereoizoméry.

Spédsob podl'a vynalezu je zaloZeny na nasledujicich, beZne pouZivanych operédciach, ktoré su objasnené
na reakénych schémach 1, 2 a 3 (obr. 33, 34 a 35).

1. Blokovanie funk¢nej aminoskupiny v polohe o retazca oritinového derivatu sa uskutoctiuje N-ben-
zyloxykarbonylovou substitiiciou po reakcii kyslej funkénej skupiny so solou medi, v alkalickom prostredi,
reakciou tohto karboxylatu medi s benzylchlérmravéanom a uvolnenim karboxylovej funkCnej skupiny
chelaticiou medi v kyslom prostredi za ziskania N-benzyloxykarbonylom substituovaného derivitu
sposobom opisanym v literatire (Organic Preparations and Procedures International, 23, str. 191 aZz 194,
1992).

2. Blokovanie funkénej aminoskupiny v polohe o karboxylového podielu omnitinového derivatu sa
uskutoliinje terc-butoxykarbonylovou substiticiou s pouzitim alkylpyrokarbonatu ako terc-butylpyrokar-
bonat v alkalickom prostredi. Terc-butylpyrokarbonat reaguje so susednou funk&nou aminoskupinou za
vzniku o-benzyloxykarbonylaminokarboxylového derivatu a a-terc-benzyloxykarbonylaminokarboxylového
derivatu.

3. Prevedenie karboxylovej funk¢nej skupiny na primarnu alkoholovii funként skupinu sa uskutoGiiuje
sposobom opisanym v literatire (Tetrahedron Letters 32, str. 923 az 926, 1991); toto prevedenie je zaloZené
na reakcii karboxylového derivatu s alkylchlormravéanom, ako je izobutylchléormravéan, za vzniku
zmesového anhydridu, ktory sa redukuje bérhydridom alkalického kovu alebo kovu alkalickej zeminy, ¢im sa
ziska zodpovedajiici hydroxylovany derivat s primarnou alkoholovou funkénou skupinou.

4. Odstranenie terc-butoxykarbonylovej skupiny v polohe o sa uskutoéiiuje pomocou trifludroctove;j
kyseliny, ktord su¢asne umozni vytvorenie funkénej aminoskupiny, ako to zodpoveda pouZitiu trifludrace-
tatu.

5. Acylacia takto uvol'nenej funkénej aminoskupiny sa uskutoéfinje z vychodiskovej soli trifludroctovej
kyseliny pomocou zmesového anhydridu pripraveného z kyseliny R,OH a alkylchlérmravéanu.

6. Uvolnenie koncovej funkénej aminoskupiny sa uskutoChiuje hydrogenolyzou za pritomnosti
katalyzatora na baze vzacnych kovov, ako je platina, paladium na uhli alebo na iridiovom nosi¢i.

7. Peptidova kopulacia alebo vizba medzi aminozlu¢eninou vieobecného vzorca (II) a fosforylderivatom
vieobecného vzorca (III") sa uskutoffiuje za pritomnosti kopulaéného cinidla, ako je 1-izobutyloxy-2-
-izobutyloxykarbonyl-1,2-dihydrochinolin, v inertnom rozpustadle, ako je rozpustadlo obsahujice halogén
alebo za pritomnosti karbodiimidu. Ziska sa tak zlicenina podobné dipeptidu vSeobecného vzorca (IV'),
ktorého hydroxylova funk&na skupina pripadne vzniknuta acylovou skupinou R* je blokovana.

8. Hydroxylova funkénd skupina acylovej skupiny R, sa uvoltiuje hydrogenolyzou za pritomnosti
vzécneho kovu, ako je paladium na vhodnom nosi¢i napriklad na uhli.

9. Fosforova skupina sa uvolifiuje katalytickou hydrogenaciou za pritomnosti oxidu vzacneho kovu, ako je
oxid platiny.

10. Fosforylacia derivatu vieobecného vzorca (IV') podobného dipeptidu, sa uskutoCiiuje dvojstuptiovym
spdsobom (Helv. Chim. Acta 70, str. 175, 1987). V prvom stupni sa nechd zlu¢enina vSeobecného vzorca
(IV') reagovat’ s dialkyl-N,N-dialkylfosforoamiditom alebo s diaryl-N,N-dialkylfosforoamiditom za pri-
tomnosti kopulaéného &inidla, ako je [1H]-tetrazol, v polarnom rozpustadle, ako je tetrahydrofurin; takto
vytvoreny fosfit sa oxiduje na fosfat aromatickou peroxykarboxylovou kyselinou, ako je napriklad kyselina
peroxyftalova, m-chlérperbenzoova alebo nitroperoxybenzoova. Fosforova skupina Y (vSeobecny vzorec
(V) sa uvolnuje katalytickou hydrogenaciou za pritomnosti vzacneho kovu, ako je palddium na uhli.
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11. Fosforylacia homoserinového derivatu sa uskutoéfiuje difenylfosforylbalogenidom za pritomnosti
pyridinu a N,N-dialkylaminopyridinu (Helv. Chim. Acta 58, str. 518, 1975) po zablokovani funk¢nej
aminoskupiny terc-butoxykarbonylovou skupinou s pouZitim ferc-butylpyrokarbonatu v alkalickom prostredi
a blokovanim karboxylovej funkénej skupiny po vytvoreni céziovej soli a benzylaciou benzylhalogenidom v
dimetylformamide alebo dimetylacetamide.

12. Acylécia atdmu dusika homoserinového derivatu sa uskutoéiiuje tak, Ze sa odstrani chraniaca skupina
2z funk¢nej aminoskupiny trifluéroctovou kyselinou za ziskania trifludroctovej soli aminu a reakciou so
zmesovym anhydridom, ktory sa ziska reakciou karboxylovej kyseliny R;OH a alkylchlérmravéanu za
pritomnosti reaktivneho aminu napriklad N-metylmorfolinu.

Vynélez sa d'alej tyka medziproduktov vieobecného vzorca (II) a vieobecného vzorca (III) bud’ vo forme
&istého enantioméru, alebo zmesi stereoizomérov.

Vynilez sa tieZ tyka farmaceutickych prostriedkov obsahujicich ako u¢inmu latku najmenej jednu
zlieninu vieobecného vzorca (I) v neutralnej alebo nabitej forme, spolu s prisadou netoxického farmaceu-
ticky prijate’ného inertného excipienta alebo nosica.

Osobitne sa vynalez tyka farmaceutickych prostriedkov obsahujicich ako G¢innu latku aspoii jednu sol
zhideniny vieobecného vzorca (I), spolu s organickou alebo minerdlnou zasadou, uréenych na terapeuticky
ucel.

Vynélez sa tyka tieZ farmaceutickych prostriedkov obsahujucich zluceninu vieobecného vzorca (I) vo
forme distého enantioméru alebo vo forme zmesi stereoizomérov, v kombindcii alebo v primesi
farmaceutického excipientu alebo nosica.

Ako farmaceutické prostriedky prichddzaju do uvahy prostriedky vhodné na mukézne, transkutanne,
topické, parenteralne, digestivne alebo inhalané podanie, ako sii potahované alebo nepotahované tablety,
kapsuly, injekéné roztoky alebo suspenzie, spreje, gély, naplasti alebo roztoky na rychlu absorpciu.

Predovietkym sa zlu€eniny podla vynalezu, pripadne neutralizované aminom alebo hydroxyalkylami-
nom, podavaju injektovanim vodnych roztokov alebo suspenzii.

Farmaceutické prostriedky podla vynilezu sa pouZivaju ako nosi¢e molekil terapeutického vyznamu
kvéli svojej schopnosti vytvarat' nekovalentné asociaéné komplexy hydrofilnej alebo hydrofébnej povahy.
Ich charakter umoZiiuje vytvaranie a transport molekul terapeutického vyznamu na membranové receptory
samotné na bunkové steny a cytoplazmus. MdZu sa pouZivat’ samostatne alebo spolu s molekulami terapeu-
tického vyznamu na podanie ceston ordlnou, parenteralnou, rektdlnou, topickou, transkutinnou alebo
mukozilnou. MoZu sa pouZivat’ samostatne alebo spolu s molekulami terapeutického vyznamu na docasni
ex-vivo inkubaciu s krvnymi bunkami na konkurenénu imunitu takychto buniek pred reinjekciou buniek in-
vivo parenteralnou cestou.

Molekuly MP a DP maji podobné vlastnosti pri pouziti ako adjuvanty iminneho systému, napriklad pri
vakcinécii v spojeni s vhodnymi antigénmi, proti virusovym, parazitickym, mikrobidlnym alebo plestiovym
ochoreniam. Naproti tomu maju vSak zli¢eniny podla vynalezu zasadne odli§né vlastnosti so zretefom na
schopnost’ viazat produkciu cytokinu alebo dozrievanie imunite konkurujicich kmefiov buniek pochadza-
jucich z hematopoetickych a lymfoidnych organov.

Zlugenina MP ulah&uje dozrievanie a diferencidciu monocytov na funkéné dendritické bunky v pritom-
nosti alebo v nepritommosti vhodného antigénu, a tak prispieva k silnej humorélnej a celuldrnej imunite.
Zlu&eniny DP pdsobia ako protinddorové ¢inidla.

Zhigeniny podl'a vynalezu si vyznamné obzvla$t pre svoju nizku toxicitu. PouZivaji sa v terapii ludi a
zvierat ako jednotlivé davky 1 az 100 mg uéinnej latky a v dennych davkach 1 aZ 300 mg ucinnej latky.
Vynélez objasfiuji, ale neobmedzujui nasledujice priklady praktického uskutoénenia. Vynalez objasiiuji aj
schémy 1 aZ 6 a obr. 33 az 38.

PrehPad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 Indukovanie proliferacie buniek kmetia kostnej drene
Na osi x je koncentracia v pM, na osi y je OD v AU pri 490 nm-AU 490 nm
-m- plati pre LPS E. coli
-A- plati pre OM-294-DP
- A - plati pre OM-294-MP
-.~.- plati pre slepu skisku
Obr. 2 Indukcia produkcie NO v my3ich makrofagovych bunkach
Na osi x je koncentracia v pM, na osi y je nitrit (uM)
-m- plati pre LPS E. coli
-A- plati pre OM-294-DP
- A - plati pre OM-294-MP
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Obr. 3 Indukcia konjugétu dextran-FITC. Na osi x sd stimuly média, LPS, OM-294-MP, OM-294-DP
Na osi y je absorpcia konjugatu dextran-FITC (%)
Obr. 4 Absorpcia konjugatu dextran-FITC: Od davky zavisly efekt pri nizkych koncentraciach. Od davky
zavisla reakcia vo¢i LPS & OM-294-MP na absorpcii dextranu.
Na osi x je koncentracia v pM, na ose y je inhibicia v %.
-o- plati pre LPS
-m- plati pre OM-294-MP
Obr. 5 Utinok zavisly od davky vyjadreny absorpciou konjugatu dextran-FITC pri vysokych koncen-
traciach.
Percento inhibicie absorpcie konjugitu FITC-dextran
Na osi x je pg/ml, na osi y je % inhibicie.
-0- plati pre LPS
-m- plati pre OM-294-MP
Obr. 6 Expresia CD40 spolo¢ne stimulujuceho povrchového markera
Na osi x st stimuly média, LPS, OM-294-MP, OM-294-DP
na osi y je stredna fluorescencia (%).
* p < 0,0005
§ p <0,001
Obr. 7 Expresia CD86 spolo¢ne stimulujiiceho povrchového markera
Na osi x su stimuly média, LPS, OM-294-MP, OM-294-DP
na osi y je stredna fluorescencia (%).
* p < 0,0005
§ p <0,05
Obr. 8 Expresia CD83 spolo¢ne stimulujiiceho povichového markera
Na osi x st stimuly média, LPS, OM-294-MP, OM-294-DP
na osi y je stredna fluorescencia (%).
* p<0,0005
§ p<0,1
Obr. 9 Expresia CD80 spoloéne stimulujiceho povrchového markera
Na osi x su stimuly média, LPS, OM-294-MP, OM-294-DP
na osi y je stredna fluorescencia (%).
* p < 0,0005
§p<0,5
Obr. 10 Uginok produktov OM-294-MP a OM-294-DP na produkciu o-TNF predendritickymi bunkami v
stupni DC-6. Na osi x je ¢as v hodinach, na osi y je o-TNF (pg/ml)
-0- plati pre prostredie
-A- plati pre LPS
- plati pre OM-294-DP
--+-- plati pre OM-294-MP
Obr. 11 Uginok produktov OM-294-MP a OM-294-DP na produkciu IL-12 p70 predendritickymi
bunkami v stupni DC-6 (IFN=yIFN).
IL-12 p70 v supernatantoch dendritickych buniek (DC-6)
Na osi x je ¢as inkubdcie v hodinach, na osi y je IL-12 p70 (pg/ml).
-o- plati pre prostredie
-e- plati pre LPS
-0- plati pre LPS + IFN
% plati pre OM-294-MP
-m- plati pre OM-294-MP + IFN
Obr. 12 Uginok produktov OM-294-MP na produkciu IL-12 p70 monocytov (IFN=YIFN).
IL-12 p70 v supernatantoch monocytov
Na osi x je ¢as inkubécie v hodinach,
Na osi y je IL-12 p70 (pg/ml).
-0- plati pre prostredie
-e- plati pre LPS
-0- plati pre LPS +IFN
% plati pre OM-294-MP
-.m.- plati pre OM-294-MP + IFN
Obr. 13 ELISA 2 po prvom imuniza¢nom oSetreni.
Skuska na protilatky $pecificky zamerané na PbCS Hise-242-310, 3 tyZdne po prvej injekcii (ELISA &. 2).
Na osi x je riedenie séra, na osi y absorbancia pri 405 nm.
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plati pre Pb CS 242-310,6 His
plati IFA/Pb CS 242-310,6 His
plati pre OM-294-MP/Pb CS 242-310,6 His
plati pre OM-294-DP/Pb CS 242-310,6 His
plati pre OM-294-MP
plati pre OM-294-DP
Obr. 14 ELISA 3 po druhom imuniza¢nom oSetreni.
Skugka na protilatky Specificky zamerané na PbCS His,-242-310, 4 tyZdne po druhej injekcii (ELISA ¢.
3).
Na osi x je riedenie séra, na osi y absorbancia pri 405 nm.
- A - plati pre Pb CS 242-310,6 His
-A- plati [FA/Pb CS 242-310,6 His
-4 plati pre OM-294-MP/Pb CS 242-310,6 His
-0- plati pre OM-294-DP/Pb CS 242-310,6 His
- plati pre OM-294-MP
--+-- plati pre OM-294-DP
Obr. 15 ELISA 4 po trefom imunizatnom oSetreni.
Skuska na protilatky §pecificky zamerané na PbCS Hiss-242-310, 2 tyZdne po tretej injekcii (ELISA ¢. 4).
Na osi x je riedenie séra, na osi y absorbancia pri 405 nm.
- A- plati pre Pb CS 242-310,6 His
-A- plati [FA/Pb CS 242-310,6 His
-+ plati pre OM-294-MP/Pb CS 242-310,6 His
-0-  plati pre OM-294-DP/Pb CS 242-310,6 His
%~ plati pre OM-294-MP
-+- plati pre OM-294-DP
Obr. 16 Protilatkovy titer pred a po jednom, dvoch a troch imunizaénych oSetreniach. Zmena titru
protilatok 3pecificky zameranych na PbCS Hiss-242-310, po 1., 2. a 3. injekcii.
Na osi x je ELISA ¢&., na osi y je reciprona hodnota protilatkového titra.
Na osi x je riedenie séra, na osi y absorbancia pri 405 nm.
- A- plati pre Pb CS 242-310,6 His
-A- plati IFA/Pb CS 242-310,6 His
-¢- plati pre OM-294-MP/Pb CS 242-310,6 His
-0~ plati pre OM-294-DP/Pb CS 242-310,6 His
- plati pre OM-294-MP
--+-- plati pre OM-294-DP
Obr. 17 ELISPOT y IFN produkujici lymfocyty trieslovych miazgovych uzlin stimulovanych PbCS 245-
252 jeden tyzdef po druhom imunizacnom oSetreni.
ELISPOT v IFN produkujuci lymfocyty trieslovych miazgovych uzlin jeden tyZdefi po druhom imuniza¢nom
oSetreni.
Na osi x s stimulatory, na osi v je poget §pecifickych lymfocytov na milion buniek
(prazdny obdiZnik - adjuvant samotny, plny obdinik - adjuvant + antigén)
Obr. 18 ELISPOT y IFN produkujiici lymfocyty sleziny stimulovanych PbCS 245-252 jeden tyzderi po
druhom imunizanom oSetreni.
ELISPOT v IFN produkujici lymfocyty sleziny jeden tyZdefi po druhej imunizécii.
Na osi x st stimulatory, na osi y je podet $pecifickych lymfocytov na milién buniek
(prazdny obdiznik - adjuvant samotny, plny obdiznik - adjuvant + antigén)
Obr. 19 ELISPOT y IFN produkujici lymfocyty sleziny stimulovanych PbCS 245 aZ 252 jeden tyZderi po
druhom imuniza¢nom o3etreni.
ELISPOT y IFN produkujuci lymfocyty trieslovych miazgovych uzlin jeden tyZdeti po tretej imunizacii.
Na osi x st stimulatory, na osi y je po&et §pecifickych lymfocytov na milién buniek
(prézdny obdiznik - adjuvant samotny, plny obdiZnik - adjuvant + antigén)
Obr. 20 ELISPOT y IFN produkujici lymfocyty sleziny stimulovanych PbCS 245-252 tri tyZdne po trete)
imunizacii.
ELISPOT v IFN produkujici lymfocyty sleziny jeden tyZdeti po tretej imunizacii.
Na osi x s stimulatory, na osi y je po&et §pecifickych lymfocytov na milién bunick
(prézdny obdiznik - adjuvant samotny, plny obdiZnik - adjuvant + antigén)
Obr. 21 Elektroforetogram samotného OM-294-DP, samotného antigénu PbCS Hisg-242-310 samotného
a komplexu PbCS Hisg-242-310- OM-294-DP.
Na osi x je ¢as (min.), na osi y je abs. [AU]
Obr. 22 Specifické protilatky [gG1 zamerané na HIN1
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Na osi x su §tudované skupiny, na osi y st zmluvné jednotky/ml (stred + smerodajnd odchylka)
(prazdny obdiZnik - IgG1 14 dni, plny obdiznik - IgG1 28 dni, ** p < so zretefom na B)
Obr. 23 Specifické protilatky IgG2 zamerana na HIN1
Na osi x su $tudované skupiny, na osi y st zmluvné jednotky/ml (stred + smerodajné odchylka)
(prazdny obdiznik - IgG2 14 dni, plny obdiZnik - IgG2 28 dni, ** p < so zretelom na B)
Obr. 24 Specifické protiltky IgM zamerané na HIN1
Na osi x st §tudované skupiny, na osi y st zmluvné jednotky/ml (stred + smerodajné odchylka)
(prazdny obdiZnik - IgM 14 dni, plny obdiZnik - IgM 28 dni, * , 0.05 ** p < so zretelom na B)
Obr. 25 Specifické protilatky IgG1 zamerané na ovalbumin
Na osi x st §tudované skupiny, na osi y st zmluvné jednotky/ml (stred + smerodajna odchylka)
(prazdny obdiznik - IgG1 14 dni, plny obdiZnik - IgG1 28 dni, ** p < so zretelom na B)
Obr. 26 Specifické protilatky 1gG2 zamerané na ovalbumin
Na osi x st $tudované skupiny, na osi y st zmluvné jednotky/ml (stred £ smerodajna odchylka)
(prazdny obdfnik - IgG2 14 dni, plny obdiZnik - IgG2 28 dni, * < 0.05 ** p < so zretel'om na B)
Obr. 27 Specifické protilatky 1gM zamerané na ovalbumin
Na osi x su $tudované skupiny, na osi y su zmluvné jednotky/ml (stred + smerodajna odchylka)
(prazdny obdinik - IgM 14 dni, plny obdiznik - IgM 28 dni,
Obr. 28 Specifické protilatky 1gG1 zamerané na TT
Na osi x st $tudované skupiny, na osi y si zmluvné jednotky/ml (stred + smerodajna odchylka)
(prazdny obdlznik - IgG1 14 dni, pIny obdiznik - IgG1 28 dni, ** p < so zretefom na B)
Obr. 29 Specifické protilitky 1gG2a zamerané na TT
Na osi x st §tudované skupiny, na osi y st zmluvné jednotky/ml (priemer * smerodajna odchylka)
(prazdny obdiznik - IgG2 14 dni, plny obdiZnik - IgG2 28 dni, ** p < so zretefom na B)
Obr. 30 (a) Narast imunitnej reakcie anti-gp63 vplyvom adjuvanta OM-294-MP: porovnanie s BCG.
Na osi X je gp 63 pg/ml, na osi y je absorpcia *H-TdR (cpm x 10)gp63 pg/ml
plati pre bez adjuvanta
plati pre OM-294-MP
plati pre BCG
Obr. 30 (b) y IFN a [L-4 bez adjuvanta, s adjuvantom OM-294-MP a porovnanie s BCG.
Na osi x je gp63 ug/ml, na osi y si cytokiny pg/ml
Obr. 31 (a) Reakcia in vitro lymfocytov miazgovych uzlin odvodena od mysi predbezne imunizovanych
in vivo antigénom Lm CPb:
Vplyv adjuvanta OM-294-MP.
Na osi x je Lm CPb (pg/ml), na osi y je pohltenie H-TdR (cpm x 10°)
--m-- plati neimunizované
-o- plati pre bez adjuvanta
-e- plati pre OM-294-MP
Obr. 31 (b) v IFN a IL4, neimunizované, bez adjuvanta, s adjuvantom OM-294-MP.
Na osi x je Lm CPb pg/ml, na osi y su cytokiny pg/mi
Obr.32(a) Nérast imunitnej reakcie anti-Lm CPb vplyvom adjuvanta OM-294-MP: porovnanie s
BCG.
Na osi x je Lm CPb pg/ml, na osi y je absorpcia H-TdR (cpm x 107)
--0-- plati pre bez adjuvanta
--e-- plati pre OM-294-MP
--m-- plati pre BCG
Obr.32(b) 1y IFN a IL-4 bez adjuvanta, s adjuvantom OM-294-MP a porovnanie s BCG. Na osi x je
Lm CPb pg/ml, na osi y s cytokiny pg/ml
Obr. 33 Schéma syntézy 1
Obr. 34 Schéma syntézy 2
Obr. 35 Schéma syntézy 3
Obr. 36 Schéma syntézy 4
Obr. 37 Schéma syntézy 5
Obr. 38 Schéma syntézy 6
Obr. 39 Spektrum 1. Difosforylovana zligenina. Spektra ES-MS (kladny druh)
Zariadenie: Micromass Quatro II (Z-sprej)
Obr. 40 Spektrum 2. Monofosforylovana zligenina. Spektra ES-MS (kladny druh)
Zariadenie: Micromass Quatro II (Z-sprej)
Obr. 41 Spektrum 3. Difosforylovana zligenina. Spektra ES-MS (fragmentacia kladného druhu)
Zariadenie: Hewlett-Packard MSD



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287073 B6

Obr. 42 Spektrum 4. Monofosforylovana zliéenina. Spektrum "H-NMR. Rozpustadlo: CDCl; + 0,1 %
trietanolamin
Zariadenie: Varian Unity INOVA 500 MHz
Obr. 43 Spektrum 5. Monofosforylovana zligenina. Spektrum 'H-NMR. Rozpuitadlo: (objemovo 3 : 1)
CDC13 : CD;OD
Zariadenie: Varian Unity INOVA 500 MHz
Obr. 44 Spektrum 6. Monofosforylovana zligenina. Spektrum ">C-NMR. Rozpustadlo: CDCl,
Zariadenie: Bruker DPX 250 MHz
Obr. 45 Spektrum 7. Difosforylovana zltidenina. Spektrum *C-NMR. Rozpustadlo: CDCly
Zariadenie: Bruker DPX 250 MHz
Obr. 46 Spektrum 8. Monofosforylovan4 zligenina. Spektrum *'P-NMR. Rozpustadlo: CDCl;
Zariadenie: Bruker DPX 250 MHz
Obr. 47 Spektrum 9. Difosforylovana zligenina. Spektrum *'P-NMR. Rozpugtadlo: CDCl,
Zariadenie: Bruker DPX 250 MHz
V prikladoch sa pouZivajui nasledujuce skratky:
IBCF izobutylchlérmravéan
IDQ 1-izobutyloxy-2-izobutyloxykarbonyl-1,2-dihydrochinolin
LPS liposacharid
TBAP tetrabutylamoniumfosfat
TeoA trietanolamin

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1
4-(Difenyloxyfosforyloxy)-2-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylaminoJbutinova kyselina

1. Na-terc-butyloxykarbonyl-DL-homoserin

Rozpustia sa 2 g homoserinu (16,78 mmol) vo 20 ml vody a do roztoku sa prida 16,78 ml 1M roztoku
hydroxidu sodného a 3,006 g uhli¢itanu cézneho (9,23 mmol). MieSa sa polas 5 minut a roztok sa ochladi v
kupeli adu a vody. Prida sa 60 ml dioxinu a terc-butylpyrokarbonatu. Reakénd zmes sa udrZuje za mie$ania
v kupeli T'adovej vody pocas 1 hodiny a potom pri teplote miestnosti pocas 5 hodin. Rozpustadlo sa odstrani
vo vakuu. Suchy zvy$ok sa pouZije priamo v nasledujiicom stupni.

