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Nova transfe&%éni ¢inidla a jejich farmaceutické aplikace

Oblast techniky

Vyndlez se tykd novych sloucenin nalezejicich do skupi-
ny lipopolyamini, farmaceutickych kompozic, které tyto slouce-
niny obsahuji, a jejich aplikace pro transfekci in vivo nebo/a

in vitro nukleovych kyselin.

Dosavadni stav techniky

Cetnd genetickd onemocné&ni jsou spojena s chybnou nebo/a
abnormdlni expresi (tj. deficitni nebo nadmérnou expresi) jed-
né nebo nékolika nukleovych kyselin. Zdkladnim cilem genové
terapie je korigovat tento typ genetickych anomdlii neprimo

bunéfnou expresi in vivo nebo in vitro klonovanych gena.

V solasné dobé existuje nékolik zplsobl navrzenych pro

-~ intraceluldrni poskytnuti tohoto typu genetické informace.

Jeden z téchto zpusobl spocivd v pouziti chemickych nebo bio-

chemickych vektorl. Syntetické vektory maji dvé zakladni

DNA urcenou k transfekci a podporit

jakoz i jeji prlGchod plasmovou mem-—

funkce, a sice vazat
jeji celuldarni fixaci,
brdnou a pripadné obéma jaddrovymi membranami.

Vyznamného pokroku v rdmci tohoto transfekcéniho zpl-
sobu bylo dosaZeno vyvojem technologie zaloZené na pouziti
kationtového lipidu. Takto bylo prokdzdno, Ze pozitivné nabi-
ty kationtovy lipid, kterym je N-/1-(2,3-dioleyloxy)propyl/- . _ .
N,N,N-trimethylamoniumchlorid (DOTMA), spontdnné interferuje
ve formé liposoml nebo ve formé malych vackd s DNA, kterd je
nabita zdporné, za vzniku komplexd lipidy~DNA, které jsou
schopné slouceni s bunélnymi membrdnami, a umoZiuje tak intra-
celuldrni uvolndni DNA. Jakkoliv je vsSak tato molekula uéin-
nd v drovni transfekce, md@ nevyhodu spocivajici v tom, zZe

neni biologicky odbouratelnd a md vic¢i bunkam toxicky cha-

rakter.




Po lipidu DOTMA byly vyvinuty dalsi kationtové lipidy
na bazi tohoto strukturniho modell: 1lipofilni skupina spo-
jend s amino-skupinou prostfednictvim ramene, které byva
oznacovdno jako "distanéni ¢len". Z téchto kationtovych 1li-
pida lze obzv14a$té& citovat lipidy obsahujici jako lipofilni
skupinu dvé mastné kyseliny nebo derivdt cholesterolu a za-
hrnujici kromé& toho pfripadné jako amino-skupinu kvartérni
amoniovou skupinu. Jako reprezentativni zdstupci této katego-
rie kationtovych lipidd mohou byt zejména citovany DOTAP,
DOBT '‘nebo ChOTB. Dal3i sloucdeniny, jako napfiklad DOSC a ChOSC,
jsou charakterizovdny pritomnosti cholinové skupiny namisto
kvartérni amoniové skupiny. Obecné& vSak zUstdvad transfekéni

d¢innost téchto sloudenin dosti nizka.

RovnéZz byla popsdna dal$i kategorie kationtovych lipi-
dd, kterymi jsou lipopolyaminy. V tomto typu sloucdenin je ka-
tiontovd skupina reprezentovdna L-5-karboxysperminovym radi-
kdlem, ktery obsahuje &tyfi amoniové skupiny, z nichz dvé
jsou primdrnimi skupinami a dvé sekunddrnimi skupinami. Sou-
casti této skupiny sloulenin jsou zejména DOGS a DPPES. Tyto
lipopolyaminy jsou zejména ulinné pro transfekci primdarnich

endokrinnich bunék.

Ve skutecCnosti by idedlni syntetické transfekcni ¢&i-
nidlo mélo vykazovat vysokou miru transfekce a soucasné by
mélo mit pro Siroké spektrum bunék nulovou toxicitu nebo
aléspoﬁ velmi minimalizovanou toxicitu p¥i aplikacnich dav-

kdch, pricdemz takové idedlni transfekéni c¢inidlo by mélo byt

-biologicky. odbouratelné.za.iCelem -eliminace..vSech-.sekundar-. . .

nich G¢inkd v drovni osSetfenych bunek.

Cilem vyndlezu je navrhnout nové slouceniny, které by
byly schopné Uéinného pouziti pfi transfekci in vitro nebo

in vivo bunék a zejména pro vektorizaci nukleovych kyselin.

Podstata vyndlezu

Prvnim predmétem vyndlezu jsou lipopolyaminy ve formé




D, L nebo DL a jejich soli, reprezentované obecnym vzorcem

I

HoN-(CH) o NH) - H

I

R (I)

ve kterém

m znamend celé Cislo od 2 do 6,

n znamend celé &islo od 1 do 9 a vyhodnéji od 1 do 5,

pricemz v pripadé, Ze n znamend celé ¢islo od 2 do 9,
potom v obecném vzorci je pritomna jedina skupina R
odlisnd od vodiku, a m ma proménné nebo identické hod-

" noty ve skupindch -(CH )m— nebo -(CHZ)m—,

R znamend atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce II
XY S—Y—Ré (11)
-—(ﬁ?H)p _ ¥X
R4
RS

ve kterém
X a X' znamenaji nezdvisle jeden na druhém atom kysliku,
methylenovou skupinu —(CH2)q-, kde g znamend 0, 1, 2
nebo 3, nebo amino-skupinu -NH- nebo NR’-, kde R’ zna-
i = —TN@NRA--alkylavou-skupinu-obsahujici -l--az-4.-uhlikové .ato=---
ny,
Y a Y’ znamenaji nezdvisle jeden na druhém methylenovou sku-
bpinu, karbonylovou skupinu nebo skupinu C=S, _
37 Ry a Rg znamenaji nezdvisle jeden na druhém atom vodiku
nebo substituovanou nebo nesubstituovanou alkylovou

R

skupinu obsahujici 1 aZ 4 uhlikové atomy,
znamend c¢islo od 0 do 5 a
R znamend cholesterolovy derivadt nebo alkylamino-skupinu

o]




-NR]R2,

druhém nasycenou nebo nenasycenou, linedrni nebo roz-

ve které R, a R, znamenaji nezdvisle jeden na

vétvenou alifatickou skupinu obsahujici 12 az 22 uhli-

kovych atomi.

Obzvl1dsté zajimavé jsou sloucCeniny, ve kterych R zna-

mend skupinu obecného vzorce II’

0
4/  R3 0
0—¢
—-((fH)p/ ?—XMR(S (11")
R5

ve kterém Ry, Rys Rgy Rgap maji vysSe uvedené vyznamy a X
znamend  atom kysliku nebo skupinu '(CHz)q’:VG které q zna-

mena nulu.

- Tato skupina sloudenin je zejména charakterizovana
pfitomnosti vnitfni esterové vazby, kterd je zajimava s ohle-

dem na biologickou odbouratelnost uvedenych sloucenin.

