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(57)Anotace:

Resent se tyka polykationtovych biokonjugétii, které obsahuji
molekuly isopolypeptidového polykationtového nosice

s volnymi o-aminovymi skupinami, které jsou konjugovany
chemickymi vazbami s vhodng vybranymi molekulami, které
mohou byt bud’ identické nebo mohou byt riiznych, dvou
nebo vice, tj. "x", druhd, nesouci funkéni skupiny vhodné
nebo konjugaci, a tyto polykationtové biokonjugaty
syntetizované timto zplisobem mohou byt popsiny obecnym
vzorcem v némz "r" znamena stiedni hodnotu mezi 20 a 400,
"m" znamena4 &islo 0, 1, 2, 3, ...k, "[(k)Mx]" znamena
molekuly zesilovage a/nebo spojovaci molekuly konjugované
kovalentnimi. = k, vazbami s molekulou isopolypeptidového
polykationtového nosice, a "[())Mx]" znamena molekuly
zesilovace konjugované iontovymi, = i, vazbami s molekulou
isopolypeptidového polykationtového nosice, pfi emZ
uvedené molekuly zesilovace a spojovaci molekuly, které maji
piislu$né funkéni skupiny pro konjugaci, mohou byt bud’
identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo vice, tj. "x",
druhii, a molekuly zesilovaée mohou byt konjugovany pf¥imo
a/nebo nepiimo spojovaci molekulou. Tyto polykationty jsou
schopny transportovat aktivni latky riiznych typd v savéim
organismu, tj. funguji jako nosi¢e molekul, a jsou tedy
schopny zvySovat biologickou (i¢innost transportovanych
molekul a tak napfiklad pfiznivé ovliviiovat inhibici
proliferaci malignich bunék nebo mit antimikrobialni G¢inek




Polykationtové biokonjugaty pro transport aktivnich latek

Oblast techniky

Predmétem predloZzeného vyndlezu jsou polykationtové biokonjugaty, které
jsou vhodné pro transport aktivnich latek riiznych typG v savéim organismu, tj. funguii

jako nosice.

Podstata vynalezu

Noveé polykationtové biokonjugaty se pfipravuji kondenzovanim [(kMx] a/nebo
[(OMx] molekul, které nesou funkéni skupiny pro konjugaci - které mohou byt bud
jednoho nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druhli - s danym predsta-
vitelem isopolypeptidovych polykationttl, ktery ma voiné o-aminové skupiny, jako
molekulami nosiCe, chemickymi vazbami. Tyto biokonjugéty syntetizované timto

zpUsobem Ize popsat obecnym vzorcem |

H[NH-CH,- (CH;) m—clH—COJ OH
(1),
[ (1)Mx]*[ (k)Mx]-NH
a v polykationtovych biokonjugéatech existuji molekuly isopolypeptidového polykation-
tového nosice (zde dale molekuly nosice), které maji voiné a-aminové skupiny, které

Ize popsat obecnym vzorcem |/a

H[NH~-CH,- (CH;) ,,~CH-COQO] ,OH
| (I/a),
NH,

(volna a-aminova skupina)
a v kazdé molekule nosice obecného vzorce I/a existuji monomery stejné konfigurace

(tj. bud' D- nebo L-), jednotlivé monomery nejsou spolu navazany svymi aminovymi

skupinami v a-polohach, ale aminovymi skupinami v jinych (tj. v B-, y-, 8-, &- atd.)




polohach podle hodnoty "m" a jejich struktury se proto odliduji od struktur polypeptid(

vystavenych obvyklymi o-amino-peptidovymi vazbami, které se obecné vyskytuji v

savéich organismech,

pficemz
-

-~
"M

T(HMx]"

znamena sti‘edni hodnotu mezi 20 a 400,

znamenadcislo 0, 1, 2, 3, ... k,

znamena molekuly zesilovate a/nebo spojovaci molekuly konjugované
kovalentnimi (= k) vazbami s molekulou isopolypeptidového polykation-
tového nosiée, a

znamena molekuly zesilova¢e konjugované iontovymi (= i) vazbami s
molekulou isopolypeptidového polykationtového nosice, pfi ¢emz uve-
dené molekuly zesilovace a spojovaci molekuly, které maji pfislusné
funkéni skupiny pro konjugaci, mohou byt bud’ identické nebo mohou
byt rdznych (dvou nebo vice, tj. "x") druh(l, a molekuly zesilovace
mohou byt konjugovany:

- pfimo a/nebo

- nepiimo spojovaci molekulou,

a dale vyskyt napojeni [(k)MX] a [(i)Mx] ve stejném polykationtovém biokonjugatu je

symbolizovan [(k/i)Mx]. Na zakladé tohoto obecného vzorce | novych polykationtovych

biokonjugatt podie vynalezu mohou byt odvozeny dal$i molekuly obecnych vzorct i,
HI, IV, VI, VI, IX, X a XI a schematickych obecnych vzorct V, VI, IX/a, X/a a Xl/a.

V pfipadé [Ex] molekul zesilovade - které mohou byt bud identické nebo

mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druhy, jsou pfimo konjugovany s danym

predstavitelem molekul nosi¢e obecného vzorce |/a kovalentnimi vazbami, tedy

[(OMX] = [Ex]pr ,

a nove polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem ||




H[NH-CH,~ (CH;) ,~CH-CO] ,OH
I (11),
[Ex;] p1~NH

V pfipadé [(QCx] spojovacich molekul vyluéné aniontového charakteru - které
mohou byt bud identické nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druht - jsou
konjugovany s danym predstavitelem molekul nosi¢e obecného vzorce l/a kovalent-
nimi vazbami, objevuje se dal§i moznost vzniku iontovych vazeb s kationty - které mo-
hou byt bud identické nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druht - potom:

[(k)MX] = [(-)Cxils2
a tyto nové konjugaty jsou popsany obecnym vzorcem i

H[NH-CH,- (CH>) «~—CH-CO] .OH
I (I11),

[(-) ij]pZ—NH
V pfipadé [Exa] molekul zesilovace - které mohou byt bud identické nebo mo-
hou byt riiznych (dvou nebo vice, tj. "X’ druhtl - jsou nepiimo konjugovany kovalent-
nimi vazbami s danym predstavitelem molekul nosice obecného vzorce l/a [Cx

spojovacimi molekulami - které mohou byt bud identické nebo mohou byt riiznych

(dvou nebo vice, 1j. "x") druhdi - potom:
[(KIMX] = [Cxe-EXedos
a tyto nové polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem IV

H [NH-CH,- (CHy) o—CH-CO] .OH
I (1),
[Cxck—Exek] pB—NH




V pfipadé, ze [Ex] ainebo [CxuEx«] molekul zesilovace a/nebo [(-)Cxj]
spojovacich molekul aniontového charakteru je také konjugovano s danym pfedsta-
vitelem molekul nosi¢e obecného vzorce lfa a dale z hodnot "p/", "p2" a "ps" alespor

dveé jsou vétsi nez 0, potom

[(OMX] = [Ex]pr + [CXarEXaidos + [(-)CXle2,
a tyto nové polykationtové biokonjugaty jsou popsény schematickym obecnym vzor-
cemV

0
] il it )
...(CHz)m_'CH-C*NH—-CHT—-(CHz)m-—|CH—-C-—NH-—CHZ—--(CHz)m—lCH—C-'Nl'l—Cl~lz~—-(Cl~lz)m—§:H-—&.

N\H N\H N\H NH,
M,
v némz
"EX" v [Ex]s znamena Ex molekul zesilovage rizného ("x') druhu konjugo-

vanych piimo s danym predstavitelem molekul nosice obecnéeho vzorce
I/a kovalentnimi vazbami,

"t znamena to, jestli Ex molekul zesilovage konjugovanych s danou mo-
lekulou noside kovalentnimi vazbami je identickych (i = 1) nebo jestli
jsou rizného druhu podtu "i* (i = 2, 3, ... "X" druhd),

"~)Cx" v [(-)Cx]p2 Znamena (-)Cx spojovacich molekul vyluéné aniontového charakteru
riznych ("x") druhtl konjugovanych s danym pfedstavitelem molekul no-
siée obecného vzorce I/a kovalentnimi vazbami, aby se zajistila moz-
nost vzniku iontovych vazeb s kationty,

" znamena to, jestli (-)Cx spojovacich molekul konjugovanych s danou
molekulu nosiée kovalentnimi vazbami je identickych (j = 1) nebo jestli
jsou rizného druhu poctu " (=2, 3, ... "X),

"Cx-Ex" Vv [Cx« - EXadps znamena Ex molekul zesilovace rizného (*x") druhu
konjugovanych kovalentnimi vazbami nepfimo Cx spojovacimi moleku-




lami rizného ("x") druhu, a tyto Cx molekuly jsou také konjugovany
kovalentnimi vazbami s danym predstavitelem molekul nosice obec-
ného vzorce l/a,

“cK" znamena to, jestli Cx spojovacich molekul konjugovanych s danou mo-
lekulu nosiée kovalentnimi vazbami je identickych (ck = 1) nebo jestli
jsou rtizného druhu pocétu “ck" (ck = 2, 3, ... *x"), a tyto Cx spojovaci
molekuly - prakticky zavisejici na struktufe Ex molekul zesilovace -
mohou mit neutraini a/nebo aniontovy a/nebo kationtovy charakter,

"ek" znamena to, jestli Ex molekul zesilovage konjugovanych s danou mole-
kulu nosiée nepiimo Cx spojovacimi molekulami kovalentnimi vazbami
je identickych (ek = 1), nebo jestli jsou nizného druhu poctu "ek" (ek = 2,
3,...""),

Navic stupefi nasycenosti v % daného predstavitele molekuly nosice obec-
ného vzorce I/a [Ex], a/nebo [Cxu-Exadss molekulami zesilovace anebo [(-)Cxlr spo-
jovacimi molekulami je dan riznymi hodnotami “pi, p. a ps', pficemz souhmna
hodnota "p; + p2 + ps" v daném polykationtovém biokonjugatu je > 0 a < 100, pficemz
je stanoven pomér mezi volnymi, nezahmutymi v chemickych vazbach, a vazanymi
NH,-skupinami, ktery dale ovliviiuje naboj a kationtovy charakter polykationtovych
biokonjugat(l, a tedy
"0  znamena stupef nasycenosti v % molekuly nosice obecného vzorce I/a [Ex]

molekulami zesilovace,

"o znamena stuper nasycenosti v % molekuly nosice obecného vzorce I/a [(-)Cx]
spojovacimi molekulami s vyluéné aniontovym charakterem,
"0 znamena stupeft nasycenosti v % molekuly nosice obecného vzorce I/a

[CxaEXades molekulami zesilovade, které jsou vazany spojovacimi molekulami,
a na zakladé shora uvedeného ve schematickém obecném vzorci V plati, Zze "p," + "p2"
+'ps' > 0 a < 100 a z hodnot "ps", "p2" @ "ps" alespori dvé jsou vetsi nez 0, déle v
daném polykationtovém biokonjugatu Ex molekul v [Ex] a (-)Cx molekul v [(Cx] neni
nutné identickych s Ex a Cx molekulami vyskytujicimi se v [CxacExed, pricemz tento




rozdil je symbolizovan "x" a bude o ném pojednano v piikladech vhodné vybranych

molekul zesilovade, a dale "r" a "'m" znamenaji stejné jako v obecném vzorci .

V piipadé [(-/Ax] molekul zesilovace aniontového charakteru - které mohou
byt bud identické nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druht - jsou piimo
konjugovany vyluéné iontovymi vazbami s volnymi a-aminovymi skupinami daného

predstavitele molekul nosic¢e obecného vzorce I/a, potom
[(OMX] = [()AXs]
a tyto nové polykationtové biokonjugaty mohou byt popsany obecnym vzorcem VI

H [NH-CH,~ (CH;) n~CH-CO] ,OH
(VI) .
[ (=) Axs]~NH

V piipadé [(+)Kx,] molekul zesilovace kationtového charakteru - které mohou
byt bud jednoho druhu nebo (dvou nebo vice, tj. "x") riznych druh - jsou konjugovany
nepifmo [(AICx] spojovacimi molekulami vyluéné aniontového charakteru - které
mohou byt bud jednoho druhu nebo (dvou nebo vice, tj. x") riznych druhd - iontovymi

vazbami s danym preddstavitelem konjugatti obecného vzorce lll, potom
[(MXI()MX] = [(KAMx] = [()Cx]e2"T(+)KX

a tyto nové polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem Vil

H [NH-CH,~ (CH,) n~CH-CO] .OH
| (VII) .

[ (+)Kxu] z* [ (_)ij]p2—NH

V piipadé [(-)Ax] molekul zesilovate aniontového charakteru - které mohou
byt identické nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, . "X druht - jsou konju-
govany piimo ionotvymi vazbami s volnymi o-aminoskupinami daného predstavitele

polykationtovych biokonjugétt obecného vzorce VII, potom




[(k/)Mx] = {{(-)Cxlez * [(H)KXule} * [()AXk

a tyto nové polykationtové biokonjugaty jsou popsany schematickym obecnym

vzorcem VIl

O
i i
.‘.(CH;),,;*—-CH—'(%—NH-—CH;-—-(CH,)m-—-(!?H—l(!‘-—NH——CH2—(CH1M—C§fC~NH—(CHIM———‘CH-—C4..
p';{{ X, NH, o [(A Xk NH,
= NOCxlp, ¢ (HKAL S
Vil

V pripadé [(-)Axs] molekul zesilovade aniontového charakteru - které mohou
byt bud' identické nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druh( - jsou
konjugovany iontovymi vazbami s volnymi a-aminovymi skupinami daného piedsta-
vitele polykationtovych biokonjugata obecného vzorce Il nebo IV nebo schematického

obecného vzorce V, potom

[(k)Mx] = [Exilsi * [(-)Axck nebo [CxacExades * [(-)Axsk
nebo [Exei + [CxacEXades * [()AXs]

a tyto polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem IX nebo schema-

tickym obecnym vzorcem IX/a

H[NH-CH,~ (CH,) ,~CH-CO] .OH
[(=)Axs]e * | (IX),
[ (k)Mx~NH




0
I I
--(C‘Hz)xn—lCJ*—-C‘—NH-Glz—(th).n-—O*—' E—Ml-—alf—(ab)m—'f}l—Lm—(%“mwl g
N{* N{* NH; « [(Ax) NH,
[Exlp, [Clck - Exeidp
(IX/a) .