2. Na-Terc-butyloxykarbonylbenzyl-DL-homoserinat

Do zvysku zo stuptia 1 sa prida 20 ml dimetylformamidu a rozpuitadlo sa odpari do sucha a do reakénej
zmesi sa prida 60 ml dimetylformamidu a 4,5 ml benzylbromidu (20,13 mmol). Vznikne biela zrazenina.
Zmes sa mie$a 16 hodin. Rozpust'adlo sa odstrani vo vakuu. ZvySok sa skoncentruje alebo extrahuje dvakrat
20 ml etylacetatu. Organickd vrstva sa premyje postupne vodou (20 ml) a solankou (20 ml) a vysusi sa
bezvodym siranom horeénatym. Rozpust'adlo sa odpari a zvySok sa pouZije v nasledujicom stupni.

3. Benzyl-Na-terc-butyloxykarbonyl-O-(difenyloxyfosforyl)-DL-homoserinat

Zvysok z predchadzajuceho stupiia sa vysusi vo vysokom vakuu a rozpusti sa v metylénchloride (60 ml).
Do roztoku sa pridéd 4,11 g 4-dimetylaminopyridinu (33,56 mmol) a reakénd zmes sa mieSa 10 mimit, potom
sa prida 12 ml pyridinu a 6,95 ml chldrfosfatu (33,56 mmol). Roztok sa mieSa pri teplote miestnosti 18
hodin, premyje sa IN kyselinou chlorovodikovou (5 x 20 ml), vodou (30 ml) a sol'ankou (30 ml). Organicka
vrstva sa vysu$i bezvodym siranom hore¢natym a rozpustadlo sa odstrani vo vakuu. ZvySok sa Cisti
okamZitou chromatografiou (hexan/etylacetat = 4 : 1). Hlavna frakcia sa skoncentruje na vykrystalizovanie
zvysku. Ziska sa 7,49 g fosforylovaného produktu (82,4 % vyt'aZok). Teplota topenia 63,5 aZ 64,0 °C.

4. Benzyl-O-(difenyloxyfosforyl)-DL-homoserinat

Fosforylovany produkt z predchadzajiceho stupiia (7,88 g, 15,4 mmol) sa rozpusti v 15 ml trifluéroctove;
kyseliny a roztok sa udrZuje za mieSania 2,5 hodiny pri teplote miestnosti. Rozpustadlo sa odstrani vo vakuu
a zvySok sa vyCisti okamZitou chromatografiou (metanol/dichlérmetan = 10:1). Hlavna frakcia sa
skoncentruje a zvySok sa nechd vykrystalizovat’ pri teplote miestnosti. Ziska sa 7,17 g fosforylovaného
produktu (vytaZok 88,9 %). Produkt sa pouZije v nasledujicom stupni bez dalSieho spracovania.

5. Benzyl 2-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-(difenyloxyfosforyloxy)-butanoat
4,284 g (10,07 mmol) (R)-dodekanoyloxytetradekanovej kyseliny pripravenej spésobom podla Bull.
Chem. Soc. Jpn. 60, str. 2205 az 2214 (1987) sa rozpusti v 30 ml tetrahydrofuranu a roztok sa ochladi na
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teplotu -15 °C v adovom sol'ankovom kuipeli. Prida sa 1,108 ml (10,07 mmol) N-metylmorfolinu a 1,31 ml
(10,07 mmol) izobutylchlérmravéanu. Miesa sa 30 minut. Do reak&nej zmesi sa prida 5,724 g (10,07 mmol)
benzyl-O-(difenyloxyfosforyl)-DL-homoserinatu v zmesi 30 ml tetrahydrofuranu a 5 ml trietylaminu. MieSa
sa cez noc pri teplote miestnosti, rozpastadlo sa odstrani vo vakuu a do zvysku sa prida 20 ml vody. Zmes sa
extrahuje etylacetatom (2 x 30 ml). Organické vIstvy sa spoja, premyju sa postupne vodou (20 ml), solankou
(20 ml) a vysuSia sa siranom hore¢natym. Rozpustadlo sa odpari a zvy3ok sa Cisti okamZitou
chromatografiou (hexan/etylacetat 2 : 1, Ry = 0,29). Ziska sa 7,455 g produktu, (87,1 % vytaZok). Teplota
topenia 31,0 az 32,1 °C.
'H-NMR (CDCl;, 250 MHz), 5 ppm: 7,4 - 7,1 (m, 15H), 6,90 (2d, 1H, *J = 7,6 Hz, NH), 5,3 - 5,1 (m, 3H),
4,7 (m, 1H), 4,35 (m, 2H), 2,45 (m, 2H), 2,4 - 2,1 (m, 4H), 1,6 (m, 4H) 1,4 - 1,1 (m, 34H), 0,9 (t, 6H).
BC.NMR (CDCls, 63 MHz) & ppm: 173,01, 171,08, 169,66, 150,18 (d, “Joc = 7,1 Hz), 135,01, 129,60,
128,33, 128,14, 127,96, 125,21, 119,80 (d, *Jpc = 5,0 Hz), 70,69, 67,05, 65,19 (d, Jpc = 5,6 Hz), 49,13,
40,97, 40,77 (2 diast.), 34,20, 33,98, 33,82, 31,70, 29,42, 29,34, 29,14, 28,94, 25,01, 24,47, 13,91.
6. 4-(Difenyloxyfosforyloxy)-2-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]butinova kyselina

Pripravi sa roztok benzylesteru ziskaného v stupni 5 (2,23 g, 2,6 mmol) v 300 ml metanolu s ¢istotou
HPLC v trojhrdlovej banke a pridé sa 10 g 10 % paladia na uhli. Vzduch sa z banky odsaje vo vakuu a banka
sa naplni vodikom za tlaku okolia. Reak&na zmes sa mieSa jednu hodinu pri teplote miestnosti. Katalyzator sa
rychlo odfiltruje na membréne a filtrat sa skoncentruje, tak sa ziska bezfarebna kvapalina. Tento produkt je
homogénny podla chromatografie na tenkej vrstve a NMR a pouzije sa bez d’alSieho Cistenia v kopulatnom
stupni. RF = 0,75 (dichlormetan/metanol/ trietylamin 10 : 1: 0,5).
'H-NMR (CDCl, 250 MHz), § ppm: 7,4 - 7,1 (m, 10H), 6,85 (2d, 1H, NH), 5,15 (m, 1H), 4,6 (m, 1H), 4,35
(m, 2H), 2,45 (m, 2H), 2,4 - 2,15 (m, 4H), 1,6 (m, 4H), 1,4 - 1,1 (m, 34H), 0,9 (t, 6H).
BC.NMR (CDCl;, 63 MHz), & ppm: 173,35, 171,30 (2 diast.), 172,75, 170,37, 150,0 (d, Jpc = 7,5 Hz),
129,55, 125,28, 119,71 (d, °Jpc = 4,4 Hz), 70,78, 65,65, (d, Jpc = 5,9 Hz), 49,00, 40,77, 40,63 (2 diast.),
34,13, 33,86, 33,76, 31,59, 29,31, 29,25, 29,03, 28,82, 24,88, 24,68, 22,36, 13,76.

4-(Difenyloxyfosforyloxy)-2-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]butanova kyselina sa moZe pri-
pravit podla rovnakej reakénej schémy nahradou v 5. stupni prikladu 1 (R)-3-dodekanoyloxytetra-
dekénove;j kyseliny kyselinou (R)-3-benzyloxytetradekanovou.

Priklad 2
(2R)-5-Amino-2-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylamino]pentan-1-ol

1. Sol' D-ornitinu s med'ou

Do roztoku D-omitinu (5,25 g, 30 mmol) v 30 ml 1M roztoku hydroxidu sodného, sa prida 50 ml roztoku
pentahydratu siranu mednatého (3,814 g, 15,3 mmol) vo vode. Miesa sa dve hodiny. Reak¢na zmes sa odpari
do sucha. Prida sa 60 ml metanolu, tak vznikne Cerveno zafarbena pevna latka, ktora sa oddeli a premyje sa
postupne dioxanom a metanolom.

2. (2R)-5-Amino-5-benzyloxykarbonylamino)pentanoat medi

Cerveno zafarbena pevna latka sa rozpusti v 40 ml 1M sodného lihu a 70 m! dioxéanu, roztok sa ochladi v
Tadovom kiipeli a pridd sa 5,14 ml (36 mmol) benzylchlérmravCanu. V mieSani sa pokratuje tri hodiny v
Padovom kupeli a potom 15 hodin pri teplote miestnosti. Cerveno zafarbend zrazenina sa zhromazdi a
premyje sa 95 % etanolom (40 ml), vodou (50 ml) a etanolom (60 ml). Zrazenina sa vysusi v piecke (T do
45 °C, vo vakuu). Dvojstuptiovym procesom sa ziska 8,27 g produktu (93 % vyt'azok).

3. (2R)-5-(Benzyloxykarbonylamino)-2-(terc-butyloxykarbonylamino)pentanova kyselina

Sol' medi, ziskanid v stupni 2, sa rozpusti v 2M kyseline chlorovodikovej (400 ml) a pridd sa
etyléndiamintetraoctova kyselina (8,15 g, 27,8 mmol). Zmes sa mieSa 2,5 hodiny a neutralizuje sa pridanim
sodného lahu (priblizne 160 ml) do hodnoty pH 7. Vytvori sa biela zrazenina. Zmes sa mieSa 2,5 hodiny v
radovom kipeli. Zrazenina sa odfiltruje, premyva sa studenou vodou aZ do ziskania bezfarebného odtoku,
vysusi sa v piecke pri teplote 60 °C. Pevna latka sa rozpusti vo 156 ml 1M roztoku hydroxidu sodného a
roztok sa ochladi v Yadovom kipeli. Do roztoku sa prida 7,7 g (35,2 mmol) terc-butylpyrokarbonatu v
dioxane (160 ml). Zmes sa mieSa 45 minut pri teplote 0 °C a 16 hodin pri teplote miestnosti. Organické
rozpustadlo sa odpari a do zvysku sa pridd 70 ml etylacetitu. Vodnd vrstva sa okysli 2N kyselinou
chlorovodikovou na hodnotu pH priblizne 3. Vodné vrstva sa znova extrahuje 100 ml etylacetatu. Organicke
vistvy sa spoja a premyji sa vodou (30 ml) a solankou (30 ml). Rozpustadlo sa odstrani vo vakuu a
vzniknuty bezfarebny olej sa &isti okamZitou chromatografiou (ziska sa 8,42 g produktu v dvoch stuptioch
(76,7 % vytazok). Rf = 0,19, dichléretan/metanol 20 : 1).
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4. (2R)-5-(Benzyloxykarbonylamino)-2-(ferc-butyloxykarbonylamino)pentan-1-ol

Do studeného roztoku (-15 °C) derivatu diaminopentanovej kyseliny ziskanej v stupni 3 (5,45 g, 14,8
mmol) v 60 ml tetrahydrofuranu sa prida 1,654 ml (14,8 mmol) N-metylmorfolinu a 9,6 ml (14,8 mmol)
izobutylchlérmravéanu (IBCF). Roztok sa mie$a pri teplote -15 °C 1 minitu a prida sa borhydrid sodny
(5,104 g, 44,6 mmol) v 10 ml vody. V mieSani sa pokraCuje pocas d’alsich 10 minut, potom sa prida 400 ml
vody na ukoncenie reakcie. Roztok sa extrahuje etylacetitom (2x 100 ml). Organické vrstvy sa spoja,
premyju sa postupne vodou (50 ml), solankou (60 ml) a vysusia sa siranom hore¢natym. Rozpustadlo sa
odstréni a zvySok sa rekryStalizuje zo zmesi etylacetatu. Ziska sa 4,95 g produktu (94,9 % vytaZok) s
teplotou topenia 47,5 az 48 °C.

5. Odstranenie chraniacej skupiny z derivatu 2,5-diaminopentan-1-olu

Rozpusti sa 6,32 g (18 mmol) (2R)-5-(benzyloxykarbonylamino)-2-(terc-butyloxykarbonylamino)pentan-
-1-olu, ziskaného v stupni 4, v 25 ml trifluéroctovej kyseliny a zmes sa mie$a 2,5 hodiny pri teplote
miestnosti. Rozpustadlo sa odpari a zvy3ok sa &isti okamZitou chromatografiou (metanol/dichlérmetan 10 : 1),
Ziska sa bezfarebny sklovity produkt, topiaci sa pri teplote miestnosti. Ziska sa 5,45 g produktu v podobe soli
trifludroctovej kyseliny (vytaZok 82,7 %). Hydrochloridova zluCenina mi teplotu topenia 133,0 aZ
134,3 °C (rekrystalizacia z metanolu).

6.(2R)-5-(Benzyloxykarbonylamino)-2-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylamino Jpentan-1-ol

Do roztoku vopred vychladeného na teplotu -15 °C 5,27 g (15,8 mmol) (R)-3-benzyloxytetradekanove;
kyseliny (Bull. Chem. Soc. Jpn., str. 2197 aZ 2204, 1987) v 30 ml tetrahydrofurénu sa prida 1,89 ml (15,8
mmol) N-metylmorfolinu a 2,21 ml IBCF (15,8 mmol). Reakénd zmes sa udrZuje za miesania 30 mimit pri
teplote -15 °C. Do roztoku sa prida 5,25 g soli trifluéroctovej kyseliny podl'a odseku 5 (14,4 mmol) v 30 ml
tetrahydrofurdnu a 1,44 ml trietylaminu. V mieSani sa pokratuje pri teplote miestnosti 16 hodin, potom sa
pridd 30 mi vody a 60 ml etylacetatu. Organicka vrstva sa oddeli a vodna vrstva sa znovu extrahuje
etylacetatom (60 ml). Organické vrstvy sa spoja, premyju sa postupne vodou (30 ml), sol'ankou (30 ml) a
vysuSia sa siranom horeCnatym. Rozpustadlo sa odpari a zvy$ok sa rekrystalizuje zo zmesi acetat/hexan.
Ziska sa 5,842 g produktu (vytaZok 71,2 %). Teplota topenia = 117,5 aZ 118 °C. Rf = 0,32, etylace-
tat/petroleuméter 3 : 1.
'"H-NMR (CDCls, 250 MHz) & ppm: 7,4 - 7,2 (m, 10H), 6,5 (2d, 1H, NH), 5,1 (s, 2H), 4,9 (m, 1H, NH), 4,5
(2d, AB, 2H), 3,8 (m, 2H), 3,5 (m, 2H), 3,1 (m, 2H), 2,4 (m, 2H), 2,4 (m, 2H), 1,6 - 1,4 (m, 6H), 1,4 - 1,2 (m,
18H), 0,9 (t, 3H),
BC.NMR (CDCl;, 63 MHz), & ppm: 172,24, 156,49, 138,06, 136,53, 128,46, 128,04, 127,87, 76,39, 66,60,
65,44, 51,54, 41,43, 40,65, 33,76, 31,87, 29,61, 29,30, 28,01, 26,47, 25,05, 22,65, 14,09.

7. (2R)-5-Amino-2-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylamino]pentan-1-ol
Do trojhrdlovej banky sa vnesie 150 mg 20 % paladia na uhli do roztoku (2R)-5-(benzyloxykarbonylami-
no)-2-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylamino]pentan-1-olu (3,0 g, 5,27 mmol) a 6 ml trietylaminu v 300 ml
etanolu Cistoty HPLC. Vzduch sa z banky odstrani pri jej plneni vodikom. Reakéna zmes sa mie$a dve
hodiny pri teplote miestnosti, katalyzator sa odfiltruje cez membranu a filtrat sa skoncentruje, ¢im sa ziska
homogénna biela pevna hmota podl'a chromatografie TLC a pouZije sa v nasledujicom stupni bez dal$icho
¢istenia. Rf = 0,2, dichlérmetan/metanol/ trietylamin 5 : 10 : 5, teplota topenia 47 aZ 48 °C.
'H-NMR /CDCl;, 250 MHz), § ppm: 7,4 - 7,2 (m, SH), 6,75 (d, 1H, NH) 4,5 (2d, AB, 2H), 3,9 (m, 2H), 3,5
(m, 2H), 2,3 - 2,6 (m, 7H), 1,7 - 1,2 (m, 24H), 0,9 (t, 3H),
BC-NMR (CDCl;, 63 MHz), & ppm: 171,86, 138,13, 128,37, 127,87, 127,75, 76,81, 71,50, 64,57, 51,38,
41,51, 41,17, 33,89, 31,82, 29,26, 28,57, 28,03, 25,07, 22,60, 14,04.
(2R})-5-Amino-2-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]pentan-1-0l moZno ziskat’ rovnakym postu-
pom nahradenim (R)-3-benzyloxytetradekanovej kyseliny v stupni 6 prikladu 2 (R)-3-dodekanoyloxytetrade-
kanovou kyselinou.

Priklad 3
3-[(R)-3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-0xo-5-aza-9-[(R)-3-hydroxytetra-dekanoylamino |dekan-
-1,10-diol-1-dihydrogenfosfat

1. Peptidova kopulacia

V roztoku (2RS)-4-(difenyloxyfosforyloxy)-2-[(R)-3-dodekanoyloxytetra-dekanoylamino]butanovej kys-
liny (1,0 mmol), ziskanej podl'a prikladu 1, rozpustenej v 20 ml metylénchloridu, sa suspenduje 363,6 mg
(1,2 mmol) I-izobutyloxy-2-izobutyloxykarbonyl-1,2-dihydrochinolinu (IDQ). Miesa sa pocas 15 minut,
pridd sa 1,0 mmol (2R)-5-amino-2-[(R)-benzyloxytetradekanoylamino]pentan-1-olu podla prikladu 2,
rozpusteného v 10 ml metylénchloridu a reakéna zmes sa miesa Styri hodiny.
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Roztok sa skoncentruje a zvySok sa Cisti okamzZitou chromatografiou (dichléormetan/acetén = 5 : 2, Rf

0,23). Rozpuitadlo sa odstrani, &im sa ziska 0,620 g bezfarebnej hustej kvapaliny (vytazok 52,7 %), ktorou
je fosforylovana zli¢enina podobna dipeptidu. Rf = 0,49 dichlérmetan/metanol/trietylamin 10 : 1: 0,5.
'H-NMR (CDCl;, 250 MHz), 8 ppm: 7,40 - 7,15 (m, 15), 7,00 (m, 1H), 6,90 a 6,80 (2d, 2 diast., 1H), 6,65 (d,
1H) (3 x NH), 5,15 (m, 1H), 4,50 (m, 3H), 4,30 (m, 2H), 3,85 (m, 2H), 3,45 (m, 2H), 3,15 (m, 2H), 2,41 -
-2,14 (m, 8H), 1,6 - 1,4 (m, 8H), 1,4 - 1,1 (m, 54H), 0,9 (t, 9H, 3CH;).
BC-NMR (CDCls, 63 MHz), § ppm: 173,11, 171,68, 170,52 (2 diast.), 169,94 (2 diast.), 150,0 (d, Jpc = 7,2
Hz), 138,0 (2 diast.), 129,58, 127,99, 127,49, 127,26, 125,24, 119,73 (t, Joc = 5,0 Hz), 76,48, 71,12, 70,71,
65,86 (broad spin), 64,22, 50,96, 49,71 (broad spin), 41,46, 41,05, 39,07, 34,13, 34,00, 32,70, 31,61, 29,34,
29,06, 28,87, 27,98, 25,25, 24,92, 24,72, 22,38, 13,80.

