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Nukleiinihappojen jakaminen

Tdmd keksintd koskee menetelmda vieda yhdisteitd, erityises-

ti nukleiinihappoja soluihin. Lisdksi t&dmé& keksintd koskee
koostumuksia kdytettdvdksi tdssa menetelmdassa.

On lukuisia tilanteita, missd on toivottavaa jakaa tarkoin
madrattyjd yhdisteitd soluihin. Erds naistd sovellutuksista
on eukaryoottisolujen transfektio DNA:1la. Tata tehd&dan tal-
14 hetkelld kayttamdllad erilaisia kaupallisia aineita, kuten
"Transfectam" (Promega), "DOTAP", (Boehringer Mannheim),
"Lipofectin"” tai "Lipofectamine" (BRL) tai kdyttamallad kal-
siumfosfaatin vdlittdmda transfektiota.

Kyvylla jakaa nukleiinihappopohjaisia yhdisteitd soluihin on
sovellutusta ladkkeen jakamisessa ja geeniterapiassa. Yhdis-
teiden jakaminen soluihin muuttaa liittyneena yhdisteeseen
alla kuvattua kaavaa. Sellaiset muutokset voidaan selvasti
osoittaa modifikaatioina niiden toiminnan kestoon (esim.
hidas vapautuminen tai pitkitetty toiminta), vaaditun laak-
keen mddradn tai jakamistapaan. Soluihin jakaminen kaytta-
m&llad yhdisteitd, jotka ovat vaihtelevia alla kuvattujen pa-
rametrien puitteissa, vol myds tehdd ldédkkeiden solu- tai
kudosspesifisen kohdentamisen mahdolliseksi.

Taman keksijat ovat havainneet, ettd molekyylien yhteenliit-
tyminen yhdisteiden kanssa, joita on modifioitu rasvahappo-
asyylijohdannaisilla, joilla on alla oleva yleinen kaava,
helpottaa noiden yhdisteiden jakamista soluihin.

Sen mukaisesti ensimmdisessd ndkokohdassa tamé keksinto
koostuu menetelmdstd viedd nukleiinihappo soluun, mihin si-

sdltyy solun altistaminen yhdisteelle, jonka kaava on:

CHzo—Rl
W x-y-NH-C-R,
CHzo_RZ
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misséa:

w on nukleiinihappo

X on peptidi tai aminohappo

y on linkkeri, jonka ketjun pituus on vastaava kuin 1-20
hiiliatomia tai puuttuu

R, on H tai CH,0-R,; ja R,, R, ja R, ovat samat tai erilaiset
ja ovat joko vety, metyyli-, etyyli-, hydroksyyli- tai asyy-
liryhmd, joka on johdettu rasvahaposta, jossa on 3-24 tyydy-
tetyn tai tyydyttdmdttoémédn hiiliatomin hiiliketju, edelly-
tykselld, ettd ainakin yksi R,:stéd, R,:sta ja R,:sta on asyy-
liryhmd, joka on johdettu rasvahaposta.

Toisessa ndkokohdassa tdmd keksintd koostuu menetelmidsti
viedd nukleiinihappo soluun, mihin sisdltyy solun altistami-
nen yvhdisteelle, jonka kaava on:

W -X-Y—NH_CHz_CHzo-Rs

misséa:

w on nukleiinihappo

X on peptidi tai aminohappo

y on linkkeri, jonka ketjun pituus on vastaava kuin 1-20
hiiliatomia tai puuttuu

R, on asyyliryhmd, joka on johdettu rasvahaposta, jossa on 3-
24 tyydytetyn tai tyydyttéamdttéman hiiliatomin hiiliketiju.

Kolmannessa ndkdékohdassa tédmd keksintd koostuu yhdisteestd
kdytettavidksi vietdessd nukleiinihappo soluun, yhdisteen

kaavan ollessa:

Cl:HzO—R1
W 'X-y-NH-C-R,
CH.O-R,

missé:
w on nukleiinihappo

X on peptidi tai aminohappo
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y on linkkeri, jonka ketjun pituus on vastaava kuin 1-20
hiiliatomia tai puuttuu

R, on H tai CH,0-R,; ja R,, R. ja R, ovat samat tai erilaiset
ja ovat joko vety, metyyli-, etyyli-, hydroksyyli- tai asyy-
liryhmd, joka on johdettu rasvahaposta, jossa on 3-24 tyydy-
tetyn tai tyydyttimittéman hiiliatomin hiiliketju edellytyk-
selld, ettd ainakin yksi R,:std, R,:sta ja R,:sta on asyyli-
ryhmd, joka on johdettu rasvahaposta.

Nelijdnnessd ndkdkohdassa tadmd keksintd koostuu yhdisteestd
kdytettdvaksi vietdessd nukleiinihappo soluun, yhdisteen
kaavan olessa:

W.....X-y-NH-CH,CH,0~R,

missé:

w on nukleiinihappo

X on peptidi tai aminohappo

y on linkkeri, jonka ketjun pituus on vastaava kuin 1-20
hiiliatomia tali puuttuu

R. on asyyliryhmd, joka on johdettu rasvahaposta, jossa on 3-
24 tyydytetyn tai tyydytt&mdttdémén hiiliatomin hiiliketju.

Tadman keksinndn jokaisen nédkdkohdan edullisessa muodossa on
v.

Tadmdn keksinndtn edullisessa suoritusmuodossa nukleiinihappo
on DNA, RN2A tai oligonukleotidejd, joko DNA:ta tai RNA:ta,
modifioituja oligonukleotidejd tai niiden yhdistelmd. Nukle-
iinihappossa voi olla my6s kemiallisia lisdaineita, kuten

fluoreseiini (FITC), kolesteroli, biotiini tai radioleima.

Tadman Kkeksinnoén menetelmdd voidaan kdyttda nukleiinihappojen
jakamiseen, DNA, RNA, oligonukleotidejd, joko DNA:ta tai
RNA:ta, modifioituja oligonukleotidejd tai niiden yhdistelm&
mukaanluettuna, eukaryoottisiin soluihin, mukaanluettuna
luodut eldin- tai kasvialkuperdd olevat solulinjat, el&din-
tai kasvialkuperdd olevat primddriset solulinjat, kokonaiset
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eldimet ja kasvit, kdytetdanpad Jjadrjestelmidllisesti tai pai-
kallisesti tail aerosolina. Tédssd suhteessa viitataan EPO 424
688:aan, mikd esitys on liitetty tdhdn viitteeksi. Nukle-
iinihappossa voi olla my6s kemiallisia lis&daineita, kuten
fluoreskeiini (FITC), kolesteroli, biotiini tai radioleima.

Tdman keksinndén menetelmd&d tarkastellaan yleisesti sisaltéa-

védn yhdisteen kdytdn péddasiallisesti vesipitoisessa seokses-
sa kiinnostuksen kohteena olevan solun pinnalle. Kokonaisten
organismien tapauksessa kuitenkin saattaa olla tarpeellista

kdyttdd yhdistettd pddasiallisesti ei-vesipitoisessa muodos-
sa paikallistetulla tai systeemiselld ruiskeella, paikalli-

sesti tai sisdanhengittamdlls.

Tadmdn keksinnén kuvaukseen sisdltyy leimausyhdisteiden, ku-
ten fluoreseiinin (FITC) tai biotiinin lisdys peptidiin vi-
sualisoitavaksi ja jdljittamdan jalkia soluissa ja organis-
meissa. Leimatut yhdisteet annettaisiin soluihin milld ta-

hansa edelld kuvatuista reiteistd tai menetelmista&.

Peptidi voi olla mink& pituinen tahansa ja siing voi olla
toiminnallisia domeeneja, kuten tuman paikallistamissignaa-
leja ja/tai nukleiinihapon sitovia domeeneja. Sellaisia toi-
minnallisia domeeneja voi olla tandemissa tai haarautuneessa
rakenteessa, kuten sellainen joka voidaan rakentaa kaytta-
malla lysiinid. Peptidissd on tyypillisesti kauttaaltaan
positiivinen varaus vetdmddn puocleensa Jja pitédm&an nukleii-
nihappo liittyneend, esimerkiksi yhden tai useamman lysii-
nijddnnéksen peptidiin. Peptidi voidaan kuitenkin rakentaa
kantamaan kauttaaltaan neutraalia varausta, jos tédmé& on e-
dullista Jjakamisen erilaisille muodoille, esim. systeemisel-

le jakamiselle in vivo.