Jako vyhodné lipopolyaminy podle vyndlezu lze zejména

uvést ndsledujici slouceniny:




EN

o 0
(o]
§_-'J{\_O/FJL°—-1Oalfa—cholesteryl

ve formé& D, L nebo DL nebo ve formé nékteré z jejich soli.

Predmétem vyndlezu je rovnéz terapeutické pouziti 1li-
popolyamin@ podle vyndlezu a to bud pfimo nebo v rdmci far-
maceutickych kompozic.

Jak jiZz bylo vysvétleno vySe, ukdzalo se, Ze sloule-
niny obecného vzorce I jsou obzvlasté zajimavé pro transfek-
ci in vitro a in vivo nukleovych kyselin. Tyto slouceniny
pevné vazi DNA a vyhodné vykazuji velmi nizkou, ba i nulovou

toxicitu vi&i oSetfenym bufikdm. Krom& toho jsou uvedené slou-




deniny biologicky odbouratelné a to zejména hydrolyzou je-

jich esterové vazby.

Pro dosazeni maximdlniho d¢inku kompozic podle vyna-
lezu se prislu$nd mnoZstvi slouceniny obecného vzorce I a
nukleové kyseliny vyhodné urc¢i tak, aby bylo dosazeno opti-
médlniho poméru R, vyjadfeného pozitivnimi ndboji uvazované-
ho lipopolyaminu na negativni ndboje uvedené nukleové kyse-
liny. Tento optimdlni pomér, ktery se méni zejména podle zpi-
sobu pouZiti (in vivo nebo in vitro) a podle transfekovaného -
bunéZného typu, se optimalizuje pfipad od pripadu. Tato opti-
malizace je zcela v kompetenci prislusného odborného pracov-

nika.

V kompozicich podle vyndlezu miZe byt polynukleotidem
jak kyselina desoxyribonukleovd, tak i kyselina ribonukleova.
MiZe se jednat o sekvence prirodniho nebo umélého plvodu a
zejména o genomovou DNA, DNAc, RNAm, RNAt, RNAr, o hybridni
sekvence nebo o sYntetické nebo polosyntetické sekvence. Ty-
to nukleové kyseliny mohou byt lidského, zvifeciho, rostlin-
ného, bakteridlniho, virdlniho nebo jiného plivodu. Sekvence
mohou byt ziskdny libovolnou zndmou technikou, zejména vytfi-
dénim bank, chemickou syntézou nebo také komplexnimi metodami
zahrnujicimi chemickou nebo enzymatickou modifikaci sekvenci
ziskanych vyt¥idénim bank. Sekvence mohou byt jinak zabudova-

ny do vektoru, jakymi jsou plasmidové vektory.

Pokud jde o desoxyribonukieové kyseliny, mohou mit
tyto kyseliny jednoduchy nebo dvojity fetézec. Uvedené desoxy-
ribonukleové kyseliny mohou nést terapeutické geny, regulac-
ni sekvence transkripce nebo replikace, modifikované nebo ne-
modifikované antimedidtorové sekvence, vazebné oblasti k dal-

Sim bunécnym slozkam, atd..

Terapeutickym genem se v rdmci vyndlezu zejména rozu-
mi kaZdy gen kodujici proteinovy produkt majici terapeuticky
i¢inek. Takto kodovanym proteinovym produktem miZe byt protein,

peptid, atd.. Tento proteinovy produkt miZe mit homologovy




charakter vidi cilové bufice (tj. produkt, ktery je normdl-

né exprimovdn v cilové bufice v pripadé, Ze tato buiika nevy-
kazuje Zddnou patologii). V tomto pfipadé, uvedend exprese
proteinu napriklad umoZfuje 1é¢it nedostatecnou expresi uve-
deného proteinu v bufice nebo expresi neaktivniho proteinu ne-
bo mdlo aktivniho proteinu nebo také exprimovat nadmérnou tvor-
bu uvedeného proteinu. Uvedeny terapeuticky gen miZe také ko-
dovat mutant bund&ného proteinu majici zvySenou stabilitu,
modifikovanou aktivitu, atd.. Proteinovy produkt miZe mit

také heterogenni charakter vd&i cilové bufice. V tomto pripa-
dé miZfe exprimovany protein napfiklad doplnovat nebo poskyto-
vat deficitni aktivitu v bufice, v disledku ¢ehoZ je bunka
schopna bojovat proti uvaZované patologii nebo je timto mecha-

nismes stimulovdna jeji imunitni odezva.

7 uvedenych terapeutickych produktl lze zejména uvést.
enzymy, krevni derivdty, hormony, lymfokiny: interleukiny,
interferony, TNF, atd. (FR 9203120), rGstové faktory, neuro-
transmitory nebo jejich prekurzory nebo syntézni enzymy,
¥rofické faktory: BDNF, CNTF, NGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS,
HARP/pleiotrophin, ats., dystrophin nebo minidystrophin (FR
9111947), protein CFTR sdruZeny s mukoviscidosou, geny supri-
mujici nddory: p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev, atd. (FR 93 04745),
geny kodujici faktory uplatfiujici se pfi koagulaci: faktory
VII, ViII, IX, geny intervenuijici .v reparaci DNA, sebevraZed-
né geny (thymidin-kindza, cytosin-deamindza), geny hemoglobi-

nu a dal8i proteinové transportéry, geny odpovidajici protei-

_ndm uplatfiujicim se pfi metabolismu lipidd apolipoproteinové-

ho typu zvolené z mnoziny zahrnujici apoliproteiny A-I, A-II,
A-1v, B, c-I, c-I11, Cc-I11, D, E, F, G, H, J, metabolické enzy-
my, jako napriklad lipoprotein-lipdza, hepatickd lipdza,
lecitin-cholesterol-acyltranferdza, 7alfa-cholesterol-hydro-
xyldza, kyselina fosfatidovd-fosfatdza, nebo také transferové
proteiny lipidd, jako transferovy protein esterl cholestero-
lu a transferovy protein fosfolipidl, vazebny protein HDL,
nebo jedtd receptor zvoleny napfiklad z mnoziny zahrnujici

receptory LDL, receptory chylomikrons-remnantd a scavengero-




vé receptory, atd..

Terapeutickou nukleovou kyselinou miZe byt rovnéz

gen nebo antimedidtorovd sekvence, jejichZz exprese v cilové
bufice umoZfiuje regulovat expresi gend nebo transkripci bunéc-
nych RNAm. Takové sekvence mohou byt napfiklad prepsany v ci-
lové bulfice na komplementdrni RNA od bunélnych RNAm a blokovat
takto jejich translaci na protein technikou popsanou v evrops-
kém patentovém dokumentu EP 140 308. Uvedené terapeutické
geny rovné? obsahuji sekvence kodujici ribozomy, které jsou
schopné selektivné@ rozloZit RNA cilovych bunék (EP 321 201).