2. 1-(Difenyloxyfosforyloxy)-3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-hydroxyte-
tradekanoylamino]dekan-10-o0l

Roztok fosforylovanej zlideniny podobnej dipeptidu (488 mg, 0,42 mmol) skor ziskanej a kyseliny
octovej (1,9 ml) v 65 ml etanolu s &istotou HPLC sa zavedie do trojhrdlovej gulatej banky a prida sa 200 mg
10 % paladia na uhli. Vzduch sa vytesni vo vakuu a banka sa naplni vodikom. Reakéna zmes sa mieSa dve
hodiny pri teplote miestnosti, potom sa katalyzator odfiltruje membranovou filtriciou a rozpustadlo sa
odstrani vo vakuu, ¢im sa ziska surovy produkt (92 % vytaZok). Vzorka produktu sa Cisti okamZitou
chromatografiou (dichlérmetan/aceton 5 : 4, Rf = 0,24). Ziska sa sklovita pevna latka. Rf = 0,68, 5 : 2 me-
tylénchlorid/metanol.
(®C-NMR (CDCl,, 63 MHz) & v ppm (objavi sa niekol’ko signalov v tvare dubletu v désledku pritomnosti
diastereomérov): 173,60, 173,15, 170,67, 170,60, 170,27, 170,07 150,24 (d), 129,92, 125,66, 120,05, 119,90
2d), 71,11, 71,05, 68,83, 66,21 (broad spin), 64,71, 51,38; 50,32, 50,12, 43,25, 43,12, 41,66, 41,57, 39,30,
37,26, 34,45, 32,84, 31,86, 29,62, 29,5, 29,29, 29,13, 28,08, 25,57, 25,19, 24,97, 22,62, 14,03.

3. 3-[(R)-3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino-4-0xo-5-aza]-9-[(R)-3-hydroxytetra-dekanoylamino]dekan-
-1,10-diol-1-dihydrogenfosfat

V trojhrdlovej gulatej banke sa predbeZne 10 minut aktivuje oxid platiny (137 mg) vodikom v
absoltitnom etanole (5 ml). Prida sa roztok 1-(difenyloxyfosforyloxy)-3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl-
amino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-hydroxytetra-dekanoylamino]dekan-10-olu (411 mg, 0,38 mmol) v absolitnom
etanole (20 ml). Vzduch sa vytesni vo vysokom vékuu a banka sa naplni vodikom. Reakéna zmes sa mieSa
dve aZ tri hodiny pri teplote miestnosti, katalyzator sa odfiltruje membranovou filtraciou a rozpustadlo sa
odstrani vo vakuu, ¢im sa ziska surovy produkt v podobe bielej pevnej latky (98 % vytaZok). Rf = 0,50,
chloroform/metanol/voda 6 : 4 : 0,6.

3-[(R)-3-Hydroxtetradekanoylamino-4-oxo0-5-aza]-9-[(R)-3-dodekanoyloxytetra-dekanoylamino]dekén-
-1,10-diol-1-dihydrogenfosfat je moZné ziskat' rovnakym postupom (schéma 3, obr. 35) pouzitim 4-(dife-
nyloxyfosforyloxy)-2-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylamino]buténovej kyseliny a (2R)-5-amino-2-[(R)-3-do-
dekanoyloxytetradekanoylamino]pentan-1-olu.

Alebo sa 3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino-4-oxo-5-aza]-9-[(R)-3-hydroxytetradekanoylami-
no)dekén-1,10-diol-1-dihydrogenfosfat ziska z asparagovej kyseliny nasledujucim spdsobom (reakina
schéma 1, 5 a 6, obr. 33, 37 a 38): chranenim volnej funkénej hydroxylovej skupiny (2R)-5-(benzyloxykar-
bonylamino)-2-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylamino]pentan-1-olu benzyloxymetylovou skupinou, uvolne-
nim funkénej 5-aminoskupiny tejto zhideniny hydrogenolyzou, uskuto¢nenim peptidovej vizby tohto aminu s
monoesterifikovanym derivatom D- alebo L-asparagovej kyseliny uchovanim jeho funkénej aminoskupiny
bud’ chraniacou skupinou, alebo skupinou (R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylovou, uvolnenim a redukciou
koncovej karboxylovej funk&nej skupiny zmesovym arhydridom, pripadne odstrdnenim chraniacej skupiny z
funkénej aminoskupiny odvodenej od asparagovej kyseliny, N-acyliciou derivatom (R)-3-dodekanoyl-
oxytetradekanovej kyseliny, fosforylaciou funk¢énej hydroxyskupiny na C; a nakoniec odblokovanim
fosfatovej a hydroxylovej funkénej skupiny hydrogenolyzou.

Priklad 4

Priprava 3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-hydroxy-tetradekanoylamino]-
dekan-1,10-diol-1,10-bis-(dihydrogenfosfatu)

1-(Difenyloxyfosforyloxy)-3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-oxo0-5-aza-9-[(R)-3-benzyl-

oxytetradekanoylamino]dekén-10-ol (985 mg, 0,84 mmol) sa nechd reagovat 30 minit s dibenzyl-N,N’-
-dietylfosforamiditom (0,58 ml, 85 % ¢istoty) v pritomnosti [1H]-tetrazolu (182 mg) v tetrahydrofurane (35 ml)
pri teplote miestnosti. Fosfitovy medziprodukt sa oxiduje pridavkom roztoku m-chlérperoxybenzoovej
kyseliny (535 mg) v 25 ml metylénchloridu pri teplote 0 aZ -20 °C. Po 20 minttach sa prida roztok tiosiranu
sodného (20 ml) na neutralizdciu vSetkého prebytotného oxidantu, potom sa organicka vrstva zriedi éterom.
Organicka vrstva sa oddeli, premyje sa postupne vodnym roztokom tiosiranu sodného (5 x 20 ml), roztokom
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hydrogenuhli¢itanu sodného (2 x 20 ml), vodnou kyselinou chlorovodikovou (20 ml), vysusi sa siranom
hore¢natym a skoncentruje sa. Surovy produkt sa Eisti okamZitou chromatografiou na silikagéli (dichlér-
metan/acetén = 10 : 3). Takto ziskany chraneny difosforylovany derivat (900 mg, 75 % vytazok) (Rf = 0,64,
5 : 2 dichlérmetan/aceton) sa katalyticky hydrogenuje pocas $tyroch hodin v metanole s ¢istotou HPLC (1000
ml) za pritomnosti 10 % palddia na uhli (300 mg) pri tlaku a teplote okolia. Katalyzator sa odfiltruje
membranovou filtriciou a filtrdt sa skoncentruje za zniZeného tlaku, &im sa ziska surovy 10-(dihyd-
roxyfosforyloxy)-1-(difenyloxyfosforyloxy)-3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-oxo-5-aza-[(R)-
-3-Hydroxytetradekanoylamino]-dekan (Rf = 0,63, chloroform/metanol/voda 6 : 4 : 0,6) s 89 % vytazkom.
Tento produkt sa podrobi katalytickej hydrogenécii na oxide platiny (380 mg) v etanole s ¢istotou HPLC
(130 ml) 24 hodin pri teplote a tlaku miestnosti. Katalyzator sa odfiltruje membranovou filtraciou a filtrat sa
skoncentruje, ¢im sa ziska volnd bisdihydrogenfosfatova zli¢enina (Rf = 0,20, chloroform/metanol/voda,
6:4:0,6).
3-[(R)-3-hydroxytetradekanoylamino]-4-oxo0-5-aza-9-[(R)-3-dodekanoyloxytetra-dekanoylamino]dekan-1,10-
-diol-1,10-bis(dihydrogenfosfat) je moZné ziskat tym, Ze sa vychadza zo 4-(difenyloxyfosforyloxy)-2-[(R)-
-benzyloxytetradekanoylamino]-butdnovej kyseliny a z (2R)-5-amino-2-{(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl-
amino]-pentan-1-olu rovnakym postupom (schéma 3, obr. 35).

Alebo moZno ziskat' 3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-hydroxytetrade-
kanoylamino]dekan-1,10-diol-1,10-bis(dihydrogenfosfat) z asparagovej kyseliny nasledujicim spdsobom
(reak¢na schéma 1, 4 a 6): uvolnenim funkénej 5-aminoskupiny (2R)-5-(benzyloxykarbonylamino)-2-[(R)-3-
-benzyloxytetradekanoylamino]pentan-1-olu hydrogenolyzou, prevedenim peptidovej viizby tohto aminu
monoesterifikovanym derivitom D- alebo L-asparagovej kyseliny, ktory méa na funk&nej aminoskupine bud’
chraniacu skupinu, alebo (R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylovi skupinu, uvolnenim a redukovanim kon-
covej karboxylovej funkénej skupiny pomocou zmesového anhydridu, pripadne odstrénenim chréniacej
skupiny z funk¢nej aminoskupiny odvodenej od asparagovej kyseliny, potom N-acylaciou derivatom (R)-3-
-dodekanoyloxytetradekanovej kyseliny, fosforylaciou hydroxylovej funkénej skupiny v C; a Cy, a nakoniec
odblokovanim fosfatovych a hydroxylovych funkénych skupin hydrogenolyzou.

Priklad 5

Cistenie a analyza zlu&enin podFa vynalezu

1. Cistenie monofosforylovanych a difosforylovanych zlt¢enin

Monofosforylované a difosforylované syntetické produkty sa rozpustia v zmesi vody a izopropanolu
(objemovo 1 : 1) s 0,1 % trietylaminu na nastavenie hodnoty pH na 8 aZ 9. Postupne sa prida potrebné
mnoZstvo 2M hydrogenuhli¢itanu aménneho na dosiahnutie koncentracie 25 mM.

Cistenie sa uskutoni preparativnou reverznou fizovou chromatografiou HPLC za nasledujticich
podmienok:

Stipec: Bondapack C18 Prep Pak, 40 x 200 mm, 15-20 pm, 30 nm Waters
Mobilna faza:

A: izopropanol/voda (objemovo 1 : 1), 50 mM hydrogenuhli¢itanu aménneho
B: izopropanol/voda (objemovo 2 : 8), 50 mM hydrogenuhli¢itanu aménneho
Prietokova rychlost’: 40 ml/min.

Elticia: izokraticka adsorpcia na stipci: 40 % B (60 % A), 10 mimit

Gradient A : B: 40 - 80 % B pocas 10 minuit

Izokraticka elucia: 80 % B, 30 minut

Premyvanie: 100 % B, 10 mintt

Detekcia: UV, 210 nm (vlnova dizka)

Za uvedenych eluénych podmienok je retencény ¢as monofosforylovanej zluceniny 25 az 30 minut, zatial
¢o difosforylovanej zli¢eniny 18 az 25 mimit. Ak sa zisti pritomnost’ monofenylovych produktov (netipiné
odstranenie chraniacej skupiny pri defenylacii), je potrebny jemnej8i stupefi Eistenia. Toto d'aliie Cistenie
prebieha za nasledujucich podmienok:

Stipec: Kromasil C18, 21 x 250 mm, 5 pm, 10 nm, Macherey-Nagel

Mobilné faza:

A: izopropanol/voda (objemovo 1:1), 50 mM hydrogenuhli¢itanu aménneho

B: izopropanol/voda (objemovo 2:8), 50 mM hydrogenuhli¢itanu aménneho

Prietokova rychlost: 10 ml/min.

Elticia; izokraticka adsorpcia na stipei: 40 % B (60 % A), 10 mimit

Izokraticka elucia: monofosforylované zliéenina: 80 % B, 30 mintt, difosforylovana zlicenina: 74 % B, 30
mimit

Premyvanie: 100 % B, 10 minut

Detekcia: UV, 210 a 254 nm (vInova dizka)
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Frakcie obsahujiice monofosforylované a difosforylované zlifeniny vo forme amoniovych soli sa
zhroma¥dia a skoncentruji sa adsorpciou C 18 faz Bondapack, 15-20 pm, 30 nm, Waters. Sodna sol
monofosforylovanych a difosforylovanych zlicenin sa ziska premytim roztokom 10 g/l chloridu sodného v
zmesi voda/izopropanol {objemovo 9 : 1). Po odstréneni prebytku chloridu sodného pretedenim 5 objemov
zmesi voda/izopropanol (objemovo 9 : 1), sa zlugenina eluuje Eistym izopropanolom. Toto rozpustadlo sa
odpari do sucha na rotaénej odparke. Kone&né rozpustenie sa uskutotni poZadovanym mmoZstvom vody
(v pripade monofosforylovanej zhi¢eniny s pridavkom 0,1 % trietanolaminu) za ziskania cielovej
koncentracie 2 mg/ml. Urobi sa sterilna filtracia filtrom 0,2 pm Express Membrane, Millipore (ak je objem
mensi ako 50 ml, odporiéa sa systém Steriflip, ak je objem vi¢si ako 50 ml, odporuca sa systém Steritop).

Pri spracovani monofosforylovanej zli¢eniny je vyhodné sonikovat’ roztok (3 x 10 sekiind) pri teplote
miestnosti pred sterilnou filtraciou.

2. Sledovanie a vytaZok Cistenia

Po ukonéeni kaZdého stupfia sa frakcie analyzuju reverznou fazovou chromatografiou HPLC za tychto
podmienok:

Stipec: Supelcosil C18, 3 pm, 4,6 x 150 mm, 10 nm, Supelco
Mobilna faza:

A: voda/acetonitril (objemovo 1 : 1), 5 mM TBAP

B: voda/izopropanol (objemovo 1 : 9). 5 mM TBAP

TBAP: tetrabutylamoéniumfosfat

Prietokova rychlost 1 ml/min.

Elucia: gradient A : B (75 : 25 - 0 : 100) pocas 37,5 minuty
Detekcia: UV, 210 a 254 nm (vinové dizka).

Pri takto uskutocnenej chromatografii si pozorované retencné ¢asy monofosforylovanych zhicenin 25,5 +0,5
minit a difosforylovanych zlucenin 20,8 +0,5 minit. VytaZok €istenia monofosforylovanych zlicenin je 57
aZ 94 % a difosforylovanych zlic¢enin 71 az 92 %. Ziska sa 311 mg monofosforylovanych zlu¢enin a 189 mg
difosforylovanych zlidenin.

2. Skugka a analyza stupfia Eistoty kone&ného produktu

Kvantitativne skuSky a analyza stupiia Cistoty produktov sa uskutoftiujt pomocou HPLC/UV za
opisanych prevadzkovych podmienok chromatografie. Podla tychto skiiSok st stupne Cistoty ziskané pri
jednotlivych monofosforylovanych a difosforylovanych skuSobnych vzorkach 99 az 100 %. Na odhalenie
pritommnosti neaktivnych necistét v UV oblasti sa uskutoliiuji analyzy LC/ES-MS (pozitivny spdsob
elektrosprejovej ionizacie). Na to sa nahradi (5 mM) tetrabutylaméniumfosfatu (25 mM) acetatu amoénneho
na splnenie poZiadaviek ionizcie na elektrosprejovom rozhrani.

Na skisanie konecnych produktov sa pouZivaju alternativne spdsoby. Napriklad kvantitativne analyzy
celkovych fosfatov (podla Ames B. N., Methods in Enzymology VII, str. 115 aZ 117, 1966), aminokyselin
(podl'a Hughes a kol. J. Chromatography 389, str. 327 az 333, 1987) a acylovych retazcov (podla Miller L.
T., Hewlett Packard Application Note str. 228 az 237, 1984).

4. Spektralna analyza
4.1 Hmotnostna spektrometria

Vynesu sa spektrda ES-MS (negativne a pozitivne druhy) monofosforylovanych a difosforylovanych
zlidenin s pouZitim troch typov hmotnostnych spektrometrov (Finnigan LCQ, ion trap, Micromass Quattro
II, tripletovy stav quadrupol, Hewlett Packard MSD, singlet quadrupol). Ako doplnok sa uskutociiuji tiez
analyzy MS/MS. Spektra dokazujiice identitu a ¢istotu uvedenych produktov sii v dodatku.

ES-MS spektra (pozitivny druh)
Difosforylovana zlicenina:
(Micromass Quattro II: spektrum 1, HP-MSD: Spektrum 3) (obr. 39 & 41).

V oblasti nizkych energii mozZno pozorovat hlavné pseudomolekuldrne iény pri pomere mv/z 1014,6 [M +
+ HJ". Sodné primesi pri pomere m/z 1036,6 [M + Na]", 1058,6 [M + H + 2Na]" a v 1080,5 [M + 2H + 3Na]"
su tiez viditelné.

V zavislosti od stupfia fragmenticie moZno pozorovat dva 916,5 [M-98+H]" a 818,6 [M-98-H]
fragmenty m/z, o dokazuje pritomnost’ dvoch fosforylovanych skupin na molekule. Ako je vyznaCené
spektrom 3 (obr. 41), koliSe relativna intenzita pozorovanych iénov v zavislosti od pouZitej urovne energie.
Monofosforylovana zlicenina:

(Micromass Quattro II: spektrum 2) (obr. 40)

Trochu odliSny ionizaCny diagram sa ziska pre monofosforylovani zhieninu v dosledku pritomnosti
trietanolanimu (TeoA) v analyzovanom roztoku. Hlavny pseudomolekuldrny ion moZno pozorovat pri
pomere m/z 934,4 [M + H]", rovnako ako adukty sodné 956,3 [M + H]" a draselné [M + K] pri pomere m/z
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956,3 a 972,3. ViditeI'nd je aj druhd skupina aduktov pri pomere m/z 1083,4 [M + TEA + H]" a pri pomere
m/z 1105,3 [M + TeOH + Na]" a pri pomere m/z 1121,3 [M + TeOH + K]". Pritomnost fosforylovej skupiny
vnitri molekuly je viditeIna z fragmentu zistenom pri vysokej trovni energie zodpovedajucej pomeru m/z
836,4 [M-98 + H]".

Spektra ES-MS (negativny druh)

Iénové druhy pozorované v negativnom druhu spektier ES-MS monofosforylovanych zlidenin a
difosforylovanych zlti¢enin v celku sthlasia s vysledkami ziskanymi v pozitivnej forme.

Uskutociiuju sa tiezZ FAB ionizaéné analyzy (pozitivna forma). Pri nizkej rozli§ovacej irovni vykazuji
monofosforylované zligeniny sodné adukty pri pomere 956,5 [M + Na]" a difosforylované zladeniny pri
pomere m/z 1036,5 [M + Na]".

Pri vysokej rozliSovacej irovni (3-nitrobenzy! alkoholova matrica) je pozorovany vrchol pri pomere m/z
956,667 pre monofosfatovu zluceninu zodpovedajicu o¢akdvanému molekulovému vzorcu C,HosOyN;PNa
(predpokladana hmotnost: 956,668 uma).

Pre difosforylovami zliceninu je zaznamenany vrchol pri pomere m/z 1036,635, ¢o zodpoveda
molekulovému vzorcu CygHg70,4N3P>Na (vypocitana hmotnost: 1036,634 uma).

Zo vietkych uskutoénenych analyz MS vyplyva vysoky stupe Cistoty ziskanych produktov.

4.2 Nuklearna magneticka rezonancia

Spektra '"H-NMR a "C-NMR monofosforylovanych a difosforylovanych zli&enin sa zistuji pristrojom
DPX Brucker, pracujicom pri frekvenciach 250,13 a 62,89 MHz a systémom Varian Unity Inova
pracujicom pri frekvenciach 500 a2 499,87 a 125,7 MHz. Spektra *'P-NMR sa zaznamenavaji pri 121,6
MHz (DPX Brucker). Spektra, dokazujuce identitu a Cistotu tychto produktov st uvedené v dodatku.

Spektrd "H-NMR (spektra 4 & 5) (obr. 42 & 43)

Monofosforylovana zlu¢enina: Na spektrach zaznamenanych v CDCl; + 0,1 % trietanolaminu (TeoA)
(spektrum A) su viditeI'né signaly zodpovedajice trom protonom pochadzajucim od atomov dusika N(5),
N(2a) a N(2b) medzi 7 aZ 9,5 ppm (zviacSeny pohlad spektralneho okna). Signaly pripisované H-N(2a) H-
-N(2b) st viditel'né vo forme dvoch dubletov, ktoré dokazuju pritommnost’ zmesi stereoizomérov. Ukazuje sa,
Ze jeden diastereoizomér prevlada (ako dosledok roznych stupiiov vycistenia).

Difosforylovana zhi¢enina: Na spektrach zaznamenanych v CDCI;-CD;0D (objemovo 3 : 1) (spektrum
5) uZ nie su signaly zodpovedajuce H-N(5), H-N(2a) a H-N(2b) viditelné d6sledkom vymeny druhov v
pritommnosti CD;0D.

Dodato¢né informacie, tykajice sa vyznamu réznlych signdlov, sa ziskaju pokusmi homonuklearnej a
heteronuklearnej korelacie ("H + 'H-NMR: COSY, 'H-"C-NMR: HSQC & HMBC).

Spektra *C-NMR (spektra 6 & 7) (obr. 44 & 45)

Zaznamenavanie spektier *C-NMR je neoby&ajne namahavé kvéli dost’ nizkej rozpustnosti monofos-

forylovanych a difosforylovanych zhicenin.
Spektré *'P-NMR (spektra 8 & 9) (obr. 46 & 47)
Pre monofosforylované a difosforylované zluceniny je pozorovany jediny vrchol.