Linkkeri voi olla mikd tahansa alalla tunettuista lukuisista
molekyyleistd. T&4lld hetkelld on kuitenkin edullista, etta
linkkeri on aminohappo tai peptidi, esimerkiksi alaniini,
leusiini, glysiini, fenyylialaniini, lysiini tai niiden ho-
mo- tai seospolymeerit. Linkkerissd voi olla mydés aminochap-
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poja, jotka eivat ole tyypillisi§, tédten sallien linkkerin
pituuden pidennyksen yli standardi-aminohapon. Tdssd suh-
teessa on erityisen edullista, ettd linkkeri on aminobutyy-
ri-, aminokaproni- tai aminokapryylihappo.

Vield erd&ssad edullisessa tdmdn keksinnén suoritusmuodossa
R,, R, ja R, ovat samat ja ovat edullisesti rasvahappojen a-
syylijohdannaisia, mukaanluettuna ryhmd, Jjossa on palmiaat-
tia, myristaattia, lauraattia, kaproaattia, oleaattia ja
kolesterolia ja erityisesti joko lauraattia tai myristaat-
tia.

Tédman hakijan australialaisessa patenttihakemuksessa nro.
649242 on esitetty menetelmd liittdd aminohapot tai peptidit
rasvahappoijen 1-3 asyylijohdannaisiin trometamiini- tai eta-
noliamiinijohdannaisen kautta. Kayttdmdllad tdtd menetelmida
voidaan muodostaa suuri mddrd rasvahappokonjugaattien pepti-
di/asyylijohdannaisia, joissa on rasvahappojddnndéksen 1-3
asyylijohdannaista. Tdssd@ hakemuksessa esitettyd menetelmdd
kdyttdmdlld voidaan muodostaa johtava yhdiste trilysiiniala-
niini-tris-tripalmitaatti (K3ATP3). Tadmdn hakemuksen esitys
on liitetty tdhédn viitteeksi.

Nukleiinihappo (yhdisteen "w") voidaan liittdd jdljelle jda-
vdidn yhdisteeseen kdyttdmdlld positiivisesti varautuneita
aminohappoja, esimerkiksi lysiini&, arginiinia, ornitiinia
jne., yhdisteen "x"-asemassa. Erityisen edullisia ryhmia
ovat monolysiini, dilysiini, trilysiini, tetralysiini tai
pentalysiiniryhmdt. Vaihtoehtoisesti nukleiinihappo voi olla
kovalenttisesti liittynyt peptidiin tai aminohappoon "x".
Lisdksi voidaan linkkeriryhmd alaniini substituoida esimer-
kiksi leusiinilla, glysiinilléd, fenyylialaniinilla tai a-
BOC~ (e-vapaa) lysiiniryhmd@lld ja rasvahappojen asyylijoh-
dannaisten mddrdd voidaan vaihdella 1-3. Olisi huomattava,
ettd milloin on toivottavaa kdyttda rasvahappojen yhtd asyy-

1li johdannaista, tris voidaan korvata etanoliamiinilla.
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Uskotaan myés ettd formulointi liposomeiksi standardimene-
telmin lipidilld, kuten dioleoyylifosfatidyylietanoliamiini
(DOPE), DOPC (DOP koliini) tai kolesteroli, voi lis&td kek-
sinnén kapasiteettid helpottamaan yhdisteiden jakamista so-
luihin. Tédmd on erityisesti todenndkéistd, kun on 2 rasva-
asyylijohdannaista. Felgner et al, 1987, PNAS 84, ss. 7413-
7417 ja Yago, K. et al, 1993, Biochem. and Biophys. Res.
Comm. 196(3), ss. 1042-1048, ovat kuvanneet liposomien for-
mulointimenetelmid. On myds osoitettu, ettd DOPE:n yksinker-
tainen lisd&4minen yhdisteiden liuoksiin voi merkitsevisti
lis&dtd niiden aktiivisuutta (koe 4 alla, VerafectinG2 +/-
DOPE). Samalla lailla muut transfektio-olosuhteiden modifi-
kaatiot, joissa on lisdaineita, kuten suolat, voivat lisdta
transfektiota. Muutokset ionivahvuudessa ja maa-alkalikatio-
nien lasndollessa on Kkuvattu muuttuvaksi transfektiotehok-
kuudeksi (Loeffler ja Behr, Methods in Enzymology, 1993, H,
599-654).

Tadmdn keksinnén paakdyttd olisi geeniterapiaa jakeleva aine.
Tadhdn mennessid havaittu suhteellisen tehokas geenien siirto
soluihin kytkettynd alhaiseen toksisuuteen (erityisesti kun
verrataan kaupallisesti saatavilla oleviin aineisiin) tekee
keksinnéstd ideaalisen yhdisteiden sarjan terapiakdyttédn.
Lisdd tietoa koskien geeniterapiaa voidaan 18ytdd Nabel et
al, 1993, PNAS, 90, ss. 11307-11311, mik&d esitys on liitetty
tdhan viitteeksi.

Jotta tdmadn keksinndén luonnetta ymmidrrettdisiin selvemmin,
nyt kuvataan sen edullisia muotoja viittaamalla seuraaviin
esimerkkeihin ja kuvioihin, joissa:

Kuvio la esittdd VerafectinIN ja DMSO:n toksisuuden ja 1b e-

sittdd %:a selvinneet Verafectinissg verrattuna DMSO:hon.

Sytotoksisuus mddritettiin kdyttadmdllsd standardia MTT- (3-
[4,5-dimetyylitiatsol-2-yyli]2,5~difenyylitetrasoliumbromi-
di; tiatsolyylisininen) testid. Verafectin on K3ATP3 ja kon-
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sentraatio on esitetty uM:na, DMSO:ta kdytettiin vastaavana
konsentraationa kuin Verafectinin laimentimelle.

a. Solukuolema johtaa OD:n laskuun

b. Solun selvidminen laimennetun, vain DMSO:n l&sndollessa
otettiin 100 %:ksi ja selvidminen Verafectinin ldsnédollessa
sdddettiin sen mukaisesti.

Kuvio 2a esittdd Verafectinin ja etanolin sytotoksisuuden ja
2b esittdd selvidmisen Verafectinissd verrattuna etanoliin.

Sytotoksisuus midritettiin kdyttémdlla standardia MTT (3-
[4,5-dimetyylitiatsol-2-yyli]2,5~difenyylitetrasoliumbromi-
di; tiatsolyylisininen) testid. Verafectin (K3ATP3) liuotet-
tiin 100 %:iin ldmmintd etanolia 10 mg/ml ja sen jédlkeen
laimennettiin veteen konsentraatioiksi, jotka ndhdd&n uM:na.
a. Etanoli laimennettiin rinnakkain ja sytotoksisuus testat-
tiin samoissa konsentraatioissa kuin Verafectinin laimennin
b. Solun selvidminen laimennetun, vain etanolin l&sn&dollessa
otettiin 100 %:ksi ja selvidminen Verafectinin l&sndollessa
sdddettiin sen mukaisesti.

Kuvio 3 esittdd CAT ekspression 48 h Verafectinin védlittédmén
PSVLCAT~-transfektion jalkeen.

Verafectinin mddra, joka ndhdddn uM:na, sekoitettiin 1 ug:n
kanssa pSVLCAT:a ennenkuin laitettiin solujen p&dlle trans-
fektiota varten. N&dhdyt tulokset ovat CAT-ekspression ta-
soilla mitattuna 50 pl:sta soluviljelmdd 48 h transfektion
jdlkeen.

Kuvio 4 esittidd CAT ekspression 48 h testiaineiden valitta-
mdn CHO-solujen transfektion jalkeen.

Esitetyt tulokset transfektioaineen konsentraatioista, jotka
antavat korkeimman transfektiotason kokeessa. Tdmd oli 5 ul

jokaisessa tapauksessa. CAT-madritykset tehtiin Neuman J.R.,
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Morency, C.A. ja Russian, K.O. (1987) Biotechniques 5, s.
444-447, menetelmdn mukaisesti.

Ei mitddn: el transfektioainetta, TF; Transfectam (Promega),
Lfe; Lipofectamine (BRL), VF A3: K3ATP3, VF G2; K3GTP2.

Kuvio 5 esittdd CAT ekspression 48 h testiaineiden valittéa-

mdn Cos 1l-solujen transfektion jalkeen.