V pfipadé daného predstavitele polykationtovych biokonjugatl schematického
obecného vzorce V, v némz existuje [(-)Cx] spojovacich molekul aniontového cha-
rakteru - které mohou byt bud identické nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, .
"x") druh( - a tedy ziskavaji ¢aste¢né aniontovy charakter, takze dalSich [(+)Kx,]
molekul zesilovace kationtového charakteru - které mohou byt bud' identické nebo
mohou byt riiznych (dvou nebo vice, tj. "x") druh - mize byt na né konjugovano
iontovymi vazbami, potom

[(WDMX] = [Exoi + {I(-)Cxle2 * [(+)KXu]e} nebo
[Cxa-EXedes + {[(-)Cxez ™ [(+)Kxu]2} nebo
[Exilei + [Cxer-EXedea + {[(-)Cx2 * [(+)KXul}

a tyto polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem X nebo sche-
matickym obecnym vzorcem X/a

H [NH~-CH,~- (CHz)m—CIJH—CO] -OH
(X),
{1(=)Cx]p2 * [(+)Kxulz} + [(k)Mx]-NH

o) 0o 0 0
| ]
,.(CH,)m-fH—g—NH—mz——(cuz)m-cer—'é—NH-cuz—(c%—lcn-é-nH——cuz—(cuz),,,—’cu—-é...
NH NH N\H NH,
(Exlp, \(%k - Bxeldlp, (], * {(HKxulz

(X/a) .




V pripadé dalsich [(-)Axs] molekul zesilovace aniontového charakteru - které
mohou byt bud' identické nebo mohou byt liznych (dvou nebo vice, tj. "x") druhdi - kte-
ré jsou konjugovany pifimo iontovymi vazbami s volnymi a-amino-skupinami daného

predstavitele polykationtovych biokonjugat( obecného vzorce X, potom

[(KOMX] = [ExiJsi + {[()Cxip2 * [(+)KxuL} * [(-}AX}: nebo
[Cxoi-Exerdps + {[()Cx2 * [(+)KXul} * [(-)AXe] nebo
[Exilsi + [CXerEXeidos + {[()Cxile2 * [(+)KXul} ™ [()AXsk

a tyto polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem XlI nebo

schematickym obecnym vzorcem Xi/a

H[NH-CH,- (CH;) n~—~CH-CO] ,OH
[(=)Axs]: * | (XI),
{L(=)Cxylpe* [ (+) Kxy] 1+ [ (k) Mx]-NH

o} o]
.--(Glz).ﬁ—lai——'é—W%—(&W?Hg~wmz-(mgr—g—g—W(aW?1—E..
NH NH ' NH, + (DA% NH
[Op, * [(HDKxulz [Ock - Bxekp, | [Bxlp,
(Xia),
v nichz

"(AX" v [(-)Axsk znamena (-)Ax molekul zesilovace aniontového charakteru riznych
("x") druhu, které jsou pfimo konjugovany s danym piedstavitelem mo-
lekul nosic¢e obecného vzorce I/a iontovymi vazbami,

"s" znamena to, jestli (-)Ax aniontovych/polyaniontovych molekul konjugo-
vanych s danou molekulou polykationtového nosiCe iontovymi vazbami
je identickych (s = 1) nebo jestli jsou rizného druhu poétu "s" (s = 2, 3,
.. "% druhq),

"(+)KX" v [(+)Kxy}, znamena (+)Kx molekul zesilovacée rlizného ("x") druhu kationtového

charakteru, které mohou byt konjugovany nepfimo iontovymi vazbami
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[(Cx] spojovacimi molekulami riznych druhd ("x") aniontového cha-
rakteru s danym predstavitelem molekul nosi¢e obecného vzorce l/a,
které jsou podstatné pro konjugat obecného vzorce ll|,

znamena to, jestli (+)Kx kationt(l a/nebo polykationtt konjugovanych s
danou slouc¢eninou obecného vzorce Il iontovymi vazbami je identic-
kych (u = 1) nebo jestli jsou rizného druhu poétu “u" (u = 2, 3, ... X"
druht),

“t" oznacuje stupen nasycenosti v % molekuly nosiée obecného vzorce l/a
[(A)Axs] molekulami zachycovace,

1

znamena stupen nasycenosti v % polykationtového biokonjugatu obec-
ného vzorce | nebo molekuly nosi¢e obecného vzorce I/a [(+)Kx,] mo-
lekulami zesilovace, které jsou konjugovany nepfimo [(-)Cx] spojova-
cimi molekulami aniontového charakteru,

oo

A

v obecném vzorci Vi,

v obecném vzorci VII,

"t"+'2" ve schematickém obecném vzorci VI,

"“"+'p," nebo "t"+'ps" nebo "t"+'p,"+'ps" v obecném vzorci IX a ve schematickém
obecném vzorci IX/a,

"z'+'p" nebo "Z'+'ps" nebo "Z'+'p"+'ps" v obecném vzorci X a ve schematickém
obecném vzorci X/a a

"t'+'2"+"p," nebo "t"+'Z'+'ps" nebo 't"+'z"+"p"+'ps" v obecném vzorci X| a ve schema-
tickém obecném vzorci Xl/a a hodnoty kazdého z téchto souctli jsou mezi >0 a <100,
a dale ty NH, skupiny, které nejsou nasyceny "' a/nebo “z" a/nebo "p;" alnebo "ps’,
zUstanou volné, pricemz je stanoven pomér mezi volnymi (nezahmutymi v chemic-
kych vazbach) a vazanymi NHx-skupinami, ktery dale ovliviiuje ndboj a kationtovy
charakter polykationtovych biokonjugatd, pfiCemz "z' znamené stuper nasycenosti
molekul nosie [(+)Kx,] molekulami kationtového zesilovade, které jsou konjugovany
nepiimo [(-)Cxj] spojovacimi molekulami, proto "z" = "p,", dale

", "'m" a [(K)Mx] znamenaji stejné jako v obecném vzorci |,

[Exiei
"TE)Cxle2"

znamena stejné jako v obecném vzorci il
znamena stejné jako v obecném vzorci Il a




11

"ICxExados’ znamena stejné jako v obecném vzorci IV.

Stupen novosti polykationtovych biokonjugatu obecného vzorce |, pfedmétu
prediozeného vynalezu, spociva v tom, Ze existuiji isopolypeptidy, které maji volné
o-aminové skupiny jako molekuly polykationtového nosice v nich, jejichz syntéza se
provadi kondenzovanim monomerti diamino-monokarboxylové kyseliny, kterou se
vystavi tyto isopolypeptidy, nikoliv jejich aminovymi skupinami v a-polohach, ale jejich
aminovymi skupinami v jinych (B-, v-, 8-, e~ ... atd.) polohach; zpUsoby pouzité pro
pfipravu téchto molekul nosice byly popsany v madarském patentovém spisu 202 553
B s prioritou 21.10.1987, nazvaném "Process for preparation of isopolypeptides from
diamino-monocarbonic acids and the drugs containing them, and a plant protection
agent containing polyisolysin®, a dale v praci Székana a spol.: "Structure Deter-
mination and Synthesis of Lysine Isopeptides Influencing on Cell Proliferation” (Bio-
polymers, J. Willey & Sons, Inc., 1997, 42, 305 az 318.).

S danym predstavitelem molekul nosiée obecného vzorce I/a v novych poly-
kationtovych biokonjugétech obecného vzorce |, piipravenych podle vynalezu, maze
byt prakticky jakakoliv organické a/nebo anorganicka molekula, ktera ma funkéni sku-
piny vhodné pro konjugaci, kondenzovana jako vhodné vybranad molekula zesilovace
v souladu se zplisobem, jak je uvedeno v obecnych vzorcich Il, I, IV, VI, VII, IX, X a
Xl nebo na schematickych vzorcich V, VI, IX/a, X/a a Xl/a. VSechny tytc molekuly
zesilovaée mohou byt s vyhodou vybrany - neomezujicim zptsobem - ze skupin
sloucenin, které jsou zde nize uvedeny:

- hormonG a antagonistti hormon( rizného druhu (steroidu, proteint, peptidt
atd.) a aktivnich fragment( peptidovych hormont a jejich derivétd,

- nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin, cholesterol(, fosfolipidd (fosfo-
glyceridu, sfingomyelinG atd.) a jejich derivatd,

- nukleovych kyselin/antimediatorovych nukleotidd,

- monosacharid(, oligosacharid( a polysacharidu a jejich derivatd,

- vitaminu a jejich derivatd,

- znédmych protinaddorovych léCiv a aktivnich latek a jejich derivat a
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aminokyselin, oligopeptidd, polypeptid(, dalSich glykoproteinti a lipoproteind,

jejich fragmentd a jejich derivatq.

Nove polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | pfipravené podie zpi-
sobu popsaného v tomto vynalezu obsahuji molekuly nosic¢e obecného vzorce la a
dany predstavitel téchto molekul nosi¢e je konjugovan chemickymi (kovalentnimi
alnebo iontovymi) vazbami s molekulami zesilovace, které jsou vhodné vybrany,
podle zamysleného u€inku (napfiklad maji antiproliferacni Ucinek, antimikrobidlni G-
¢inek, dodavaji geny, zlepsuiji kvalitu diagnostického zobrazovani magnetickou re-
sonanci atd.), a tyto molekuly zesilovate mohou byt bud identické nebo mohou byt
(dvou nebo vice, tj. "x") riznych druhd, a diky aplikovatelnosti vice molekul zesilovade
v daném polykationtovém biokonjugatu obecného vzorce |, Ize souéasné ziskat na-
sobné pfimé a/nebo nepfimé Ucinky. Seznam nékolika prikladu sloucenin, které mo-
hou byt s vyhodou aplikovény pro tento tGcel, je zde dale uveden.

Slouéeniny obsahuijici ¢ast molekul pfimého zesilovace - s neomezujicim cha-
rakterem:

- slouceniny, které maji antiproliferacni Uéinky, napfiklad cytostatika pouzivana
v klinické praxi, dale cytokiny, které ovliviiuji déleni a diferenciaci bunék (napf.
rGzné rastové faktory stejné jako protilatky produkované proti receptortim téch-
to faktort, interferony atd.), dale peptidy/proteiny inhibujici tvorbu novych krev-
nich cév kolem nadorovych bunék (angiostatiny, endostatiny), dale nukieové
kyseliny/antimediatorové oligonukleotidy, které vykazuiji antiproliferaéni ucinky
na maligné transformované buriky,

- slou€eniny, které maji antimikrobiaini a€inky, napfiklad protivirové, antibak-
terialni, antimykotikalni, antiprotozoalni atd. slouceniny, pouzivané v klinické
praxi, dale nukleové kyseliny/komplexované antimediatorové oligonukleotidy,
které inhibuiji replikaci mikrobd,

- nukleové kyseliny isolované nebo syntetizované pro ucel pfenosu genu, které
jsou vhodné pro léceni genetickych onemocnéni (napfikliad cystické fibrézy),
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slouceniny zlepSujici kvalitu diagnostického zobrazovani magnetickou
resonanci, napfiklad paramagnetické ionty kovli a komplexy obsahuijici ionty
kovl tohoto druhu, zvlasté molekulové komplexy gadoliniového (Gd) iontu
(napfiklad dimegluminova stil Gd-diethylen-triamin-pentaoctové kyseliny),
slouCeniny, které maji imunomodulaéni Gcinky (napfiklad interleukiny, nado-
rové nekrotické faktory atd.), které reguluji danou funkci imunniho systému, a
Cetné vhodné vybrané slouceniny s dal$imi Gcinky, zde nedefinované, které se

mohou pouzivat s ur€itymi Gcely, jako molekuly zesilovade.

Slouceniny obsahujici ¢ast molekul nepfimého zesilovace, které vyvijeji nebo

zvysuji selektivitu - s neomezujicim charakterem:

ve vztahu Kk antiproliferaénimu Géinku napfiklad: monoklonalni protilatky, které
maji specifické afinity na povrchovy antigen dané nadorové bunky stejné jako
protilatky nebo jakakoliv slouenina, ktera mé anifinitu na tyto druhy receptorti
(napriklad transferinovy receptor nebo folatovy receptor mezi vitaminy atd.),
které jsou pfitomny ve vétsim poméru na povrchu nadorovych bunék nez na
povrchu normalnich (maligné netransformovanych) bunék,

dale ve vztahu k antiproliferaénim a jakymkoliv dal$im Ucinkiim zacilenym na
jakoukoliv slouéeninu, ktera ma specifickou afinitu na jisty receptor vyskytuijici
se vylu¢né na povrchu pouze dané normalini buriky (tento receptor neexistuje
jako vysledek patologického procesu), konkrétné napiikiad receptory asia-
glykoproteinu na bunééném povrchu hepatickych bunék (na ktery se specificky
vaze koncova galaktosa makromolekul) nebo receptory kondenzuijici jakou-
koliv jinou slouéeninu, které jsou pfitomny ve vétSim mnozZstvi na povrchu
danych cilovych bunék,

obecné slouéeniny, které se mohou vazat na danou cilovou buriku (napfiklad
mikroby nebo buriky infikované mikroby atd.), aby se dosahl nepiimy zvyseny

ucinek.