Priklad 5
Farmakologické §tudie zlicenin podl'a vynalezu

1. Stanovenie endotoxicity Limulovym chromogenickym testom

Endotoxicita sa zistuje chromogénovym Limuls Amoeobocyte Lysate testom (Chromogenic LAL of
Charles River Endosafe, $ar7a # EK412 E, Charleston, USA). Tento test sa zakladd na aktivacii
lipopolysacharidom (LPS) alebo Strukturalne analogickymi produktmi enzymatickej kaskady obsiahnutej v
LAL. Tato enzymaticka aktivicia sa prejavuje rozitiepenim chromogénu viazaného na peptid pésobenim
protedzy v koneénom $tadiu tejto enzymatickej kaskady podl'a nasledujiicej reakénej schémy:

LSP alebo PRODUKT
N2
LAL aktivécia proteazy a hydrolyza peptid / chromogénové molekuly
N2

Ac-Ile-Glu-Ala-Arg-p-nitroanilin = Ac-lIle-Glu-Ala-Arg + p-nitroanilin
(bezfarebny) sfarbeny (405 nm)

Enzymatickd reakcia sa uskutoGfiuje pri teplote 37 °C a Casové vytvaranie chromogénu sa meria pri
405 nm: V kone¢nom stave tejto skudky urdujicej Casovy priebeh sa zaznamenava &as potrebny na
dosiahnutie OD 0,2 jednotiek a endotoxicka aktivita sa vypocitava na zéklade §tandardu LPS (Standardna
krivka).
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Vysledky si vyjadrené v EU (endotoxinovych jednotkdch) vo vztfahu k Standardizovanej priprave
liposacharidov E. coli. Tymto siborom skisok zodpoveda 1 EU 0,08 mg ekvivalentu LPS.

Vysledky ukazujii na pomerne vysoky stupeit variability, aj ked je to normalne pri kvantitativnych
skigkach takéhoto druhu, ktoré poskytuji v zdsade niznak magnitidy. Testovanie LAL sa uskutoCiiuje
hlavne na doké4zanie nepritomnosti pyrogénov (horna medza koncentracie endotoxinov) vo farmaceutickych
prostriedkoch. Zavdzné je porovnat kvantitativnu skisku obsahu pyrogénu s danymi dobre 3tandardizova-
nymi jednotlivymi sériami experimentov.

Vysledky
Vysledky (priemer * smerodajna odchylka) ziskané pri produktoch podl'a vynalezu st uvedené v tabulke
(A).

Tabul’ka (A) - Aktivacia limulus amoebocyt lyzdtu (LAL)

Produkty aktivicia LAL v EU/mg aktivita LAL v ekvivalentoch ng eq.LPS/m
OM-294-DP 56 +48 6,2
OM-294-MP 1342 1,4
E. coli LPS (referenény) 7,7 41,6 x 10° 0,85 x 10°

Zludeniny podFa vynalezu si 10°krat menej aktivne ako LPS v teste LAL. OM-294-DP a OM-294-MP
su preto zaujimavymi produktmi vzhladom na svoju nizku toxicitu, v spojeni so svojou schopnostou
sprostredkovavat’ biologické aktivity a posobia ako imunomodulatory (tak in vivo, ako aj in vitro).

2. Stanovenie proliferacie kmefia buniek mysej kostnej drene v reakcii na stimulaciu LPS alebo zlicenin
podla vynalezu

Spdsob:

Vdychovanim oxidu uhli¢itého sa usmrtia dva Sest’ tyZdiiové mySie samce C57/BL6 a nasleduje kréna
dislokacia. Mysi sa premyju alkoholom a koZa zadnych koncatin sa uplne odstrani. PreruSenim kibov sa
vyberi panvové, stehenné a holenné kosti. Skalpelom sa odstrani miso. Kosti sa odistia a konce kosti sa
zastrihni noZnicami. Kostna dreil sa extrahuje z drieku kosti trojndsobnym injektovanim modifikovaného
prostredia Dulbecco Eagle (DH-médium) z vonkajsich Casti odstrihnutych noZnicami. Bunky sa suspenduji v
DH médiu a odstred’uji sa 5 mimit pri 300xg. Supernatant sa odstrani a kmetiové bunky sa suspenduju v DH
médiu doplnenom 20 % zarodocného telacieho séra (FCS). Koncentracia buniek sa upravi na 500 000
buniek/ml.

Produkty vopred rozpustené v DH médiu doplnenom FCS sa sériovo zriedia aminokyselinami a
antibiotikami a vnesd sa priamo do 96-jamkovych mikrotitraénych dosti¢iek. PouZitim stcinitela 3,16 sa
pripravi 9 zriedeni. Produkty sa testujii v sériach po Sest’ a kazda mikrotitratna dosticka zahrnuje negativnu
kontrolu obsahujucu plné médium. Koneény objem v kazdej jamke je 100 ul. Mikrotitracné do3tiCky sa
inkubuji jednu hodimu v inkubétore pri teplote 37 °C v prostredi s 8 % oxidu uhli¢itého pri 100 % relativnej
vlhkosti na pufrovanie média. Po jednej hodine sa do produktu prida 100 pl bunkovej suspenzie a v inkubdcii
sa pokra¢uje sedem dni.

Proliferacia sa zistuje meranim oxidacie chromogénového substratu (XTT) v mitochondriach Zivych
buniek.

Po siedmich ditoch sa mikrotitradné dosticky odstredia 5 minut pri 400 x g a 100 pl supernatantnej
kvapaliny sa odsaje a odstrani. Do kaZdej jamky sa pridd 50 pl 1 mg/ml XTT 3-[1-fenylaminokarbonyl)-3,4-
-tetrazdlium]bis[(4-metoxy-6-nitro)benzén-sulfonatu] sodného a 0,008 mg/mi PMS (N-metyldibenzopyrazin,
metylsulfatu) v médiu RPML. Po osemhodinovej inkubacii v inkubétore pri teplote 37 °C v prostredi s 8 %
oxidu uhli¢itého pri 100 % relativnej vlhkosti sa mikrotitracné dosticky od¢itaju spektrofotometrom pri 480
nm oproti §tandardu 690 nm.

Vysledky sa vyjadria ako priemerné hodnoty (+ smerodajnd odchylka) vynesenim davky oproti krivke
reakcie. Graficky sa znazornia tieZ hodnoty negativnej kontroly zloZzené z DH média (priemer + smerodajna
odchylka v§etkych experimentalnych dat).

V tomto pokuse vyvolavaji zli¢eniny podl'a vynalezu vyznamnu proliferaciu kmefiovych buniek mysej
kostnej drene. Miera takejto reakcie je skoro rovnaka ako miera vyvolana E. coli LPS, ale minimalna
koncentricia potrebna na vyvolanie vyznamnej reakcie je vy$§ia. Monofosforylovany produkt vyvolava
miernej$iu reakcin ako difosforylovany produkt. Obr. 1 znazoriiuje reprezentativny pokus odvodeny zo
suboru troch nezavislych $tidii uskutoénenych na odli¥nych bunkovych pripravkoch.
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3. Stanovenie produkcie oxidu dusika v supernatantnych kvapalinach makrofigovych kultir.

Spdsob

Vdychovanim oxidu uhli¢itého sa usinrtia dva Sest’ tyZdiiové mysie samce C57/BL6 a nasleduje kréna
dislokdcia. My3i sa premyji alkoholom a koZa zadnych konéatin sa tiplne odstrani. PreruSenim kibov sa
vyberl panvové, stehenné a holenné kosti. Skalpelom sa odstrani maso. Kosti sa oéistia a konce kosti sa
zastrihnd noZnicami. Kostnd drefi sa extrahuje z drieku kosti trojnisobnym injektovanim 1 ml
modifikovaného prostredia Dulbecco Eagle (DH-médium) do drieku kosti. Bunky sa resuspendujii v DH
médiu a odstred'ujii sa 5 miniit pri 300 x g. Supernatant sa odstrani a kmetiové bunky sa resuspenduji v DH
médiu doplnenom 20 % konského séra (HS) a 30 % L1929 supernatantu kulttiry s hustotou 40 000 buniek/ml.
L1929 je fibroblastova mySia bunkova linia, ktorej supernatantna kvapalina je bohata na makrofag (M-CSF)
rastového faktora. Bunkové suspenzia sa rozdeli na podiely po 12 ml v Petriho miskach, ktoré sa inkubuji
osem dni v inkubatore pri teplote 37 °C v prostredi s 8 % oxidu uhli¢itého pri 100 % relativnej vlhkosti. Po
0smich dfioch sa kmefiové bunky rozdelia na dospelé makrofagové bunky. Makrofagové bunky sa zoskriabu
po inkubacii 45 minut pri teplote 4 °C do studeného pufra PBS. Po odstredeni a odstraneni supernatantu sa
bunky resuspendujii v DH médiu doplnenom 5 % zirodonym teFacim sérom (FCS), glutaminom, aspara-
ginom, argininom, kyselinou folovou, merkaptoetanolom a antibiotikami (penicilinom a streptomycinom).
Kmeiiové bunky sa zhromazdia a ich hustota sa upravi na 700 000 buniek/ml:

Produkty, vopred rozpustené v DH médiu doplnenom FCS, sa sériovo zriedia aminokyselinami a
antibiotikami priamo v 96-jamkovych mikrotitratnych dodtickach. PouZitim siginitela zriedenia 3,16 sa
pripravi 9 a7 10 zriedeni v zavislosti od produktov. Produkty sa testuju trikrat a kazda mikrotitraéna dosticka
obsahuje negativnu kontrolu obsahujicu plné médium. Konetny objem v kaZdej jamke je 100 ul
Mikrotitraéné dosticky sa inkubujui 1 hodinu v inkubatore pri teplote 37 °C v prostredi s 8 % oxidu uhliitého
pri 100 % relativnej vlhkosti na pufrovanie média. Po jednej hodine sa do produktu pridd 100 ul bunkove;j
suspenzie a inkubécia sa predizi na 22 hodin.

Po 22 hodinich sa mikrotitratné dosticky odstredia 5 minit pri 400 x g a odsaje sa 100 pl supernatantnej
kvapaliny a prevedie sa do mikrotitratnej dosticky. Do kazdej jamky sa pridd 100 pl Griessovho ¢&inidla
[5 mg/ml sulfanilamidu + 0,5 mg/ml N-(1-naftyletyléndiamin)hydrochloridu v 2,5 % vodnej fosforednej
kyseline]. Mikrotitraéné dosticky sa od¢itajii spektrofotometrom pri vinovej dizke 562 nm oproti referen¢nej
vinovej dizke 690 nm. Koncentricia nitridu je timerné obsahu oxidu dusika. Obsah nitridu sa uréi pomocou
Standardnej krivky, ktora vyjadruje linearnu zavislost' v rozsahu 1 a% 25 pM.

Vysledky su vyjadrené ako priemer + smerodajna odchylka po odgitani hodnoty negativnej kontroly a
zobrazia sa ako krivka zavislosti davky od reakcie.

Pri tomto pokuse vyvoldvaji zli¢eniny podl'a vynélezu produkciu oxidu dusika my$imi makrofagovymi
bunkami spdsobom konzistentnym s krivkou zavislosti davky od reakcie. Difosforylovany produkt vyvolava
proliferdciu v znacne viicSej miere ako E. coli LPS, ale koncentrécia potrebna na vyvolanie vyznamne;
reakcie je vyS$Sia. Monofosforylovany produkt vyvoldva miernejsiu reakciu v porovmani s reakciou
vyvolavanou difosforylovanym produktom a E. coli LPS. Na obr. 2 je znizorneny reprezentativny pokus
odvodeny z 3 nezdvislych merani na réznych bunkovych pripravkoch.

4. Stanovenie schopnosti zli¢enin podla vyndlezu vyvolat produkciu o-TNF Tudskymi alveolovymi
makrofagovymi bunkami

Spésob

’ Priprava alveolovych makrofigovych buniek: Cudské alveolové makrofagové bunky sa ziskajii broncho-
alveolovym preplachnutim (BAL) plic pacientov trpiacich rakovinou plic. BAL sa uskutodiiuje
bezprostredne po chirurgickom zakroku pl'icneho tkaniva vratane zdravej ¢asti plticneho laloku. Preplachuje
sa 0,8 % roztokom chloridu sodného pomocou 50 ml injekénej striekacky. Ziskané bunky tvoria z 85 %
makrofagové bunky a vicSina ostatnych buniek su lymfocyty. Po odstredeni sa bunky suspenduji v médiu
RPMI a Cervené krvinky sa odstrania odstredenim na zariadeni Ficoll Pack (pre vyskum). Makrofagové
bunky sa premyju trikrat HBSS a naockuju sa do 24-jamkovych mikrotitra&nych doiti¢iek v mnoZstve 1 ml
na jamku obsahujici celkom 1 000 000 buniek. Po jednohodinovej inkubécii pri teplote 37 °C vysledné
makrofigové bunky priPmi a jamky sa premyju trikrdit 1 ml HBSS na odstranenie nepril'nutych buniek. Po
premyvacej operacii sa do kazdej jamky, obsahujiicej makrofagové bunky, pridd 1 ml RPML
Inkubacia s produktmi a skiiska a-TNF: Alveolové makrofagové buky sa inkubuju pri teplote 37 °C v
prostredi obsahujiicom 5 % oxidu uhli¢itého v pritomnosti 0,1 pg/ml, 1 pg/ml a 10 pg/ml nasledujiicich
produktov:
- negativne kontroly: RPMI,
- pozitivne kontroly: E. coli LPS (sérotyp 05:B3, Difco, Detroit, USA),
- monofosforylované zhiceniny podla vynalezu (OM-294-MP),
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- difosforylované zlu¢eniny podl'a vynalezu (OM-294-DP).
Kultivaéné supernatanty sa ziskaju po 24 hodinich a analyzuji sa na obsah a-TNF (BioSource
Cytoscreen Kit, Camarillo, CA, USA) s citlivostou 1 pg/ml.

Vysledky

Monofosforylované a difosforylované derivaty podl'a vynélezu vyvolavaju miernu produkciu o-TNF v
koncentraciach takych malych, ako je 10 pg/ml. Monofosforylované derivaty podla vynalezu vyvolavaju
produkciu o-TNF vo vicsej miere ako difosforylované. Pozitivna kontrola LPS vyvolava vo vietkych troch
testovanych koncentraciach vysoku produkciu o-TNF. Vysledky su v tabulke (a).

Tabulka (a) - Vyvolavanie produkcie o-TNF zludeninami OM-294-MP a OM-294-DP v Tudskych alveolo-
vych makrofdgovych bunkéach

o-TNF [pg/ml]
priemer + smerodajné odchylka z 3 nezavislych pokusov

Produkt 0 pg/ml 0,1 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml
Negativna kontrola RPMI 195470
Pozitivna kontrola: E. coli LPS 7667 £1155 9858+2148 1039013415
OM-294-MP-1 246£38 353475 10494295
OM-294-MP-2 205462 291170 11241406
OM-294-DP-1 156166 117485 329+141
OM-294-DP-2 17£79 88161

5. Stanovenie kapacity zliéenin podl'a vynalezu na inhibiciu produkcie a-TNF v Tudskych alveolovych
makrofagovych bunkach, v reakcii na £. coli Lipopolysacharidu (LPS)

Spdsob

Priprava alveolovych makrofagovych buniek: Ludské alveolové makrofagové bunky sa ziskaju
bronchoalveolovym preplachnutim (BAL) plic pacientov trpiacich rakovinou plic. BAL sa uskutociiuje
bezprostredne po chirurgickom zakroku plicneho tkaniva vratane zdravej Casti plicneho laloku. Preplachuje
sa 0,8 % roztokom chloridu sodného pomocou 50 ml injekenej striekacky. Ziskané bunky tvoria z 85 %
makrofigové bunky a vii€§ina ostatnych buniek si lymfocyty. Po odstredeni sa bunky suspenduji v médiu
RPMI a &ervené krvinky sa odstrania odstredenim na zariadeni Ficoll Pack (pre vyskum). Makrofagové
bunky sa premyju trikrat HBSS a naoc¢kuji sa do 24-jamkovych mikrotitraénych dosti¢iek v mnoZstve 1 ml
na jamku obsahujicu celkom 1 000 000 buniek. Inkubuje sa pocas jednej hodiny pri teplote 37 °C, vysledné
makrofiagové bunky priln a jamky sa premyju trikrat 1 ml HBSS na odstranenie neprilnutych buniek. Po
premyvacej operacii sa do kazdej jamky, obsahujucej makrofagové bunky, prida 1 ml RPMI.

Inkubicia s produktami a skiska a-TNF: Alveolové makrofagové bunky sa inkubuju pri teplote 37 °C v
prostredi obsahujicom 5 % oxidu uhli¢itého v pritomnosti E. coli LPS (05 : BS sérotyp Difco, Detroit, USA),
pri 1 mg/ml, do ktorého sa si¢asne pridaji nasledujice produkty s koncentraciou 10 pg/ml:

- negativna kontrola: RPMI,
- monofosforylovana zluéenina podl'a vynalezu (OM-294-MP),
- difosforylovana zlucenina podl'a vynalezu (OM-294-DP).

Kultivadné supernatanty sa ziskaji po 24 hodinich a analyzuji sa na obsah o-TNF (BioSource

Cytoscreen Kit, Camarillo, CA, USA) s citlivostou 1 pg/ml.

Vysledky
Difosforylovany derivat podla vynalezu inhibuje produkciu a-TNF normalne vyvolavami LPS. Monofos-

forylovany derivat ¢iastoéne inhibuje produkciu a-TNF vyvolavani LPS. Vysledky testu si uvedené v
tabulke (a).
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Tabulka (a) - Inhibicia produkcie o-TNF vyvolavanej LPS zli¢eninami OM-294-MP a OM-294-DP v
TI'udskych alveolovych makrofagovych bunkach

Produkt o-TNF [pg/ml] % inhibicie
RPMI (negativna kontrola) 73 -
E. coli LPS (1 pg/ml) (pozitivna kontrola) 8170 0
OM.-294-MP-1 (10 pg/ml) + E. coli LPS (1 pg/ml) 4577 44
OM-294-MP-2 (10 pg/ml) + E. coli LPS (1 pg/ml) _ 4789 41
OM-294-DP-1 (10 pg/ml) + E. coli LPS (1 pg/ml) 1267 84
OM-294-DP-2 (10 pg/ml) + E. coli LPS (1 pg/ml) 1280 84

6. Uginok produktov OM-294-MP a OM-294-DP na dendritické zrenie molekuil

Vyhodnocuje sa schopnost’ produktov OM-294-MP a OM-294-DP vyvolavat zrenie predendritickych
bunick na dendritické bunky. Meraji sa nasledujice parametre: Zaéletiovanie konjugatu FITC-dextran a
expresia povrchovych markerov CD40, CD80, CD83, CD86.

Spbsob

Bunky: Izoluji sa mononukleované bunky periferlnej krvi z povlaku bielych krviniek $iestich zdravych
darcov krvi. Darcovia neabsolvuji Ziadne oSetrenie pred odberom krvi.
Priprava buniek:

Monocyty vy¢istené prifnavou selekciou sa resuspenduji v médiu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich: St. Louis,
MO, USA) obsahujicom 10 % zarodo¢ného telacicho séra, GM-CSF (10 ng/ml, IM-HGMI, Immungenex
Corp., Los Angeles, CA, USA) a IL-4 (10 ng/ml, & 204 IL, R & D System, Minneapolis, MN, USA) s
hustotou 1 x 10° buniek/ml a rozdelia sa do Petriho misiek s priemerom 10 ¢cm (P10, Falcon, Becton,
Dickinson, Plymouth, UK) (10 x 10° buniek na misku P10) a kultivuju sa 6 dni (s vymenou &erstvého média
po troch dfioch). Tieto bunky sa oznadujii ako predendritické bunky (DC-6). Zrenie predendritickych buniek
na dendritické sa dosahuje inkubéaciou bunick OM-294-MP a OM-294-DP a LPS pocas troch d’al§ich dni pri
koncentraciach nastavenych pod Product section. Deviaty defi (DC-9) sa bunky zhromazdia a analyzujii sa
pouzitim réznych indikétorov zrelosti dendritickych buniek: posudzujui sa povrchové markery CD40, CD80,
CD83, CD86 aj z hladiska ich schopnosti odstraiiovat’ konjugdt FITC-Dextran. Vietky tieto parametre sa
analyzuju s pouZitim pristroja EPICS-XL-MCL model FACS (Counter Immunology, Hialeah, Finsko)
(Lanzavecchia a kol., J. Exp. Med. 179, str. 1109, (1994), Lanzavecchia a kol., J. Exp. Med. 182, str. 389
(1995)).

Analyza dat:

Expresia povrchovych markerov sa vyjadruje percentom strednej fluorescencie buniek stimulovanych
LPS (pozitivna kontrola). Odstranenie konjugatu FITC-Dextran sa vypodita s ohfadom na rychlost
odstranenia buniek udrZovanych v zasaditom prostredi a vyjadruje sa v percentach. Statisticka analyza
Studentovym t-testom zahrnuje porovnanie dat ziskanych z réznych testov s datami pozitivnej kontroly.
Miera vyznamnosti dat je uréena pri p < 0,05.

Produkty:
Zasobné roztoky OM-294-MP a OM-294-DP sa pripravia v koncentracii 1 mg/ml v 0,9 % vodnom

roztoku chloridu sodného, v pripade OM-294-MP s pridavkom 0,1 % trietylaminu. Roztoky sa inkubuju
20 minit pri teplote 37 °C za intenzivneho mieSania poCas troch minut, zriedia sa na 100 pg/ml v
kultivatnom médiu RPMI-1640 a pouZivaji sa bud’ v koncentracii 10 mg/ml (obr. 3, 6, 7, 8), alebo v
koncentraciach od 0,02 do 25 pg/ml (obr. 4, 5).

Referenény produkt:

Lipopolysacharid E. coli (LPS, DIFCO, Detroit, MI. USA) ako zdsobny roztok 5 mg/ml v PBS. Pripravi
sa ako medziprodukt roztok 100 pg/ml v kultiva¢nom médiu RPMI 1640. Koncentracie na testovanie si bud’
10 pg/ml (obr. 3, 6, 7, 8) alebo v koncentraciach 0,02 az 10 pg/ml (obr. 4, 5).

Vysledky
Nedozreté dendritické bunky (DC-6) pochadzajice z diferenciacie monocytov, spojovacim pdsobenim
GM-CSF a IL-4, st schopné zaclefiovat’ konjugat FIFC-Dextrdn. Podas zrenia bunky stracaju schopnost’
zallefiovat’ konjugat FITC-Dextran. Analyzy sa uskutociiuji po dosiahnuti diferenciaéného stavu DC-9.
Vysledky sa vyjadruji v percentich zaclenenia konjugatu FITC-Dextran pozorovaného v nestimu-
lovanych bunkach (zakladné médium) (obr. 3). Bunky spracované LPS alebo OM-294-MP si uchovaju iba
10 % alebo OM-294-MP iba 19 % svojej fagocytovej kapacity, zatial' ¢o bunky stimulované OM-294-DP si

20




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

SK 287073 B6

plne uchovaju svoju schopnost’ zagletiovat’ konjugat FITC-Dextran (98 aZ 99 %). Krivka zavislosti reakcie od
davky naznaluje, e OM-294-MP ma vynikajucu kapacitu na vyvolavanie diferenciacie buniek DC-6 do DC-
9 pri koncentraciach od 0,02 pg/ml do 25 pg/ml (obr. 4), priom boli testované nizke koncentrécie a obr. 5 na
testovanie vy$Sej koncentracie.