Esitetyt tulokset transfektiocaineen konsentraatioista, jotka
antavat korkeimman transfektiotason. Ei mitd&dn: ei ainetta,

VF A3: K3ATP3, VF G2; K3GTP2, VF G2 + DOPE; K3GTP2 + DOPE.

Kuvio 6 esittdad transfektioaineiden suhteellisen sytotoksi-
suuden

Selitys

a. (CHO-solut)

Solujen elinkyky sen jdlkeen, kun oli transfektoitu erilai-
silla aineilla solun kerdysajankohtana CAT-mdédritystd var-
ten.

Ei mit&dn: ei transfektioreagenssia, TF; Transfectam, Lfe;
Lipofectamine, VF G2; Verafectin G2 kaikki 5 pl:ssa. Korkea
OD tarkoittaa korkeata solun selvidmista.

b. (Cos l=-solut)
Solun elinkyky kuten kuviossa a, VF A3; Verafectin A3 9 ul,

Lfe 5 ul. Madritykset tehtiin tdssid kokeessa 35 mm astiois-
sa.

Kuviot 7a ja 7b esittéavat "x" peptidin, koe "a" tulokset
Kuvio 8 esittdd "x" peptidin, koe "b" tulokset

Kuvio 9 esittdd "x" peptidin, koe "c" tulokset

(Selitys - Kuviot 7, 8 ja 9; ei mitdan; plasmidi-DNA:n kans-
sa el kdytetty ainetta, rb/sokeakoe; reagenssi-sokeakoe,
vhdisteen kuvausta seuraava luku tarkoittaa pl-madrdd 2 mMm
kantaliuoksesta (laimennettu vedelld). 7b: 100 % solun sel-
viaminen otettiin astioista, jotka olivat "vale-transfektoi-
tu", missid ei ollut DNA:ta tai transfektioainetta. 0 % elin-
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kyky mddritettiin solujen poissaollessa. Elinkyky vahvistet-
tiin kdyttdmdlld varid alamarsinistd).

Kuviot 10a ja 10 b esittavat "y" linkkeri, koe "a" tulokset
Kuvio 11 esitt&dd "y" linkkeri, koe "b" tulokset

Kuvio 12 esittdd "y" linkkeri, koe "c" tulokset

(Selite - Kuviot 10a, 10b, 11,12; aine; testiyhdiste 2 mM
kantaliuoksesta ellei toisin erityisesti mainita. (.4); aine
kantaliuos 0,4 mM:ssa. 0: el ainetta. DNA yksin standardi
transfektio-olosuhteissa. Alustojen sokeakoe: alustat yksin
CAT-madrityksessd. suhteellinen elinkyky (alamarsininen):
kasvatusalustan, johon lisdtty alamarsinistd inkubaation
ajaksi 37°C:issa, ODgy-s¢s Mittaaminen.)

Kuviot 13a ja 13b esittdvidt tulokset R1-R4-johdannainen, koe
Ilall R

(Selite: kuten selite kuvioille 10a, 10b, 11, 12)

Kuviot 14a ja 14b esittdvat tulokset R1-R4-johdannaiset, koe
llbll .
(Selite: kuten selite kuvioille 10a, 10b, 11, 12)

Kuviot 15a ja 15b esittédvat tulokset R1-R4, koe "c".
(Selite: kuten selite kuvioille 10a, 10b, 11, 12. Keskiha-
jonta on esitetty.)

Kuviot 16a ja 16b esittdvdt tulokset R1-R4-johdannaiset, koe
lldll .

Kuviot 17a ja 17b esittdvat tulokset R1-R4-johdannaiset, koe

"e“ R

Kuviot 18a ja 18b esittdvat tulokset R1-R4-johdannaiset, koe
llgll .
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Cos 1-solut transfektoitiin standardimi&rityksen mukaisesti
60 mm astioissa. Inkuboitiin 50 ul 48 tunnin viljelmisuper-
natanttia 5 h 37°C:ssa CAT-mddritystd varten.

Kuviot 19a ja 19b esittdvidt tulokset R1-R4, C10-Cl6, koe
"b", Hela-solut.

(Selitys - Kuviot 19a ja 19b; Lfe: Lipofectamine, (1,39)
[1lipidi]/[DNA] suhde, milld optimaalinen transfektio tapah-
tui, ei mitd&; ei ainetta, mutta DNA:ta transfektiossa. Sy-
totoksisuus mddritettiin alamarsiniselli.)

Kuviot 20a ja 20b esittdvdt tulokset "y" linkkeri, ei-stan-
dardi aminohapot, koe "1".

(Selitys; LFE; Lipofectamine. Geeniekspression tasot n&hd&4é&n
"a":ssa B-galaktosidaasiyksikkdind. Suhteellinen elinkyky
middritettiin "b":ssd kdyttédmdllad varid "alamarsininen" ja
esitetddn optisena tiheytend mitattuna inkubaatiojakson j&l-
keen varin ladsndollessa. Korkea OD tarkoittaa korkeata solun

selvidmista.)

Kuviot 2la ja 21b esittdvat tulokset "y" linkkeri, ei-stan-
dardi aminohapot, "koe 2".

(Selite; 1fe; Lipofectamine, vf; Verafectin A3, C3; K3C3TL3,
C5; K3C5TL3, C7; K3C7TL3, % transfektantteja laskettiin si-
niseksi varjadttyjen solujen mddradstd tietystid médristi kent-
ti4 verrattuna niihin soluihin, jotka eividt vadrjiddntyneet.
a; CHO-solut, b; Cos 1 solut.)

Kuviot 22a ja 22b esittdvat tulokset "y" linkkeri, ei-stan-
dardi aminchapot PC3:1la ja Jurkat solulinjoilla.

Kuvio 23a esittda "formulaatio", koe "A" tulokset.

CAT-ekspressio CHO-soluista, Jjotka oli transfektoitu kaytta-
mdlls erilaisia liposomiformulaatioita, ainesosia ja Lipo-
fectaminea (Lfe). Esimerkkind olevan kokeen tulokset on esi-
tetty.
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Kuvio 23b esittda "formulaatio" ,koe "b" tulokset.

% soluja transfektoitu kdyttdmalld liposomiformulaatioita,
ainesosa-aineita ja kaupallisia valmisteita. VF A2; K3ATP2.
Liposomit formuloitiin kdyttdmdlld VF A2:ta ja DOPE:a madra-
tyssd VF A2:DOPE-suhteessa. Esitetyt tulokset ovat yksitt&i-

sestd kokeesta.

Kuvio 24 esittdid "ei-formuloitujen seosten", koe "2", tulok-

set.

(Selitys; Transfektiotehokkuutta arvioidaan B-gal-yksikoéi-
den, joita ekspressoidaan 48 h kuluttua, tasona. L3: K3ATL3,
M3; K3ATM3. Piikki osoittaa lipopeptidin ja DNA:n yhdistel-
mdn, Jjoka antaa korkeimman lukeman. [lipidi] osoittaa kidyte-
tyn kokonaislipopetidin konsentraation.)

Esimerkit
Kemia

Kdytetyt lyhenteet:

a-BOC(e-Z-1ys) = a-butyylioksikarbonyyli-e-karbobentsoksi-
lysiini

AEP = Alaniinietanoliamiinipalmitaatti

ATP1 = Alaniini-tris-monopalmitaatti

ATP2 = Alaniini-tris-dipalmitaatti

ATP3 = Alaniini-tris-tripalmitaatti

CDC1, = Kloroformi-d

DCCD = Disykloheksyylikarbodi-imidi,

DCM = Dikloorimetaani,

DIEA = Di-isopropyylietyyliamiini,

DMAP = Dimetyyliaminopyridiini,

DMF = Dimetyyliformamidi,

DMSO-D, = Dimetyylisulfoksidi-deé

DSC = Disukkinimidyylikarbonaatti,

FATP1 = Fluoreseiinialaniini-tris-monopalmitaatti

FATP2 = Fluoreseiinialaniini-tris-dipalmitaatti

FATP3 = Fluoreseiinialaniini-tris-tripalmitaatti
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FITC = Fluoreseiini-isotiosyanaatti (isomeeri I)

HOSU = Hydroksisukkinimidi,

TEA = Trietyyliamiini

TFA = Trifluorietikkahappo,

THF = Tetrahydrofuraani,

Tris = 2=-amino-2-hydroksimetyyli-1,3-propaanidio-
1i,

Z = N-karboksibentsoksi

Materiaalit ja menetelmdt

a-BOC(e-Z2~-1lys) ostettiin Peptidi Institute:sta, Inc. (Osaka,
Japani) ja DSC ostettiin Tokyo Kasei Kogyo, Co:lta (Tokio,
Japani). Kaikki aminohapot olivat L-konfiguraatiota ja os-
tettiin Sigma Chemical Company:std (St. Louils, MO), ellei
toisin mainita. Kaikki liuottimet olivat analyyttistad laatua
ja kdytettiin kuten ostettuna.