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, miZe nukleova kyseliny
rovn&? zahrnovat jeden nebo né&kolik genl kodujicich antigeno-
vy peptid, ktery je schopny generovat u ¢lovéka nebo zvirete
imunitni odezvu. V rdmci tohoto specifického zplsobu prove-
deni vyndlezu vyndlez tudiz umoZiuje realizaci bud vakcin nebo
imunoterapeutického oSetfeni u ¢lovéka nebo zvifete, zejména
proti mikroorganismim, virdm nebo rakovindm. MiZe se zejména
jednat‘o specifické antigenové peptidy Epstein-Barrova viru,
viru HIV, viru hapatitidy B (EP 185 573), viru pseudo-vztekli-
ny, syncitia-tvorného viru a ostatnich vird nebo také speci-

fickych nddorovych virld (EP 259 212).

Nukleovad kyselina rovnéz vyhodné obsahuje sekvence
umozhujici expresi terapeutického genu nebo/a genu kodujiciho
antigenovy peptid v bufice nebo pozadovaném orgdnu. MiZe se
jednat o sekvence, které jsou pfirozené zodpovédné za expresi

- == = ——yyazovaného-genu v-pfipadé, Ze-jsou tyto sekvence schopné-- - -
funkce v infikované bulfice. MizZe se rovnéz jednat o sekvence
odlis$ného plvodu (sekvence zodpovédné za expresi dalSich pro-
teind nebo dokonce syntetické sekvence). Zejména se mize jed-
nat o promoéni sekvence eukaryotickych nebo virdlnich gent.
MiZe se napriklad jednat o promoéni sekvence pochdzejici z ge-
nomu bunky, kterd md byt infikovdna. Stejné tak se miZe jed-
nat o promolni sekvence pochdzejici z genomu viru. V tomto

ohledu lze napriklad citovat promotory gend E1A, MLP, CMV,




RSv, atd.. Kromé toho mohou byt tyto expresni sekvence modi-
fikovdny pr¥iddnim aktivadénich sekvenci, requlaénich sekvenci,
atd.. Maze se také jednat o induktibilni nebo represibilni

promotor.

Jinak mizZe nukleovd kyselina rovnéZ obsahovat,a to ze-
jména pred terapeutickym genem, signdlni sekvenci tfidici syn-
tetizovany terapeuticky produkt do sekreénich cest cilové
bunky. Touto signdlni sekvenci miZe byt prirozend signdlni
sekvence terapeutického produktu, i kdyZ se rovnéZ miZe jed-
nat o libovolnou jinou funkdéni signdalni sekvenci nebo o umé-
lou signdlni sekvenci. Nukleovd kyselina miZe rovnéZ zahrno-
vat signdlni sekvenci ¥idici syntetizovany terapeuticky pro-

dukt do specifické oblasti bunky.

V rdmci dalsi formy provedeni se vyndlez tykd kompozic
obsahujicich nukleovou kyselinu, lipopolyamin, ktery je ndro-
kovan a prisadu schopnou spojit se s komplexem lipopolyamin-
nukleovd kyselina a zleps$Sit tak transfeklni potenci uvedené-
ho komplexu. Prihlasovatel ve skutecCnosti prokdzal, Ze trans-
fekéni potence lipopolyamind mize byt neolekdvanéd zvySena
v pritomnosti nékterych prisad (napriklad v pritomnosti lipi-
dd nebo proteint), které jsou schopné pridruzit se k uvedené-

mu komplexu tvoreného lipolyaminem a nukleovou kyselinou.

Vyhodnéji kompozice podle vyndlezu obsahuji jako pfisa-
du jeden nebo nékolik neutrdlnich lipidd. Takové kompozice
jsou obzvl4gtd vyhodné zejména v pripadé, kdy je pomér R niz-

ky. PfihlaSovatel skuteéné prokdzal, Ze pridavek neutrdlniho

lipidu umoznuje zlepsSit tvorbu nukleolipidovych Cdstic a pre-
kvapivé priznivé ovlivnit proniknuti takové Cdstice do bunky

po destabilizaci jeji membrdny.

Vyhodnéji jsou neutrdlnimi lipidy pouzitymi v rdmci

vyndlezu lipidy se dvéma mastnymi. Fetézci.

Obzv1l4dsté vyhodné se pouzivaji ptirodni nebo syntetic-

ké lipidy, majici zwiterionovy charakter nebo jsouci zbaveny




za fyziologickych podminek iontového ndboje. Takovy lipid

mize byt napriklad zvolen z mnoZiny zahrnujici dioleylfosfati-
dylethanolamin (DOPE), oleoyl-palmitoylfosfatidylethanolamin
(POPE), di-stearoyl, -palmitoyl nebo -mirystoylfosfatidyl-
ethanolaminy, jakoZ i jejich 1 az 3 krdt N-methylované deri-
vaty, fosfatidylglyceroly, diacylglyceroly, glykosyldiacyl-
glyceroly, cerebrosidy (zejména galaktocerebrosidy), sfingo-
lipidy (zejména sfingomyeliny) nebo také asialogangliosidy
(zejména asialoGM1 a GM2).

Tyto jednotlivé lipidy mohou byt ziskdny bud syntézou
nebo extrakci z orgdnd (napfiklad z mozku) nebo z vajec kla-
sickymi a odbornikim dobfe zndmymi metodami. Extrakce lipidd
miZe byt zejména provedena za pouZiti organickych rozpoudté-

‘del (viz rovnéZ Lehninger, Biochemistry).

Kompozice podle vyndlezu vyhodné obsahuiji 0,1 aZ 20
ekvivalentld pfisady na jeden ekvivalent sloudeniny obecného
vzorce I a vyhodné 1.az 5 ekvivalentl pfisady na jeden ekvi-

valent slouceniny obecného vzorce I.

Kompozice podle vyndlezu mohou byt formulovdny zpliso-
“bem vhodnym pro topickou, kutdnni, perordlni, rektdlni, vagi-
ndlni, parenterdlni, intranasdlni, intravendzni, intramusku-
larni, subkutdnni,intraokuldrni, transdermdlni a jinou apli-
kaci. Vyhodné farmaceutické kompozice podle vyndlezu obsahuji

nosic¢, ktery je farmaceuticky pfijatelny pro injikovatelnou

- =~-==formulaci; - zejména ‘pro~pfimou injekci v-drovni~poZadovaného™ = =~ -

orgdnu nebo pro poddni topickou cestou (na k8Zi nebo/a na
sliznici. MiZe se jednat zejména o sterilni isotonické rozto-
ky nebo o suché kompozice, zejména o lyofilizované kompozice,
které po pfiddni bud sterilizované vody nebo fyziologického
roztoku poskytuji injikovatelné roztoky. Davky nukleové kyse-
liny pouzité pro takovou injekci a podet poddni mohou byt zvo-
leny v zdvislosti na ruznych faktorech, zejména na pouzitém

zpisobu podani, na oSetfovaném patologickém stavu, na genu,




ktery mad byt exprimovdn nebo také na pozZadované délce léceni.
Pokud jde o zpusob poddni, miZe se jednat bud o pfimou injek-
ci do tkané nebo o oSetfeni bunék v kultufe a ndslednou re-

implantaci téchto bunék in vivo, injekci nebo roubem.