Slou€eniny obsahuijici ¢ast molekul prfimého nebo soucasné nepiimého ze-

silovae s neomezujicim charakterem:
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- ve vztahu k antiproliferaénim Géinkim napfiklad: hormony, antagonisté hormo-
nu a jejich derivaty, zvlasté peptidové hormony a lidsky choriogonadotropinovy
hormon, které maji antiproliferani G€inky, dale protilatky produkované proti
receptoriim rlstovych faktorli mizného druhu, které jsou piitomny ve vétsim
poméru na povrchu dané nadorové buriky nez na povrchu jinych bunék, a
soucasné vykazuji antiproliferacni Ucinky na dané maligné transformované
buiky, a dale imunotoxiny, které jsou produkovany proti dané nadorové
bunce,

- ve vztahu k antimikrobialnim G¢ink(m napfiklad: neutralizujici protilatky, které
jsou produkovany proti danym mikrobtm (napiiklad virim, bakteriim, houbam
atd.), a dale imunotoxiny, které jsou produkovany proti danému mikrobu.

Nové polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | pfipravené podle vy-
nalezu obsahuji molekuly nosi¢e obecného vzorce I/a a dany piedstavitel téchto mo-
lekul nosiée je konjugovan s molekulami zesilovacée - které mohou byt bud identické
nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druht - které jsou vhodné vybrany ze
shora uvedenych piiklad( a konjugace téchto molekul zesilovace je symbolizovana
[Exilot @/nebo [...-Exadps, COZ ukazuje na to, ze tyto molekuly jsou kondenzovany kova-
lentnimi vazbami, navic [(-)Axsk s aniontovym charakterem a/nebo [(+)Kx,), s kation-
tovym charakterem ukazuji na molekuly, které jsou kondenzovany iontovymi vazbami.

Nové polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | pripravené podle vy-
nalezu obsahuiji molekuly nosi¢e obecného vzorce l/a a dany predstavitel téchto mo-
lekul nosice je konjugovan s molekulami zesilovacée - které mohou byt bud identické
nebo mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druh - které jsou vhodné vybrany ze
shora uvedenych prikladl molekuly zesilovace mohou byt konjugovany piimo a/nebo
nepfimo spojovacimi molekulami, pozdéji uvedené mohou byt kondenzovany s
molekulami zesilovace kovalentné nebo iontove, coz je symbolizovano [Cxu-...Jss ko-
valentnimi a [(-)Cxj,; iontovymi, a tyto spojovaci molekuly mohou byt vhodné vybrany
- bez omezujiciho charakteru - z prodiuzovacich fetézcu dikarboxylovych kyselin,

trikarboxylovych kyselin, sacharid(, aminokyselin nebo peptidu.

e e
] ¢

-
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Nové polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | pripravené podle vyna-
lezu obsahuji molekuly nosi¢e obecného vzorce I/a a dany predstavitel téchto molekul
nosice je konjugovan s molekulami zesilovace - které mohou byt bud identické nebo
mohou byt riznych (dvou nebo vice, tj. "x") druh( - které jsou vhodné vybrany podie
shora uvedenych priklad(l a ke konjugaci molekul zesilovae dochazi kovalentnimi
a/nebo iontovymi chemickymi vazbami piimo a/nebo nepiimo v stanoveném poméru s

vyhodou tak, aby se dosahlo nasyceni 10 az 100 %.

Mezi vyhodné predstavitele molekul nosi¢e obecného vzorce l/a v novych
polykationtovych biokonjugatech obecného vzorce | podle vynalezu patii 60 az 120-
¢lenné neracemické polyiso-L-lysiny, tj. hydrobromidy poly(e)-L-lysinu, které samy
maji jisté antiproliferacni a protivirové Ucinky, jak je popsano v madarském paten-
tovém spisu 202 553 B s madarskou prioritou 21. fijna 1987.

Predmétem tohoto vynalezu je dosazeni toho, aby kazdy z novych polyka-
tiontovych biokonjugat obecného vzorce |, pripraveny zptsobem popsanym v pied-
lozeném vynalezu, obsahoval molekuly nosi€e obecného vzorce l/a a tyto molekuly
nosice (které samy maji jisté antiproliferacni ucinky) byly konjugovany chemickymi
vazbami se slouéeninami, které maji antiproliferacni u€inky (seznam nékterych slou-
éenin vhodné vybranych pro tento Ucel je uveden shora mezi molekulami pfimého
zesilovace) a takto ziskané biokonjugaty jsou uspésné aplikovatelné pro lé¢eni ma-
lignosti vyvijejicich se v savéich organismech (dale: nadory) nebo se kombinuji se
zpusoby inhibujicimi nadory, které jsou pfijaty v klinické praxi.

Dal$i molekuly zesilovace, které vedou k vyvinuti pfisiusné zvolené selektivity,
které byly specielné shora popsany (mezi molekulami nepfimych zesilovaé(), napo-
jené na biokonjugaty pfipravené podie vynalezu, zvysuji koncentraci uéinnych latek v
nadorech, pfitemz se mohou zmensit nechténé vediejsi Ucinky a tedy Ize dale zvysit

uéinnost léceni.

.
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Konjugaty podobné témto novym polykationtovym biokonjugatim s antipro-
liferacnim ucinkem podle predlozeného vynalezu jiz byly diive pfipraveny. Byly o nich
publikovany také prace, z nich nékteré jsou zde dale uvedeny:

- Bogdanov A. A, ml, Martin C., Bogdanova A. V. a spol.: "An aduct of cis-di-
amine-dichloroplatinum(il) and poly(ethylenglykol)poly(L-lysine)-succinate: synthesis
and cytotoxic properties", Bioconjug. Chem. 1996(leden-tnor), 7(1), 144 az 149.

- Di-Stefano G., Busi C., Derenzini M. a spol.: "Conjugation of 5-fluoro-2'-deoxyuridine
with lactosaminated poly-I-lysine to reduce extrahepatic toxicity in the treatment of
hepatocarcinomas”, /tal. J. Gastroenterol. Hepatol. 1998(duben), 30(2), 173 az 177.

- Paprocka M., Boratynski J., Dus D. a spol.: "Conjugation of the monoclonal antibody
17-1A with nitroacridine compound C921 with poly-L-lysine as an intermediate agent”,
Arch. Immunol. Ther. Exp. Warsz. 1997, 45(4), 343 az 349.

- Salazar A. M., Levy H. B., Ondra S. a spol.: "Long-term treatment of malignant
gliomas with intramuscularly administered polyinosinic-polycytidylic acid stabilized
with polylysine and carboxymethylcelulose: an open pilot study’, Neurosurgery
1996(leden), 38(6), 1096 az 1104, diskuse 1103 az 1104.

Dal$im poznanim obsaZzenym v predlozeném vyndlezu je znak molekul nosice
obecného vzorce I/a v novych polykationtovych biokonjugaterch obecného vzorce |,
e jako polykationty jsou vhodné pro transport stejné jako pro zavedeni do cilovych
molekul vhodné vybranych nukleovych kyselin polyaniontového charakteru jako mo-
lekul zesilovade, navazanych na né iontovymi vazbami, tj. pro pfenos genu, vyuzitim
Udinku, Ze konjugovanim dalsich molekul zesilovace kovalentnimi vazbami - pod-
robnosti viz zde shora - vedoucim k vyvinuti pfisiusné zvolené selektivity, jsou nove
polykationtové biomolekuly navazany selektivné na cilové buriky nebo v podstatné

vy$$im poméru na tyto cilové buriky nez na buriky jineho typu.

Konjugaty, podobné témto novym polykationtovym biokonjugétim, podie pred-

lozeného vynalezu, schopné pienosu genu, jiz byl dfive pfipraveny. Ve védecké
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literature byly o nich publikovany prace, z nichz nékteré jako piiklady jsou zde dale
uvedeny:

- Erbacher P., Roche A. C., Monsigny M., Midoux P.: "The reduction of the positive
charges of polylysine by partial glukonylation increases the transfection efficiency of
polylysine/DNA complexes", Biochim. Biphys. Acta 1997(21. Gnora), 1324(1), 27 az
36.

- Ferkol T., Perales J. C., Mularo F., Hanson R. W.: "Receptor-mediated gene transfer
into macrophages", Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1996(9. ledna), 93(1), 101 az 105.

- Kollen W., Erbacher, Midoux P. a spol.: "Glykosylated polylysines. Nonviral vectors
for gene transfer into cystic fibrosis airway epithelial cells", Chest, 1997(leden), 171(6
Suppl.), 95S az 968S.

- Liang W. W.,, Shi X., Deshpande D. a spol.: "Oligonuclectide targeting to alveolar
macrophages by mannose receptor-mediated endocytosis", Biochim. Biophys. Acta
1996(13. brezna), 1279(2), 227 az 234.

- Schneider H., Huse K, Birkenmeier G. a spol.. "Gene transfer mediated by
alpha2-macroglobulin”, Nucleic Acids Res. 1996(1. fijna) 24(19), 3873 az 3874.

- Scharzenberger P., Spence S. E., Gooya J. M. a spol.. "Targeted gene transfer to
human hematopoietic progenitor cell lines through the c-kit receptor, Blood, 1996(15.
ledna), 87(2), 472 az 478.

- Sosnowski B. A., Gonzales A. M., Chandler L. A. a spol.: "Targeting DNA to cells
with basic fibroblast growth factor (FGF2)", J. Biol. Chem. 1996(27. prosince),
271(52), 33647 az 33653.

- Stewart A. J., Pichon C., Meunier L. a spol.: "Enhanced biological activity of anti-
sense oligonucleotides compixed with glycosylated poly-L-lysine", Mol. Pharmacol.
1996(prosinec), 50(6), 1487 az 1494.

Navic nové polykationtové biokonjugaty, které jsou vhodné pro prenos genu v
pfipadé dal$i konjugace se slouceninami, které maji antiproliferaéni Géinky (vhodné
vybrané slouéeniny, molekuly pfimych zesilovacl), jsou vhodné pro ucinnéj$i léceni
nédortl. Byly o nich publikovany védecké prace, z nichZ jsou zde uvedeny nésledujici:
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-Cristiano R. J., Roth J. A.: "Epidermal growth factor mediated DNA dleivery into lung
cancer cells via the epidermal growth factor receptor, Cancer Gene Ther.
1996(leden-unor), 3(1), 4 az 10.

- Foster B. J., Kem J. A.: "HER2-targeted gene transfer", Hum. Gene Ther. 1997(10.
dubna), 8(6), 719 az 727.

- Ginobbi P., Geiser T. A., Ombres D., Citro G.: "Folic acid-polylysine carrier improves
efficiacy of c-myc antisense oligodeoxynucleotide on human melanoma (M14) cells",
Anticancer Res. 1997(leden-unor), 17(1A), 29 az 35.

- Nguyen D. M., Wiehle S. A, Roth J. A, Cristiano R. J.: "Gene delivery into
malignant cells in vivo by a conjugated adenovirus/DNA complex’, Cancer Gene
Ther. 1997 (kvéten-Cerven), 4(3), 183 az 90.

- Schachtschabel U., Pavlinkova G., Lou D., Kohler H.: "Antibody-mediated gene
delivery for B-cell lymphoma in vitro", Cancer Gene Ther. 1996(listopad-prosinec),
3(6), 365 az 372.

- Shimizu N., Chen. J., Gamou S., Takayanagi A.: Immunogene approach toward
cancer therapy using erythrocyte growth factor receptor-mediated gene delivery’,
Cancer Gene Ther. 1996(biezen-duben), 3(2), 112 az 120.

- Watanabe N., Sato Y., Yamauchi N., Niitsu Y.: "Gene delivery into human cancer
cells via transferrin receptor”, Nippon Rinsho, 1998(brezen), 56(3), 724 az 730.

Dal$i poznatek také patii k pfedmétu predioZzeného vynalezu, konkrétné to, ze
kazdy z novych polykationtovych biokonjugati obecného vzorce | vyrobeny podle
zplsobu popsaného v tomto vynalezu, obsahuje molekuly nosi¢e obecného vzorce
ia a tyto molekuly nosice (které maji samy jisté protivirové Gcinky) jsou konjugovany
chemickou vazbou s vhodné vybranymi slouceninami, které maji protivirové Ucinky,
jako molekuly pfimého zesilovace, a diky tomu zvySuji protivirovy uéinek téchto

novych polykationtovych biokonjugatu.

Nové polykationtové biokonjugaty, které se pfipravuiji zplsobem popsanym v
piedchozim odstavci, konjugované dale chemickou vazbou s vhodné vybranymi slou-

éeninami, které vyvijeji nebo zvysuiji selektivitu na cilové bunky, které jsou infikovany
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virem (vhodné vybrané slouceniny z molekul nepfimych zesilovac¢d) jsou vhodné pro
zvySeni relativni koncentrace novych polykationtovych biokonjugéatl s protivirovym
charakterem v bunkach, které jsou infikovany virem, a diky tomu Gcinnost lé¢eni bude
zvySena a vedlejSi ucinky velice snizeny. Konjugaty podobné témto novym polyka-
tiontovym biokonjugatim s protivirovym Gcéinkem podle predloZzeného vynalezu jiz
byly dfive popsany. Nasleduji nékteré publikace, které o nich pojednavaji a na které je
zde odkazovano:

- Di Stefano G., Colonna F. P., Bongini A. a spol.: "Ribavarin conjugated with lacto-
saminated poly-L-lysine: selective delivery to the liver and increased antiviral activity
in mice with viral hepatitis", Biochem. Pharmacol. 1997(1. srpna), 54(3), 357 az 363.