Ohutlevykromatografia (TLC)

Suoritettu Alufolein Silicageeli 60 F,,~levyilld (Merck)
seuraavissa liuotinsysteemeisséd; R,*, kloroformi/metanoli/
etikkahappo: 95/5/3; R,® kloroformi/metanoli/trietyyliamiini:
95/7/3.

Korkeapainenestekromatografia (HPLC)

Analyyttinen HPLC suoritettiin Millipore Waters HPLC-lait-
teella (Waters Chromatography Division of Millipore, Mil-
ford, MA), mihin sisdltyi 6000A sarjan liuottimen jakosys-
teemi, jossa oli automaattinen gradientin ohjain ja Model
746 Data Module. Kromatografia suoritettiin NOVAPAK™ C,,
kddnteisfaasipylvddlld (100 x 8 mm). Peptidit ja peptidi-
tris-konjugaatit analysoitiin lineaarisessa gradienttielu-
aatiossa, jossa oli 24-80 % asetonitriilii 0,1 %:a TFA:ta, 5
minuutissa 2 ml/min virtausnopeudella (System A). Havaitse-
minen suoritettiin 260 nm:ssd kayttdmdlld Waters Lambda Max
480:t4; (R). Lipopeptidikonjugaatit analysoitiin C,,~pyl-
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vddssd lineaarisella gradientilla 50 %:sta vettd, 50 %:sta
asetonitriilid, jossa oli 0,1 % TFA:ta, 50 %:iin asetonit-
riili&, 50 % THF, jossa oli 0,1 % TFA:ta, 5 minuutissa vir-
tausnopeudella 2 ml/min (System B); (R.®). Fluoreseiini-lei-
mattujen yhdisteiden erottaminen suoritettiin PrepPak® C4
Semiprepatative Reverse Phase pylvéddssd (25 x 10 ) virtaus-

nopeudella 6 ml/min.

Preparatiivinen HPLC

Erottamiset suoritettiin Millipore Waters DeltaPrep 4000
HPLC:114 k&dyttdmdlld Prepak C, kddnteisfaasipylvdstd (100 x
40 mm), joka oli eluoitu lineaarisella gradientilla samojen
eluenttipuskurisysteemien kanssa kuin edelld on mainittu
analyyttiselle HPLC:lle virtausnopeudella 20 ml/min.

Nukleomagneettinen resonanssi (NMR)

NMR-spektri tallennettiin 200 MHz Brucker spektrofotometril-

14.

Kemialliset synteesit

ATPl:n, ATP2:n ja ATP3:n valmistus

Nédmd@ vhdisteet saatiin hydraamalla Z-Ala-Tris-mono-, di- Ija
tripalmitaatit 40 psi:ssd Parr-hydrogenaattorissa, jossa oli
palladiumia hiilelld (10 %) etanolissa. Bentsyylioksikarbo-
nyyliryhmdn poistoa tarkkailtiin HPLC:114 (System B). Sen
jdlkeen, kun katalyytti oli poistettu suodattamalla, ja
haihduttamalla liuottimet, ATP1l, ATP2 ja ATP3 saatiin kvan-
titatiivisind saantoina. Whittaker, R.G., Hayes, P.J. ja
Bender, V.J., (1993), Peptide Research, 6, 125-128, ja Whit-
taker, R.W. patentti nro. 64 92 42, Amino acids, peptides or
derivatives thereof coupled to fats, ovat kuvanneet ZATP1l:n,
ZATP2:n ZATP3:n ja vastaavien glysyyliyvhdisteiden synteesit
ja puhdistuksen.
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FATP1:n, FATP2:n ja FATP3:n valmistus

ATPl-liuokseen (10 mg, 25 umol) DCM:ssd (500 pl) lisédttiin
FITC-liuosta (10 mg, 25 pmol) DMF:ssd (500 ul) sekoittamal-
la. Reaktion ndenndinen pH pidettiin 9,0:ssa lisddmdlls TEA:
ta ja tarkkailtiin HPLC:11d (System B). Fluoreseiini-Ala-
Tris-palmitaatin muodostuminen oli valmista 10 minuutissa ja
tuote puhdistettiin preparatiiviselld HPLC:114 antamaan
FATPl1~tuote kromatografisesti puhtaassa tilassa, R,:7,08.
Liuottimet poistettiin alennetussa paineessa ja FATPl-tuote
lyofilisoitiin tert-butanolista.

FATP2 ja FATP3 syntetisoitiin samalla tavalla antamalla ATP-
2:n (16,3 mg, 25 wmol) ja ATP3:n (22 mg, 25 umol) DCM:ssé
(500 ul) reagoida FITC:n kanssa (10 mg, 26 umol) antamaan
kromatografisesti puhtaat tuotteet, R;:8,61 ja 9,92, vastaa-

vasti.

Fluoreseiini-leimatun alaniinietanolipaimitaatin valmistus

Alaniinietanolipalmitaatti (AEP) valmistettiin hydraamalla

Z-Ala~-etanoliamiinipalmitaatti Parr-hydrogenaattorissa, jos-
sa oli palladiumia hiilelld (10 %) etanolissa. Bentsyyliok-
sikarbonyyliryhmédn poistoa tarkkailtiin HPLC:11& (System B).
Sen jdlkeen, kun katalyytti oli poistettu suodattamalla, ja
liuvotin haihduttamalla, otsikon yhdiste saatiin kvantitatii-

visend saantona.
(Lys).~-yhdisteiden valmistus

Whittaker, R.G., Hayes, P.J. ja Bender, V.J., (1993), Pepti-
de Research, 6, 125-128, ja Whittaker, R.G. patentti nro. 64
92 42, Amino acids, peptides or derivatives thereof coupled
to fats, ovat kuvanneet Z-Ala-etanoliamiinin ja vastaavan
palmitaatin synteesin ja puhdistuksen.
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AEP-liuokseen (20 mg, 54 umol) DCM:ssd (500 pl) lisdttiin
FITC-liuosta (22 mg, 56 umol) sekoittamalla ja ndenndinen pH
pidettiin 9,0:ssd lisd&médlld TEA:ta. Reaktio oli valmis alle
20 min ja tuote puhdistettiin preparatiiviselld HPLC:11l4&
antamaan otsikon yhdiste kromatografisesti puhtaassa tilas-
sa, R,:7,01.

Oligo~Lys-yhdisteiden [(BOC(e=-Z-Lys),] synteesit suoritettiin
klassisilla liuosmenetelmilld (1). Lipopeptidit BOC(e-Z-
Lys),~X-Tris-palmitaatti syntetisoitiin kytkemdlld oligo-Lys
ja palmitiinihappo linkkeriaminohappo (X)-Tris-yhdisteell4.
Loppuldhestyminen synteesiin oli kytked BOC(e€-Z-Lys),-OH ami-~
nohappo-Tris (2):n kanssa aktivoidulla esterimenetelmidlli ja
edelleen kytked palmitiinihappo t&hdn konjugaattiin symmet-
riselld anhydridimenetelmdlld (1). Valituotteen ja lopulli-
sen tuotteen puhtaus tarkastettiin TLC:114, HPLC:114 ja NMR:
114&.

1) Bodanszky, M. Jja Bodanszky, A. 1984. Principles of pepti-
de Synthesis, Springer-vVerlag, Berliini.

2) Whittaker, R.G., Hayes, P.J. ja Bender, V.J., 1993, A
Gentle Method for Linking Tris to Amino Acids and Peptides,
Peptide Research, 6, 3 (s.125-128).

Alla on merkitty tyypillisid synteesiesimerkkeja.