Inym kritériom na posidenie zrelosti DC je expresia spolu stimulujiicich povrchovych markerov. Testuje
sa expresia CD40, CD80, CD83 a CD86. Vysledky st vyjadrené v percentach priemernej fluorescencie
zaloZenej na expresii tychto markerov vyvolanej LPS.

OM-294-MP zvySuje expresiu vietkych testovanych povrchovych markerov: CD40 (39 %), CD80
(62 %), CD83 (60 %), CD86 (77 %) (obr. 6, 7, 8, 9).

OM-294-DP spdsobuje podobny uéinok ako zékladné kultivaéné médium na expresii skimanych
markerov. Tento efekt nepresahuje 20 % ucinku LPS.

7. Utinok produktov OM-294-MP a OM-294-DP na produkciu o-TNF a IL-12 p70 monocytov a
predendritickych buniek za stavu DC-6

Bunky DC-6 (5 x 10%/500 ul média) sa stimuluji po¢as 4 hodin, 6 hodin a 24 hodin bud’ LPS (10 pg/ml),
alebo OM-294-MP (10 pg/ml), alebo OM-294-DP (10 pg/ml).

Sposob

Podmienky experimentov in vivo: Ziskaji sa mononukleové bunky periférnej krvi z povlaku bielych
krviniek Siestich zdravych darcov krvi (pred odberom krvi darcovia neabsolvovali Ziadne lieCenie).
Monocyty sa izoluji na gradiente Ficoll, a potom sa Cistia prifnavou selekciou. VolIne prilnuté bunky sa
zhroma?dia a jedna frakcia buniek sa uloZi ako monocyty. Vy&istené monocyty sa resuspenduju do média
DPMI-1640 obsahujiiceho 10 % FCS v mnoZstve 1 x 10° buniek/ml a rozdelia sa do Petriho misiek s
priemerom 10 cm (P10, Falcon, Becton, Dickinson, Plymouth, UK) 10 x 10° buniek na misku P10. Bunky sa
kultivuji est’ dni v plnom médiu RPMI 1640 obsahujicom GM-CSF (10 ng/ml) a IL-4 (10 ng/ml). Na Siesty
defi sa bunky zhromazdia, premyju sa HBSS a naockuji sa do 24-jamkovej dosticky s hustotou 5 x 10°
buniek/jamka v 500 pl plného média RPMI a stimuluji sa LPS (10 pg/ml), OM-294-MP (10 pg/ml) alebo
OM-294-DP (10 pg/ml). Postupom ELISA sa skumaji ako o-TNF tak IL-12 p70 v supernatantoch kultury,
ktoré sa spitne ziskaju po 4, 6 a 24 hodinach.

Produkty:

Produkty OM-294-MP a OM-294-DP (1 mg/ml zasobného roztoku v sterilnej vode) sa inkubuji 20 minut
pri teplote 37 °C a intenzivne sa mie$aji 3 mimity, naco sa zriedia na 100 mg/ml a pouZijii sa v konecnej
koncentricii 10 pg/ml v kultivaénom médiu RPMI 1640.

Referenény produkt:

Lipopolysacharidy E. coli (LPS, DIFCO, Detroit, MI, USA), zasobny roztok 5 mg/ml v PBS, ako
medziprodukt roztok 100 pg/ml v kultivaénom médiu: 100 ug/ml, pouZity v konecnej koncentracii 10 pg/ml.
Test a-TNF a IL-12 p70:

Podla dodavatel'ovej inStrukénej prirucky supravou o-TNF KHC3012 kit spolo¢nosti Biosource, batch #
PP003-J061703 (Biosource International, Camarillo, CA, USA) ELISA sa vykona skigka IL-12 p70 v
kultiva¢nych supernatantoch spésobom ELISA pomocou 'udskej OL-12 kit (8. D1200, divka 990 6232, R &
D System, Minneapolis, MN, USA).

Vysledky
o-TNF

OM-294-MP stimuluje produkciu a-TNF bunkami DC-6 podobnym sposobom ako LPS, tak z hladiska
gasového priebehu produkcie, ako aj z hladiska koncentracie a-TNF (obr. 10 ). Pri oboch produktoch je
vrchol o-TNF medzi 6 aZ 24 hodinami. OM-294-DP ma iba maly stimula¢ny ucinok na produkciu o-TNF
bunkami DC-6.
IL-12 p70

Vieobecne plati, Ze IL-12 sa vyvola v pritomnosti y IFN (LPS + y INF, OM-294-MP + y IFN) v
monocytoch (obr. 12) a v bunkach DC-6 (obr. 11). Nastup produkcie cytokinu je skor$i v DC ako v
monocytoch.
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8. Vyhodnotenie vlastnosti adjuvantov OM-294-MP a OM-294-DP v myfom imunizaénom modeli so
syntetickym peptidom (Pb CS Hiss-242-310) C-termindlovej oblasti cirkumsporozoitového povrchového
proteinu Plasmodium berghei

Sposob
Antigén:

Peptid Pb CS (HHHHHHGGMN NKNNNNDDSY IPSAEKILEFVKQIRDSITE EWSQCNVTCG
SGIRVRKRKG SNKKAEDLTL EDIDTEI), dalej nazyvany Hiss-242-310 zodpovedajici sekvencii
aminokyselin 242-310 cirkumsporozoitového kmetia ANKA povrchového proteinu Plasmodium berghei plus
N-terminalovy usek 6-histidinu, 2-cyklinu a jedného metioninového zvysku sa ziska spdsobom, ktory opisali
Merrifield a Athenon (Athenon a kol., Bioorg. Chem. 8, str. 350 az 351, 1979). Polypeptid sa pripravi na p-
-alkoxybenzylalkoholovej Zivici (Wangova Zivica), ktord ma stupef substitticie 0,4 mmol/g. V &ase kopuldcie
30 minit sa pouZije 10-ndsobny molarny prebytok derivatov F-moc aminokyselin. Peptid sa &isti
chromatografiou vyluCujiicou velkost' (Sephadex G25, Pharmacia, Sweden), potom reverznou fizovou
chromatografiou (W-Porex 5 C-4, 250 x 10 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) s pouZitim 40-min.
gradientu zmesi objemovo 10 az 50 % acetonitril/ 0,1 % trifluéroctovej kyseliny pri prietokovej rychlosti
3 ml/min.

ZloZenie aminokyselin peptidu sa uréi spésobom Knecht a Chang (Annal. Chem. 58, str. 2373 a2 2379,
1986) a molekulovd hmotnost’ sa ur¢i hmotnostnou spektrometriou s pouzitim pristroja model Voyager DE
(Perspective Biosystem, Framingham, MA, USA). Zasobny roztok antigénu sa pripravi s koncentraciou
0,4 mg/ml v systéme 0,9 % chloridu sodného/ voda s hodnotou pH 8,0.

Adjuvanty:

Zasobné roztoky OM-294-DP a OM-294-MP sa pripravia s koncentriciou 1 mg/ml v 0,9 % vodnom
roztoku chloridu sodného so zaclenenim 0,1 % trietylaminu pre OM-294-MP. Pozitivnou kontrolou je
netplny Freundov adjuvant (IFA od DIFCO, Detroit, MI, USA), negativnou kontrolou je 0,9 % roztok
chloridu sodného.

Zmes antigén - adjuvant:
Jeden objem antigénu a jeden objem adjuvantu sa tri minity virivo mie3a.
Imunizac¢né rezimy:
6 tyzdiiové mySie samice BALB/c (6 my3i v skupine) sa imunizuji trikrét, subkutinnym injektovanim do
konca chvosta 0,1 ml nasledujicich zmesi:

Skupina Adjuyap t Antigép . Pocet mysi
0,05 mg/injekcia 0,02 mg/injekcia

1 - Pb CS Hise-242-310 6

2 IFA Pb CS Hise-242-310 6

3 OM-294-MP Pb CS His-242-310 6

4 OM-294-DP Pb CS Hise-242-310 6

5 OM-294-MP - 6

6 OM-294-DP - 6
Imuniza¢né a odberova tabul’ka

TyZdne 0 3 4 7 9

Imunizécia g\ » »
Specialna reakcia na protilitky N N N A
Reakcia CTL T 0

Odber vzorky lymfoidného organu a krvi:

Odber séra:

Odber krvi sa kond v tyZzdiioch 0, 3, 7 a 9. Krv sa necha ustalit’ $est’ minut pri teplote 37 °C a potom sa
necha stat’ cez noc pri teplote 4 °C. Sérum sa zmrazi na teplotu -80 °C az do skusky protilatky.
Ziskanie slabinovych lymfatickych uzlin a sleziny:

Cast z kazdej skupiny zvierat sa po 4 alebo 9 tyZdiioch usmrti a chirurgicky sa odoberi lymfatické uzliny
zo slabin a slezina.
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Stanovenie protilatkového titra anti-Pb CS Hisg-242-310

Skigka protilatok, $pecificky zamerand na antigén Pb CS His-242-310, sa uskutoffiuje spdsobom
ELISA. Vizba antigénu sa uskuto&iiuje v mikrotitraénych 96-jamkovych dostickach (Maxisorp F96, Nunc,
DK) inkubéciou cez noc vo vlhkej komore pri teplote 4 °C v kaZdej jamke obsahujiicej 0,1 ml PBS (fosfatom
pufrovand solanka) obsahujucom 0,001 mg/ml antigénu Pb CS Hiss-242-310. Blokovanie mikrotitratnej
dosticky sa uskuto¢tiuje PBS obsahujicom 1 % albuminu hovidzieho séra (BSA, Fluka, Svajciarsko).
Doéti¢ky sa premyji PBS obsahujicom 0,05 % Tweenu 20 (Sigma, St. Louis, MO, USA). Vzorky séra,
zhromaZdené v tyzdni 0, 3, 7 a 9, sa sériovo zriedia riediacim pufrom (PBS obsahujuci 2,5 % prasku
zberaného mlieka a 0,05 % Tweenu 20) a prenesu sa do mikrotitraénej dogticky a nechaju sa stat’ 1 hodinu pri
teplote miestnosti. Do3ti¢ky sa potom oplachnu PBS a vnesie sa do nich zriedeny roztok obsahujuci mysi
polyklonalny antiimunoglobulin napojeny na alkalicku fosfatizu (Sigma, St. Louis, MO, USA) a inkubuju sa
jednu hodinu pri teplote miestnosti. Dostiky sa premyju PBS a $pecifické protilatky sa vyvolaji farebnou
reakciou pridanim substratu alkalickej fosfatdzy, P-nitrofenylfosfatu (Sigma, St. Louis, MO, USA).
Absorbancia pri 405 nm sa od¢ita ¢itadom mikrotitraénej dosticky (Dynatech 25000 ELISA reader, Ashford,
Middlesex, UK), kazda vzorka séra sa meria dvakrat. Vysledky su priemerom merani so zretefom na mysi
kazdej skupiny. Protilatkovy titer je dany najvy$3im zriedenim déavajicim vyznamme pozitivnu reakciu, teda
OD viidiu, ako je troven Sumu * 3D.

Skugka ELISPOT

Protilatky, $pecificky zamerané na mysi y-interferon (01E703B2), su viazané inkubaciou cez noc pri
teplote 4 °C vo vlhkej komore, pridanim protilitkového roztoku pri 50 pg/ml v mikrotitracnej dosticke
ELISPOT, kde dno jamky je pokryté nitrocelulézou (Millipore, Molsheim, Franctzsko). Blokovanie sa
uskutoéni pridanim média DMEM (Life Technologies, Grand Island, NY, USA), ktoré obsahuje 10 %
zarodo&ného tefacieho séra (FCS, Fakola, Svajéiarsko) a dvojhodinovym odstatim pri teplote 37 °C. Bunky,
ziskané z lymfatickych orgdnov (zo slabinovych lymfatickych uzlin a zo sleziny) sa kultivuji v
mikrotitraénych doati¢kach s hustotou 200 000 buniek/ jamka, sa spolocne kultivuju s 100 000 buniek P815
pocas 24 hodin pri teplote 37 °C, pripadne v sut'aZi s kratkym peptidom PbCS 245 aZ 252. Po inkubécii sa
bunky vyberl a po premyti sa prida druhy my$i anti-y IFN protilatkovy-biotinovy komplex (ANI, 2 pg/ml v
PBS s 1 % BSA) a inkubuje sa dve hodiny. Prida sa streptavidin-alkalicky fosfatizovy konjugat (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Nemecko) a inkubuje sa jednu hodinu pri teplote 37 °C, vykona sa trojité premytie
PBS obsahujicom 0,05 % Tweenu 20, nasledované trojitym premytim PBS. Pritomnost anti-y IFN
imunitnych komplexov sa demonstruje pridanim substratu BCIP/NBT (Sigma, St. Louis, MO, USA). Tato
reakcia sa ukonéi premytim vodou z vodovodu. Miesta, ktoré si pozitivne na y IFN, sa pod
stereomikroskopom od¢itaji. Specificky poéet Skvin je rozdielom medzi $kvrnami od¢itanymi v pritomnosti
buniek stifaZiacich s peptidom a Skvrnami od¢itanymi v nepritomnosti peptidu. Vysledky su stredné hodnoty
merani, zaznamenané pre mysi kazdej skupiny. Su vyjadrené ako pocet $kvin na milién kultivovanych
krvnych buniek.

Vysledky

Protilatkova reakcia:

Produkcia protilatok, 3pecificky zameranych na Pb CS Hiss-242-310, zistend sposobom ELISA, je
graficky znazornena pre mysi, ktorym boli podané jedna, dve a tri imuniza¢né davky. Kontrola zahrnuje
jedint davku samotného antigénu a vysledky vel'mi slabého protilatkového titra. Protilitkovy titer s jednou
samotnou davkou antigénu v zmesi s OM-294-MP alebo pripadne OM-294-DP je takmer taky vysoky ako
reakcia pozorovana pri netiplnom Freundovom adjuvante (IFA) v zmesi s tym istym antigénom (obr. 13). Po
dvoch dévkach OM-294-MP a OM-294-DP su adjuvanty schopné vyvolat' sérologicku reakciu, ktora je
pripadne vicSia ako reakcia [FA (obr. 14). Po troch davkach st schopné adjuvanty OM-294-MP a OM-294-
-DP vyvolat sérologickil reakciu, ktora je vy33ia ako reakcia IFA (obr. 15).

Obr. 13 ELISA 3 tyZdne po prvej imuniza¢nej davke.

Obr. 14 ELISA 4 tyZdne po druhej imuniza¢nej davke.

Obr. 15 ELISA 2 tyZdne po tretej imuniza¢nej davke.

Obr. 16 Protilatkovy titer namerany pred a po prvej, po druhej a po tretej imunizacnej davke.

Protilatkové titre zvierat v kaZdej skupine pred imunizadnou davkou a po jednej, dvoch a troch
imunizaénych davkach st uvedené ako priemerné hodnoty (obr. 16).

Reakcia CTL:

Zistenie epitopu T-buniek Pb CS 245-252 obsiahnutého v Pb CS Hise-242-310 pouZitého na imunizaciu
je dobre predvedené testom ELISPOT. Reakcia T-lymfocytov zaznamenand u imunizovanych zvierat
(slabinové lymfatické uzliny a slezina, ziskané jeden tyZdefi po druhej davke a pripadne dva tyZdne po tretej
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davke) je doloZena narastom pozitivneho poétu davok pre y interferén (v IFN). Vysledky uvedené na obr. 17,
18, 19 a 20 su vypocitané ako priemerna hodnota merani, dosiahnuta kaZdym zriedenim a pre my3i kaZdej
skupiny. St vyjadrené poétom davok na milién buniek v kultire.

Vysledky oboch adjuvantov OM-294-MP a OM-294-DP znamenajii velmi vyznamny ndrast reakcie CTL
lymfocytov odvodenych zo sleziny a slabinovych lymfatickych uzlin. Reakcie sleziny su vysSie ako reakcie
slabinovych lymfatickych uzlin. Aktivita CTL, vyvolana adjuvantmi OM-294-MP a OM-294-DP je zretel'ne
nadriadend aktivite vyvolanej IFA.

9. Dékaz nekovalentnych komplexov antigénu OM- 294 kapilamou elekiroforézou

Na preukazanie nekovalentného vytvarania komplexu OM-294-DP a peptidu PbCSHise-242-310 pocas
pripravy vakciny sa pouzije kapilidma elektroforéza.
Spdsob

hodnotu pH 7,4 1N roztokom hydroxidu sodného (Fluka &. 72072).
Kapildma (nevribl'ovana) trubica, rozdelen4 po zénach, dizka 30 cm, priemer 50 pm. Detekcia sa vykona pri
200 nm pouzitim pristroja Beckman PACE MDQ (Beckman, Brea, CA, USA).

Podmienky separécie:
Cas [min.] Proces Tlak Rozpustadlo
0,00 Kapilame premyvanie 138 kPa voda
3,00 Kapilarne premyvanie 138 kPa 1 N NaOH
6,00 InjektaZz vzorky 3,45 kPa boratovy pufer
6,08 Separacia 30,0 KV boratovy pufer

Antigény: Pb CS Hise-242-310 synteticky peptid pri 1 mg/ml H,0
Adjuvant: OM-294-DP pri 1 mg/ml H,0
Zmes antigénu a adjuvantu: 250 pg/ml + 250 pg/ml

Vysledky

Vytvaranie komplexu antigén - adjuvant je moZné pri priprave tohto vakcinového prostriedku na
diagrame clektroforézy vymiznutim adjuvantového vrcholu a posunom antigénového vrcholu za vzniku
nového vrcholu, ktory je $pecificky pre novovytvoreny komplex (obr. 21).

10. Osetrovanie peritonedlnej rakoviny vyvolanej injekciou buniek odvodenych zo syngénnej nadorovej linie
PROb krys BDIX

Tento experiment ma dokézat’ protinadorové posobenic OM-294-DP, podévaného v séridch, napriklad
injektovanim krysam, ktoré maju makroskopické nadory vel'kosti niekol’ko milimetrov.

Spdsob

Zvierata:

Kmef In-bred krys BDIX ustanovil H. Druckrey v roku 1937. Parik krys z Max Planckovho Instititu vo
Fribourgu (FRA) bol pociatoénym zdrojom tejto kolénie, ktora bola udrovana od roku 1971 systémom
Jedinej linie v domove laboratémych zvierat. Podla tohto systému sa vycleni jediny par sestra-brat za
ziskania potomstva nasledujiicej generacie. Krysy pouZité pri tejto praci sii z uistavu Experimental Animal
Breeding Center v Iffa-Credo (Arbresle, Francizsko), ktory pokragoval v chove pomocou prihlasovatel'ov-
ho laboratéria. PouZité krysy st samce vo veku 3 mesiace + 1 tyzdeii.

Vyvolanie nadoru injektovanim PROb:

P6vod bunick PROb:

Najskér sa odvodila bunkova linia DHD/K12 zo $tepu karcinémového fragmentu hrubého éreva krysy in-
bred BDIX oSetrenim 1,2-dimetylhydrazinom. T4to linia prifnutych buniek sa rozdelila do dvoch podskupin
podTa ich citlivosti na ofetrenie trypsinom a bunky, ktoré nebolo mozné 'ahko oddelit, sa nazvali DHD/K12-
-TR. Ked boli bunky DHD/K12-TR injektované do syngénnych DBIX krys, vyvolali trvalo sa vyvijajice
nadory. Této linia bola klonovana a v tomto vyskume bol pouzZity iba klon DHD/K-12-TRb, nazvany PROb.

Kultivatné podmienky: Prilnut¢ bunky PROb sa pestovali v uzavretych fl'aSiach (Falcon, Becton,
Dickinson, New Jersey, USA) pri teplote 37 °C v plnom médiu pochadzajiicom z Hamovho média F10 (Bio-
Whittaker, Walkersville, USA), do ktorého bolo pridané 10 % zdrodoéné tel'acie sérum (FCS, Anval, Betton,
Francuzsko). Kultivatné médium sa vymiefialo kazdé tri dni. Po konfluencii, sa bunky uvolnili alebo
zoskriabali v priebehu troch aZ pit’ mimit z podlozky 2 ml roztokom EDTA/trypsin, nasledovali tri premytia
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2 ml toho istého roztoku pocas dvoch aZ troch mint, bunky sa resuspendovali do plného média s pridavkom
FCS na ukondenie trypsinovej reakcie. Nepritomnost zneCistenia v bunkich mykoplazmového a
bakteridlneho pdvodu sa kontrolovala v pravidelnych intervaloch vyfarbenim DNA Hoechstovym
fluorochrémom 33258 (Aldrich Chimie, Steiheim, Nemecko).

Zavedenie peritonealneho karcinému:

Bunky PROb sa uvolnia zo svojho podkladu spdsobom opisanym v odseku ,kultivaéné podmienky“ a
bunky sa od¢itaji v roztoku trypanovej modrej ako farbiaceho (inidla, ktoré sliZi ako prostriedok na
postidenie Zivotaschopnosti buniek. Bunky sa suspendujii v Hamovom médiu F10. Pod éterovou anestéziou
sa vyvolaju pobru$nicové karcindmy intraperitonealnou injekciou 10° bunick PROb u syngénnych krys
BDIX. Injekcia nidorovych buniek sa uskutoéni na desiaty defi. Za tychto podmienok sa u vSetkych krys
vyvinie peritonealny karciném s produkciou krvavych zhlukov v titrobach a krysy hyni medzi 6. aZ 12. diiom
po injektovani buniek.

Liecenie peritonealneho karcinéomu:

S liefenim sa za¢ne 13. defi po injektovani nidorovych buniek, ked sa vytvori karcindmova hmota v
uzlinach s priemerom niekol’ko milimetrov. Lie¢enie spociva v injektovani 10 i. v. injekciou OM-294-DP v
mnoZstve 1 mg/kg telesnej hmotnosti a v ddvkach 0,6 mg/ml v 0,9 % roztoku chloridu sodného. Injekcie sa
podavaju trikrat za tyzdedi (v pondelok, v stredu a v piatok) do penilovej Zily. Kontrolna skupina je
oSetrovana samotnym 0,9 % roztokom chloridu sodné¢ho.