- Fiume L., Di Stefano G., Busi C. a spol.: "Liver targeting of antiviral nucleoside
analogues through the asialoglycoprotein receptor’, J. Viral Hepat. 1997, 4(6), 363 az
370.

- Fiume L., Di Stefano G., Busi C. a spol.: "Hepatotropic conjugate of adenine
arabinoside monophosphate with lactosaminated poly-L-lysine. Synthesis of the
carrier and pharmacological properties of the conjugate", J. Hepatol. 1997(anor),
26(2), 253 az 259.

- Nakazano K., Ito Y., Wu C. H., Wu G. Y.: "Inhibition of hepatitis B virus replication by
targeted pretreatment of complexed antisense DNA in vitro", Hepatology 1996(leden),
23(6), 1297 az 1303.

Dalsi poznatek také patii k predmétu prediozeného vynalezu, konkrétné to, ze
kazdy z novych polykationtovych biokonjugatt obecného vzorce |, vyrobeny podie
Zpusobu popsaného v tomto vynalezu, obsahuje molekuly nosiée obecného vzorce
I/a a tyto molekuly nosi¢e jsou konjugovany chemickou vazbou se slouceninanmi,
které maji rizné druhy antimikrobiélnich Géinka ‘(vhodné vybrané slouéeniny z mo-
lekul primych zesilovacd) a diky tomu tyto nové polykationtové biokonjugaty vyzna-
mné zvySuiji antimikrobialni Gcinky prevysuijici protivirovy charakter, ktery byl popsan v
predchazejicich tfech odstavcich.
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Nové polykationtové biokonjugaty, které se pfipravuji zplisobem popsanym v
piedchozim odstavci, konjugované dale chemickou vazbou se slouéeninami, které
vyvijeji nebo zvysuji selektivitu na cilové burky, které jsou infikovany riznymi druhy
mikrobl (vhodné vybrané slouéeniny z molekul nepfimych zesilovaéd), jsou vhodné
pro zvydeni relativni koncentrace polykationtovych biokonjugati s antimikrobidinim
charakterem v burikach, které jsou infikovany danymi mikroby a diky tomu ucinnost

IéCeni bude zvysena a vedlejsi Ucinky velice snizeny.

Dalsi poznatek také patii k predmétu pfredloZzeného vynalezu, konkrétné to, Ze
kazdy z novych polykationtovych biokonjugétl obecného vzorce | vyrobeny podie
zpUsobu popsaného v tomto vynalezu, obsahuje molekuly nosice obecného vzorce
Ifa a tyto molekuly nosi¢e jsou konjugovany chemickou vazbou s makromolekularnimi
paramagnetickymi kontrastnimi Cinidly, napfikiad komplexy molekul gadolinia, a jejich
derivaty (vhodné vybrané slouceniny z molekul pfimych zesilovacu) a diky tomu tyto
nové polykationtové biokonjugaty vyznamné zvysuji kvalitu diagnostického zobrazeni
magnetickou resonanci zvy$enim kontrastu mezi riznymi druhy organa, tkani stejné

jako riznymi patologickymi zménami, napiiklady nadory.

Nové polykationtové biokonjugaty, které se pfipravuiji zptisobem popsanym v
predchozim odstavci, konjugované dale chemickou vazbou se slouéeninami, které
vyvijeji nebo zvysuji selektivitu na rizné druhy cilovych organi nebo rozmanité
patologické zmény (vhodné vybrané slouéeniny z molekul nepfimych zesilovacl),
jsou vhodné pro vyznamné zvySeni relativni koncentrace polykationtovych biokon-
jugatl s paramagnetickym kontrastnim charakterem v riznych druzich orgén( a tkani
a rovnéZ i rozmanitych patologickych zmén a diky tomu dale zlep$uiji kvalitu zobra-

zeni magnetickou resonanci.

Konjugaty podobné témto novym polykationtovym biokonjugatum paramag-
netického charakteru podle predlozeného vynalezu jiz byly dfive pfipraveny. Na-

sleduji nékteré publikace, které o nich pojednavaji a na které je zde odkazovano:
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- Opsahl L. R., Uzgiris E. E., Vera D. R.: "Tumor imaging with a macromolecular
paramagnetic contrast agent: gadopentetate dimeglumine-polylysine”, Acad. Radiol.
1995(zafi), 2(9), 762 az 767.

- Su M. Y., Muhler A, Lao X., Nalcioglu O.: "Tumor characterization with dynamic
contrast-enhanced MRI using MR contrast agents of various molecular weights",
Magn. Reson. Med. 1998(tinor), 39(2), 259 az 269.

- Vera D. R., Buonocore M. H., Wisner E. R. a spol.; "A molecular receptor-binding
contrast agent for magnetic resonance imaging of the liver", Acfa Radiol. 1995(leden),
2(6), 497 az 506.

- Vogl T. J., Hoffmann Y., Juergens M. a spol.: "Experimentelle Evaluierung der kon-
trastmittelverstarkten, hochauflésenden MR-Agiographie am Tiermodell. Gd-DTPA
gegeniiber Gd-DTPA A-Polylysin®, Radiologie 1996(bfezen), 36(3), 254 az 262.

Dal$i poznatek také patfi k predmétu predlozeného vynélezu, konkrétné to, ze
kazdy z novych polykationtovych biokonjugétt obecného vzorce | vyrobeny podie
zplisobu popsaného v tomto vynalezu obsahuje molekuly nosi¢e obecného vzorce l/a
a tyto molekuly nosic¢e jako polykationty jsou vhodné pro to, aby se polykationtové

biokonjugéaty dostaly do savéiho organismu transdermalnim transportem iontoforézou.

Nové polykationtové biokonjugaty, které se transportuji kGZi, vykazuji jejich
ucinky hlavné v riznych vrstvach kize a v podkoznich tkanich, v oblasti iontoforézy a
jista jejich mnozstvi plisobi systémové. Tento druh plsobeni zavisi na molekulami
velikosti, na fyzikalné-chemickém charakteru a na typu vhodné vybranych molekul
piimych a/nebo nepfimych zesilovadl polykationtovych biokonjugatd stejné jako na

povaze aplikovaného elektrického pole.

Koncentrace téchto novych polykationtovych biokonjugétd, které se pfipravuji
podie terapeutickych cilli (napfiklad pro antiproliferaéni nebo protivirové dcinky atd.) a
které obsahuji vhodné vybrané a shora uvedené molekuly pfimych a/nebo nepfimych
zesilovad(l, se v misté transdermaini aplikace zvy$i a diky tomu bude velice zvySena
lokalni Géinnost lééeni a vedlej$i uinky budou snizeny. Jestlize cilem je dosahnout
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systémovy Ucinek transdermaini aplikaci, vyhodou bude pfedstavovat konstantni,
neinvazivni podavani polykationtovych biomolekul, které se vyhybaji gastro-inte-
stinalnimu systému. Konjugaty, které jsou podobné novym polykationtovym biokonju-
gatam schopnym transdermaini aplikace podie pfediozeného vynélezu, jiz byly drive
pripraveny. Nasleduji nékteré publikace, které o nich pojednéavaji a na které je zde
odkazovano:

- Turner N. G,, Ferry L., Price M. a spol.. "lontophoresis of poly-L-lysines: the role of
molecular weight?", Pharm. Res. 1997(fijen), 14(10), 1322 az 1331.

- Vanbever R., Prausnitz M. R., Preat V.. "Macromolecules as novel transdermal
transport enhancers for skin electroporation”, Pharm. Res. 1997(kvéten), 14(5), 638
az 644.

Dal$i poznatek také patfi k piedmétu prediozeného vynélezu, konkrétne to, ze
kazdy z novych polykationtovych biokonjugatli obecného vzorce | vyrobeny podie
zpGsobu popsaného v tomto vynalezu, obsahuje molekuly nosi¢e obecného vzorce
I/a a tyto molekuly nosite jsou konjugovany se shora uvedenymi molekulami pfimého
a/nebo nepfimého zesilovade, které jsou vhodné vybrany podie daného terapeu-
tického Ucelu (napfikiad antiproliferaéni nebo protivirové Gcinky nebo genova terapie
atd.) a tyto nové polykationtové biokonjugaty se umisti do kationtovych liposomuU a
diky tomu bude Uginnost Iéeni zvysena a vedlejsi Gcinky budou velice snizeny. Kon-
jugaty, které jsou podobné témto novym polykationtovym biokonjugatum, které jsou
vhodné pro umisténi do kationtovych liposomtl podie pfedloZeného vynalezu, jiz byly
drive pfipraveny. Nasleduji nékteré publikace, které o nich pojednavaiji a na které je
zde odkazovéano:

- Gao X., Huang L. "Potentiation of cationic liposome-mediated gene delivery by
polycations", Biochemistry, 1996(23. ledna), 35(3), 1027 az 1036.

- Lee R. H. Huang L.: "Folate-targeted, anionic liposome-entrapped polylysine-
-condensed DNA for tumor cell-specific gene transfer”, J. Biol. Chem. 1996(5.
dubna), 271(14), 8481 az 8487.




23

- Mack K. D., Walzem R. L., Lehmann-Bruinsma K. a spol.: "Polylysine enhances
cationic liposome-mediated transfection of the hepatoblastoma cell line Hep G2,
Biotechnol. Appl. Biochem. 1996 (23. ledna), 23(Pt 3), 217 az 220.

- Saldeen J., Curiel D. T., Eizirik D. L. a spol.: "Efficient gene transfer to dispersed
human pancreatic islet cells in vitro using adenovirus-polylysine/DNA complexes or
polycationic liposomes", Diabetes 1996(zari), 45(9), 1197 az 1203.

- Vitiello L., Chonn A., Wasserman J. D. a spol.: "Condensation of plasmid DNA with
polylysine improves liposome-mediated gene transfer into established and primary
muscle cells", Gene Ther. 1996(kvéten), 3(5), 396 az 404.

- Zelphati O., Szoka F. C. ml.: "Mechanism of oligonucleotide release from cationic
liposomes" Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1996(15. fijna), 93(21), 11493 az 11498.

Biologicky Géinné konjugaty, které byly popsany ve védeckych souhmnych
&lancich z lékarstvi a které byly shora uvedeny, obsahuji molekuly nosice, které jsou
vytvoreny z diamino-monouhli¢itanovych monomert, konkrétné lysinG, které jsou kon-
denzovany navzajem peptidovymi vazbami aminovymi skupinami v a-polohach, ¢imz
se jako vysledek jejich syntézy vytvori poly-(a)-L-lysin. Tyto skutenosti kaZzdopadné

podporuji poznatky podle prediozeného vynélezu.

Na zakladé shora uvedenych aspekil - stuper novosti tohoto vynalezu je
obsazen v tom, Ze kazdy z novych polykationtovych biokonjugati obecného vzorce |,
piipraveny podle vyndlezu, obsahuje molekuly nosi¢e obecného vzorce lfa a tyto
molekuly nosiée jsou sestaveny z diamino-monouhliCitanovych monomert, které jsou
kondenzovany peptidovymi vazbami vytvofenymi aminoskupinami v (8-, v, 6, &- ...
atd.) polohach odpovidajicich hodnoté "m" a nikoliv aminoskupinami v a-poloze a tedy
jako vysledek syntézy se vytvoii B-, y-, 3-, &- ... atd. polypeptidy, které jsou strukturné
zcela odliéné od téchto polypeptidl, které byly popsany v citovanych veédeckych
souhrnnych élancich. Biologické chovani téchto novych polykationtovych biokon-
jugétti obecného vzorce | bude tedy pozménéno. Napiikiad jsou odolngjsi vici prote-
olytickym enzymum, dale pak molekuly nosie obecneho vzorce I/a samotné maji

jinou antiproliferaéni a protivirovou aktivitu a jako disledek je pfiznivé modifikovana
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biologicka G&innost novych polykationtovych biokonjugat( obecného vzorce |. Tyto
nové polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podie vynalezu jsou
sestavovany jako farmaceutické pripravky, které jsou aplikovateiné perorainé,

parenteralné nebo transdermainé pro systémové nebo mistni pouziti.

Vyhodnymi predstaviteli téchto novych polykationtovych biokonjugéatll obec-
ného vzorce | podle predlozeného vynalezu jsou ty biokonjugéty, v nichz molekuly
nosi¢e obecného vzorce l/a znamenaji poly-(e)-L-lysiny. Pfiprava nékterych jejich

piedstavitell je ilustrovana nasledujicimi pfiklady nize.

Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1

Pfiprava hydrogenbromidu palmitoyl-poly-(e)-L-lysinu

Reakéni schema:

CHy—(CHyp);s—COOH - | DCcl
' —
o N NH,—CH—CO0
. _l ¢ |
CH3=—(CHp)y—C—0—N :’ S CH,
' //\C AI:Hz —_—
0 ?Hz
CH, Br
N,
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O .
Il i
CH;3—(CHy);4—C—NH—CH—CO0"

Hy -
\NH3+ Br

Vzorec hydrogenbromidu palmitoyl-poly-(e)-L-lysinu - podle novych polyka-

tiontovych biokonjugatd podle vynalezu obecného vzorce Il - je

H[HN-CH,~(CHz)m-CH-COJ,OH
" I

(Bl — N8 (I,

v némz

"m"  znamena Cislo 3,

r znamena &islo 99 + 2,

"E"  znamena skupinu CH;-(CHy)14-CO-,

" znamena &islo 1, tj. pouze jeden druh molekul zesilovade je navazan chemic-
kou vazbou na molekulu nosice, a

"' znamena 12+ 2 %.

a) Hydrogenbromid poly-(e)-L-lysinu (stfedni M,, = 12 700 + 200, specificka op-
ticka rotace = + 32,4 °, stupefi polymerace: R = 99 * 2) jako molekula nosice
podle vynalezu obecného vzorce l/a byl syntetizovan podle zplsobu popsa-
ného v piikladu 1 i) madarského patentového spisu ¢. 202 553 B.

b) Priprava palmitoyl-N-hydroxy-sukcinimidu potiebného pro palmitoylaéni reakci:
1,28 g (5 mmoldi) kyseliny palmitové a 0,58 g (5 mmold) N-hydroxy-sukcinimidu
se rozpusti ve 12 ml absolutniho tetrahydrofuranu a k tomuto roztoku se prida
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1,03 g (5 mmoll) dicyklohexylkarbodiimidu. Smés se pak micha 4 hodiny za
teploty 0 °C, potom se necha stat 12 hodin pfi + 4 °C a vysraZeny dicyklo-
hexyl-karbamid, ktery se vytvoiil béhem tohoto zplsobu, se odfiltruje sklene-
nou fritou ve vakuu a tfikrat se promyje tetrahydrofuranem; takto ziskany Ciry
roztok se zahusti dosucha, pevny zbytek se rozpusti ve 100 ml ethylacetatu a
posledni roztok se tfikrat promyje 5% (hmotn.) roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného a potom tfikrat vodou, coz vede ke koneénému produkiu 1,08 g pal-
mitoyl-N-hydroxy-sukcinimidu v bilé, krystalické formé. Jeho Cistota byla zkon-
trolovana TLC a IC.

250 mg Hydrogenbromidu poly(e)-L-lysinu, pfipraveného podie zpUsobu po-
psaného v piikladu 1a), se rozpusti v 1,5 ml vody a pH tohoto roztoku se
pfidanim 1N NaOH upravi na 8 za intenzivniho michani; potom se roztok
vydefi pfidénim 1,5 ml tetrahydrofuranu a 0,5 ml dimethylformamidu; po pfi-
dani 50 mg hydrogenuhligitanu sodného za intenzivniho michani se k reakéni
smési pfidd 28 mg palmitoyl-N-hydroxy-sukcinimidu, cerstvé pfipraveného
podie pfikladu 1b), a rozpusti se ve smési 0,2 ml tetrahydrofuranu s dimethyl-
formamidem (6:1); nasleduje intenzivni michani po dobu 4 hodin, pficemz se
pH udrzuje na hodnoté 8 prikapavanim 5N hydroxidu sodného k tomuto
roztoku; smés se necha stat 12 hodin pfi + 4 °C. Nasleduje pfikapani 0,1 mi
azeotropického roztoku bromovodiku, potom se reakeni smés nalije do nad-
bytku (20 ml) tetrahydrofuranu a srazenina se Etyfikrat promyje tetrahydro-
furanem dokud nezustane praskovita, potom se dvakrat promyje diethylethe-
rem a nasledné se vysusi; timto zplsobem se ziska koneény hydrogenbromid
palmitoyl-poly-(e)-L-lysinu. VytéZek byl 245 mg. Volné aminové skupiny pro-
dukty byly zkontrolovany analyzou s trinitrobenzensulfonovou kyselinou, podle
které byl stupefi substituce 12 + 2 %. ZvySenim mnozstvi reakéniho &inidla
palmitoyl-N-hydroxy-sukcinimidu se rovnéz zvysil stupefi substituce a dosahl

nutné hodnoty.
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Priklad 2
Piiprava hydrogenbromidu hemisukcinyi-poly-(e)-L-lysinu

Reakéni schema:

I f
, ?m—{mr—C—NH—$H—COO'

CH

2 o o COOH CH,

H X\ /0\ 4 |

+
le L | CH,
I

CH, . B C\Hz

\NHJ r NH," Br

Vzorec hydrogenbromidu hemisukcinyl-poly-(e)-L-lysinu - novych sloucenin

podle vynalezu podie obecného vzorce lil - je

H[HN-CH,«{CH,),-CH-CO}J,OH
|
[(-)Cxi};»—NH (i),

v némz

"m" znamena Cislo 3,

r znamena &islo 99 + 2,

"(-C" znamena skupinu -OC-CH-CH,-COQOH,

" znamena &islo 1, tj. pouze jeden druh spojujicich molekul je navazan

kovalentnimi vazbami na molekulu nosi¢e, a

p2" znamena 20 + 2 %.
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Hydrogenbromid poly-(e)-L-lysinu jako molekula nosi¢e obecného vzorce l/a
podle vynalezu byl syntetizovan podle zplsobu popsaného v prikladu 1a)
prediozené patentové piihlasky.

60 mg Hydrogenbromidu poly(e)-L-lysinu, pfipraveného podle zpisobu po-
psaného v pfikladu 1a), se rozpusti ve 2 ml vody, pH tohoto roztoku se pfi-
danim 1N NaOH upravi na 8, za intenzivniho michani, potom se k tomuto
roztoku po davkéch pfida 30 mg Cerstvé pfipraveného anhydridu kyseliny
jantarové béhem 40 minut, pfiéemz se pH udrzuje na hodnoté 8 piikapavanim
5N hydroxidu sodného; nasleduje 40 minut michani a pak se na konci reakci
pH smési pfidanim 6M kyseliny chlorovodikové sniZi na 4,5; smeés se naplni
do dialyzaéniho sadku a dialyzuje se proti vodé 48 hodin, potom pii teploté + 4
°C se zaméni Gtyfikrat vody; vysusenim vymrazenim se isoluje konecny pro-
dukt, hydrogenbromidova stl hemisukcinyl-poly-e)-L-lysinu. VytéZek byl 46
mg. Volné aminové skupiny produktu byly zkontrolvoany analyzou trinitroben-
zensulfonovou kyselinou, podle které byl stuperi substituce 20 %. ZvySenim
mnozstvi kyseliny jantarové se rovnéz zvysil stuperi substituce a dosahl pri-

slusné nutné hodnoty.

Priklad 3

Pfiprava hydrogenbromidu cholesteryl-hemisukcinyl-poly-()-L-lysinu

Reakéni schema:
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\\C/N \C//
—
H;C CHj
Hs
O
—C// O 6]

\——o—g—-—cm——cm—-g—o
H

o

DCC1




o)
'OOC—CH—NH—(‘%—-—CH;—CHz—(I.JZ——- 0
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0

+ -

H3 Br

Vzorec hydrogenbromidové soli cholesteryl-hemisukcinyl-poly-()-L-lysinu -

novych polykationtovych biokonjugatt obecného vzorce IV podle vynalezu - je

v némz
"

e

e

g

"ek" = "ck"

L p3

H[HN-CH;-(CH;)M-CH-COLOH
|
[Exex -Cxex]ps — NH av),

znamena ¢islo 3,

znamena &islo 99 + 2,

znamena skupinu -OC-CHx-CH,-CO-,

znamena cholesterol,

znamena &islo 1, tj. pouze jeden druh zesilovace a spojujicich molekul j
e navazan kovalentnimi vazbami na molekulu nosice, a

znamena 15 + 2 %.

a) Hydrogenbromid poly-(g)-L-lysinu jako molekula nosice obecného vzorce l/a

podle vynélezu byl syntetizovan podle zplsobu popsaného v pfikladu 1a)

piedloZené patentové piihlasky,
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Priprava cholesteryl-hemisukcinat-N-hydroxy-sukcinimidového esteru potieb-
ného pro konjugaci: 0,98 g (2 mmoly) komeréné dostupného (napf. od Sigma)
cholesteryl-hemisukcinatu a 0,23 g (2 mmoly) N-hydroxy-sukcinimidu se roz-
pusti v 10 ml absolutniho tetrahydrofuranu a k tomuto roztoku se pfida 0,41 g
(2 mmoly) dicyklohexylkarbodiimidu. Smés se pak micha 4 hodiny za teploty O
°C, potom se necha stat 12 hodin pfi + 4 °C a vysrazeny dicyklohexyl-karb-
amid, ktery se vytvoiil, se odifitruje sklenénou fritou ve vakuu a tfikrat se pro-
myje tetrahydrofuranem; takto ziskany &iry roztok se zahusti dosucha, pevny
Zbytek se rozpusti v 50 ml ethylacetatu a posledni roztok se trikrat promyje 5%
(hmotn.) roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a potom tfikrat vodou. Vysusi
se piidanim bezvodého siranu sodného. Nasleduje promyti ehtylacetatem a
zahusténi roztoku. Ziska se tak kone¢ny produkt cholesteryl-hemisukcinat-N-
-hydroxy-sukcinimidovy ester jako bily, krystalicky material. Vytézek byl 0,73 g.
Cistota byla zkontrolovana TLC a IC.

240 mg hydrogenbromidu poly(e)-L-lysinu, pfipraveného podle zpuisobu po-
psaného v piikladu 3a), se rozpusti ve 4,8 ml vody, pH tohoto roztoku se
pridanim 1N NaOH upravi na 8, za intenzivniho michani; potom se roztok
vyéefi pridanim 1,6 ml tetrahydrofuranu; po pfidani 200 mg hydrogenuhlicitanu
sodného za intenzivniho michani se k reakéni smeési pfida 50 mg chole-
steryl-hemisukcinat-N-hydroxy-sukcinimidu, erstvé pfipraveného podle piikla-
du 3b), a rozpusti se ve 2,4 mi tetrahydrofuranu; nasleduje intenzivni michani
po dobu 4 hodin za teploty mistnosti, pfiéemz se pH udrZuje na hodnoté 8
pfikapavanim 5N hydroxidu sodného k tomuto roztoku; smés se necha stat 12
hodin pii + 4 °C. Nasleduje pfikapani 0,3 ml azeotropického roztoku bromo-
vodiku, potom se reakéni smés nalije do nadbytku (30 ml) tetrahydrofuranu a
srazenina se G&tyfikrat promyje tetrahydrofuran dokud nezistane praskovita,
potom se dvakrat promyje diethyletherem a nasledné se vysusi; timto zpu-
sobem se ziska koneény hydrogenbromid cholesteryl-hemisukcinat-poly-(e)-L-
-lysinu. VytéZek byl 275 mg. Volné aminové skupiny produkty byly zkontro-
lovany analyzou s trinitrobenzensulfonovou kyselinou, podle které byl stupen

substituce 15 + 2 %. Zvy3enim mnozstvi reakéniho Cinidla cholesteryl-hemi-
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sukcinat-N-hydroxy-sukcinimidu se rovnéz zvysil stupen substituce a dosahl
nutné hodnoty.

Piiklad 4

Priprava hydrogenbromidu poly-(g)-L-lysin-cisplatiny

Reakéni schema:
0) :
1l O
CHZ——CHZ——C—-NH——CH——-CO
OOH éHz Cl\ /Cl
H + Pt\ —_—
éz NHY NH,
H,
Cn,
Wy’
0 e
cnz——cnz——é—NH—-cn—coO'
&OO’ ' Ha
NHZ\ NH3+ |H2
/
/Pt\ CH2
c’ &

Vzorec hydrogenbromidu poly-(e)-L-lysin-cisplatiny - novych polykationtovych
biokonjugatt obecného vzorce Vil - je
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H[HN-CH,-(CH;)n,-CH-CO],OH
| (VII),
[(HKx): = [()Cxj}pz — NH
v némz
'm" znamena Cislo 3,
r" znamena Cislo 99 + 2,
"(-C" znamena skupinu -OC-CH,-CH,-COQO,
"(+)K" Zznamena cisplatinu,
u"="" znamena d&islo 1, tj. pouze jeden druh molekul zesilovage a spojujicich
molekul je navazan iontovymi vazbami na molekulu nosice, a
"u" = "p," znamena 80 £ 2 %.

10 mg cisplatiny (Platidiam®, vyrobce: Lachema, Ceské republika) se rozpusti
ve 3 ml vody. K tomuto roztoku se piida 23 mg hydrogenbromidové soli hemisukcinyl-
~poly-(e)-L-lysinu s 80% sukcinylaci, ktery se pfipravi podle pfikladu 1 prediozené pa-
tentové piihlasky; tento roztok se necha stat 48 hodin pii 4 °C, potom se naplini do
dialyzagniho saéku a dialyzuje se proti vodé 48 hodin pfi 4 °C, pfi¢emz se voda Cty-
Fikrat vyméni. Koneény produkt hydrogenbromid poly-(e)-L-lysin-Cisplatiny se pak iso-
luje vysusenim vymrazenim. VytéZek byl 15 mg. Obsah platiny (. obsah cisplatiny)
produktu byl vyhodnocen atomovou absorpéni spektroskopii. Podle vyhodnoceni po-
mér hmotnost Pt/Br byl 16, molami pomér 6,5, obsah platiny 2,7 mg/g; mnozstvi cis
platiny v hydrogenbromidu poly-(e)-L-lysin-cisplatiny byl imémy stupni sukcinylace

hydrogenbromidové soli hemisukcinyl-poly-(g)-L-lysinu.
Biologicka zkoumani

By! studovan Géinek inhibovani nadoru polykationtovymi biokonjugéty, ktery je
asti predmétu tohoto vynalezu, in vitro na kulturach nédorovych bunék a in vivo na
transplatovatelnych nadorech hlodavct. In vitro inhibiéni G¢inek na proliferaci bunek a
in vivo inhibiéni Gginek riznych polykationtovych biokonjugatli pfipravenych podle

vynélezu na rist nadortl byl srovnan s neosetienymi kontrolami.
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Byly provedeny biologické pokusy se slouceninami, které byly pripraveny
podie prikiadd 1, 2, 3 a 4 podie vynalezu, konkrétné s:
- hydrogenbromidem paimitoyl-poly-(g)-L-lysinu,
- hydrogenbromidem hemisukcinyl-poly-(g)-L-lysinu,
- hydrogenbromidem cholesteryl-hemisukcinyl-poly-(g)-L-lysinu a

- hydrogenbromidem poly-(g)-L-lysin-cisplatiny.