Vaihe I o-EOC(e-Z-Lys).—-OH

a-BOC(e€-Z-Lys),-OH (9,9 g, 30 mmol) liuotettiin 100 ml:aan
DCM:4&4. Liuokseen lis&ttiin HOSU:a (5,2 g, 45 mmol) ja DIE-
A:ta (9,0 ¢g, 15 mmol) ja jé&hdytettiin 0°C:een. DCCD (6,2 g,
30 mmol), joka oli liuotettu 50 ml:aan DCM:44, tiputettiin
reaktioseokseen. Sitd sekoitettiin 0°C:ssa 1 h, jonka jédlkeen
huoneenlammésséd yon yli, jotta saadaan aktivoitu esteri (a-
BOC(e-Z-Lys)OSU 86 % saannolla HPLC:11la. DCU~- (disyklohek-
syyliurea) saostuma suodatettiin pois ja lisédttiin a-amino
((e=Z-Lys)OH:ta (7,56 g, 27 mmol) reaktioseokseen ja sitéa
sekoitettiin huoneenlédmmdéssd yén yli. Yhdiste I muodostui 93
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%:n saannolla mdadritettynd HPLC:114. Liuotin poistettiin a-
lennetussa paineessa ja 6ljyinen jddnndés liuotettiin etyy-
liasetaattiin ja pestiin hapolla, emdkselld ja vedelld. E-
tyyliasetaattifaasi kuivattiin natriumsulfaatin péddlla ja
haihdutettiin kuiviin. J&&nnés trituroitiin dietyylieette-
rillad, jotta saatiin 16,6 g yhdistettid I 93 % saannolla,
R:*:0,52, R :7,33 min; *HNMR: § (DMSO-d,, ppm), 1,39 (9H, s,
BOC(CH;),), 1,4~-1,8 (12H, brs, B, v, 6§ CH,), 2,99 (4H, brs, €
CH,), 3,95 (1H, m, aCH), 4,14 (1H, m, aCH), 5,03 (4H, s, Ar-
CH.), 6,89 (1H, 4, a-uretaani NH, J=7,5 Hz), 7,25 (2H, t, €-
uretaani NH), 7,41 (10H, m, Ar(H)), 7,95 (1H, 4, amidi NH,
J=8,5 Hz).

Vaihe (IT1) H(e-Z-Lvs).OH

Yhdiste I (15,6 g, 27 mmol) liuotettiin 50 ml:aan DCM:44 ja
jadhdytettiin 0°C:een. Lisattiin reaktioseokseen TFA:ta (50
ml) ja sitd sekoitettiin 0°C:ssa 10 min ja huoneenlimmésséi
lisdksi 50 min. Liuotin ja ylimddrd TFA:ta haihdutettiin
kuiviin ja 6ljyinen jddnndés trituroitiin dietyylieetterilli,
Saatiin 15,3 g yhdistettd 1I; R.*: 0,19, R.*:6,07 min.

Vaihe 11T a-BOC(e-Z~-Lys).~OH

a-BOC(e-Z-Lys)OH (8,96 g, 27 mmol)aktivoitiin HOSU:1lla ja
DCCD:114, kuten esimerkissd 1. DCU suodatettiin pois ja suo-
dos lisdttiin 15,1 g:aan yhdistettd II. Lis&ttiin reaktio-
seokseen DIEA (6 g, 46 mmol) ja sekoitettiin huoneenlimméssia
yén yli. Liuotin haihdutettiin ja jd&nnoés liuotettiin etyy-
liasetaattiin ja pestiin hapolla, emdkselld ja vedelld. E-
tyyliasetaatti kuivattiin natriumsulfaatin p&adlla ja haihdu-
tettiin kuiviin. J4&nndés trituroitiin dietyylieetterills,
jotta saatiin 20 g yhdisteen III saostumaa valkoista 87 %
saannolla; R,*:0,36, R*:7,92 min; *HNMR: § (DMSO-d., ppm),
1,39 (9H, s, BOC(CH,),), 1,4-1,8 (18H, brs, 8, ¥, 6§ CH,),
2,99 (6H, brs, € CH,), 3,95 (1H, m, aCH), 4,14 (1H, m, a CH),
4,34 (1H, m, aCH), 5,03 (6H, s, Ar-CH,), 6,8 (1H, 4, e-ure-
taani NH, J=7,5 Hz), 7,25 (3H, t, e~uretaani NH), 7,41 (15H,
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m, Ar(H)), 7,80 (1H, d, amidi NH, J=8 Hz), 8,15 (1H, d, ami-
di NH, J=8 Hz).

Vaihe IV ¢-BOC(e-Z-Lys).,-Ala-Tris

a-BOC(€-Z2-Lys),-OH (1 g, 1,2 mmol) liuotettiin 40 ml:aan DMF:
44 ja lisattiin Dsc:ta (0,92 g, 3,6 mmol). Sen jdlkeen, kun
oli lisatty DIEA:ta (0,2 ml, 1,2 mmol) ja sekoitettu huo-
neenldmméssd 1 h, muodostui aktivoitu tri~-Lys:n esteri 78 %
saannolla maaritettynd HPLC:114. Ala~Tris:ad (0,46 g, 2,4
mmol) lisdttiin reaktioseokseen ja pH sdadettiin 8:ksi 1li-
sdamdlla 0,6 ml DIEA:ta. Otsikon yhdisteen muodostumista
seurattiin HPLC:11&4. 2 h Kkuluttua aktivoitu esteri o0li mel-
kein kokonaan kdytetty ollen joko kytkeytynyt Ala-Tris:iin
muodostamaan yhdisteen IV tai hydrolysoitunut tri-Lys-yhdis-
teeseen. Yhidsteen IV kokonaissaanto oli 52 % HPLC:11l4. Pre-
paratiivinen HPLC tuotti 270 mg puhdasta yhdistettd, jossa
oli R*:7,4 min; *HNMR: § (DMSO-d,, ppm), 1,39 (9H, s, BOC-
(CH,)s), 1,4-1,9 (18H, brs, B, y, 6§ CH,), 2,97 (6H, brs, ¢
CH,), 3,53 (6H, d, Tris (CH,)), J=3 Hz, 3,75-4,43 (4H, brs,
®CH), 3,89 (3H, t, OH), 5,08 (6H, s, Ar-CH,), 6,8 (1H, 4, a-
uretaani NH, J=7,4 Hz), 7,19 (3H, t, e€e-uretaani NH), 7,41
(15H, m, Ar(H)), 7,80 (1H, d,vamidi NH, J=8 Hz), 8,15 (1H,
d, amidi NH, J=8 Hz), 8,35 (1H, d, amidi NH, J=8 Hz).

Vaihe V_a~BOC(e-Z-Lys).-Ala-Tris(palmitaatti =1,2.3

a-BOC(€-Z~Lys),-Ala-Tris (173 mg, 0,173 mmol) liuotettiin 3
ml:aan DCM:&4 ja 1 ml:aan DMF:4&4. Reaktioseokseen lisdttiin
palmitiinihappoa (89 mg, 0,346 mmol) ja katalyyttinen mairia
DMAP:t4. Se jdahdytettiin 0°C:een ja tiputeltiin DCCD:t&d (71
mg, 0,346 mmol) liuotettuna 2 ml:aan DCM:4& reaktioseokseen.
Sitéd sekoitettiin 0°C:ssa 30 min, jonka jdlkeen huoneenléam-
méssd yon yli. Otsikon yhdisteen suhde mono-, di- ja tripal-
mitaatin kanssa oli 17 %, 40 % ja 43 % HPLC:114 (System B).

Liuotin haihdutettiin kuiviin ja j&dannés liuotettiin uudes-
taan DCM:4&n. DCU suodatettiin pois ja suodos pestiin nat-
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riumbikarbonaatilla (5 %) Jja vedelld. Ta&mdn seoksen prepara-
tiivinen HPLC tuotti erittdin puhtaita monopalmitaatti- (17
mg, R.°:7,63 min), dipalmitaatti- (76 mg, R.°:8,65 min) ja
tripalmitaatti- (63 mg, R.®:9,29 min) yhdisteitd. Tripalmi-
taattiyhdisteen 'HNMR: § (CDCl,, ppm):0,8-0,95 (9H, t, CH,)
1,3-1,47 (84H, m, BOC(CH,),), palmitaatti (CH,), Ala (CH,))
1,47-1,9 (18H, brs, B, y, 6§ CH,), 1,83 (6H, t, CH,), 2,28
(6H, t, CH,), 3,09 (6H, brs, €CH,), 3,97 (2H, m, a CH), 4,29
(1H, m, a CH), 4,35 (6H, s, Tris(CH.)), 4,47 (1H, t, a CH),
5,04 (6H, s, Ar-CH,), 5,56 (1lH, 4, amidi NH, J=7 Hz), 5,7
(1H, 4, amidi NH, J=7,5 Hz), 5,78 (1H, 4, amidi NH, J=7,5
Hz), 6,92 (1H, d, a-uretaani NH, J=7,4 Hz), 7,19 (3H, t, €-
uretaani NH), 7,35 (15H, m, Ar(H)).