Postidenie u¢innosti liecby:

V deii D42, 6 tyzdiiov po injektovani nadorovych buniek, sa krysy usmrtia, otvoria a rozvoj karcinomu sa
posudzuje slepou ¥tidiou. Meranie objemu karcinému nie je moZné uskutoénit, namiesto toho je mozZné
karcinémy klasifikovat’ do 4 r6znych typov.

Podra po¢tu a priemeru karcinomovych uzlin sa definuje 5 tried:
trieda 0: uzliny st viditel'né,
trieda 1: uzliny s priemerom 0,1 a% 0,2 cm moZno Fahko spocitat’,
trieda 2: st viditeI'né podetné uzliny s priemerom 0,1 aZ 0,5 cm,
trieda 3: brusné dutina je zaplnena uzlinami, z ktorych niektoré maju priemer 1 cm,
trieda 4: brusna dutina je Uplne zaplnena nadormi s velkost'ou niekol’ko centimetrov.

Objem zhlukov a zmena hmotnosti zvierat:

Objem zhlukov sa meria dvojnésobnym vaZenim zvierat. Skupina kontrolnych nelieCenych krys, ktorym
bol injektovany iba 0,9 % roztok chloridu sodného, umoziiuje posudzovat’ normalny vyvoj karcindmov a
sledovat liecbu.

Posudzovanie uc¢innosti liecby:
Miera preZitia krys v lieCenej skupine sa porovniva s mierou preZitia kontrolnych skupin. Objemy
karcindmov a zhlukov lie¢enych krys sa porovnavaji s meraniami krys v kontrolne)j skupine.

Statisticka analyza:

Statistickd vyznammost Wuginkov imunoferapie sa uréi pomocou Kruskall-Wallisovho testu na
klasifikovanie karcinémov. Podobne sa uskutoéfiuje variaény analyzovy test pre data objemu zhlukov a
dlhodoby test sa uskuto¢iuje u krys, ktoré preziji.

Vysledky

Karcinémy: V tomto modeli preukdzal OM-294-DP pozoruhodnu protinddorovii aktivitu. Tato aktivita je
podrobnejiie vyjadrena podtom zvierat bez nddoru (trieda 0) a d'alej je rozdiel oproti kontrole s chloridom
sodnym vyznamny (p<0,05) pre objem nadoru. Vplyv lietenia OM-294-DP na objem zhlukov je tieZ
vyznamny (p<0,05).

Lictha Pocet krys s rakqvinou l'k?inok Objem zhlukov Utinok
patriacich do triedy prostriedku (*) v ml/krysa produktu (**)
Ol 1|21]3 4 Rozsah Priemertc
NaCI"” 1tJof1]0]7 0-84 38+29
OoM-294DP® | 4 |1 |2 [ 1]2 p<0,05 0-73 8+23 p< 0,05

(*): Kruskall-Wallisov test, ~ (**) Varia¢n4 analyza
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®: osem a% desat’ krys uhynulo na rakovinu pred usmrtenim, jedna krysa pri D34 mala uzliny a Zltacku,
nebolo viak moZné presné stanovenie tried (kanibalizmus), jedna krysa pri D37 patrila do triedy 4, dve krysy
pri D38 patrili do triedy 4, jedna pri D39 patrila do triedy 4, dve pri D40 patrili do triedy 4 a jedna pri D41
patrila do triedy 4. Jedna krysa triedy 0 mala po otvoreni podkoZny nador, je pravdepodobné, Ze zlyhala
injekcia nddorovych buniek.

@. Jedna krysa pri D14 uhynula v &ase prvej lie¢ebnej injekcie, d'al§ia rakovinou netrpela. Jedna z krys
usmrtenych v triede 0 mala podkoZny nédor (zlyhala injekcia nddorovych buniek).

Prezitie:

Zvieratd boli usmrtené v deti D42. Prezitie bolo zistené v defi 42 po injekcii nidorovych buniek, 90 %
zvierat ofetrenych OM-294-DP preZilo, zatial' ¢o v neoSetrenej skupine zostalo naZive iba 20 % zvierat.
Miera prezitia krys je posobenim OM-294-DP vyznamne rozirend (p<0,001).

Hmotnost”:

OM-294-DP nema vyznamny vplyv na zmeny hmotnosti v porovnani so zvieratami ofetrenymi iba
samotnym roztokom chloridu sodného podr'a dat uvedenych v tabulke (b).

Tabulka (b) - Hmotnostné zmeny krys (stred + smerodajna odchylka)

Dni NaCl OM-294-DP
0 314119 27719
13 337+18 310+21
20 342420 304423
29 361+23 317424
41 314438 327426

11. Vyhodnotenie vlastnosti adjuvantu OM-294-DP podla timrtnosti mysieho imunizaéného modelu nosnym
podanim podjednotky ureazy B Heliobacter pylori.

Ukdzalo sa, Ze myS$i mézu byt ochrinené pred infekciou Heliobacter pylori, ak si imunizované
podjednotkou ureazy B Heliobacter pylori \istnym alebo nosnym podanim za pritomnosti adjuvanta na baze
cholera toxinu (CT) (Corthésy-Teulaz I. a kol., Gastroenterology 109, str. 115, 1995; Michetti P. a kol.,
Gastroenterology 116, str. 804, 1999; Saldinger P. F. a kol., Gastroenterology 115, str. 891, 1998). Tato
humorélna reakcia na anti-Ure B, merand v sére imunizovanych mysi, je hlavne typu 1gG1 (reakcia Th2).
Hodnotenie adjuvanta OM-294-DP sa uskutotfiuje u my$i BALB/c (n=6) imunizovanych Styrikrat v
tyZdennych intervaloch nosnym podanim uredzy B podjednotky (UreB) rekombinantného Heliobacter pylori
za pritomnosti OM-294-DP. BALB/c kontrolné my3i boli imunizované samotnym adjuvantom OM-294-DP.
Dva tyZdne po poslednej davke sa od kazdej mysi odoberie krv na stanovenie anti-UreB imunoglobulinov
spdsobom ELISA (totalne 1gG, 1gG1 a 1gG2a).

Sposob

Zvierata:
Myzsi BALB/c/Ola/HsD (Harland, Horst, Holandsko) 24 my3i.

Antigén:
HpUreB 1-569, exprimovany ako rekombinantny protein £. coli (kmefi M15, Qiagen, Hilden, Nemecko)
opisanym sposobom (Michetti P. a kol., Gastroenterology 107, str. 1002, 1994).

Adjuvant:
OM-294-DP (zasobny roztok 2,2 mg/ml).

Imuniza¢né reZimy:

Styri skupiny po 6 mysi:
Skupina A: 6 my3i BALB/c sa imunizuje 3tyrikrdt nosnym podanim 25 pg samotného OM-294-DP (25 pul na
davku) raz v tyzdni po 4 po sebe nasledujice tyZzdne.
Skupina B: 6 my$i BALB/c sa imunizuje $tyrikrdt nosnym podanim 50 pg UreB 1-569 + 25 pg OM-294-DP
(25 pl na dévku) raz v tyZdni po 4 po sebe nasledujiice tyZdne.

Dva tyZdne po poslednej imunizacii nosom sa odoberie krv z chvosta kazdej mys$i skupiny A a B.
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Skiiska na 1gG v sére:

Potahovaci pufer (pH 9,6): na 1 liter uhli¢itanu sodného (15 mM, 1,59 g), hydrogenuhli¢itan sodny
(34,8 mM, 2,93 g), Thimerosal (0,01 %), pufer PBS-Tween, hodnota pH 7,4: na 1 liter, chiorid sodny
(137 mM, 8,0 g), dihydrogenfosfore¢nan draselny (1,5 mM, 0,2 g), hydrogenfosforetnan disodny (8,0 mM,
1,15 g), chlorid draselny (2,7 mM, 0,2 g), Tween 20 (0,1 % 1 ml), citrat/fosfatovy pufer, hodnota pH 5,0: na
1 liter kyseliny citrénovej (44,4 mM, 9,32 g), hydrogenfosforeénan disodny (103 mM, 14,6 g), roztok
substratu 10x (0-fenyldiamin = OPD) 10-nasobna koncentracia): (10 mg/ml v citrdtovom pufri): roztok azidu
sodného: 1 %, ukon¢ovaci roztok: 0,01 % azidu sodného v citrat/fosfatovom pufri 0,1 M, pH 5,0.

Spdsob:

Pripravi sa roztok antigénu (zasobny roztok UreB 1-569 pripraveny 26. maja 1999, 0,5 mg/ml zasobného
roztoku) v koncentracii 5 pg/ml v potahovacom pufti pH 9,6 (500 pl roztoku UreB na 50 ml pufra). Do
kazdej jamky v troch 96-jamkovych dostiCkach s gulatym dnom sa pipetou nakvapka 100 pl (0,5 pg UreB na
jamku). Dosti¢ky sa inkubuji dve hodiny pri teplote 37 °C. Supernatant sa z dosti¢iek odstrani. Jamky sa
blokujti pridavkom 100 pl systému PBS/0,1 % roztoku Tween + 5 % praskového mlicka na jamku. Dosticky
sa inkubujii 30 minut pri teplote 37 °C. Blokovaci roztok sa odstrani a jamky sa premyju trikrat 100 pl
roztoku PBS/Tween. Supernantanty sa odstrania. Pripravi sa roztok 1 : 200 kaZdého testovaného mysieho
séra v systéme PBS/0,1 % Tween pufra (5 pl séra v 1 ml PBS/Tween). Séra (100 ul) sa rozdelia po dvoch do
troch dosti¢iek (1 dosticka na detekciu celého 1gG, 1 dosti¢ka na detekciu 1gG1, 1 dosticka na detekcin
1gG2a). Inkubacia prebehne cez noc pri teplote 4 °C. Dosticky sa premyju trikrat 100 pl pufra PBS-Tween.
Jednotlivo sa pripravia roztoky 1 : 500 na biotin viazané protilatky celkového anti-1gG (Amersham, Cat#RPN
1177), protilatky anti-lgG1 (Amersham, Cat#RPN 1180} a protilatky anti-lgG2a (Pharmingen Cat# pribliZne
02012D) v pufri PBS/Tween. 100 pl roztoku protilatky celkového anti-1gG sa prida do dosticky €. 1, 100 pl
roztoku protilatky anti-lgG1 sa prida do dosticky ¢. 2 a 100 pl roztoku protilatky anti-lgG2a sa pridd do
dostieky ¢. 3. Uskutodni sa jednohodinova inkubacia pri teplote 37 °C. V pufri PBS-Tween sa pripravi roztok
1 : 1000 streptavidinu-HRP (Dako, Cat#p0397) a 100 pl roztoku sa prida do kazdej jamky. Uskutocni sa
jednohodinova inkubacia pri teplote 37 °C. Jamky sa premyju trikrat pufrom PBS/Tween. Roztok substratu
sa pripravi 10-nasobnym zriedenim roztoku OPD (10x) v 0,1 M citrat/fosfitovom pufri. Do zriedeného
roztoku OPD sa prida 1 pl peroxidu vodika. Do kaZdej jamky sa prida 50 pl roztoku substratu. Pocas 10 az
20 mimit sa nechd vyvimit zafarbenie. Reakcia sa ukon¢i pridanim 50 pl ukonCovacieho pufra. Pomocou
negativnej kontroly ako slepej skusky sa od¢ita absorbancia pri 492 nm (pri¢om $tandardné od¢itanie je pri
620 nm).

Statisticka analyza:
Déta pre stred + smerodajna odchylka (n=6) sa odvodia zo Studentovho t-testu. Uroven vyznamnosti je
pri p<0,05.

Vysledky

U vopred imunizovanych my$i UreB-1-569 + OM-294-DP podanom nosom sa vyvinula anti-UreB
humoralna imunita: anti-UreB-1-569 1gG1 je obsiahnuty v krvi.

Pritomnost’ protilatok Specificky zameranych proti UreB Hp v my$om sére sa meria spsobom ELISA.
UreB (0,5 pl/jamka) sa rozdeli do 96-jamkovych dosticiek s gul'atym dnom spolu s uhliCitanovym pufrom s
hodnotou pH 9,6. Specifické protilatky sa zistia pomocou kraliich protilatok anti-1gG ako celku, anti-lgG1 a
anti-lgG2a. Vysledky sa udavaju ako od¢itanie optickej hustoty (OD) pri 492 nm. Hodnoty OD 3 x vicSie
ako namerané hodnoty v sére naivnych mysi sa povaZuju za pozitivne. Ziadne protilatky anti-UreB sa
nenachidzaja v sére imunizovanych samotnym OM-294-DP. U my8i, ktoré boli imunizované Ure + OM-
294-DP sa tieZ vyvinuli protilatky celkového UreB 1gG (OD = 0,274 + 0,130, p<0,05) a anti-UreB 1gG1 (OD
=0,212 + 0,128, p<0,05), nevyvinuli sa v§ak protilatky anti-UreB 1gG2a (OD = 0,008 + 0,005, nevyznamné).

U mysi BALB/c imunizovanych podjednotkou ureazy B Heliobacter pylori nosnym podanim (UreB) +
OM-294-DP sa vyvinula humoralna reakcia anti-UreB najmi typu 1gG1. OM-294-DP méZe preto pdsobit
ako adjuvant pri podavani nosnou cestou a podporovat vyvoj humoralnej imunity typu Th2.

12. OM-294-MP a OM-294-DP v kombinacii s antigénom HINI: Urdenie Specifickych protilatok
vypestovanych v mysiach po jednom alebo po dvoch subkutannych podaniach.
Sposob

Ugelom tejto $tidie je demonstrovat’ adjuvantny G¢inok OM-294-MP a OM-294-DP na chripkovy antigén
HIN1 (262195 A/B Beijing haemagglutinin, Solva Duphar, Weesp, Holandsko). Skupina 60 my3$i BALB/c
(samice staré 8 tyzdilov na za¢iatku o3etrovania) sa rozdelia do 6 skupin takto:
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Tabul'ka
Antigén Adjuvanty . ,
Skupina konecna koncentracia 2,5 | koneéna koncentréacia 50 é\I ;(E/l) Injegovany
ug na my¥/injekcia ug na my$/injekcia 0.9% oojem
A: NaCl - - 150 pl 150 pl
B: HIN1 HINT1 (100 pul) - 50 ul 150 pul
C: HIN1 +
OM-294-MP HIN1 (100 pl) OM-294-MP (50 ul) - 150 pl
D: HIN1 +
OM-294-DP HIN1 (100 pi) OM-294-MP (50 ul) 100 pl 150 ul
E: OM-294-MP - OM-284-MP (50 ul) 100 pl 150 pul
F: OM-294.DP - OM-284-DP (50 pl) 100 pl 150 ul
Antigén:

Zasobny roztok HINT sa pripravi v koncentracii 25 pg/ml v 0,9 % roztoku chloridu sodného
Adjuvanty:

Zasobné roztoky OM-294-DP a OM-294-MP sa pripravia v koncentracii 1 mg/ml vo vode na injektovanie
s pridavkom 0,1 % trietanolaminu do OM-294-MP. Negativnou kontrolou je 0,9 % roztok chloridu sodného
bez antigénu.

Zmes antigén - adjuvant:

Pred trojmimitovym virivym mieSanim sa adjuvanty udrzujii 20 mintt pri teplote 37 °C. Prid4 sa antigén
a roztok chloridu sodného (0,9 %), ako je uvedené v tabul’ke a zmes antigénu a adjuvantu sa kratko virivo
mieda, a potom sa vnesie do rotaéného mieSa¢a na 15 minut pri teplote miestnosti, a nakoniec sa zmes ako
celok virivo miesa tri mintty.

Imuniza¢ny reZim:

Injekcie sa podaju v deti 0 a 14. Zmesi uvedené v predchadzajticej tabul'ke sa podévaji subkutdnne (75 ul
na mieste a celkove 150 pl pre zviera). Vzorky krvi sa odoberajt 14. a 18. defi (otnicové vpichy).
Test imunoglobulinov anti-HIN1:

Duplicitne sa spésobom ELISA skusaju nasledujtice imunoglobuliny v sére, ktoré st Specificky zamerané
na HINI: 1gG1, 1gG2a a IgM. Mikrotitra¢né dosticky (NUNC Immunoplate, Roskilde, Dansko) sa inkubujt
(povlak cez noc) pri teplote 4 °C so 100 ul HINT (0,5 pg) v natriumhydrogenuhli¢itanovom pufri s hodnotou
pH 9,6. Po premyti 0,5 % Tween-20 (Merck Hohenbrunn, Nemecko) sa séra zriedia 50x, 200x a 800x
(riediaci roztok: fosfatom pufrovana sofanka (PBS) + 1 % albuminu hovidzieho séra (BSA Sigma, St. Louis,
MO, USA) + 0,02 % Tween-20). Do jamiek sa vnesie 100 pl kazdej vzorky rozriedeného séra. Inkubécia pri
teplote 37 °C trva 45 minut.

Po druhom premyti sa 1gG1, 1gG2a a 1gM 3pecificky zamerané na HIN1 inkubujii 30 mintt pri teplote
37 °C spolu so 100 ul protilatok anti-IgG1 (konjugat anti-mysia krysia protilatka-peroxidaza) (Serotex,
Oxford, UK), konjugit 1gG2a-peroxidazy (Pharmingen, San Diego, Ca, USA) a konjugit lgM-biotin
(Pharmingen, San Diego, CA, USA), vopred zriedeny pufrom PBS/BSA/Tween (250-, 1000-, 500-nasobné
zriedenie). Pre 1gM je po mimoriadnom premyti potrebna tretia inkubacia (30 min. pri 37 °C) 1 : 100
zriedenym roztokom konjugétu streptavidin-peroxidaza (Dako, Glostrup, Dansko).

Po premyti sa prida 100 pl roztoku fenylén-1,2-diaminu (OPD, Merck, Darmstadt, Nemecko) na detekciu
sekundérnych peroxidazou kopulovanych protilatok anti-lgG1 a anti-lgG2, zatial ¢o pre 1gM je pouZitym
reakénym ¢inidlom 3°,3",5",5 -tetrametylbenzidin (TBM, Sigma, St. Louis, MO, USA). Po 20 mintitovej
inkubacnej prestavke pri teplote miestnosti sa reakcia ukon¢i pridavkom 100 ul 2N kyseliny sirovej. Hodnoty
absorbancie sa od¢itaji pri 490 nm dostiCkovym &itacim zariadenim Bio-Rad 3550.

Vysledky

Vysledky kazdého od¢itania pri 490 nm su uvedené v zmluvnych jednotkach (A.U.) na ml. KaZda vzorka
sa porovnava so Standardom pripravenym z premennych zriedeni kupel'a vzorky zhromaZdenej zo skupiny B
(zvierata injektované iba HINI) 28. defi. Kipelom vzorky je 50-ndsobny roztok s koncentriciou 1000
A.U./ml. Jednotlivé vysledky sa potom koriguju na zodpovedajici nasobok zriedenia (50x, 200x alebo 800x).
Uvadzaju sa iba stredné hodnoty kazdej skupiny a smerodajna odchylka (SD).
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Tabulka (a) - Imunoglobuliny $pecificky zvySené oproti HIN1 podtriedy 1gGl (dohodnuté jednotky/ml
#smerodajna odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Den 14 Den 28
A: NaCl 35 0£0
B: HIN1 1116145755 53950+23403
C: HIN1 + OM-294-MP 34411£13719 228467**£109123
D: HINI + OM-294-DP 30101£19061 382325**+201314
E: OM-294-MP 69+34 59431
F: OM-294-DP 59421 38425

Tabul’ka (b) - Imunoglobuliny ¥pecificky zvySené oproti HIN1 podtriedy 1gG2a (dohodnuté jednotky/ml
+smerodajna odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Deit 14 Den 28
A: NaCl 0£0 0+0
B: HIN1 26883+20779 50352430846
C: HIN1 + OM-294-MP 179344**+139781 1622722**+986195
D: HIN1 + OM-294-DP 103630+96257 681441+1072710
E: OM-294-MP 1619+743 176711034
F: OM-294-DP 4524584 7821857

Tabulka (c) - Imunoglobuliny 3pecificky zvySené oproti HIN1 podtriedy 1gM (dohodnuté jednotky/ml
+smerodajna odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Deii 14 Deti 28
A: NaCl 22102+5862 2153143693
B: HIN1 37787+£15001 57306126886
C: HIN1 + OM-294-MP 67936**+21334 95108+38669
D: HIN1 + OM-294-DP 598100*+18324 92920426971
E: OM-294-MP 19065+4069 18018+1016
F: OM-294-DP 2075617160 2094419065

Tieto vysledky ukazuji, e adjuvanty OM-294-MP a OM-294-DP si aktivne v skimanom modeli,
pretoZe vyznamne zvySuju titer protilatok, Specificky zvySeny oproti HIN1 u my3i po jednej alebo dvoch
injekciach (obr. 22, 23, 24) nezévisle od uvazovanych podtried (1gGla, IgG2a a 1gM).

13. OM-294-MP a OM-294-DP v kombinécii s ovalbuminovym antigénom: Urcenie 3pecifickych protilatok
vzniknutych v my$iach po jednom alebo po dvoch subkutannych podaniach.
Spdsob

Této $tudia ma ukazat’ icinok adjuvantov OM-294-MP a OM-294-DP na ovalbuminovy antigén (Fluka
Chemie, Buchs, Svajéiarsko). 50 my$i BAKB/c (osem-tyZdiiové samice na zaciatku oSetrovania) sa rozdeli
do 5 nasledujucich skupin:

Antigén Adjuvanty Injektovany
Skupina koneéna koncentracia 50 | kone¢na koncentracia 50| NaCl bi

ug na my$/injekcia pg na my$/injekcia ovjem
A: Na(Cl - - 150 pl 150 ul
B: Ova Ova (100 pb) - 50 pl 150 pl
C: Ova + OM-294-MP Ova (100 ul) OM-294-MP(50 pl) - 150 pl
D: Ova + OM-294-DP Ova (100 ul) OM-294-DP(50 pl) - 150 pl
E: OM-294-MP - OM-294-MP(50 pl) | 100 ul 150 pl

Antigén:
Pripravi sa zasobny roztok ovalbuminu v koncentrécii 0,5 mg/ml v 0,9 % roztoku chloridu sodného.
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Adjuvanty:

Zasobné roztoky OM-294-DP a OM-294-MP sa pripravia v koncentracii 1 mg/ml vo vode na injektovanie
s pridavkom 0,1 % trietanolaminu do OM-294-MP. Negativnou kontrolou je 0,9 % roztok chloridu sodného
bez antigénu.