In vitro pokusy

Pokusy in vitro byly provedeny s hydrogenbromidem palmitoyl-poly-(e)-L-ly-
sinu, hydrogenbromidem hemisukcinyl-poly-(e)-L-lysinu a hydrogenbromidem poly-

-(e)-L-lysin-cisplatiny.

V téchto pokusech byly pouzity tyto bunécné linie:

- bunééna linie P388 mysi lymfocytické leukemie, pochazejici od Arthur D. Little
inc., Cambridge, Mass., USA, in vitro osetfovana v Narodnim onkologickém
Ustavu, Budapest, Madarsko (Cancer Treet. Rep. 1986, 70, 279 az 284),

- bunééna linie MCF-7 lidské rakoviny prsu, pochazejici z Americké sbirky typt
kultur (ATCC) a

- bunééna linie PC3 lidské rakoviny prostaty, pochazejici z Americké sbirky typu
kultur (ATCC).

PFi pokusech in vitro byly pouZity tyto zpusoby:

[N

. Klonogenni test

Burtky MCF-7 a PC3 byly vysety na Petriho misky, potom byly ve vodném
mediu a za pfislusnych podminek a byly inkubovany se seridlovymi fedénimi riznych
polykationtovych biokonjugéat(i pfipravenych podie vynalezu. Kolonie, které sestavaly
z minimalné 30 bunék, byly pak spoéteny a ziskané hodnoty ti soubéZnych Petriho

misek byly zprimérovany. Byla vypoétena relativni Uéinnost klonovani tak, ze se
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hodnoty kontroly berou jako 100 procent (Cancer Detection and Prevention 1996,
20(2), 146 az 152.).

2. Inhibice a proliferace

Test se sulforodaminem B (SRB): priblizné jeden az dva tisice bunék bylo
viozeno do kazdé jamky specielni malé misky z umélé hmoty (desky s mikrojamkami).
Buriky byly inkubovany v pfislusném mediu a za pfislusnych podminek a po pfilnuti k
povrchu byly o$etfeny seridlovymi fedénimi rdznych polykationtovych biokonjugatt
piipravenych podie vynalezu. Na konci pokusu byly buriky fixovany, obarveny SRB a
Steckou mikrodesek CLS 962 ELISA byla zjisténa opticka hustota, ktera je pfimo
uméma proliferaci bunék. Relativni inhibice proliferace byla vypoltena tak, Ze se
hodnoty kontroly berou jako 100 procent (Cancer Detection and Prevention 1996,
20(2), 146 az 152.).

ZpGsob poditani bunék s komlrkou Neubauerova typu: Suspenze kultur
exponencialné rostoucich bunék, které byly v pfisluSném mediu a za pfislusnych
podminek, byly osetieny seridlovymi fedénimi riznych polykationtovych biokonjugatu,
které byly piipraveny podie vynalezu. 24 a 48 hodin po oSetieni byly bunky obarveny
tripanovou modfi a o$etfené a kontroini buriky byly spoditany v modifikované hemo-
cytometrové komdrce Neubauerova typu. Relativni inhibice proliferace byla vypoc-

tena tak, Ze se hodnoty kontroly berou jako 100 procent.
Pokusy in vivo

Pokusy in vivo byly provedeny s hydrogenbromidem paimitoyl-poly-(e)-L-lysinu
a hydrogenbromidem cholesteryl-hemisukcinyl-poly-(e)-L-lysinu jako monoterapie a
spoleéné s pripravkem Cytoxan®™ (Bristol-Myers) jako kombinaéni terapie. Slouceniny
byly podavany podie schematu jediné nebo opakované davkové terapie a byly apliko-

vany intraven6zné nebo intraperitoneainé.
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Inhibiéni Géinek polykationtovych biokonjugatl na rast nadoru byl studovan na

nasleduijicich transplantovatelnych nadorech hiodavcl

- buriky P-388 lymfatické leukemie, pochazejici z Cambridge, Mass., USA, byly
transplantovény i.p. a s.c. do t&chto zvirat: mysi samci BDF1 o hmotnosti 22 az
24 g, linie bez specifického patogenu (SPF),

- sarkom S-180, pochazejici od Chester Beatty |., Londyn, byly transplantovany
s.c. do téchto zvifat: mysi samci BDF1 o hmotnosti 22 az 24 g, linie bez spe-
cifického patogenu (SPF).

Vysledky biologickych pokust

Pokusy in vitro

Na in vitro kulturach nadorovych bunék hydrogenbromid palmitoyl-poly-(e)-L-
-lysinu, hydrogenbromid cholesteryl-hemisukcinyl-poly-(e)-L-lysinu a hydrogenbromid
poly-(e)-L-lysin-cisplatiny vykazuji inhibici tvorby kolonii a proliferace bunék zavislou
na davce. Nejucingjsi inhibici vykazoval hydrogenbromid palmitoyl-poly-(g)-L-lysinu a

hydrogenbromid poly-(e)-L-lysin-cisplatiny.

Pokusy in vivo

Na zékladé stfednich objem(l nadorl a kiivek rustu nadort byl pozorovan
vyznamny inhibiéni Gginek hydrogenbromidu palmitoyl-poly-(e)-L-lysinu a hydrogen-
bromidu cholesteryl-hemisukcinyl-poly-(g)-L-lysinu na transplantovateiné nadory hio-
davcll. Dale pak kombinované Iééeni hydrogenbromidem palmitoyl-poly~()-L-lysinu s
piipravkem Cytoxan(R) vyznamné inhibovalo rist nadord a vyznamné zvysilo dobu
preziti pokusnych zvifat s naotkovanym nadorem pii srovnani s neosetfenou kon-

trolou stejné jako se zvifaty, které byly léceny pouze piipravkem Cytoxan®™.
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PATENTOVE NAROKY

1. Polykationtové biokonjugaty, vyznadujici se tim, Ze kazdy z nich
obsahuje molekuly isopolypeptidového polykationtového nosice, kieré maiji
volné a-aminoveé skupiny, a tyto molekuly nosice jsou konjugovany chemickymi
vazbami s vhodné vybranymi molekulami, které mohou byt bud’ identické nebo
mohou byt riznych, dvou nebo vice, tj. "x", druhl, nesouci funkéni skupiny
vhodné pro konjugaci, a tyto polykationtové biokonjugaty syntetizované timto
zpusobem mohou byt popséany obecnym vzorcem |

H[NH-CH,- (CH;) ,—~CH-CO] .OH

| (1),
[(1)Mx]*[ (k)Mx]-NH

v némz

"r znamena stredni hodnotu mezi 20 a 400,

m" znamenadislo 0,1, 2, 3, ... Kk,

“I(MxX]" znamena molekuly zesilovace a/nebo spojovaci molekuly konju-
gované kovalentnimi, = k, vazbami s molekulou isopolypeptido-
vého polykationtového nosice, a

"[(HMx]" znamenda molekuly zesilovade konjugované iontovymi, = i, vaz-

bami s molekulou isopolypeptidového polykationtového nosice,
pfi ¢emz uvedené molekuly zesilovace a spojovaci molekuly,
které maji prisiusné funkcéni skupiny pro konjugaci, mohou byt
bud identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo vice, tj. "X,
druhti, a molekuly zesilovac¢e mohou byt konjugovany:
- pfimo a/nebo
- nepiimo spojovaci molekulou,

a dale vyskyt napojeni [(k)Mx] a [())Mx] ve stejném polykationtovém biokon-

jugatu je symbolizovan [(k/i)Mx].

2. Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | vyrobené podle naroku 1, vy -

znadcujici se tim,ze v molekulach isopolypeptidového polykation-
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tového nosice existuji monomery se stejnou konfiguraci, tj. bud D- nebo L, a
jednotlivé monomery nejsou spolu navazany svymi jejich aminovymi skupinami
v a-polohéch, ale aminovymi skupinami v jinych, tj. v B-, y-, -, e- .... atd., polo-
hach - podie hodnoty "m" - a tedy molekuly isopolypeptidového polykationto-
vého nosiée, zde dale molekuly nosice, které maji volnou a-aminovou skupinu,

jsou slouceniny obecného vzorce l/a

H[NH-CH,- (CH,) ,~CH-CC] .OH
I (1),
NH,

(volna a-aminova skupina)

v némz

" a "m" znamenaji stejné jako v obecném vzorci |.

Molekuly nosice obecného vzorce I/a vyrobené podle naroku2, vyznacu-
jici se tim, zejejich struktura se odlisuje od polypeptidu vystavénych ob-
vyklymi o-amino-peptidovymi vazbami, normainé se vyskytujicimi v savéim
organismu, a diky jejich odlisné chemické struktuie, napfiklad -amino-pep-

tidovymi vazbami, vykazuiji také odlisné biologické viastnosti.

Molekuly nosi¢e obecného vzorce l/a podle naroku 3, vyznacujici se
t i m, Ze jsou odoIngjsi vuci proteolytickym enzymim a jsou tedy zviasté vy-
hodné aplikovatelné pfi transportu G¢innych latek riznych typ( v savéim orga-
nismu, tj. pro dosazeni jejich funkci nosice.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | pripravené podie naroku 1,

vyznacujici se tim,ze vhodné vybrané [(kMx] a/nebo [(i)Mx] moleku-
ly, které mohou byt identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo vice, tj. "x",
druhd, jsou konjugovany s danym predstavitelem molekul nosi¢e obecného

vzorce I/a kovalentnimi a/nebo iontovymi vazbami.
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Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | pfipravené podle naroku 5,
vyznacujici se tim,Ze konjugace molekul [(k)Mx] a/nebo [(i))Mx] mole-
kul s danym predstavitelem molekul nosi¢e obecného vzorce I/a kovalentnimi
alnebo iontovymi chemickymi vazbami probiha piimo a/nebo nepfimo v de-
finovaném poméru, s vyhodou tak, aby se dosahlo nasyceni 10 az 100 %.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | pripravené podie naroku 1,
vyznacujici se tim, ze zahmuji ty biokonjugaty, v nichz dany pfed-
stavitel molekul nosi¢e obecného vzorce I/a je pfimo konjugovan kovalentnimi
vazbami s [Ex] molekulami zesilovace, které mohou byt bud identické nebo
mohou byt rliznych, dvou nebo vice, tj. "x", druhd, v téchto biokonjugéatech

[(KMx] = [Exilos ,

a polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem |l

H[NH-CH,- (CH,) ,—~CH-CO] ,OH
| (I1),
[Ex;]p—NH

v némz

"ExX" v [Ex]n znamena Ex molekul zesilovace ruzného, "X", druhu konjugo-
vanych pfimo s danym piedstavitelem molekul nosi¢e obecného vzorce
I/a kovalentnimi vazbami,

" znamena vto, jestli Ex molekul zesilovace konjugovanych s danou mo-
lekulu nosi¢e kovalentnimi vazbami je identickych, i = 1, nebo jestli jsou
rtizného druhu poétu "i", kde i = 2, 3, ... "X" druh(,

‘1" oznaluje stupen nasycenosti v % molekuly nosi¢e obecného vzorce l/a
s [Ex;] molekulami zesilovace, jehoz hodnota je > 0 a < 100, pficemz je
stanoven pomér mezi volnymi, nezahmutymi v chemickych vazbach, a
vazanymi NH,-skupinami, ktery dale ovliviiuje néboj a kationtovy cha-

rakter polykationtovych biokonjugat(, a
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ra'm" znamenaji stejné jako v obecnem vzorci |.

Molekuly nosi¢e obecného vzorce I/a pfipravené podle naroku2, vyznacu-
jici se tim, Ze jejich dany piedstavitel je konjugovan kovalentnimi vazba-
mi s [(-)Cx] spojovacimi molekulami aniontového charakteru, které mohou byt
bud identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo vice, tj. "x", druh(, a tyto
spojovaci molekuly znamenaji vhodné vybrané prodluzujici fetézce dikarbo-
xylovych kyselin, trikarboxylovych kyselin, sacharid(l, aminokyselin nebo pep-

tidQ, v téchto slouceninach
[(KIMx] = [(-)Cxle2
a tyto konjugaty jsou popsany obecnym vzorcem ill

H [NH-CH,~ (CH,) ,~CH-CO] .OH
| (III),
[ (=) Cx3]0~NH

v némz

“(-)Cx" [(-)Cx], znamena (-)Cx spojovacich molekul vyluéné aniontového
charakteru riznych, "X", druht navazanych s danym piedstavi-
telem molekul nosi¢e obecného vzorce l/a kovalentnimi vaz-
bami,

" znamena to, jestli (-)Cx spojovacich molekul, konjugovanych s
danou molekulu nosi¢e molekulou kovalentnimi vazbami je iden-
tickych, i = 1, nebo jestli jsou rizného druhu poétu "i*, kde i = 2,
3, ... "X" druhq,

"po" oznaduje stupen nasycenosti v % molekul nosiée obecného
vzorce l/a [(-)Cx] spojovacimi molekulami vyluéné aniontového
charakteru, jehoz hodnota je > 0 a < 100, pfi¢emz je stanoven
pomér mezi voinymi, nezahmutymi v chemickych vazbach, a
vazanymi NH,-skupinami, ktery dale ovliviuje néboj a kationtovy

charakter polykationtovych biokonjugatd, a

. . .