Vaihe (VI) (Lys),-Ala-Tris(palmitaatti),

Yhdiste V (45 mg) liuotettiin DCM:&&n (2 ml) ja jaddhdytet-
tiin 0°C:een. Lisdttiin TFA:ta (2 ml) poistamaan Boc-ryhma
0°C:ssa 10 min ja huoneenldmmdssd 30 min. Liuotin ja ylimddri
TFA:ta poistettiin huolellisesti toistetulla samanaikaisella
haihduttamisella dietyylieetterin kanssa. Té&médn yhdisteen
*HNMR osoitti BOC-(CH,)-ryhmdn hdvidmisen. Sitten jddnnds
liuotettiin DCM/Metanoli-liuokseen (50/50, 4 ml) ja hydrat-
tiin Parr-hydrogenaattorissa 2 h 40 psi:ssd kdyttamdlla 10 %
palladium/hiilt4d poistamaan Z-ryhmdt. Z-ryhmien poisto var-
mistettiin *HNMR-spektroskopialla (kemiallisten siirtymien
katoamisella 5,04 ja 7,35 ppm:sséd).

Biologia

Kavtetyt lvhenteet:-

A = Alaniini

DDME = (Depleted) Dulbeccos Modified Eagles Medium,
tehty 2x konsentraationa, j&adytetty, sulatettu
37°C:ssa, suodatettu ja laimennettu 1x:ksi ennen
kdyttéad (Loeffler, J-P ja Behr, J-P, Methods in
Enzymology (1993) H, s. 599-654.

DME = Dulbeccos Modified Eagles Medium
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DOPE = Dioleoyylifosfatidyylietanoliamiini

EM = Elektronimikroskooppi (-mikroskopia)

F = Fenyylialaniini

FCS = Vasikan sikién seerumi

FLAEP = fluoreseiinialaniinietanoliamiinipalmitaatti
FLATP3 = fluoreseiinialaniini-tris~tripalmitaatti

G = glysiini

K = lysiini

K3ATP1-3 = trilysiinialaniini-tris-mono-tripalmitaatti
L = leusiini

Lfe = lipofectamine (Gibco BRL)

MTS = 3-(4,5~dimetyylitiatsol-2~yyli)-5-(3-karboksime-

toksifenyyli)=-2-(4-sulfofenyyli)-2H-tetrasoliun,
sisdinen suola; (Owenin reagenssi)

MTT = 3-[4,5, dimetyylitiatsol-2-yyli]2,5-difenyyli-
tetrasoliumbromidi, tiatsolisini

PBS = fosfaattipuskuroitu suolaliuos
TEM = l&pivalaisuelektronimikroskooppi
VF = Verafectin = K3ATP3

VFA3 = K3ATP3

VFG2 = K3GTP2

A. Soluijen talteenotto ja jgkéminen

Jotta mddritetddn kyky jakaa yvhdisteitd soluihin, suoritet-
tiin alustavat kokeet fluoreseiinialaniinietanoliamiinipal-
mitaatilla (FLAEP) ja fluoreseiinialaniini-tris-tripalmitaa-
tilla (FLATP3).

FLAEP- ja FLATP3-konjugaatit laimennettiin DMSO-liuoksesta
vesipitoiseen alustaan (PBS) 10 uM:ksi ja laitettiin pesty-
jen subkonfluenttien Cos 1 solujen, jotka kasvoivat keitet-
tyjen peitinlasien pddlld, yksinkertaisen kerroksen piaéille.
Inkubaatioajan jédlkeen, kuten kokeessa yksityiskohtaisesti
on selitetty, 24 h asti altistamista, solut pestiin ja kiin-
nitettiin formaldehydissd 20 min. Sitten soluja havainnoi-
tiin laservirityksessa Bio Rad MRC 5000 samapolttopisteises-

sd mikroskcopissa.
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Soluissa, jotka kiinnittyivédt vain 15 min joko FLAEP- tai
FLATP3-kdsittelyn jdlkeen, oli voimakas sytoplasminen vir-
jddntyminen. Soluissa, joita oli altistettu vastaavalle ta-
solle fluoreseiinid yksinddn, oli vain hyvin heikko yleinen
fluoresenssi verrattuna koko soluun. Oli erityisesti huomion
arvoista, ettd FLATP3 ndytti liittyvdn edullisesti yhteen
solu~- ja tumamembraanien kanssa, malli joka pysyi soluissa,
salli kasvaa 24 h huolimatta konjugaattiliuoksesta, Jjoka oli
pesty pois yksinkertaisen kerroksen paddlta ja korvattu see-
rumilla, jossa oli 2 h vanhaa alustaa. T4td samaa varjdyksen
pysymistd ei havaittu FLAEP-konjugaatilla samoissa olosuh-

teissa.

Kiinnitys 4 %:een paraformaldehydiin sdilytti solun morfo-
logian paremmin kuin formaldehydikiinnite. Sen mukaisesti
saatiin soluihin korkea fluoresenssin erottelukuva. Tami
osoitti, ettd molemmat konjugaatit ndyttivdt paikallistavan
sytoplasman hyvin erillisille alueille mieluummin kuin esit-
tivdt yleistd jakaantumista. Havainnot valomikroskooppita-
solla osoittivat, ettd paikallistamisalueet voivat olla so-
lulimakalvosto, golginlaite ja mahdolliset mitokondrian menm-

braanit.

Havainnot alemmalla resoluutiolla (40 x objektiivi) el&viin,
ei-kiinnitettyihin soluihin tehtynd samoilla altistumisjak-
soilla kuin kiinnitetyille soluille, osoittivat erilaisen
varjdantymismallin. FLAEP-Konjugaatti ndytti menevdn soluun
helposti, mutta konsentroitui erityisesti tumaan. T&mi mer-
kitsee mahdollisesti, ettd té&md yleistynyt soluliman ja tu-
man jakaantuminen johtuu molekyyleistd, jotka eivat kiinnity
ndiden osastojen komponenteihin. Kiinnityksessi sellaiset
molekyylit pestédisiin soluista jattden vain konjugaatin,
joka on sitoutunut solun komponentteihin. FLATP3-konjugaa-
tilla oli kuitenkin samanlainen malli, olivatpa solut eldvii

tai kiinnitettyja.

Avointa sytotoksisuutta ei tapahtunut soluissa, joita oli
kdsitelty kummallakin yhdisteelld 10 uM konsetraatiossa 2 h
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asti. Kun Cos 1 soluja oli altistettu 72 h jatkuvasti 50
uM:1lle tai enemmédlle FLAEP:&, havaittiin merkittédvad syto-
toksisuutta, kun mddritettiin standardilla MTT sytotok-
sisuusmiaritykselld (katso alla). Saman pidennetyn 72 h al-
tistusjakson jadlkeen FLATP3 aiheutti likimd&rin 80 % syto-
toksisuuden 12,5 pM:ssa (verrannollinen samalle DMSO-laimen-
timen konsentraatiolle) ja 70 % sytotoksisuuden 6,25 uM:ssa.

N&m& tulokset osoittivat selvdsti, ettd johtoyhdisteet,
joissa on rasva-asyylijohdannaisia, voisivat helpottaa nii-
den omaa soluihin menemistd. Havaittu sytotoksisuus oli mer-
kityksetén verrattuna ajanjaksoon, joka tarvittiin yhdis-
teelle mennd soluun, mutta kasvoi merkitsevdsti pidennetyssé
altistuksessa. Sen mukaisesti kokeet suoritettiin, jotta
méddritetddn, voidaanko samanlaisia yhdisteitd kédyttdd vie-
mddn muita yhdisteitd, kuten DNA:ta, soluihin yhteenliitt&-

malla.