Zmes antigén - adjuvant:

Pred trojmimitovym virivym mie3anim sa adjuvanty udrzuji 20 minit pri teplote 37 °C. Prida sa antigén
a roztok chloridu sodného (0,9 %), ako je uvedené v tabul'ke a zmes antigénu a adjuvanta sa kratko virivo
miefa, a potom sa vnesie do rotaéného miesaca na 15 minit pri teplote miestnosti, a nakoniec sa zmes ako
celok virivo miesa tri minty.

Imuniza¢ny rezim:
Injekcie sa podajui v defi 0 a 14. Zmesi uvedené v predchédzajiicej tabul'ke sa poddvaji subkutanne (75 ul
na mieste a celkove 150 pl pre zviera). Vzorky krvi sa odoberaji 14. a 18. defi (ofnicové vpichy).

Test imunoglobulinov anti-ovalbuminu:

Duplicitne sa sposobom ELISA skiigajti nasledujice imunoglobuliny v sére, ktoré sii pecificky zamerané
na ovalbumin : 1gG1, 1gG2a a IgM. Mikrotitradné dosticky (NUNC Immunoplate, Roskilde, Déansko) sa
inkubuju (povlak cez noc) pri teplote 4 °C so 100 pl ovalbuminu (0,5 pg) v hydrogenuhli¢itanovom pufri s
hodnotou pH 9,6. Po premyti 0,5 % Tween-20 (Merck Hohenbrunn, Nemecko) sa séra zriedia 50x, 200x a
800x (riediaci roztok: fosfaitom pufrovana sol'anka (PBS) + 1 % albuminu hoviidzicho séra (BSA Sigma, St.
Louis, MO, USA) + 0,02 % Tween-20). Do jamiek sa vnesie 100 ul kazdej vzorky rozriedeného séra.
Inkubacia pri teplote 37 °C trva 45 mimit.

Po druhom premyti sa 1gG1, 1gG2a a 1gM $pecificky zamerané na albumin inkubujti 30 minut pri teplote
37 °C spolu so 100 pl protilatok anti-lgG1 (konjugét anti-mysia krysia protilatka-peroxidéza) (Serotex,
Oxford, UK), konjugdt 1gG2a-peroxidézy (Pharmingen, San Diego, Ca, USA) a konjugat 1gM-biotin
(Pharmingen, San Diego, CA, USA), vopred zriedeny pufrom PBS/BSA/Tween (250x, 1000x, 500-nasobné
zriedenie). Pre 1gM je po mimoriadnom premyti potrebna tretia inkubécia (30 min. pri 37 °C) 1 : 100
zriedenym roztokom konjugdtu streptavidin-peroxidaza (Dako, Glostrup, Dansko).

Po premyti sa pridd 100 pl roztoku fenylén-1,2-diaminu (OPD, Merck, Darmstadt, Nemecko) na
detekciou sekundérnych protilatok anti-lgG1 a anti-IgG2 kopulovanych s peroxidazou, zatial o pre IgM je
pouZitym reakénym ¢&inidlom 3°,3",5",5 -tetrametylbenzidin (TBM, Sigma, St. Louis, MO, USA). Po 20
mintitovej inkubacnej prestavke pri teplote miestnosti sa reakcia ukonéi pridavkom 100 pl 2N kyseliny
sirovej. Hodnoty absorbancie sa odgitajii pri 490 nm dogtitkovym &itacim zariadenim Bio-Rad 3550,

Vysledky

Vysledky kazdého od¢itania pri 490 nm st udané v zmluvnych jednotkach (A.U.) na ml. Kazdé vzorka sa
porovniva so Standardom pripravenym z premennych zriedeni kipel'a vzorky zhromaZdenej zo skupiny B
(zvieratd injektované iba ovalbuminom) 28. deti. Kipel'om vzorky je 50-nasobny roztok s koncentraciou
1000 A.U./ml. Jednotlivé vysledky sa potom koriguju na zodpovedajiici nasobok zriedenia (50x, 200x alebo
800x). Uvadzaju sa iba stredné hodnoty kazdej skupiny a smerodajna odchylka (SD).

Tabulka (a) - Imunoglobuliny $pecificky zvy$ené oproti ovalbuminu podtriedy 1gG1 (dohodnuté jednotky/ml
* smerodajnd odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Deii 14 Deri 28
A: NaCl 616 16+12
B: Ova 7284589 47743446294
C: Ova + OM-294-MP 4361**+2513 284121**4+164822
D: Ova + OM-294-DP 3240**+1794 277025**+173737
E: OM-294-MP 1948 40+69
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Tabulka (b) - Imunoglobuliny 3pecificky zvySené oproti ovalbuminu podtriedy lgG2a (dohodnuté
jednotky/ml + smerodajné odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Dei 14 Den 28
A: NaCl 2996898 541411554
B: Ova 52011880 731621107954
C: Ova + OM-294-MP 952446809 625663*+681232
D: Ova + OM-294-DP 18108**£14958 601434*+624166
E: OM-294-MP 11253+12169 419242104

Tabulka (c) - Imunoglobuliny $pecificky zvyené oproti ovalbuminu podtriedy IgM (dohodnuté jednotky/ml
+ smerodajna odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Deii 14 Deni 28
A: NaCl 1400946158 12288+7136
B: Ova 19423+13778 47998134035
C: Ova + OM-294-MP 2165249524 38240+8822
D: Ova + OM-294-DP 25762+10975 74399+119781
E: OM-294-MP 1974245667 982742021

Tieto vysledky ukazuju, Ze adjuvanty OM-294-MP a OM-294-DP su aktivne v skiimanom modeli,
pretoZe vyznamme zvySuju titer protilatok, Specificky zvySeny oproti ovalbuminu u mysi po jednej alebo
dvoch injekciach (obr. 25, 26, 27) nezévisle od uvaZovanych podtried (1gGla, 1gG2a a 1gM).

14. OM-294-MP a OM-294-DP v kombinacii s antigénom TT (Tetanox toxoid): UrCenie $pecifickych
protilatok vzniknutych v myS$iach po jednom alebo po dvoch subkutannych podaniach.

Spdsob

Této Stidia mi ukazat' w¢inok adjuvantov OM-294-MP a OM-294-DP na TT antigén (Fluka Chemie,
Buchs, Svajéiarsko). 50 mysi BAKB/c (osem-tyZdiiové samice na zaciatku oSetrovania) sa rozdeli do 5
nasledujucich skupin:

Antigén Adjuvanty . .

Skupina kone¢na koncentracia 50 | kone¢na koncentracia 50 Na(oll Injekt'ovany
s s (0,9 %) objem

pg na mys/injekciu ug na my$/injekciu
A: NaCl - - 150 pl 150 pl
B: TT TT (100 pl) - 50 pl 150 pl
C: TT + OM-294-MP TT (100 ul) OM-294-MP(50 pul) - 150 pl
D: TT + OM-294-MP TT (100 pl) OM-294-DP(50 pl) - 150 pl
Antigén:

Pripravi sa zasobny roztok TT v koncentracii 0,2 mg/ml v 0,9 % roztoku chloridu sodného.

Adjuvanty:

Zasobné roztoky OM-294-DP a OM-294-MP sa pripravia v koncentracii 1 mg/ml vo vode na injektovanie
s pridavkom 0,1 % trietanolaminu do OM-294-MP. Negativnou kontrolou je 0,9 % roztok chloridu sodného
bez antigénu.

Zmes antigén - adjuvant:

Pred trojminitovym virivym mie$anim sa adjuvanty udrzuji 20 minat pri teplote 37 °C. Prida sa antigén
a roztok chloridu sodného (0,9 %), ako je uvedené v tabulke a zmes antigénu a adjuvanta sa kratko virivo
miesa, a potom sa vnesie do rotaéného mieSaca na 15 minut pri teplote miestnosti, a nakoniec sa zmes ako
celok virivo mie$a tri minuty.

Imunizaény rezim:

Injekcie sa podaji v defi 0 a 14. Zmesi uvedené v predchadzajiicej tabulke sa podavaji subkutanne (75 pl
na mieste a celkove 150 pl pre zviera). Vzorky krvi sa odoberaju 14. a 18. defi (o¢nicové vpichy).
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Test anti-TT imunoglobulinov:

Duplicitne sa spésobom ELISA skusajii nasledujiice imunoglobuliny v sére, ktoré sii 3pecificky zamerané
na TT: 1gGl, 1gG2a a IgM. Mikrotitraéné dostiky (NUNC Immunoplate, Roskilde, Dansko) sa inkubuji
(povlak cez noc) pri teplote 4 °C so 100 ul TT (0,5 pg) v hydrogenuhli¢itanovom puftri s hodnotou pH 9,6.
Po premyti 0,5 % Tween-20 (Merck Hohenbrunn, Nemecko) sa séra zriedia 50x, 200x a 800x (riediaci
roztok: fosfitom pufrovani solanka (PBS) + 1 % albuminu hovidzieho séra (BSA Sigma, St. Louis, MO,
USA) + 0,02 % Tween-20). Do jamiek sa vnesie 100 pl kazdej vzorky rozriedeného séra. Inkubécia pri
teplote 37 °C trva 45 mimit.

Po druhom premyti sa 1gG1, 1gG2a a 1gM 3pecificky zamerané na TT inkubujii 30 minit pri teplote 37 °C
spolu so 100 pl protilatok anti-lgG1 (konjugat anti-mysia krysia protiltka-peroxidaza) (Serotex, Oxford,
UK), konjugat 1gG2a-peroxidazy (Pharmingen, San Diego, Ca, USA) a konjugat IgM-biotin (Pharmingen,
San Diego, CA, USA), vopred zriedeny pufrom PBS/BSA/Tween (250-, 1000-, 500-nasobné zriedenie). Pre
1gM je po mimoriadnom premyti potrebna tretia inkubacia (30 min. pri 37 °C) 1 : 100 zriedenym roztokom
konjugatu streptavidin-peroxidéza (Dako, Glostrup, Dansko).

Po premyti sa pridd 100 pl roztoku fenylén-1,2-diaminu (OPD, Merck, Darmstadt, Nemecko) na
detekciou sekundarnych peroxidazou kopulovanych protilatok anti-lgG1 a anti-lgG2, zatial' o pre 1gM je
pouZitym reakénym Cinidlom 3°,3",5°,5 -tetrametylbenzidin (TBM, Sigma, St. Louis, MO, USA). Po 20
mimitovej inkubacnej prestivke pri teplote miestnosti sa reakcia ukonéi pridavkom 100 pl 2N kyseliny
sirovej. Hodnoty absorbancie sa oditajii pri 490 nm dostickovym ¢itacim zariadenim Bio-Rad 3550.

Vysledky

Vysledky kaZdého odEitania pri 490 nm si udané v zmluvnych jednotkach (A.U.) na ml. Kazda vzorka sa
porovnava so Standardom pripravenym z premennych zriedeni kipela vzorky zhromazdenej zo skupiny B
(zvieratd injektované iba TT) 28. defi. Kipelom vzorky je 50-nasobny roztok s koncentraciou 1000 A.U./ml.
Jednotlivé vysledky sa potom koriguji na zodpovedajici ndsobok zriedenia (50x, 200x alebo 800x).
Uvédzaju sa iba stredné hodnoty kaZdej skupiny a smerodajna odchylka (SD).

Tabulka (2) - Imunoglobuliny 3pecificky zvySené oproti TT podtriedy 1gG1 (dohodnuté jednotky/ml
tsmerodajna odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Deii 14 Deii 28
A: NaCl 112 0+1
B: TT 2871£1633 34367+15018
C: TT + OM-294-MP 8502**+2020 78506**+21660
D: TT + OM-294-DP 11620**+2348 136463**+41025

Tabulka (b) - Imunoglobuliny 3pecificky zvysené oproti TT podtriedy 1gG2a (dohodnuté jednotky/ml
tsmerodajna odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Deti 14 Deii 28
A: NaCl 3511506 53611046
B: TT 254742539 61387+82269
C: TT + OM-294-MP 8869+6979 65881146635
D: TT + OM-294-DP 21969**1+25067 148365+134196

Tabulka (c) - Imunoglobuliny $pecificky zvy$ené oproti TT podtriedy IgM (dohodnuté jednotky/ml
*smerodajnd odchylka, ** p<0,01 (Anova & Dunnettove testy).

Skupiny Deii 14 Deri 28
A:NaCl Standard Standard
B: TT 9 zvierat <25 10 zvierat <25

1 zviera <50

C: TT + OM-294-MP

9 zvierat <25
1 zviera <1600

7 zvierat <25
1 zviera <100
2 zvierata <1600

D: TT + OM-294-DP

7 zvierat <25
1 zviera <200
2 zvierata <1600

10 zvierat <25
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Ticto vysledky ukazuju, Ze adjuvanty OM-294-MP a OM-294-DP su aktivne v skimanom modeli,
pretoZe vyznamne zvy$uji titer protilitok, $pecificky zvySeny oproti TT u my3i po jednej alebo dvoch
injekciach (obr. 28, 29). Na rozdiel od toho iba niekol'ko zvierat produkovalo 1gM, Specificky pre TT.

15. Vyhodnotenie adjuvantnych vlastnosti OM-248-MP v imuniza¢nom modeli my3i CBA subkutannym
podavanim antigénu Leishmania gp63

Mysiam CBA sa podava gp63 dvoma subkutinnymi injekciami do chvosta v davke 2 pg v 8-diiovych
intervaloch. Adjuvant OM-248-MP sa zmie$a s oboma davkami antigénu, BCG sa zmieSa iba s prvou
davkou. Kazdej my$i sa poda 2 x 50 ug OM-248-MP alebo 200 pg BCG. Kontrolna skupina sa injektuje
antigénom samotnym (bez adjuvanta). Desat’ dni po druhej injekcii sa bunky inguinalnych a periaortickych
miazgovych uzlin (skupiny po 3 mysiach) kultivujii a proliferaénd reakcia na vycisteny antigén gp63 sa
skima meranim absorpcie tymidinu (H-TdR). In vitro produkcia cytokinu ako y IFN a IL-4 sekretovaného
lymfocytmi lymfatickej uzliny, vyvolana in vifro gp63 antigénom, sa stanovuje tieZ spésobom ELISA (MIF
100 IFN a kity M4000 IL-4, R & D Systems, Europe Ltd., Abingdon, UK) v kaZdej vzorke supernatantu
lymfocytovej kultiry miazgovej uzliny pred pridanim *H-TdR.

Hodnoty uvedené v tabulkach pre absorpciu *H-TdR su aritmetickym stredom + smerodajna odchylka
(trojmo), vyjadrenym v cpm a hodnoty, tykajice sa cytokinov v supernatantoch zodpovedaju aritmetickému
priemeru + smerodajna odchylka, (trojmo) vyjadrenému v pg/ml.

Antigén:
Pripravi sa zasobny roztok gp63 v koncentracii 40 mg/ml v 0,9 % roztoku chloridu sodn¢ho.,

Adjuvanty:
Zasobny roztok OM-294-MP sa pripravi v koncentricii 1 mg/ml vo vode na injektovanie s pridavkom
0,1 % trietanolaminu do OM-294-MP. Negativnou kontrolou je PBS roztok bez antigénu.

Zmes antigén - adjuvant:

Pred trojminitovym virivym miefanim sa adjuvanty udrzujii 20 mintt pri teplote 37 °C. Prid sa antigén
(1 objem) a adjuvant (1 objem), pred inkubéciou sa virivo kratko mie$a 20 minit pri teplote 37 °C a nakoniec
sa zmes ako celok virivo mie$a tri minity.

Vysledky

V mysiach imunizovanych antigénom gp63 vyvolava adjuvant OM-294-MP lepSiu reakciu lymfocytovej
proliferacie (tabul’ka (a) a obr. 30 (a)). Skutotne vzhladom na kultiry zo zvierat, ktoré boli imunizované bez
adjuvanta, je narast miery proliferacie 3,1 aZ 6-nasobok pre produkt OM-294-MP, zatial’ ¢o nepresahuje 3,5-
-nasobku pre BCG (2,6 az 3,5).

V takychto lymfocytovych kultirach sa produkcia cytokinov meria v supernatante (tabul’ka (b) a obr. 30
(b)). Je zjavné, Ze antigén gp63 vyvolava sekréciu y IFN v mnoZstvach ekvivalentnych u my3i oSetrenych
OM-294-MP alebo BCG ako adjuvantom. Na rozdiel od toho je zrejmé, Ze adjuvant OM-294-MP podporuje
sekréciu podstatnych mnoZstiev IL-4 imunitnymi lymfocytmi (anti-gp63), zatial o lymfocyty mysi
osetrenych BCG vylutuju mensie alebo dokonca nezistitelné mnozZstvo uvedeného cytokinu.

Tabulka (a) - Uéinok adjuvanta OM-294-MP na imunitni reakciu oproti antigénu gp63, merany proliferaciou
my3ieho lymfocytu T, ako reakcie na antigén gp63 in vitro

gp63 in vitro Bez adjuvanta OM-294-MP BCG
(ug/ml) (cpm x 10°*/ml) (cpm x 107%/ml) (cmp x 10”/ml)
0 1,4+0,4 2,840,7 5,3£1,1
0,16 1845 65+11 47+9
0,31 1745 92+11 57£17
0,62 16+4 93+13 54+13
1,25 1342 3947 4419

Hodnoty uvedené v tabul'’ke (a) si aritmetickym stredom + smerodajna odchylka (trojité kultiry).
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Tabulka (b) - U¢inok adjuvanta OM-294-MP podavaného in vivo spoloéne s antigénom gp63 na produkciu in
vitro cytokinov lymfocytmi lymfatickych uzlin

YIFN koncentricia (pg/ml)

gp63 in vitro bez adjuvanta 294-MP BCG
0 <9 <9 27

0,3 78 135 200

0,6 38 120 105

IL-4 koncentracia (pg/ml)

gp63 in vitro bez adjuvanta 294-MP BCG
0 <8 <8 <8
0,3 <15 125 15
0,6 <8 83 <8

Adjuvant OM-294-MP zvy3uje ¥pecificki reakciu T in vitro v mysiach CBA, ktoré boli imunizované
gp63 (amfifilnym antigénom parazitu Leishmania), ako je zistené proliferaciou lymfocytov a antigénom
vyvolanej produkcie y IFN a TL-4.

16. Uginnost adjuvanta OM-294-MP polas anti-LmCPb T-primirnej reakcie v imunizaénom modeli,
zaloZenom na mySiach CBA, pri subkutinnom podani antigénu Leishmania mexicana LmCPb.

Spdsob

Mysiam CBA sa jedinou injekciou podéva do chvosta LmCPb v davke 2 pg, bud' v kombinacii s 50 ug
adjuvantu OM-294-MP, alebo bez nej. Kontrolnej skupine sa pod4 jedna injekcia fyziologického
solankového pufra (neimunizované subjekty). Po 11 dfioch sa inguinalne a periaortické lymfatické uzliny
(skupiny po troch mySiach) kultivujii a vyhodnocuje sa reakcia oproti vycistenému antigénu LmCPb, oproti
priprave uplnych amastigotov Leishmania mexicana a oproti konkanavalinu A (Con A) meranim absorpcie
tritiovaného tymidinu (3H-TdR). TaktieZ sa sposobom ELISA urdi produkcia cytokinov y IFN a IL-4
lymfocytmi lymfatickych uzlin, vyvolani in vitro antigénom LmCPb Leishmania mexicana alebo
amastigotmi (kity MIFPP y IFN & M4000 OL-4, R & D Systems Europe Lid. Abington, UK) s pouzZitim
vzorky supernatantu lymfocytov lymfatickych uzlin kaZdej kultiry pred pridanim *H-TdR.

Hodnoty, uvedené v tabulkach pre absorpciu *H-TdR, st aritmetickym stredom + smerodajna odchylka
(trojmo) vyjadrenym v cpm a hodnoty, tykajtice sa cytokinov v supernatante zodpovedaju aritmetickému
stredu + smerodajna odchylka (trojmo) vyjadrenému v pg/ml pre produkciu cytokinov v supernatantoch.

Antigén:
Pripravi sa zasobny roztok LmCPb v koncentrécii 40 mg/ml v PBS (2x)

Adjuvanty:
Zasobny roztok OM-294-MP sa pripravi v koncentracii 1 mg/ml vo vode na injektovanie s pridavkom
0,1 % trietanolaminu do OM-294-MP. Negativnou kontrolou je PBS roztok bez antigénu.

Zmes antigén - adjuvant:

Pred trojminitovym virivym mieSanim sa adjuvanty udrZujii 10 mint pri teplote 37 °C. Prid4 sa antigén
(1 objem) a adjuvant (1 objem), pred inkubaciou sa virivo kratko mie$a 20 mimit pri teplote 37 °C a nakoniec
sa zmes ako celok virivo mie$a tri minity.