Vyndlez takto poskytuje obzvldsté vyhodny zplsob 1é&e-
ni nemoci spocivajici v poddni in vivo nebo in vitro nukleo-
vé kyseliny schopné korigovat uvedenou nemoc a sdruZené se
slouceninou obecného vzorce I za vySe definovanych podminek.
Tento zplisob je zejména pouzitelny v souvislosti s nemocemi,
ke kterym dochdzi v disledku nedostatku proteinového nebo
nukleového produktu, pridemZ podand nukleovd kyselina koduje
uvedeny proteinovy produkt nebo obsahuje uvedeny nukleovy pro-
dukt.

Vyndlez se vztahuje na jakékoliv pouZiti lipopolyaminu

podle vyndlezu pro transfekci in vivo nebo in vitro bunék.

V ndsledujici &dsti popisu bude vyndlez bliZe popsén
pomoci prikladd jeho konkrétnich provedeni, pridemz tyto pri-
klady maji pouze ilustracni charakter a nikterak neomezuji
rozsah vyndlezu, ktery je jednoznadné vymezen definici paten-

tovych ndrokd.

Priklady provedeni vyndlezu

AcOEt :

Zkratky a symboly

Héthylacegéf

BOP : benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)fosfonium-
hexafluorfosfat

DCC : dicyklohexylkarbodiimid

DCU : dicyklohexylmocovina
DMAP : 4-dimethylaminopyridin
DMF dimethylformamid

DMSO - : dimethylsulfoxid

.




DODA : dioktadecylamin

EP : petrolether

EtOH : ethanol

NEt3 : triethylamin

Rf : retenéni koeficient

TFA : kyselina trifluoroctova
THF : tetrahydrofuran

™S : tetramethylsilan

Latky a metody

A) Pouzité produkty

DODA, NEt,, TFA, ornitin, tetramethylamoniumhydroxid,
Raneylv nikl a diglykolanhydrid pochdzi od firmy Fluka; BOP
pochdzi od firmy Propeptide France; DMAP, isobutylchlorfor-
midt a N-methylmorfolin pochdzeji od firmy Aldrich, zatimco
THF pochdzi od firmy Merck. VSechna ostatni pouzitd rozpous-
tédla jsou produkty firmy RP Prolabo. Roztoky chloridu sodného
a hydrogenuhliditanu sodného jsou nasycenymi roztoky, zatim-
co v pripadé@ roztoku hydrogensiranu draselného se jedna o

0,5M roztok.

B) Fyzikdlni méfeni

Protonovd nukledrni magnetickorezonancni spektra (1H-
NMR) byla ziskdna za pouziti spektrometru Bruker. Chemické
posuny jsou vyjadreny v ppm vzhledem k TMS.

C) Chromatografie na silikagelu

a) Chromatografie na tenké vrstvé (CCM) se provadi na des-

kdch silikagelu Merck o tlouStce 0,2 mm.

Vyvoldni:

- v ultrafialovém svétle pfri pouziti vlnové délky 254 nm,

- ninhydrinem: odpafuje se (lehky sprej) ethanolicky roztok
ninhydrinu (40 mg/100 ml EtOH) za ddelem vyvoldni amind

nebo amidd pf¥i zahfivdni na teplotu 150 c,




kd suchy zbytek.

- fluorescaminem: odparuje se acetonovy roztok (40 mg/100 ml

acetonu) za ucCelem vyvoldni primdrnich amint,

- jodem: deska se poprdsi prdaskovym jode..

b) Chromatografie v koloné se provddi na silikagelu 60 Merck

majicim granulometrii 0,063-0,200 mm.
Priklad 1

Syntéza 2,5-bis-(3-aminopropylamino)pentyl-(dioktadecylkarba-

moylmethoxy)acetdtu

R

N
H H

1.a Priprava tetramethylamonium-2,5-bis-(2-kyanoethylamino)-

pentanodtu

Monohydrochlorid kyseliny 2,5-diaminopentanové (L-orni-
tin) (6,74 g, 40 mmold) a pentahydradt tetramethylamoniumhy-
droxidu (14,48 g, 80 mmold) se uvedou do roztoku v methanolu
(20 ml). Vytvorend voda a methanol se odpari za snizeného

tlaku (za pouziti olejového ¢erpadla) do té miry, Ze se zis-

K ziskanym solim se pridda N,N-dimethylformamid (30 ml).
Ziskand smés se odplyni za pouziti dusiku, nacez se inten-
zivné michd po dobu deseti minut, coz md za ndsledek rozpus-
téni tetramethylamonium-2,5-diaminopentanodtu (zatimco tetra-

methylamoniumchlorid zdstane suspendovdn v DMF).

Potom se prida akrylonitril (6 ml, 85,6 molu), pricemz
tento'pfidavek se provede po kapkdch. Banka se mirné zahre-
je. Reak&ni smds se potom ponechd po dobu jedné hodiny pod
dusikovou atmosférou pri okolni teploté. Smés se potom zfiltru-

je za ddelem odstranéni tetramethylamoniumchloridu. DMF se po-




e

tom odpari za sniZeného tlaku. Ziskany zbytek je tvoren ole-
jovitou tekutinou, kterd po odvedeni z rotac¢ni odparky ztuh-
ne. Pridd se acetonitril (100 ml) a banka se mirné zahriva
az k ziskdni prusvitného roztoku. Potom se prida THF az k
ziskdni zakaleného roztoku. Banka se potom prechovdva po
dobu dvou dnG v mraznidce, nacez se tetramethylamoniova sil
kyseliny L-2,5-bis-(2-kyanocethylamino)pentanové izoluje fil-
traci ve formé& bilého pevného produktu. Tento produkt se na
fritd promyje THF a potom vysu$i nas oxidem fosforeCnym. Zis-
kd se 6,06 g produktu, coz pfredstavuje vyté%ek surového pro-
duktu 49 %.

1.b Priprava tetramethylamoniové soli kyseliny 2,5-bis-(3-

aminopropylamino)pentanové (1.b)

Produkt ziskany ve stupni 1.a se rozpusti ve smési

ethanolu (18 ml), vody (2 ml) a 2M hydroxidu draselného (5 ml).

Ziskany roztok se propldchne argonem. Potom se pridd Raneyuv

“nikl (2 ml suspenze od firmy Fluka). Hydrogenace se provede

v autokldvu vypldchnutém dusikem pri teploté 26 °c. Po 3 ho-

dindch klesne tlak z 5,06 na 4,47 MPa, nacCez se tlak stabili-
zuje po dobu delS$i neZ 1 hodina. Autokldv m& obsah 250 ml

a objem reakéni smési &ini 30 ml. Ziskand suspenze se zfil-
truje, promyje vodou a zavede do rotacni odparky. Ziska se

Zluty olej. Test na fluorescamin je pozitivni.

1.c Priprava kyseliny 2,5-bis-/terc.butoxykarbonyl-/3-
terc.butoxykarbonylamino)propyl/amino/pentanové (1.c)

Produkt ziskany ve stupni 1.b se rozpusti v dioxanu
(30 ml). K ziskanému roztoku se pridd di-terc.butyldikarbo-
ndt (17,46 g, 80 mmoll). Ziskand smés se michd pres noc. Dio-
xan se potom odpari. P¥idd se hydrogensiran draselny. Pro-

dukt se potom extrahuje CHCl, (3 x 100 ml). Organickd faze

3
se potom postupné& promyje roztokem hydrogenuhliitanu sod-
ného (pH = 7,5) a roztokem chloridu sodného, naleZ se vysusSi

nad siranem horelnatym a odpari za snizeného tlaku. Ziska se




10 g produktu (15,4 mmolu, coZ odpovidd vytézku 39 %, vztazZe-
no na ornitin.