B. Transfektiokokeet
a) Sytotoksisuus

Sytotoksisuus méddritettiin kdyttédmdlla standardia MTT-
(3-[4,5, dimetyylitiatsol-2-yyli}2,5-difenyylitetrasolium-
bromidi, tiatsolisini) mddritystd. Lyhyesti, Cos 1 solut
ympédttiin 2 x 10* solua/kuoppa 96 kuopan mikrotiitterilevyllé
ja annettiin tarttua yén yli 100 ul kasvatusalustassa. Sit-
ten lisattiin testiyhdistetta 2 x konsentraatio 100 ul:ssa
kasvatusalustaa kaksoislaimennuksissa levylld. Soluja inku-
boitiin normaaleissa viljelyolosuhteissa 37°C:ssa Jja 5 % CO,:
ssa, 72 h. Lis&ttiin 20 pl MTT:td (5 mg/ml PBS:ssd) 2,5 tun-
niksi 37°C:ssa ja sitten kaikki neste poistettiin. Lis&ttiin
100 ul hapanta propanolia ja levyd ravisteltiin 10 min en-
nenkuin OD 570 nm:ss& luettiin, vertailu OD 630 nm.

Suunniteltiin johtoyhdiste, K3ATP3 (tri-lysiini-alaniini-
tris-palmitaatti), jota kutsutaan VerafectinA3:ksi, jonka
odotettaisiin vetdvdn DNA:ta puoleensa sen positiivisen ko-
konaisvarauksen hojalla. Se on liukenematon vesipitoiseen
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liuokseen, osittain liukoinen lémpdiseen etanoliin ja liu-
koinen DMSO:hon. Sytotoksisuus testattiin altistamalla Cos 1
solut jatkuvasti 72 h ajan K3ATP3:1le, joka oli laimennettu
2,5 mg/ml kantaliuoksesta 25 %:een DMSO:hon. 70 % soluista
selvisi verrattuna DMSO-laimentimen samaan konsentraatioon
12,5-50 puM:ssa yhdistettd (kuvio la ja b). Kun yhdiste liuo-
tettiin samanlaiseen etanolikonsentraatioon, solujen sel-
vidminen oli hieman suurempi (kuvio 2a ja b).

b) DNA:n ijakaminen

Koe 1: Jotta testataan johtoyhdisteen K3ATP3 (VerafectinA3)
transfektio~-ominaisuudet, koko leikkaamaton plasmidi, jossa
on CAT:a (kloramfenikoliasetyylitransferaasi) koodaava geeni
SV40 mydhdisen promoottorin kontrollin alaisena, pSVLCAT
(Cameron, F.H. ja Jennings, P.A. (1989) PNAS 86, 9139-9143)
sekoitettiin testiaineen kanssa ja laitettiin Cos 1l-soluille
erilaisissa olosuhteissa. 48 h kasvatuksen kuluttua eritetyn

CAT:n taso mddritettiin viljelyalustasta.

Menetelmd

Liuos I: 1 ug plasmidi DNA:ta 500 ul:ssa Dulbeccos Modified

Eagles Medium (DME)
Liuos II: 0-20 ul VerafectinA3 (2,5 mg/ml 25 % DMSO) 500
ul:ssa DME:td, sekoita Vortexilla

Yhdistd liuvos I ja II, sekoita Vortexilla lyhyesti ja inku-

boi huoneenliamméssd 10 nin.

Lisda seos pestyihin soluihin 60 mm kudosviljelmdastioissa
(ympatty 0,5 x 10°/astia edellisend paivdnd) 6 tunniksi 37°C,

5 % CO,.

Lis&dd 2 ml DME + 10 % FCS lopuiksi 48 tunniksi.
Madritd CAT-tasot kudosviljelmdalustassa (Sleigh, M.J.
(1986) Anal. Biochem. 156.251-256).
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Tulos:

Havaittiin merkittdvia CAT-tasoja niistd naytteistd, jotka
oli transfektoitu 5 wl:1lla (12,5 ug) VerafectinA3:a (2,5
mg/ml=1,8 mM) ja enemmdlld. CAT-tason piikki havaittiin 10
ul:1lla (25 ug) Verafectina3d:a (kuvio 3).

Koe 2:

Transfektiotasojen vertaamiseksi Cos l-soluissa kaytt&amidlla

VerafectinA3 kantaliuosta (10 mg/ml), joka oli liuotettu
joko 100 % DMSO:hon tai etanoliin, ja solujen Verafectin-

A3 /DNA-kompleksille altistamisajan optimoimiseksi.

Menetelmd:

a. Vertaa VerafectinA3 liuotettu DMSO:hon tai etanoliin.

b. Vertaa VerafectinA3 soluille 6 h - yén yli.
VerafectinA3 10 mg/ml 100 %:ssa liuotinta laimennet-
tiin 2,5 mg/ml:ksi vedellA.
Transfektio suoritettiin kuten kokeessa 1. Verafectin A3
jdtettiin solujen kanssa kosketuksiin vaihteleviksi a-

joiksi.
Tulokset:

1) Merkitt&dvat CAT-tasot havaittiin kaikista ndytteisti,
joita oli kédsitelty 10 pl:1la (25 ug) VerafectinA3:a ja

suuremmalla md&dralla.
ii) Etanolipitoiset ndytteet osoittivat vdhentyneitd trans-

fektiolaatuija.
iii) ¥Yén yli tapahtunut inkubaatio VerafectinA3:n kanssa

vdhensi CAT-tasoja likimd&rin 50 % verrattuna 6 h inkubaati-

oon.
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Koe 3:

Vertaamaan transfektiotasoja, joita saavutettiin CHO-soluis-
sa kdyttédmdlla VerafectinA3:a ja G2:ta, siihen, mik&d saavu-
tettiin kaupallisesti saatavilla olevilla reagensseilla

Transfectam (Promega) ja Lipofectamine (BRL).

Menetelméd:

Protokolla oli sama VerafectinA3:lle ja Transfectamille
(katso edelld) poikkeuksena, ettd kidytettiin 0,5 ug pSVLCAT

DNA:ta/60 mm astia.
Lipofectamine protokolla oli valmistajan ohjeiden mukainen.

0,5 pug pSVLCAT/60 mm astia.

CHO-solut ympédttiin 1 x 10°/60 mm astia ja tarttuivat yoén yli
DME/Hams alustassa, jossa oli 10 % FCS:&a.

Transfectam 5 tai 10 ul 1 mg/400 ul kantaliuos.
Lipofectamine 5 tai 10 ul 2 mg/ml (sekoitettu formulaatio
3:1 DOPE:n kanssa).

VerafectinA3 (K3ATP3) ja VerafectinG2 (K3G[glysiini]TP2)
kumpikin 5, 10 ja 15 pul 2 mM:sta (2,8 ja 2,3 mg/ml vastaa-

vasti) kantaliuoksesta.

Inkubaatiojakso, jossa el ollut seerumia, testattavien ai-
neiden ja DNA:n l&sndollessa oli 6 h, sitten lis&ttiin 1 ml
DME/Hams + 10 % FCS. 24 h:n kohdalla alusta vaihdettiin 2
ml:aan tuoretta DME/Hams + 10 % FCS, kunnes kerédttiin 48 h:n

kohdalla.

Tulokset:

CHO-solut lyysattiin 48 h transfektiovaiheen aloittamisen
jdlkeen ja CAT-aktiivisuus madritettiin. Transfektiopiikki
havaittiin 5 ul:lla transfektioainetta kaikissa tapauksissa.
CAT-tasot, jotka saatiin kdyttdmialla VerafectinAl:a, olivat
noin 54 % niistd, jotka saatiin Transfectamilla ja 18 %
niistd, jotka saatiin Lipofectaminella.
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CAT-tasot, jotka saatiin kayttémdlls VerafectinG2:ta, olivat
noin 64 % niistd, jotka saatiin Transfectamilla ja 22 %
niistd, jotka saatiin Lipofectaminella.

Katso kuvio 4.

Koe 4:

Vertaamaan transfektiotasoja, joita saavutettiin Cos 1l-so-
luissa k&dyttamdlls VerafectinA3:a (K3ATP3) Jja Verafectan-
G2:ta (K3GTP2), siihen, mik& saavutettiin kaupallisesti saa-

tavilla olevalla reagenssilla, Lipofectamine (BRL).