Vysledk

\Y ne};)ritomnosti akéhokol'vek stimulu v kultivaénom médiu podporuje adjuvant OM-294-MP vyvoj
lymfocytov, ktory podlicha spontanne;j proliferacii (tabul'ka (a) a obr. 31 (a)) a sekrétuje stopové mnoZstva y
IFN (tabul’ka (b), obr. 31 (b)). Této reakcia sa silno podpori pridanim vygisteného antigénu LmCPb do kultir
alebo extraktu plného parazitu. V tomto pokuse je zjavné, Ze adjuvant zretene vplyva na indukciu
senzibilizovanych lymfocytov (anti-LmCPb), schopnych sekrécie podstatnych mnozstiev IL-4 (tabulka (b) a
obr. 31 (b)).
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Tabulka (a) Proliferativna reakcia buniek lymfatickych uzlin in vitro, imunizovanych in vivo posobenim
LmVP: i¢inok adjuvanta OM-294-MP

H-TdR (cpm x 10”/ml)

Antigén in vitro Neimunizovany Bez adjuvanta OM-294-MP
Bez stimulantu 0,940,3 2,240,7 1142
LmCPb 0,6 ug/ml 0,8+0,4 1,740,1 19+4
LmCPb 1,7 pg/ml 0,9£0,1 4,6+1,6 40+4
LmCPb 5 pg/ml 1,3+0,8 7,2+0,6 8045
LmCPb 15 pg/ml 2,620,4 16,242,1 14010
Amastigoty 1,9 x 10°/ml 0,8+0,2 1,740,1 44+7
Amastigoty 6 x 10°/ml 1,540,2 4,6+0,6 7916
Amastigoty 17 x 10%/ml 2,940,6 7,240,6 119+4
Con A S pg/mi 123433 193417 19610

Tabulka (b) - Sekrécia in vitro cytokinov lymfocytmi lymfatickych uzlin imunizovanych in vivo LmCPb.
Uginok adjuvanta OM-294-MP na primarnu reakciu

Produkcia y IFN (pg/ml)
Stimulator in vitro Neimunizovany Bez adjuvanta OM-294-MP
bez stimulatora <9 <9 25
LmCPb 15 pg/ml <9 46 480
Amastigoty 17 x 10”/ml <9 95 320
Con A 5 pg/ml >1800 >1800 >1800
Produkcia IL-4 (pg/ml)
Stimulator in vitro Neimunizovany Bez adjuvanta OM-294-MP
bez konkurencie <8 <8 <8
LmCPb 15 pg/ml <8 <8 130
Amastigoty 17 x 10”°/ml <8 <8 65
Con A 5 pg/ml 92 190 360

Adjuvant OM-294-MP je tieZ velmi u¢inny pocas primarnej reakcie T (po jedinej injekcii vakciny).
Vlastnosti u¢inku adjuvanta na tito reakciu (zvySenie proliferdcie lymfocytov, indukcia produkcie cytokinov)
st podobné vlastnostiam pozorovanym pocas reakcie na injekciu vakciny.

17. Vyhodnotenie vlastnosti adjuvantov OM-294-MP a OM-294-DP v mySom CBA imuniza¢nom modeli
subkutdnnym podanim antigénu LmCPb Leishmania mexicana: porovnanie s BCG

Sposob

Mysiam CBA (8 my3i v skupine) sa podava 2 subkutannymi injekciami do chvosta 3 az 5 pg LmCPb v 8-
-diovych intervaloch. Adjuvanty OM-294-MP a OM-294-DP sa zmie$aju s oboma ddvkami antigénu, zatial
&o BCG sa zmie3a iba s prvou davkou. Kazda my$ dostane 2 x 50 pg adjuvanta OM alebo 200 pg BCG. 8 dni
po poslednej injekeii sa inguinélne a periaortické tymfatické uzliny (skupiny po troch my3iach) odoberd a
bunky sa kultivuju na skimanie proliferativnej reakcie na vyCisteny antigén LmCPb, alebo pripadne na
proliferativnu reakciu oproti prostriedku amastigotov Leishmania mexicana ako celku alebo konkanavalinu A
(Con A). Proliferativna reakcia sa vyhodnocuje meranim absorpcie tritiované¢ho tymidinu (H-TdR).
Produkcia cytokinu y IFN a IL-4 lymfocytmi lymfatickych uzlin, vyvolana in vitro antigénom LmCPb
Leishmania mexicana alebo amastigotmi, sa ur¢i spésobom ELISA (kity MIFPP y IFN & M4000 OL-4, R &
D Systems Europe Ltd. Abington, UK) s pouZitim vzorky supernatantu lymfocytov lymfatickych uzlin
kazdej kultiry pred pridanim *H-TdR.

Hodnoty uvedené v tabulkach su aritmetickym stredom + smerodajna odchylka vyjadrenym v percentach
$tandardu oproti protilatkovému titru, aritmetickym stredom + smerodajna odchylka (trojmo) vyjadrené v
cpm pre absorpciu *H-TdR a aritmetickym stredom + smerodajna odchylka (trojmo) vyjadrenym v pg/ml pre
produkciu cytokinu.

Antigén:
Pripravi sa zasobny roztok LmCPb v koncentracii 60 aZz 100 pg/ml v 0,9 % roztoku chloridu sodného.
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Adjuvanty:
Zasobné roztoky OM-294-MP a OM-294-DP sa pripravia v koncentrécii 1 mg/ml vo vode na injektovanie
s pridavkom 0,1 % trietanolaminu pre OM-294-MP. Negativnou kontrolou je roztok PBS bez antigénu.

Zmes antigén - adjuvant:

Pred trojminitovym virivym miesanim sa adjuvanty udrzuji 10 minit pri teplote 37 °C. Prida sa antigén
(1 objem) a adjuvant (1 objem), pred inkubaciou sa virivo kratko miesa 20 mimit pti teplote 37 °C a nakoniec
sa zmes ako celok virivo mie$a tri mimity.

Vysledky

V mySiach imunizovanych antigénom LmCPb (tabulka (a) a (b), obr. 32 (a) a (b)) vyvolévaju produkty
OM-294-MP a OM-294-DP podobny ucinok, ako je pozorovany u mysi, ktoré vyvijaji imunitnd reakciu
oproti gp63. Preto v pritomnosti LmCPb (15 pg/ml) je miera proliferacie kultir odvodenych od my§i, ktoré
boli imunizované antigénom plus adjuvantom OM-294-MP 23x vy3Sia a antigénom plus adjuvantom OM-
294-DP je 28x vySSia ako kultiry pochidzajice od mysi, ktorym bol podavany antigén samotny (bez
adjuvanta). Dopad BCG v tychto podmienkach je men3i, pretose narast proliferacie je iba 11-ndsobny.
Podobné javy st zjavné u kultir, nadobudnutych vy¢istenym antigénom alebo Uplnym extraktom parazitu
Leishmania a pre vietky testované koncentracie antigénu.

Produkcia y IFN, ako reakcia na antigén LmCPb, ma sklon byt o nieto vysSia s produktom OM-294-DP
ako s BCG (tabulka (b) a obr. 32 (b)). Je potrebné pripomendt, Ze v tomto pokuse lymfocyty proliferujii a
sekrétujii podstatné mnoZstvo y IFN, aj ked’ antigén nemusel byt pridany do kultiva¢ného média. V tomto
pripade, sa adjuvant OM-294-DP javi ako trochu t¢innejsi ako BCG. Zretelny rozdiel medzi adjuvantmi
OM-294-MP, OM-294-DP a BCG je zrejmy, ako je uvedené, z hladiska vyvoja lymfocytov schopnych
produkovat’ IL-4. MnoZstvo produkovaného IL-4 vplyvom pésobenia adjuvantov OM-294-MP a OM-294-
DP je vyznamné, pretoZe suvisi s mnozstvom sekrétovanym lymfocytmi vystavenymi t&inku Con A, &o je
silny, nespecificky stimulant lymfocytov (tabul’ka (a) a (b)).

Tabulka (a)
Proliferativna reakcia in vitro buniek lymfatickych uzlin odvodenych z mySi imunizovanych in vivo
pbésobenim LmCPb: vplyv rdznych adjuvantov

°H-TdR (cpm x 107/ml)

In vitro stimulator Bez adjuvanta OM-294-DP OM-294-MP BCG
bez stimulatora 1,7+0,6 21,8422 17,1+2,5 18,644,8
LmCPb 0,6 pg/ml 0,8+0,3 40,9+12,7 22,9+2,8 19,017 .4
LmCPb 1,7 pg/ml 2,440,1 57,2410,9 34,1+4,1 39,8457
LmCPb 5 pug/ml 2,8+0,6 70,249,2 70,3+6,4 44,0104
LmCPb 15 pg/ml 4,3+0,1 100,0£6,5 124,2+12,0 46,2+0,3
Amastigot 2 x 10%/ml 2,420,6 61,0£1,7 28,4+8,3 24,4443
Amastigot 6 x 10°/ml 2,30,7 81,5+5,5 66,1+4,5 23,642,5
Amastigot 17 x 10™*/ml 1,7£0,4 78,247,8 68,7£2,3 23,444,0
Con A 5 pg/ml 188,1+21,0 135,943,7 151,4%3,7 119,7+28,5

Hodnoty uvedené v tabulke st aritmetickym stredom + smerodajnd odchylka vyjadrenym absorpciou
indikédtora (trojité kultury)

Tabulka (b) - Produkcia in vitro cytokinov lymfocytmi lymfatickych uzlin, imunizovanych in vivo LmCPb
antigénom: vplyv réznych adjuvantov na reakciu

Koncentricia y IFN (pg/ml)
Stimulator in vitro Bez adjuvanta OM-294-MP OM-294-MP BCG
Ziadny stimulator <9 460 240 280
LmCPb 15 pg/ml 44 520 360 460
Amastigoty 17x10°*/ml 14 >600 > 600 480
Con A 5 pg/ml 1200 1200 1900 >3000
Koncentracia IL-4 (pg/ml)
Stimulator in vitro Bez adjuvanta OM-294-MP OM-294-MP BCG
Ziadny stimulator <15 <8 <8 <8
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Koncentracia y IFN (pg/ml)

Stimulator in vitro Bez adjuvanta OM-294-MP OM-294-MP BCG
LmCPb 15 pg/ml <15 110 88 26
Amastigoty 17x10"%/ml <8 130 110 29
Con A 5 pg/ml 40 230 85 103

Adjuvanty OM-294-MP a OM-294-DP pésobia Gfinne na imunitnii reakciu oproti rozpustnému antigénu
proteazy Leishmania mCPb. Prejavuje sa to in vitro narastom proliferativnej reakcic nasledovanej indukciou
produkcie y IFN a IL-4 vo vyznamnych mnoZstvach.

Priklad 6
Vodny roztok na injektovanie

Zlicenina prikladu 111 1,0g
Polysorbét 80 02¢g
Chlorid sodny 90g
Destilovana voda na injektovanie 1000 ml

Hodnota pH roztoku sa nastavi na 7,5 0,1 M kyselinou chlorovodikovou a roztok sa sterilizuje
membranovou filtraciou na membrane 0,22 pm Steritop Express 1000 (membrana PES, 90 mM, SCGP T10
RE, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Sterilnym roztokom sa plnia ampuly po 1 ml.

Lyofilizovany produkt

Zliucenina prikladu IV 20g
Polysorbat 80 0,2g
Chlorid sodny 90¢g
Manitol 10,0 g
Kyselina askorbova 0l1g
Destilovana voda na injektovanie 1000 ml

Hodnota pH roztoku sa nastavi na 7,4 0,1 M kyselinou chlorovodikovou a roztok sa sterilizuje
membranovou filtrAciou na membrane 0,22 pm Steritop Express 1000 (membrana PES, 90 mM, SCGP T10
RE, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Sterilnym roztokom sa plnia viacdavkové lickovky v
mnoZstve 1 ml na lickovku a susia sa vymrazovanim.

Priemyselna vyuZitenost’

Zli¢enina podobna N-acyl-dipeptidu vhodné na vyrobu lie¢iv najmé proti nidorovym ochoreniam.
PATENTOVE NAROKY

1. N-Acyldipeptidovy derivat vieobecného vzorca (I)

X-O-(CHz)m-(liH-(CHZ),,-CONH-(CHz)p-(|IH-(CH2)q-O-Y O

NHR, NHR,;
kde znamena
R;aR, acylovi skupinu odvodeni od nasytenej alebo nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym alebo
s rozvetvenym retazcom s 2 aZ 24 atémami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
nickol’ko substituentov vybranych zo siiboru zahrnujiceho hydroxylovi skupinu, alkylovi skupinu,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylaminoskupinu, acyltioskupinu a alkyltioskupinu vzdy 1
a7 24 atémami uhlika,
m 1laz4,
n 0,
p 3alebo4,
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q 1
XaY atém vodika alebo fosfonoskupinu
za podmienky, Ze znamena aspoii jeden substituent X a Y fosfonoskupinu.

2. N-Acyldipeptidovy derivét podla naroku 1 vSeobecného vzorca (I), v ktorom je aspoii jedna
fosfonoskupina vo forme soli s anorganickou alebo s organickou zdsadou.

3. N-Acyldipeptidovy derivat podla naroku 1 alebo 2 vieobecného vzorca (I), ktorym su 1- a/alebo 10-
-dihydrogénfosfaty 3-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-9-(3-hydroxytetradekanoylamino)-4-o0xo-5-aza-
dekan-1,10-diolov a jeho adiéné soli s organickou alebo s anorganickou zasadou.

4. N-Acyldipeptidovy derivat podla naroku 1 alebo 2 vieobecného vzorca (I), ktorym st 1,10-bis-
(dihydrogenfosfat) 3-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-9-(3-hydroxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-aza-
dekan-1,10-diolu a jeho aditné soli s organickou alebo s anorganickou zasadou.

5. N-Acyldipeptidovy derivat podla naroku 1 alebo 2 vieobecného vzorca (I), ktorym si 1,10-bis-
(dihydrogenfosfat) 3-(3-hydroxytetradekanoylamino)-9-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-aza-
dekan-1,10-diol a jeho adi¢né soli s organickou alebo s anorganickou zésadou.

6. N-Acyldipeptidovy derivat podla naroku 1 alebo 2 vieobecného vzorca (I), ktorym st 1-dihydro-
genfosfat 3-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-9-(3-hydroxytetradodekanoylamino)-4-oxo-5-azadekan-
-1,10-diolu a jeho adi¢né soli s organickou alebo s anorganickou zasadou.

7. N-Acyldipeptidovy derivat podl'a néroku 1 alebo 2 vieobecného vzorca (I), ktorym st 1-dihydro-
genfosfat  3-(3-hydroxytetradekanoylamino)-9-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-azadekéan-1,10-
-diolu a jeho adi¢né soli s organickou alebo s anorganickou zasadou.

8. N-Acyldipeptidovy derivat podla néroku 1 alebo 2 vieobecného vzorca (I), ktorym su 10-di-
hydrogenfosfat 3-(3-hydroxytetradekanoylamino)-9-(3-dodekanoyloxytetradekanoylamino)-4-oxo-5-azade-
kéan-1,10-diol a jeho adiéné soli s organickou alebo s anorganickou zasadou.

9. Spbsob pripravy N-acyldipeptidového derivatu podl'a naroku 1 alebo 2 vSeobecného vzorca (I),

X-O-{CH)ur CH-(CH:)- CONH(CHy), CH-(CHI O-Y ()

NHR, NHR,

kde znamena
RjaR; acylovii skupinu odvodent od nasytenej alebo nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym alebo
s rozvetvenym retazcom s 2 aZ 24 atémami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
niekolko substituentov vybranych zo stboru zahmujiceho hydroxylova skupinu, alkylovi skupinu,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylaminoskupinu, acyltioskupinu a alkyltioskupinu vidy 1
aZ 24 atdmami uhlika,
m 1az4,
n O,
p 3alebo4,
q 1
X a'Y atém vodika alebo fosfonoskupinu

za podmienky, Ze Zznamena aspon jeden substituent X a Y fosfonoskupinu,
vyznadujici sa tym, Zesafunkéné aminoskupiny v nekoncovej polohe (q+1) a v koncovej
polohe omega diaminokyseliny vieobecného vzorca :

H,N-(CH,),-CHNH,(CH,),.,COOH

chrania blokovacimi skupinami, ktoré l'ahko podliehaju acidolyze a hydrogenolyze, karboxylovd funk&na
skupina vZdy vo volnej forme sa nechdva reagovat' s redukénym ¢inidlom na ziskanie zodpovedajiceho
alkoholu, funkénd aminoskupina v nekoncovej polohe (q+1) sa uvoltiuje a potom sa acyluje aktivnym
derivatom karboxylovej kyseliny vieobecného vzorca R,OH, kde R, ma uvedeny vyznam, koncova funkéna
aminoskupina v polohe omega sa nasledne uvoltiuje hydrogenolyzou so ziskanim aminoalkoholu
vieobecného vzorca (II)

HZN-(CH;_),,-CIH-(CHZ)qOH (I,
NHR,
kde znamené R; acylovu skupinu odvodentl od nasytenej alebo nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym

alebo rozvetvenym retazcom s 2 az 24 atémami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
niekol’ko substituentov skor uvedenych, p znamena 3 alebo4 aq 1,
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aminoalkohol sa kondenzuje v pritommnosti peptidového kondenza¢ného ¢inidla v inertnom rozpustadle s
derivatom omegahydroxyaminokyseliny vieobecného vzorca (IIT)

XO-(CHZ),,,-C]?(CHZ),,-COOH (1)
NHR, ,

kde znamena
R, acylovii skupinu odvodemi od nasytenej alebo nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym alebo s
rozvetvenym retazcom s 2 aZ 24 atdmami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
niekol'ko substituentov skor uvedenych,
m 1az4,
n 0,
X skupinu dialkyloxyfosforylovu alebo diaryloxyfosforylovi vzorca
(RO),P
l
o)
so ziskanim zli¢eniny veobecného vzorca (IV)

(RO)ZII0-(CHz)m-CIH-(CHz)n-CONH-<CHz)p-CIH-(CHz)q-OH av),
0 NHR, NHR,

kde R;, R;, n, m, p a q majii uvedeny vyznam, a R znamena skupinu l'ahko odstiepitelni hydrogenolyzou,
vol'na alkoholova funkéné skupina sa pripadne fosforyluje fosforylaénym &inidlom pripadne v pritomnosti
kopulagného ¢inidla a podrobuje sa katalytickej hydrogenacii na uvolnenie funkénej alkoholovej skupiny
pripadne obsiahnutej v acylovej skupine R, rovnako ako fosfatovej funkénej skupiny po sekundamej
hydrogenolyze na odstrénenie chréniacej skupiny z pripadnej drubej fosfitovej skupiny so ziskanim
zludeniny vieobecného vzorca (V)

(HO)ZP|O'(CHZ)m'?H'(CHZ)n'CONH'(CHZ)p‘CH'(CHz)q'OY V),
0 NHR, NHR,

kde znamena Y atém vodika alebo fosfonoskupinu a Ry, R;, n, m, p a q maji uvedeny vyznam, ktora sa
pripadne prevadza na svoje soli reakciou s anorganickou alebo s organickou zasadou.

10. Ako medziprodukty na pripravu N-acyldipeptidového derivatu podl'a naroku 1 alebo 2 vieobecného
vzorca (I), kde jednotlivé symboly majii v naroku 1 a 2 uvedeny vyznam, pouzivané derivaty omegahydroxy-
aminokyseliny vieobecného vzorca (1II)

XO-(CHZ),,,-CP'I(CHZ),,COOH (I1D),
NHR,

kde znamena
R, acylovi skupinu odvodemi od nasytenej alebo nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym alebo s
rozvetvenym refazcom s 2 aZ 24 atémami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
niekol’ko substituentov skor uvedenych,
m 1az4,
n 0,
X skupinu dialkyloxyfosforylovi alebo diaryloxyfosforylovu vzorca
(RO)P
I
0.
11. Ako medziprodukty na pripravu N-acyldipeptidového derivatu podl'a naroku 1 alebo 2 vSeobecného
vzorca (I), kde jednotlivé symboly maji v naroku 1 a 2 uvedeny vyznam, pouzivané dipeptidové zliceniny
vSeobecného vzorca (IV)

(RO)zll’0-(CHz)m-CI3H-(CHz)n-CONH-(CHz)p-ClH-(CHz)q-OH I,
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O NHR, NHR,

kde R,, Ry, n, m, p a q majii v niroku 1 uvedeny vyznam a R znamena alkylovii skupinu alebo arylovii
skupinu 'ahko odstiepitelnt hydrogenolyzou.

12. Ako medziprodukty na pripravu N-acyldipeptidového derivétu podl'a naroku 1 alebo 2 vieobecného
vzorca (I), kde jednotlivé symboly maji v naroku 1 a 2 uvedeny vyznam, pouZivané aminoalkoholy
vieobecného vzorca (1)

HZN-(CHz)p-('ZH-(CHZ)QOH (I,

NHR,
kde znamena R, acylovti skupinu odvodeni od nasytenej alebo nenasytenej karboxylove;j kyseliny s priamym
alebo rozvetvenym retazcom s 2 aZ 24 atémami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
niekol’ko substituentov skér uvedenych, p znamena 3 alebo 4 a q 1.
13. Farmaceuticky prostriedok na {pravu imunitnej reakcie, vyznadujiici sa tym, Ze
obsahuje ako G¢inni latku aspori jeden N-acyldipeptidovy derivit podla niroku 1 alebo 2 vieobecného
vzorca (I),

X-A-(CHz)m-CIH-(CHz)n-CONH-(CHz)p-CIH-(CHz)q-B-Y @,

NHR, NHR,
kde znamena
RiaR, acylovu skupinu odvodent od nasytenej alebo nenasytenej karboxylovej kyseliny s priamym alebo
§ rozvetvenym retazcom s 2 aZ 24 atémami uhlika, ktory je nesubstituovany alebo obsahuje jeden alebo
nickolko substituentov vybranych zo siboru zahrnujiiceho hydroxylovi skupinu, alkylovi skupinu,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylaminoskupinu, acyltioskupinu a alkyltioskupinu vzdy s 1
aZ 24 atdmami uhlika,
m 1az4,
n 0az10
p 3alebo4,
q 1
XaY atém vodika alebo fosfonoskupinu
za podmienky, Ze znamena aspoii jeden substituent X a Y fosfonoskupinu,
spolu alebo v zmesi s netoxickym, farmaceuticky prijatelnym inertnym nosicom alebo excipientom.

14. Farmaceuticky prostriedok podl'a naroku 13, vyzna&ujdci sa tym, Zec obsahuje ako
u&inni latku aspofi jeden N-acyldipeptidovy derivat podla ndroku 1 alebo 2 vieobecného vzorca (I), kde
znamend X a/alebo Y fosfonoskupinu, a ostatné symboly majui v néroku 13 uvedeny vyznam.

15. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 13, vyzna€ujieci sa tym, Ze obsahuje idinnd
latku vo forme soli s organickou alebo s anorganickou zasadou prijatel'nou na terapeutické udely.

16. Farmaceuticky prostriedok podl'a naroku 13 2 15, vyznadujaci sa tym, Ze obsahuje
uginnd latku vo forme Eistého enantioméru alebo vo forme zmesi stereoizomérov.

32 vykresov
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Obr. 19
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Obr. 35
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Obr. 41
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