Vysokotlakd sloupcova chromatografie: MeCN/HZO: 0,3 min 50%
MeCN, 3-20 min 50-100% MeCN, 20-40 min 100% MeCN, K'=7,96
(kolona RP-18, prutok = 1 ml/min),

chromatografie na tenké vrstvé: Rf (CHC1,:AcOEt = 95:5 obje-
mové) = 0,28,

1

-CH -CHN+COO/2x N+CH,CH,-

H-NMR (ppm): 1,3(m, 8H, N+CH ,CH,

CH, N+),
2,7-3,0(m.10 H 5x N+CH
3,8(t, 1H,N+CHCOO),
hmotové spektrum: ME = 647 (m.hm.=646).

-CH

2 2 2

2)l

1.d P¥iprava 2,5-bis-/terc.butoxykarbonyl-/3-(terc.butoxy-
karbonylamino)propyl/amino/pentan-1-olu (1.4d)

L-5-Karboxytetra-terc.butoxykarbonylspermin (1,94 g,
3 mmoly) se rozpusti ve 30 ml THF. Potom se do ziskaného roz-
toku zavede mikropipetou 370 ml (3,1 mmolu) N-methylmorfoli-
nu. Reak®ni sm&s se pod dusikovou atmosférou ochladi na te-
plotu 15 Oc (v 1ldzni suchého ledu a ethylenglykolu). Potom
se prida 390 ml (3,1 mmolu) isobutylchlorformiétu. Po tfech
minutdch se reak&ni smés nalije do k&dinky obsahujici natrium-
borohydrid (2 g) rozpu3tény ve 20 ml vody teplé 4 °c. THF se
potom odpafi. Pfidd se roztok hydrogensiranu draselného (az
do pH 7). Produkt se extrahuje AcOEt, promyje roztokem hydr-
genuhliditanu sodného a potom roztokem chloridu sodného, na-
“¢e? se vysu$i nad siranem Hofécnatym, zfiltrujé a odparil. =~
72iskd se 1,15 g produktu, coZ odpovidd vytézku 61 %.
Chromatografie na tenké vrstvé vede ke dvéma skvrndm. Prove-
de se tedy separace na sloupci silikagelu za pouZiti téhoz
eluéniho &inidla, &imZ se ziskd 0,97 g produktu (ve formé
?lutého oleije). VytéZek separace Cini 84 %.
Vytéfek redukce je 51 %. '
Chromatografie na tenké vrstvé: Rf (EP:ACOEt = 1:1 objemové)=

0,24,




1H—NMR (ppm): 1,42 (s, 4xBoc),

1,5-1,7(m, 8H N+CH
CH2N)r
2,85-3,2 (m,10H 5x NCHZ),
3,4(m, 1H,NCHCH,OH) ,
3,7 (d,ZH,CHZOH),
6,8 (m,2H,NH),
hmotové spektrum: mat = 633 (m.hm.=632).

-CH -CH,,-

-CH.,-CHN/ 2x N+CH2 2

2 2 2

1.e Priprava kyseliny 2,5-bis-/3-(terc.butoxykarbonylami-
no)propyl/-/terc.butoxykarbonylamino/pentyloxykarbonyl-
methoxyoctové (1.e)

0,51 g (0,806 mmolu) produktu ziskaného ve stupni

1.4 se rozpusti v 10 ml CH,C1 K ziskanému roztoku se pri-

daji dva ekvivalenty diglykolinhydridu (1,535 mmolu, 0,178
g), 2,2 ekvivalentu triethylaminu (1,687 mmolu, 235/ul) ab
mg DMAP. Po jedné hodiné chromatografie na tenké vrstvé re-
akéni smési ukazuje, ze alkohol zreagoval. Ke smési se pri-
da CH,C1,, nacCez se smés promyje 3 x 50 ml roztoku hydrogen-
siranu draselného, 3 x 50 ml roztoku chloridu sodného a vy-
su$i nad siranem hofecnatym a potom odpari. Ziskda se 0,26 g
pevného produktu, coz odpovida vytézku 43 %.
1,:MeOH:ACOH = 90:8:2
.objemoveé) = 0,75,
hmotové spektrum: MH® = 749 (m.hm.=748).

Chromatografie na tenké vrstvé: Rf (CHCL

= —=1yfg=-Priprava-2,5-bis-/tercrbutoxykarbonyl-/3=(terc.butoxy- -
karbonylamino)propyl/amino/pentyl-dioktadecylkarba-
moylmethoxy)acetdtu

0,123 g produktu ziskaného v pfedchdzejicim reakCnim
stupni (0,164 mmolu), 1 ekvivalent (0,0856 g) dioktadecylami-
nu, 3 ekvivalenty triethylaminu (68,4 ml), 1,1 ekvivalent
(0,0798 g) BOP se rozpusti v CHCl,. ReakCni smés se potom

michd pfi okolni teploté. Po dvou hodindch se k reakéni smé-




si prida 100 ml CH2C12 a smés se promyje 3 x 100 ml roztoku

hydrogensiranu draselného, roztoku hydrogenuhlicitanu sodné-

ho a roztoku chloridu sodného (az do pH 7), nacez se vysusSi

a potom odpafi. Ziskd se 0,13 produktu, coz odpovida vytez-

ku 63 %.

Chromatografie na tenké vrstvé: Rf (EP:AcOEt = 1:1 objemové)=
0,62; vyvoldni jodem, ninhy-
drinem a fluorescaminem.

"H-NMR (ppm): 0,90 (t,J=7,5 Hz, 6H:CH,),

1,20-1,75 (m, 108 H:CHZ/C(CH
3,05-3,35 (m,14 H:CHzN),
4,15-4,35 (m, 3H:NCHCH20CO),
4,23-4,27 (2s,2x% 2H:OCH2CO),
4,5-5,5 (m, rozpr.,2H:NH),

hmotové spektrum: MH = 1252 (m.hm.=1251),

3)3)!

elementdrni analyza:

(C71H137N5012) C(%) H(%) N(%)
vypocteno 68,06 11,02 5,59
nalezeno 67,14 11,93 5,86.

1.9 Priprava 2,5-bis-(3-aminopropylamino)pentyl-(dioktade-

cylkarbamoylmethoxy)acetdtu

1 ml TFA se pridd k 0,025 g produktu ziskaného ve
stupni 1.f (0,02 mmolu) v tribici "Eppendorf"R o obsahu 1,5
ml a smés se zde ponechd po dobu jedné hodiny pri okolni te-

ploté. TFA se potom odpafi. Potom se pridd SOO/ul ethanolu

7" Ttak, aby Byl ziskdn 40mM roztok potrebny pro biologické tes= T TTTT

ty.
Hmotové spektrum: MH' = 852 (m.hm. = 851).