. .
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™a"m" znamenaji stejné jako v obecném vzorci |.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce il podie naroku 8, vyznacu-
jici se tim, ze molekuly nosiée obecného vzorce I/a kationtového cha-
rakteru, diky konjugaci [(-)Cx] spojovacich molekul aniontového chrarakteru s
nimi kovalentnimi vazbami se stavaji schopné vytvorit takové polykationtové
biokonjugaty, v nichz existuji dalsi moznosti ziskat iontové vazby s molekulami

zesilovade kationtového charakteru.

Polykationtove biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku 1, vyznacu-
jici se tim, ze zahmuiji ty biokonjugaty, v nichz dany predstavitel molekul
nosi¢e obecného vzorce l/a je nepiimo konjugovan s Ex molekulami zesilo-
vace, které mohou byt bud identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo vice,
ti. "x", druh(, prostfednictvim Cx spojovacich molekul, které také byt bud
identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo vice, {j. "X", druhd, v téchto bio-
konjugatech jak chemické vazby mezi molekulou nosi¢e a Cx tak mezi Cx a Ex

jsou kovalentni, v téchto biokonjugatech

[(OMX] = [Cxex - Exadps

a polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem IV

H [NH-CH,~ (CH,) n~CH~CO] ;OH
| (IT),

[cxck - Exek] p3—NH

v némz
"Cx-Ex" V [CXx - EXalps Znamena Ex molekul zesilovace rdzného, "X,
druhu konjugovanych kovalentnimi vazbami nepiimo Cx spojo-
vacimi molekulami rizného, "X", druhu, které jsou také konju-
govany kovalentnimi vazbami s danym predstavitelem molekul

nosice obecného vzorce l/a,
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“ck" znamena to, jestli Cx spojovacich molekul konjugovanych s da-
nou molekulu nosi¢e kovalentnimi vazbami je identickych, ck =
1, nebo jestli jsou rizného druhu poctu "ck", kde ck =2, 3, ... X"
druhd,

"ek” znamena to, jestli Ex molekul zesilovace konjugovanych s danou
molekulu nosi¢e nepfimo Cx spojovacimi molekulami kova-
lentnimi vazbami je identickych, ek = 1, nebo jestli jsou rizného
druhu poétu "ek", kde ek = 2, 3, ... "X" druhdl,

"ps" oznaduje stuperi nasycenosti v % molekul nosice [Ex.] mo-
lekulami zesilovace kondenzovanymi s [Cxy] spojovacimi mole-
kulami, jehoz hodnota je > 0 a < 100, pfi¢emz je stanoven pomér
mezi volnymi, nezahmutymi v chemickych vazbach, a vazanymi
NH,-skupinami, ktery dale ovliviiuje naboj a kationtovy charakter
polykationtovych biokonjugatt, a dale

“r"a"m" znamenaji stejné jako v obecném vzorci .

Konjugaty obecného vzorce |l podie naroku 8, vyznadujici se tim,
Ze [(-)Cx;] spojovacich molekul riizného, "x", druhu, vyskytujicich se v nich jsou
vhodné vybrané prodiuzuijici fetézce dikarboxylovych kyselin, trikarboxylovych

kyselin, sacharid(l, aminokyselin nebo peptidd.

Polykationtové biokonjugéty obecného vzorce | podle naroku 1, vyznadu-
jici se tim,ze zahmuji ty biokonjugaty, v nichz dany predstavitel molekul
nosice obecného vzorce l/a je konjugovan kovalentnimi vazbami

a) [Ex] molekulami zesilovace a/nebo

b) [(-)Cx] spojovacimi molekulami aniontového charakteru a/nebo

¢) [Cxu - Exad nepiimo kondenzovanymi molekulami nosice,

které mohou byt bud identické jendoho druhu nebo mohou byt riznych, dvou
nebo vice, tj. "x", druhd, s tim, Ze z [Ex] a/nebo [(-)Cx] a/nebo [Cxu - Exqd typl
molekul alespori dvé jsou obsazeny v biokonjugatu, v téchto biokonjugatech:
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[(K)MX] = [Exp1 + [(-)Cx]s2 nebo
[EXilpt + [CXe-EXaps NEbDO
[CxeirEXeidoa + [(-)Cxil2 nebO
[Exor + [CxekEXeidos + [(-)Cxle2,

a polykationtové biokonjugaty jsou popsany schematickym obecnym vzorcem
\

] ] | 0
-(C Hz),n——-ICH-—C—NH-—CHI-—-(CHZ),,,—(IZH-—C-NH—-CHZ—-—(Cthn—lCH—CI‘—-NH-CHZ—-(CPh),n—CH-—g‘...

NH __ NH NH AH,
[Exilp, [Cxck - Exgilp, [YCxlp,
V)
v némz
“Exe" znamena shodné jako v obecném vzorci I,
"T()Cxil2" znamena shodné jako v obecném vzorci |,

"[CxaExedps’ znamena shodné jako v obecném vzorci |V,

‘m" znamena stejné jako v obecném vzorci |,

pro dal$i hodnoty plati, Zze "p," + "p," + "ps" > 0 @ < 100 a z hodnot "p+", "py" a
“ps" alespori dvé jsou vétsi nez 0, dale v daném polykationtovém biokonjugatu
Ex molekul v [Ex] a (-)Cx molekulach v [(-)Cx] neni nutné identickych s Ex a Cx
molekulami vyskytujicimi se v [Cx«-EXed, piiCemz tento rozdil je symbolizovan

"X" .

13.  Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku1, vyznadu-
jici se tim,ze zahmuiji ty biokonjugaty, v nichZ dany predstavitel molekul
nosite obecného vzorce I/a je pfimo konjugovan vylu¢né iontovymi vazbami s
()Ax molekulami zesilovace aniontového charakteru, které mohou byt bud
identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo vice, tj. "x", druhq, v téchto bio-
konjugatech
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[(OMxX] = [(-)AXsk

a takto ziskané polykationtové biokonjugaty mohou byt popsany obecnym

vzorcem VI

H[NH-CH,~ (CH;) n~CH~CO] .OH
l (VI),
[ (=)AxXs]e~NH

v némz

"(\AX" v [(-)Axs}k znamena (-)Ax molekul zesilovade aniontového charakteru,
které mohou byt identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo
vice, tj. "X", druhu, které jsou konjugovany s danym pfedstavi-
telem molekul nosi¢e obecného vzorce l/a iontovymi vazbami,

's" znamen3, jestli aniontové/polyaniontové molekuly konjugované
s danou molekulou polykationtového nosice iontovymi vazbami
jsou identické, s = 1, nebo jestli jsou rizného druhu poctu "s",
kde s =2, 3, ... "x" druhq,

"t" oznacuje stupen nasycenosti v % daného predstavitele molekuly
nosice obecného vzorce l/a (-)Ax anionty, jehoz hodnota je >0 a
<100, pficemz je stanoven pomér mezi volnymi, nezahmutymi v
chemickych vazbach, a vazanymi NHx-skupinami, ktery dale o-
vliviiuje naboj a kationtovy charakter polykationtovych biokonju-
gatd, a

r'a"m" znamenaji stejné jako v obecném vzorci |.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podie naroku1, vyznacu-
jici se tim, ze zahmuji konjugaty obecného vzorce lll, pfipravené podie
naroku 8, a ty jsou konjugovany s (+)Kx molekulami zesilovade kationtového
charakteru, které mohou byt bud' jednoho druhu nebo, dvou nebo vice, tj. "X,
rGznych druhd, iontovymi vazbami (-)Cx spojovacich molekul aniontového cha-

rakteru, v téchto biokonjugatech




15.

45

[(KMX] = [(-)Cx]e2 * [(+)KX]2

a polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem Vil

v némz

H[NH-CH,- (CH;) .~CH-CO] ;OH
| (VII),

[ (+)Kxu]z* [ (_) ij]pZ—NH

"(HKX"v [(+)Kx,). znamena (+)Kx molekul zesilovade kationtového charakteru,

"pzll = llzll,

TE)CK"

llr" a llmll

které mohou byt stejné nebo riznych, dvou nebo vice, tj. "x", dru-
hd, které jsou konjugovany s danym predstavitelem konjugatt
obecného vzorce i,

znamena to, jestli kationty/polykationty konjugované s danou
slouéeninou obecného vzorce |l iontovymi vazbami jsou iden-
tické, u = 1, nebo jestli jsou rizného druhu poctu "u", kde u = 2,
3, ..., tj. "%, druhq,

znamena stuper nasycenosti v % daného piedstavitele slouce-
nin obecného vzorce Il [(+)Kx,] kationty, jehoz hodnota je > 0 a
<100, pficemz je stanoven pomér mezi volnymi, nezahmutymi v
chemickych vazbach, a vazanymi NH,-skupinami, ktery dale
ovliviiuje naboj a kationtovy charakter polykationtovych biokonju-
gatd, a jelikoz [(+)Kx,] molekul kationtového charakteru mize byt
vyluéné konjugovano [(-)Cx] spojovacimi molekulami anionto-
vého charakteru se slou¢eninami obecného vzorce lli,

adale

znamena stejné jako v obecném vzorci lil a

znamenaji stejné jako v obecném vzorci |.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podie naroku1, vyznadu-

jici se tim, ze zahmuiji ty biokonjugaty, v nichz s volnymi a-aminosku-

pinami daného predstavitele polykationtovych biokonjugétli obecného vzorce

Vi, pfipravené podle naroku 14, jako s polykationtem, jsou konjugovany dal$i
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molekuly zesilovace, které mohou byt identické nebo mohou byt riiznych, dvou
nebo vice, tj. "X, druht, aniontového charakteru [(-)Axs], v téchto biokonjuga-

tech:

[(/)Mx] = {[(-)Cxle2 * (KX} * [()AXsR

a polykationtové biokonjugaty znamenaji konjugéaty schematického obecného

vzorce Vill

It Il M il
-..(CHz)m—"FH"'C—NH—CHf——(Cﬂz)m_—('?I{-—C—NH*—CH;-—*(CH;},“—CH‘-C—NH"-(CHZ)";-—FH—-C‘..

N{-l NH, NH; + [()Axs ) NH,
[)XOglp, * (MK,
(VIID
v némz
T-)Cxilp2" znamena shodné jako v obecném vzorci i,
"T(+H)Kx " znamena shodné jako v obecném vzorci Vi,
A" znamena shodné jako v obecném vzorci Vi a
"m" znamena stejné jako v obecném vzorci |.

16.  Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku1, vyznadcu-
jici se tim, ze zahmuiji ty biokonjugaty, v nichz s volnymi o-aminosku-
pinami daného predstavitele polykationtovych biokonjugati obecného vzorce
Il nebo IV nebo schematického vzorce V, pfipravenych podie naroku 7, 10 a
12, jako s polykationtem, jsou konjugovany iontovymi vazbami dalSi molekuly
zesilovace, které mohou byt bud identické nebo mohou byt riznych, dvou ne-
bo vice, tj. "x", druh, aniontového charakteru [(-)Axd], v téchto biokonjugatech:

[(K/DMX] = [Expi * [(-)Axsk nebo [CxeerExedps * [(-)AXsk
nebo * [Exp + [CXeEXedos * [(-)AXS];
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a polykationtove biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem X nebo sche-
matickym obecnym vzorcem IX/a

H[NH-CH,- (CH;) ,~CH-CO] .OH

[(-)Ax.]¢ * | (VII),
[ (k)Mx-NH
i 0 0 I
..(aiz)m——?i-—g——m——aiz—(ax,)m—(lli—-c—m—alz—(a%~?+—c—m+—(a@m—?1—a.
NH N NH, » [()Ax) NH,
Mgl [k - Beidp,
(IX/a)
v némz
A" znamend shodné jako v obecném vzorci VI,
EX]n" znamena shodné jako v obecném vzorci i,

17.

"[Cxa-Exedps" znamend shodné jako v obecném vzorci IV,
"[(K)Mx]" a "m" znamenaiji shodné jako v obecném vzorci |,
"pi"+'p"+'t"  je vetsi nez nula nebo < 100 a dale z

"pi" a'ps’ alesporn jeden ma hodnotu > 0 a

"t >0.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podie naroku 1, vyznadéu-
jici se tim,2e zahmuiji ty biokonjugaty, které odpovidaji polykationtovym
biokonjugatim obecného schematického obecného vzorce V, pfipravenym po-
dle naroku 12, véetné dalich téchto biokonjugatu, v nichZ existuiji tyto spo-
jovaci molekuly aniontového charakteru [(-)Cx], které mohou byt bud identické
nebo mohou byt riznych, dvou nebo vice "x" druhu, a tyto spojovaci molekuly
se konjuguiji s iontovymi vazbami molekul zesilovace kationtového charakteru
[(+)Kx,], které mohou byt bud’ identické nebo mohou byt riznych, dvou nebo

vice, tj. "x", druhd, v téchto biokonjugatech:
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(M= [Exoi + {[()Cxlo2 * [(+)Kx.L} nebo

[CxaExads + {{(-)Cxi2 * [(+)KxuJ:} nebo

[Exilpi + [CxeirEXeidps + {[()Cxp2 * [(+)KX]}
a polykationtové biokonjugéty jsou popsany obecnym vzorcem X nebo sche-
matickym obecnym vzorcem X/a

H[NH-CH,~- (CH,) ,~~CH-CO] ,OH

{0(=)Cx31p2 * [(+)Kxyl.} + [(k)Mx]-NH

0
o}
‘ il l
C Hz),n-—CH-P.‘——NH-— CHZ—(CHz),n—'CH—E——NH—-CHZ-—(CHZ},“—-ch—C—NH——CHZ--(CH;),,,—-FH—-&...
s

18.