Priklad 2

Priprava 1,3-bis-(3-aminopropylamino)-2-propyl-(dioktadecyl-
karbamoylmethoxy)acetdtu (2.f)
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2.a Pfiprava 1,3-bis-(2-kyanoethylamino)-2-propanolu (2.a)

3,6 g (40 mmold) 1,3-diamino-2-propanolu se rozpusti
v 75 ml methanolu. Potom se k ziskanému roztoku pfidd v pru-
b&hu 15 minut 5,76 ml (80 mmold) akrylonitrilu. Zkouska na
fluorescamin je pozitivni. Reakéni smés zistane bezbarva.
Reak&ni smds se potom michd pfi okolni teploté& pfes noc. Zkous-
ka na fluorescamin je poto negativni- Methanol se odpari. Izo-
).

luje se 7,9 g produktu (100% vytézek surového produktu
2.b Priprava 1,3-bis-(3-aminopropylamino)-2-propanolu (2.b)

Hydrogenace se provede v autokldavu propldchnutém dusi-
kem p¥i teploté 27 ©c. Produkt ziskany v reakdnim stupni 2.a
se rozpusti ve smé&si 15 ml methanolu, 10 ml ethanolu a 5 ml
2M roztoku hydroxidu draselného. Roztok se proplachne argo-
nem, naleZ se k nému v autokldvu pridaji 4 ml suspenze Ra-
neyova niklu. V prubé&hu 3 hodin klesne tlak v autokldvu z pi-
vodni hodnoty 5,16 MPa na hodnotu 3,76 MPa, naceZ se stabili-

_zu]e po dobu de151 nez jedna hodina. Obsah autokldvu &ini

250 ml, zatimco objem reakéni smési &ini 30 ml. Ziskand suspen-

ze se zfiltruje, promyje vodou a zavede do rotacni odparky.

7iskd se zluty olej. ZkousSka na fluorescamin Je pozitivni.

2.c Priprava 1,3-bis-/3-terc.butoxykarbonylamino-(terc.bu-

toxykarbonylaminopropyl/-2-propan-2-olu (2.c)

Produkt ziskany ve stupni 2.b se chrdni stejnym zpisobem

jako ve stupni 1.C. Pridd se 100 ml CH,CIl,. 39,2 g (179 mmold)




di-terc.butyldikarbondtu ve formé roztoku ve 100 ml dioxanu
se potom po kapkdch pf¥idd k ziskané smési. Roztok se michd
po dobu 72 hodin. Rozpoudté&dlo se odpafi a prida se roztok
hydrogensiranu draselného. Produkt se extrahuje za pouZiti
ACOEt (3 x 100 ml). Jednotlivé frakce se slouc¢i a promyji
roztokem hydrogensiranu draselného, hydrogenuhlic¢itanu sod-
ného a chloridu sodného, nale? se vysusi nad siranem hofec-
natym a odpari. ziskd se 20 g produktu, coz odpovidd vytéz-
ku 83 %, vztaZeno na vychozi produkt.

Produkt se rekrystalizuje z EP.

Chromatografie na tenké vrstvé:

Rf (EP:AcOEt
Rf (EP:AcOEt

"H-NMR (ppm): 1,4 (2s,36H: 4 x (CHj),),

1,65 (gt, 4H: 2 x NCHZCHZCHzNH),

1:1 objemové) = 0,23

1:2 objemoveé) = 0,63,

2,95 (g,4H: 2 x NHCH,CH,),
3,1 (2d,4H: NCH,CHCH,N),
3,2 (t,4H: NCH,CH,),

3,85 (m,1H:0H),
5,9 (s,2H:NH),
hmotové spektrum: MET = 605 (m.hm.=604).

2.d P¥iprava kyseliny 1,3-bis-/3-terc.butoxykarbonylami-
no(terc.butoxykarbonylaminopropyl/-2-propyl-2-ethoxy-
karbonylmethoxyoctové (2.d)

604 mg (1 mmol) produktu ziskaného ve stupni 2.c se

T~h=vw*=mwww=rozpus%iwvew20=mlﬁCH2Cl2p—naéeéwse1do;ziskaného.roztokuwza;:,wzgwywn

vedou 2 ekvivalenty anhydridu (2 mmol, 0,232 g), 2,2 ekvi-
valentu NEt3 (307/ul, potom 100/u1), 6,5 g DMAP. Po 24 hodi-
novém michdni pfi okolni teploté& se ke smési prida CH,C1,,

a smds se promyje roztokem hydrogensiranu draselného a roz-
tokem chloridu sodného, vysuSi nad siranem hofecnatym a po-
tom odpati. Ziskd se 0,156 g produktu (vytézek 22 %).
Chromatografie na tenké vrstvé: Rf (CHC13:MeOH:AcOH=90:8:2

objemové) = 0,71,




_20_

"H-NMR (ppm): 1,2-1,4 (2s,36H: 4 X (CHy) 5),
1,5 (m,4H:2x NHCH2C32CH2N),
2,85(q,4H:2 x NHCH,CH,),
3,1 (m,84: 4 x NCHZ),
3,9-4,2 (2s,4H:2 x OCH
5,25 (m,1H:CH CHCH2),
6,7 (2H:NH),

hmotové spektrum: MET = 721 (m.hm.=720).

2COO),

2

2.e Priprava 1,3-bis-/3-terc.butoxykarbonylamino(terc.bu-
toxykarbonylaminopropyl/-2-propyl-(dioktadecylkarba-
moylmethoxy)acetdtu

0,216 mmolu kyseliny ziskané v predchdzejicim stupni
2.4 se rozpusti ve 3 ml CHCl;. K ziskanému roztoku se potom
pridda 1 ekvivalent DODA (0,113 g), 3 ekvivalenty NEt; (100
/ul) a 1,1 ekvivalentu BOP (0,11 g). Reakéni smés se potom

michd pfi okolni teploté po dobu 24 hodin. CHCl, se odpafri,

nacez se ke zbytku pridda 100 ml AcOEt. Organickg fdze se pro-
myje 0,5M HCl, roztokem hydrogenuhlicitanu sodného a rozto-
kem chloridu sodného aZ k dosaZeni pH 7, naleZ se vysusi

nad siranem hofecCnatym a potom odpa¥i. Ziska se 0,185 g pro-
duktu (vytézek 70 %). Provede se chromatografie na sloupci
silikagelu. Izoluje se 110 mg produktu (42 %).

Chromatografie na tenké vrstvé: Rf (CHC1:MeOH:ACOH=90:8:2

objemové)= 0,8+,
Rf (EP:AcOEt = 1:1 objemové)

e R e R
"H-NMR (ppm): 0,85 (t,6H:2 x CH,),

1,20—1,55(m,100H:CH2/C(CH3) ),

1,6 (m,4H:2 x NHCHZCHZCH2 ),

3,05-3,4(m,16H:2 x NHCHZCHzCH2N/NCH2CHCH2N/2x

CH,N),
4,1(S,2H:NCOCH20),
4,15(s,2H:0CH,C0O0),,

2
5,25(m,1H:CH2CHCH2)’




6,15(m,2H:NH) ,
hmotové spektrum: MH' = 1224 (m.hm.=1223.

2.f Priprava 1,3-bis~/3-terc.butoxykarbonylamino~(terc.bu-
toxykarbonylamino-(terc.butoxykarbonylaminopropyl/-2-
propyl-(dioktadecylkarbamoylmethoxy)acetatu (2.f)

1 ml TFA se pridd k 0,0247 g produktu ziskaného ve
stupni 2.e (0,021 mmolu) v trubici "Eppendorf"R o obsahu 1,5
ml, kde se ponechd pri okolni teploté po dobu jedné hodiny.
TFA se potom odpa¥i. Potom se prida SOS/ul ethanolu tak, aby
se ziskal 40mM roztok potfebny pro biologické testy.
Hmotové spektrum: MH' = 824 (m.hm.=823).

Priklad 3

Priprava 2-(3-aminopropylamino)-1-(3-aminopropylaminomethyl)-

ethyl-(N,N-dioktadecyl)sukcinamdtu

N-H

~

N-H

oo 0 M
gb_ —u\mnm’JL_&/\/\/\/\/\/\,\,\,

N-H

Y

Tato sloudenina se pripravi podle protokolu popsaného vyse

T v prikladu 2, kdy se kysélina diglykolova nahradikyselinou

jantarovou. Analyza provedend hmotovou spektrometrii takto
ziskaného produktu indikuje fragment MH : 808, coz je v sou-

ladu s olekdvanou hmotnosti.

Pouziti lipopolyamind podle vyndlezu pro transfekci in vitro

genetického materidlu

A) Plasmidy pouzité pro pfenos gend in vitro




PO

PouZije se plasmid pCMV-LUC. Jedna se o konstrukci
zahrnujici reportérovy gen "luciferdzu" odvozenou bud od
plasmidu pGL2-Basic Vector (Promega) nebo od plasmidu pGL2~-
Control Vector (Promega) inzerci fragmentu Mlu I-Hind IIIL
obsahujiciho promotor lidského cytomegaloviru (CMV) extra-

hovany z plasmidového vektoru pcDNA3 (invitrogen).
B) Protokol pripravy roztokd pouzitych pro transfekci

Lipopolyaminy pripravené podle predchdzejicich pri-
kladd se rozpusti v ethanolu za vzniku 40mM roztoku, nacez
se potom zfedi smési ethanolu a vody, pficemz se udrzuje
koncentrace ethanolu nizsi nez 10 %. Roztoky kyseliny nukleo-
vé uréené k transfekci se zfedi fyziologickym roztokem
(0,15M NaCl), naceZ se pridaji k roztokim lipopolyamini
v poméru 1:1 objemové. Po homogenizaci vifivym michadlem a
15 minutové inkubaci pf¥i okolni teploté se roztoky DNA/li-
popolyamint distribuuji (findlni konc. 9 ébj.%) do jamek
titraéni plotny, kde jsou buiky promyté kultivacnim prostre-

dim bez proteind (sérum).

Priklad 4

Vliv poméru ndboji (aminy/fosfdty) na dclinnost transfekce

Vzorky obsahujici 1.10° bun&k NIH 3T3 v exponencial-
ni fazi rdstu na 2 cm’ se zpracuji roztoky lipopolyaminy/p-
CMV-LUC, majicimi proménné ndbojové poméry, po dobu 4 hodin

pfi teploté 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % CO,, pricemz
“kazdy vzorek pojme 1 /Tléj nukleové kyseliny. Studium exprese

reportérového genu se provddi po priddni fetdlniho teleciho
séra (findlni koncentrace 8 %) a po ndsledné 40 hodinové
kultivaci v su3drné s atmosférou oxidu uhlic¢itého. Aktivita
luciferdzy se stanovi svételnou emisi /RLU = relative light
unit/ v pfitomnosti luciferinu, koenzymu A a ATP po dobu 20
sekund a vyjadri v /49 proteinu v supernatantu ziskaném po

lyzi bunék. Ziskané vysledky jsou uvedeny v ddle uvedené

tabulce I.




Tabulka

Lipopolyamin z pr.] Lipopolyamin z pr.2
Pomér nabojd |luminescence koef.var. (%) |luminescence |koef.var.($%)
1 69 5 23 34
2 5091 3 252 6
4 3636 30 7890 3.
6 21334 3 61401 5
8 40846 3 73224 - 2
10 55321 1 77633 2
12 53239 5 48634 5
14 36 10 52417 2
‘ADN samot. 52 5

Ka?dd hodnota odpovidd priméru ze tfi nezdvislych pokusu.

Tento pokus jednoznalné ukazuje, Ze lipopolyaminy podle vy-

ndlezu umoZfiuje pfenos genl za podminek Zddoucich pro jejich

expresi.

pP¥iklad 5

Vliv koncentrace kyseliny nukleové ve smé&sich DNA/lipopoly-

aminy.

centrace DNA pri stejﬁém'pomeru nabOJu

Za pouziti stejného protokolu, jaky byl popsdn v pred-
chdzejicim prikladu se buiky NIH 3T3 oSetri smésmi DNA/lipo-

polyamlny za podmlnek, v rdmci kterych se pouziji rdzné kon-

'V tomto pripadd sé”
aktivita luciferdzy mér¥i po dobu 20 sekund a vztahuje na

2,5.10°
sledujicich tabulkach II a III.

ofet¥enych bundk. Ziskané vysledky jsou uvedeny na-

Tabulka II

Lipopolyamin z pfikladu 1




- 24 -

Pomér naboju

ug DNA x4 x6 x8 x 10
0,25 27 (19) 25 (20) 32 (31) 36 (15)
0,5 23 (5) 37 (54) 4476 (4) 4811 (19)
1,0 4945 (12) 19194 (14) 30933 (21) 39357 (3)
2,0 93937 (2) 105533 (1) 111167 (14) 8315 (15)
3,0 106293 (11) 100093 (8) 53475 (12)

4,0 98553 (10) 69863 (8)
Tabulka
Lipopolyamin z prikladu 2
Pomér nabojl

ug DNA x 4 x 6 x 8 x 10
0,25 40 (17) 52 (64) 122 (14) 51 (5)
0,5 28 (10) 204 (25) 36533 (7) 44473 (7)
1,0 3427 ((12) 48167 (13) 49363 (13) 50083 (9)
2,0 33377 (13) 44697 (18) 30670 (16) 9544 (4)
3,0 9686 (3) 31557 (2) 9157 (8)

4,0 4321 (9) 40105 (10) - )

jddfenému v $%.

_Kazdd hodnota odpovidd pruméru ze t¥i nezdvislych pokusd.