NH NH N{{ ‘ NH,
MExlp, Nk - Bxeklps (O04lp, * [+

Xa) .

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku 1, vyznadu-
jici se tim, Ze zahmuii ty biokonjugdty, v nichz s volnymi o-amino-skupi-
nami daného predstavitele polykationtovych biokonjugéati obecného vzorce X
nebo schematického obecného vzorce X/a, piipravené podie naroku 17, jako
polykationem, jsou konjugovany iontovymi vazbami dal$i molekuly zesilovade
aniontového charakteru [(-)Axs], které mohou bud byt identické nebo mohou
byt rliznych, dvou nebo vice, tj. "x", druhd, v téchto biokonjugétech:

[(OMX] = [Exs + {[(-)Cxl2 * [(+)KXuL} * [()AX:} nebo
[Cxa-Exados + {[(-)Cxe2 * [(+)Kxu]} * [(-)Ax} nebo
[Exili + [CxecEXades + {[()Cxh2 * [(+)Kxu} * [(-)AX)
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a polykationtové biokonjugaty jsou popsany obecnym vzorcem XI nebo sche-
matickym obecnym vzorcem Xli/a

H[NH-CH;- (CH,) n»~CH-CO] .OH

{I(=)Cx5]p2 * [(#)Kxu].} + [ (k)Mx]-NH

0
ﬂ.(a@m——wg—m—aa—(aﬁ)m—lcn—'cl—mr—ah—(ab)m—?i—{':—Nn—(mz)r?q——lc':..
N{i N\H NH; * [(DAx ) I‘{H
[(XOqlp, * [(DKx)z [Oxck - Bxeldp, (Exlp,
Xia)

19.

20.

21.

22.

Molekuly nosice obecného vzorce Ifa pipravené podie naroku 2, které maji
volné o-aminové skupiny, vyznadcujici se tim, ze zahmuji hydro-
bromidové soli 60 az 120&lennych neracemickych polyiso-L-lysing, tj. hydro-
bromidd poly-(e)-L-lysinu, které samy maji jisté protinadorové, antiproliferacni a

protivirové ucinky.

Molekuly nosice obecného vzorce I/a podle ndroku 19, vyznadujici se
t i m, ze zvyuji antiproliferaéni a protivirové G¢inky molekul, které jsou na né

navazany.

Polykationtové biokonjugéty podle naroku1, vyznadujici se tim, ze
v pfipadé molekul zesilovage konjugovanych s vhodnou vybranou molekulou
nosiCe obecného vzorce I/a samotné nemaji ocekavanou (napf. antiproliferac-
ni) aktivitu, potom jako dlsledek jejich konjugace zesili pGvodné existujici bio-
logicka aktivita molekuly nosice, napfiklad ty, které byly vyrobeny podie néroku
19.

Polykationtové biokonjugéty obecného vzorce | pfipravené podle néroku 1,
vyznacdujici se tim, Ze Ze kazdy z nich obsahuje molekuly nosiée o-
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24.
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becného vzorce I/a a tyto vhodné zvolené molekuly nosice jsou konjugovany

zpusobem, jak je uvedeno v obecnych vzorcich Il, Il IV, VI, VI, IX, X a XI

nebo na schematickych vzorcich V, VIlI, IX/a, X/a a Xll/a podle naroku 7, 8, 10,

12, 13, 14, 15, 16, 17 a 18, s prakticky Zadnou organickou a/nebo anorganic-

kou molekulou, ktera ma funkéni skupiny vhodné pro konjugaci, a tyto posled-

né uvedené mohou byt racionainé vybrany - neomezujicim zplisobem - ze sku-
pin slouéenin, které jsou zde niZze uvedeny:

- hormond a antagonistd hormon( rizného druhu (steroidd, proteind,
peptidi atd.) a aktivnich fragment(i peptidovych hormonu a jejich deri-
vatd,

- nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin, cholesterol(, fosfolipidu
(fosfoglyceridu, sfingomyelinCi atd.) a jejich derivatd,

- nukleovych kyselinfantimediatorovych nukleotidd,

- monosacharidu, oligosacharidli a poolysacharidl a jejich derivatd,

- vitamint a jejich derivatd,

- znamych protinadorovych |éCiv a aktivnich latek a jejich derivatl a

- aminokyselin, oligopeptidd, polypeptidl, dalSich glykoproteint a lipo-
protein(, jejich fragmentd a jejich derivatu.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | pfipravené podle naroku 1,

vyznadujici se tim, Zze kazdy z nich obsahuje molekuly nosi¢e obec-
neho vzorce la, které jsou konjugovany piimo a/nebo nepiimo kovalentni a/ne-
bo iontovou vazbou s molekulami zesilovace, které maji pfimy antiproliferacéni
ucinek, které mohou byt bud identické nebo mohou byt, dvou nebo vice, tj. "X",
riznych druhu, a tyto polykationtové biokonjugaty jsou Uspésné aplikovatelné
pfi Iééeni malignich nadora vyskytujicich se v organismech savcl samotné,
nebo v kombinaci se znamymi protinadorovymi zpusoby, pfijatymi v klinické

praxi.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku 23, vyznacu -

jici se tim, ze kazdy z nich obsahuje molekuly nosi¢e obecného vzorce
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I/a, které jsou konjugovany s dalSimi molekulami zesilovade, které maji ne-
piimy antiproliferaéni Gcinek, kterym je vyvinuta selektivita nebo zvysena se-
lektivita biokonjugatd na danou cilovou nadorovou burku, pfi demz zvy3uiji
koncentraci biokonjugatl v nadorech a tak Ize zmensit nechténé vedlej$i Géin-

ky a ucinnost 1é€eni muze byt dale zvysena.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle narokii 23 a24, vy -
znacujici se tim,ze proto, aby mély protinadorovy uc¢inek se daného
piredstavitele molekuly nosic¢e obecného vzorce I/a konjuguiji se sloudeninami
vhodné vybranymi z molekul, které maji pfimou a/nebo nepfimou antiprolife-
racni aktivitu, jak je zde neomezujicimi priklady ukézano nize:

- slouceniny, které maji antiproliferacni Ucinky: cytostatika pouzivana v
klinické praxi, dale cytokiny, které ovliviiuji déleni a diferenciaci nado-
rovych bunék (napf. rizné ristové faktory stejné jako protilatky produ-
kované proti nim, interferony atd.), dale peptidy/proteiny inhibujici tvor-
bu novych krevnich cév kolem nédorovych bunék (angiostatiny, endo-
statiny), dalSi nukleové kyseliny/antimediatorové oligonukleotidy, které
vykazuji antiproliferaéni ucinky na maligné transformované buriky,

- slougeniny s nepfimym antiproliferacnim ucinkem, které vyvijeji selek-
tivitu nebo zvysuiji selektivitu biokonjugatu na danou cilovou burku: mo-
noklonalni protilatky, které maji specifické afinity na povrchovy antigen
dané nadorové bunky, stejné jako protilatky nebo jakékoliv slouceniny,
které maji afinitu na tyto druhy receptorti (napfiklad transferinovy recep-
tor nebo folétovy receptor mezi vitaminy atd.), které jsou pfitomny ve
vétsim poméru na povrchu nadorovych bunék nez na povrchu nor-
malnich (nemaligné transformovanych) bunék,

- slouceniny, které maji pfimé a soucasné nepiimé antiproliferacni Gcin-
ky: hormony, antagonisté hormon(i a jejich derivaty, zvliasté polypep-
tidové hormony a lidsky choriogonadotropinovy hormon, které maji an-
tiproliferacni Gcinky, dale protilatky produkované proti receptorim risto-

vych faktorli rizného druhu, které jsou pfitomny ve vét§$im poméru na
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povrchu nadorové buiky nez na povrchu jinych bunék, a soudasné
vykazuiji antiproliferaéni G€inky na dané maligné transformované buriky,
a dale imunotoxiny, které jsou produkovany proti dané nadorové burice.

Polykationtové biokonjugéty obecného vzorce | podle naroku1, vyznadu-
jici se tim,ze na vhodné vybraného daného piredstavitele molekul no-
siCe obecného vzorce I/a, jako na polykation, je iontovou vazbou navazana
vhodné vybrana nukleova kyselina, ktera znamena polyanion, a takto synte-

tizovany novy konjugét je vhodny pro prenos genu.

Polykationtoveé biokonjugaty obecného vzorce | podie naroku 26, vyznadéu -
jici se tim, Ze kromé nukleové kyseliny kondenzované iontovymi vazba-
mi s danym pfedstavitelem sestavajicim z molekul nosi¢e obecného vzorce I/a,
dalsi molekuly, které mohou byt bud identické nebo mohou byt dvou nebo vice
"X" riznych druht, schopné navazani selektivné a/nebo semiselektivné na cilo-
ve bunky vybrané pro pfenos genu, jako jsou specifické protilatky, hormony a
molekuly vazajici se pouze na receptory na povrchu cilovych bunék, které se
napfiiklad vyskytuji - diky nepatologickym zménam - vyluéné na nékterych ty-
pech bunék, konkrétné asialoglykoproteinovy receptor na jatemich bunkéch
(na ktery se specificky navazuji galaktosové zbytky v koncové poloze na ma-
kromolekulach) nebo ty molekuly, které se vazou na receptory, které se vy-
skytuji Castéji (ve vice %) na danych cilovych burikach, jsou konjugovany kova-
lentnimi a/nebo iontovymi vazbami, pfi ¢emz pirenos cilového gneu na bunéé-

né urovni se dosahuje témito novymi konjugaty.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podie naroku 26 a naroku 27,

vyznacdujici se tim,ze biokonjugéty, které jsou pfislusné pro pienos
genu, sestavajici z vhodné isolovanych nebo syntetizovanych nukleovych ky-
selin, komplexovanych antimediatorovych oligonukleotidl, vykazuji antiproli-

feracni, antimikrobialni ucinek, pfi ¢emz napfiklad se dosahuje inhibice virové
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replikace, jsou dale schopny I&Cit geneticka onemocnéni, napf. cystickou fi-

brézu.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku1, vyznacu-
jici se tim, ze s vhodné vybranymi danymi representatnty sestavajicimi z
molekul nosie obecného vzorce I/a, které samy maji jistou protivirovou aktivi-
tu, se konjuguji slouceniny, které maji antimikrobialni ucinky, napf. protivirové,
antibakterialni, antimykotické, antiprotozoalni slou¢eniny pouzivané v klinické
praxi, dale komplexni antimediatorové nukleové kyseliny inhibujici replikaci
viru, protilatky s neutralizujicim Ucinkem, pfi ¢emz se zvysi antimikrobiélni G-

¢inek konjugovanych molekul.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku 29, vyznadu-
jici se tim, ze kromé sloucenin s antimikrobialni aktivitou, konjugovanych
s danym predstavitelem molekul nosiée obecného vzorce /a, jsou konju-
govany dalsi molekuly, které mohou byt identické nebo mohou byt dvou nebo
vice "X" riznych druhtli, schopné vazat se selektivné na mikroby, jako speci-
fické protilatky, které se na né vazou, pii éemz se dale zvySuje antimikrobialni

udinek.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku1, vyznacu-
jici se tim, Ze dany predstavitel molekul nosi¢e obecného vzorce I/a, pa-
ramagneticky kontrastni material, napfiklad komplexni derivaty gadolinia, je
konjugovan pomoci chemickych vazeb, pfiCemz se zlepsi diagnosticka hod-
nota zobrazeni nukleami magnetickou resonanci, NMR, pfi srovnani se zo-

brazenim pomoci nekonjugovaného paramagnetického kontrastniho materialu.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku 31, vyznadu-
jici se tim,ze kromé molekul paramagnetického kontrastnino materialu
konjugovaného s danym predstavitelem zahmujicim molekuly nosiée obec-
ného vzorce I/a, dale zahmuiji také vhodné vybrané molekuly, které mohou byt
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identické nebo mohou byt dvou nebo vice "x' riznych druh(l, také kon-
jugované, které jsou schopny byt selektivné obohaceny v organech, tkanich
nebo v patologickych zménach, napf. nadorech, které jsou zkoumany, a zvy-
Seni jejich relativni koncentrace v dané cilové oblasti déle zlepsuje kvalitu

zobrazeni.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle narokt 31 a 32, vy -
znadujici se tim,ze molekuly zvySujici selektivitu, které jsou konjugo-
vany s danym predstavitelem molekul nosi¢e obecného vzorce I/a, zahmuiji
protilatky, vazajici se specificky na cilovou oblast, ktera ma byt zkouméana
NMR, nebo zavisejici na povaze cilové oblasti, kterymi jsou také lipofiini nebo
hydrofilni latky.

Polykationtové biokonjugéaty obecného vzorce | podie naroku1, vyznadu-
jici se tim, Zejsou zavadény do cilového organismu transdermalnim zpu-

sobem iontoforézou.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku1, vyznacu-
jici se tim,Zejsou schopny byt prislusné zahmuty do liposomu.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podie naroku1, vyznadu-
jici se tim,Ze regulatni Ginek molekul, které modifikuji imunitni odpo-
véd, napiiklad lymfokint (interleukind, interferont atd.), které jsou konjugovany
s danym predstavitelem molekul nosie obecného vzorce I/a, jako slozka sho-

ra uvedenych polykationtovych biokonjugét, je vhodnéjsi pro piné zobrazeni.

Polykationtové biokonjugaty obecného vzorce | podle naroku 1, vyznacu-
jici se tim, Ze se sestavuji na farmaceuticky pfijatelné formy a takto
ziskané farmaceutické piipravky se aplikuji peroralné, parenterainé nebo
transdermalné pri systémovém nebo mistnim pouZiti.

Zastupuje:
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