Hodnoty uvede v zdvorkach odpovidaji koeficientu variace vy-
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PATENTOVE NAROKY

1. '~ Lipopolyamin ve formé D, L nebo DL nebo nékterd z

jeho soli obecného vzorce I

HoN-((CH) p-NH)-H

R (1)
ve kterém
m znamend celé Cislo od 2 do 6,
n znamena celé ¢islo od 1 do 9 a vyhodnéji od 1 do 5,

pfidemz v pifipad&, %e n znamend celé &islo od 2 do 9,
potom v obecném vzorci je pritomna jedind skupina R
odlisnd od vodiku, a m md proménné nebo identické hod-
noty ve skupindch -(CH )~ nebo -(CH,) -,

R

R znamend atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce II

_>—Y—R6 (I1)
R4 ‘

—(CH)p
L

X a X' znamenaji nezévislevjeden na druhém atom kysliku,
methylenovou skupinu —(CHz)q—, kde q znamena 0, 1, 2

nebo 3, nebo amino-skupinu -NH- nebo NR’-, kde R’ zna-

ve kterém » o

mend alkylavou skupinu obsahujici 1 az 4 uhlikové ato-
ny,
Y a Y’ znamenaji nezdvisle jeden na druhém methylenovou sku-

pinu, karbonylovou skupinu nebo skupinu C=S,
37 R4 a R5 znamenaji nezdvisle jeden na druhém atom vodiku
nebo substituovanou nebo nesubstituovanou alkylovou

skupinu obsahujici 1 aZz 4 uhlikové atomy,




znamend ¢islo od 0 do 5 a

T

Re znamena cholesterolovy derivat nebo alkylamino-skupinu

-NR,R,, ve které R, a R, znamenaji nezdvisle jeden na
druhém nasycenou nebo nenasycenou, linedrni nebo roz-
vétvenou alifatickou skupinu obsahujici 12 a3 22 uhli-

kovych atomu.

2. Lipopolyamin podle ndroku 1 obecného vzorce I, ve kte-

! rém R vyhodné znamend skupinu obecného vzorce II’

0
74 R3 0
O——C ’
——(cfH)p/ ?—X>_<R6 (r’)
R5

ve kterém Ry, Ry, Rg, Re ap maji vyznamy uvedené v ndroku 1
a X znamend atom kysliku nebo skupinu —(CHZ)q—, kde g zname-~

na nulu.

3. Lipopolyamin podle ndroku 1 nebo 2 obecného vzorce I,

kterym je sloucdenina vzorce

ve formé D, L nebo DL nebo nékterd z jejich soli.

4. Lipopolyamin podle ndroku 1 nebo 2 obecného vzorce I,

kterym je slouclenina vzorce




H
'

N-H

2
bl AT
: .

%

ve form& D, L nebo DL nebo nékterd z jejich soli.

5. Lipopolyamin podle ndroku 1 nebo 2 obecného vzorce I,

kterym je slouclenina vzorce

H
'

N-H

2
NHo i i »~/~/\/\/\/\/\/\/\
§—-H -KCHZ)Z/“_M

N-

1M

ve form& D, L nebo DL nebo nékterd z jejich soli.

6. Lipopolyamin podle ndroku 1 nebo 2 obecného vzorce I,

‘kterym je sloucdenina vzorce

ve formé& D, L nebo DL nebo nékterd z jejich soli.

-,

7.  Farmaceutickd@ kompozice, vy znacena ¢t

s
3




e obsahuje alespon jeden lipopolyamin podle nékterého z

ndrokd 1 aZ 6 a alespon jednu nukleovou kyselinu.

8. Farmaceutickd kompozice podle naroku 7, vy z n a-
¢ ena t 1 m , Ze nukleovou kyselinou je kyselina deso-

xyribonukleova.

9. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 7, vy z n a -
¢ en a t 1 m , Ze nukleovou kyselinou je kyselina ribo-

nukleova.

10. Farmaceutickd kompozice podle naroku 7, 8 nebo 9,
vyznadcenad t i m, Ze nukleova kyselina je chemic-

ky modifikovana.

11. Farmaceutickd kompozice podle nékterého z narokid 7
az 10, vy znacen a t i m , Ze nukleovou kyselinou

je antimedidtorova sekvence.

12. Farmaceutickd kompozice podle nékterého z ndrokl 7

az 10, vy znacena t i m , Ze nukleovd kyselina obsa-
huje terapeuticky gen.

13. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 12, vy z n a C e-
nd tim, %e terapeuticky gen kéduje protein uplatfuji-

ci se pfi metabolismu lipidd, jako épol%giotein zvoleny z

mnoziny zahrnujici apoliproteiny A-I, A-II, A-IV, B, C-I,

_¢-11, C-111, D, E, F, G, H, J a apo(a), enzym, jako lipo-

protein-lipaza, hepatlcka llpaza nebo dalsi lipdzy, lec1t1n—_
cholesterol-acyltransferdza, 7alfa-cholesterol-hydroxyldaza

a kyselina fosfatidovd-fosfatdza, pfenosovy protein lipidi,
jako prenosovy protein esterd cholesterolu a prenosovy pro-
tein fosfolipidd, vazebny protein HDL nebo také receptor
zvoleny napfiklad z mnoziny zahrnujici receptory LDL, re-

ceptory chylomikrons-remnantl a scavengerové receptory.

14. Farmaceutickd kompozice, vy zna ¢ end t

P
3
~




e obsahuje nukleovou kyselinu, lipopolyamin podle nékteré-
ho z ndrokli 1 a% 6 a prisadu schopnou spojit se s komplexem
lipopolyamin/kyselina nukleovd a zlepsit jeho transfekcéni

potenci.

15. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 14, vy z n a =
¢ en a t { m, Ze pfisadou je jeden nebo nékolik neutrdl-

nich lipidu.

16. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 15, v y z n a-
Cena t { m , e neutrdlni lipid nebo neutrdlni lipidy
jsou zvoleny z mnoziny zahrnujici syntetické nebo p¥irodni
lipidy majici zwiterionovy charakter nebo prosté iontového

ndboje za fyziologickych podminek.

17. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 16, vy z n a -
¢ en a t { m , e neutrdlnim lipidem nebo neutrdlnimi 1li-

pidy jsou lipidy se dvéma mastnymi fetézci.

18. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 17, vy z n a -
¢ ena t i m , %e neutrdlni lipid nebo neutrdlni lipidy
jsou zvoleny z mnoZiny zahrnujici dioleoylfosfatidylethanol-
amin (DOPE), oleoyl-palmitoylfosfatidylethanolamin (POPE),
di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoylfosfatidylethanolamin,
jakoZ i jejich 1 aZ 3 krdt N-methylované derivdty, fosfati-
dylglyceroly, diacylglyceroly, glykosyldiacylglyceroly,
cerebrosidy, zejména galaktocerebrosidy, sfingolipidy, ze-

...__jména_sfingomyeliny, a asialogangliosidy, zejména asialo-

GM'! a GM2.
19. Farmaceutickd kompozice podle né&kterého z ndroki
14 a2 18, vy znadcen a t 1{ m, Ze obsahuje 0,1 az 20

ekvivalentd pfisady na jeden ekvivalent lipopolyaminu, vyhod-
nd 1 ar 5 ekvivalentl prisady na jeden ekvivalent lipopoly-

aminu.

20. Farmaceutickd kompozice podle nékterého z ndrokd 7




az 19, vy znadcena t { m , Ze obsahuje farmaceutic-

ky prijatelny nosié pro injikovatelnou formulaci.
21. Farmaceutickd kompozice podle nékterého z ndroka 7
az 19, vy znadena t i m , e obsahuje farmaceuticky

pfijatelny nosié pro pouziti na pokoZku nebo/a na sliznici.

22. Pousiti lipopolyaminu podle nékterého z ndrokd 1 az

6 pro transfekci in vivo nebo in vitro bunék.

Zastupuje=:__
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