Protokolla oli sama Verafectineille kuin edelld kuvattiin.
Lipofectamine protokolla oli valmistajan ohjeiden mukainen.
Cos l-solut ympédttiin 5 x 10°/60 mm astia ja tarttuivat yoén
yli DME:sséd, jossa oli 10 % FCS:&§a.

Liuvuos A: 0,5 ug pSVLCAT/60 mm astia.

Liuos B: Lipofectamine 10 tai 15 ul 2 mg/ml (sekoitettu for-
mulaatio 3:1 DOPE:n kanssa).

OR; VerafectinA3 ja VerafectinG2 20 ul 2 mM:sta (2,8 ja 2,3
mg/ml vastaavasti) kantaliuoksesta.

OR; VerafectinG2 testattiin mydés ekvimoolisella médrilla
DOPE:a. VerafectinG2 ja DOPE sekoitettiin DDME:ssd ja sekoi-
tettiin vortexilla 30 sek ennen kidyttda.

Liuokset A ja B yhdistettiin ennekuin levitettiin pestyjen

solujen padlle.

Inkubaatiojakso, jossa ei ollut seerumia, testattavien ai-
neiden ja DNA:n l&sndollessa oli 6 h, sitten lis&ttiin 1 ml
DME + 10 % FCS. 24 h:n kohdallaalusta vaihdettiin 2 ml:aan
tuoretta DME + 10 % FCS, kunnes kerdttiin 48 h:n kohdalla.

Tulokset:

Cos l-solujen kudosviljelmdalustojen ndytteistad (supernatan-
teista) ma&dritettiin CAT-aktiivisuus 48 h transfektiovaiheen
aloittamisen jdlkeen. VerafectinA3 ja Verafectin G2 trans-

[~

fektoivat Cos 1l-soluja tasoille, jotka olivat noin 60 % ja
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30 %, vastaavasti siitd, mitd saavutettiin kayttédmdlla Lipo-
fectamiinia. Ekvimoolisen ei-formuloidun DOPE:n (2 mM DMS-
O/H,0:ssa) lis&dminen VerafectinG2 naytteeseen johti likimééa-
rin transfektiotehokkuuden kaksinkertaistumiseen verrattuna
VerafectinG2:een yksin, saattaen sen 60 % suuruusluokkaan
siitd, mitd saavutettiin Lipofectaminella ja yhtd suureksi
VerafectinaA3:n kanssa. Saadut CAT-tasot ndhd&dn kuviossa 5.

C. Suhteellinen toksisuus

Suhteellisia sytotoksistasoja, joita erilaiset aineet aihe-
uttivat, verrattiin kokeen aikana kayttdmédlld viria "alama-
rsininen" (Alamar, Sacramento, CA). Keksinnén tyyppisilla

yhdisteilld oli yleensd merkittédvédsti alempi sytotoksisuus

kuin muilla aineilla.

Esimerkit kuviot 6a ja b.

Sytotoksisuuden suhteellisia tasoja mddritettiin myds myod—-
hemmin tulevissa kokeissa kéayttéamdllda varia MTS, jota mark-

kinoidaan Cell titre 96 Aqueous:na (Promega).

D. Johto Y“transfektio"-vhdisteiden muunnosten suhteelliset

tehokkuudet.

Solulinjat Cos 1 tai CHO transfektoitiin 0,5 ug:lla pSVLCAT-
tai 2 pg:1lla pPGKlacZ-plasmidia kayttédmédlld jokaisen trans-
fektioyhdisteen konsentraatioiden arvoaluetta. Yhdisteen
optimaalinen konsentraatio, se on konsentraatio joka antaa
korkeimman CAT-tason 48 h:ssa tai korkeimman lacZ % (B-ga-
laktosidaasi), joka vdrjda solut 24 h:ssa, kadytettiin ver-
taamaan tietoja taulukkoa 1 varten. Koska kaikkia yhdisteita
ei testattu yksittdisessd kokeessa, ei kdytetty ehdottomia
lukuja osoittamaan transfektiota. Mieluummin, symboleja on
kdytetty osoittamaan transfektiotehokkuutta, joka on suh-
teellinen Lipofectaminelle (BRL), joka oli mukana kontrol-
lina kaikissa kokeissa. Taulukko 1 tdten osoittaa suhteel-
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liset tehokkuudet joukolle yhdisteitd vdlitettdessd ainakin

yhden solutyypin transfektiota.

Taulukko 1

Testiyhdisteilld aikaansaadun transfektion suhteelliset te-

hokkuudet arvioituina reportterigeenin ekspressiona

Yhdiste Solutyyppi Transfektio Transfektio
(CAT) (BGal)
Lipofectamine | Cos 1 +++++ 8-10 % so-
luista
CHO +++++ 8-10 % so-
luista
Transfectam Cos 1 ++++ ei havaittu
CHO ++++ ei havaittu
Lipofectin Cos 1 +++(+) el havaittu
K3 Cos 1 - ei havaittu
K3ATPO Cos 1 - ei havaittu
K3ATP1 Cos 1 + ei havaittu
CHO + ei havaittu
K3ATP2 Cos 1 +/~ ei havaittu
CHO +/~ ei havaittu
K3ATP3 Cos 1 +++(+) ei havaittu
CHO +++ ei havaittu
K3GTPO Cos 1 - el havaittu
K3GTP1 Cos 1 ei havaittu
CHO ei havaittu
K3GTP2 Cos 1 ++ ei havaittu
CHO +++ < 1%
K3GTP3 Cos 1 +/~- ei havaittu
CHO + ei havaittu
K4ATP2 Cos 1 + ei havaittu
K4ATP3 Cos 1 +(+) <1%
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Kokeet suoritettiin, kuten osan B kokeessa 1, kokeessa 3 ku-
vatuin muunnoksin. Esitetyt tulokset johdettiin transfektio-
aineen optimoiduista tasoista. Kaikki esitetyt tulokset ovat
kirjoittajan tuottamat; mukaan ei ole otettu yhtidén kirjal-
lisuutta, joka seuraa kaupallisia aineita. Alla on kuvattu
muita syntetisoituja ja testattuja muunnosyhdisteita.

Johtopdéatds

Edelld taulukossa esitetyt tulokset osoittavat, ettd kaikki
testatut yhdisteet, joissa oli Kl1-4-, A- tai G-linkkeri ja
palmitaatti 1~3, olivat kykenevid jonkin tason transfektioon
testatuissa solutyypeissd. Yhdisteet, joista puuttui joko
lysiini tai palmitaatti, eivadt kyenneet tukemaan transfek-
tiota osoittaen sekd DNA:ta vetdvdn osan (K) ettd otaksut-
tavan solun lipédisevén osan (palmitaatti) tarpeen. Erilai-
silla linkkereilld oli vaikutusta transfektion tasoon, mutta

molemmat kykenivdt tukemaan transfektiota.

Muunnokset johtoyhdisteessd muuttavat transfektiotehokkuutta

Sivulla 3 kuvatun yleiskaavan yhdisteiden osoitettiin koos-
tuvan kuvatuista perusrakenneosista: "x, y, R1-R4". Ndita
komponentteja vaihdeltiin systemaattisesti, jotta arvioidaan
optimaaliset rakennusosat standardien solulinjojen transfek-
tiolle standardissa mddrityssysteemisséd. Tulokset esitetddn
esimerkkikokeiden kdytdlla ja on osoitettu reportterigeenin
ekspression tasoina, jotka on saavutettu standardi olosuh-
teissa joko kokonaistasoilla (CAT- tai B-galaktosidaasi-eks-
pressio) tai % soluja transfektoitu (B-galaktosidaasi - si-
niset solut). Vastaavat sytotoksisuustasot kuvataan myés.

"x"-peptidi

Edelld kuvatussa johtoyhdisteessd "VerafectinA3" on 3 lysii-
nijadnndéstéd (K3) antaen molekyyleille 4* varauksen. Muunnok-

+

silla, joissa oli K0-K5, testattiin olevan 0'-6", vastaavas-

ti.
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Piamddra: Arvioida optimaalinen K-jdanndsten lukumddra teho-
kasta transfektiota varten.
Menetelmd: Erillisissd kokeissa suoritettiin vertailut seu-
raavien valilla:
a. KOATP3, K3ATP3, KSATP3 ja
K2ATP2, KS5ATP2 (CHO-solut)
b. K1ATP2, K2ATP2 (Cos 1 solut)
c. K3ATP3, K4ATP3, KSATP3 (CHO-solut)

Kaikki testin liposomireagenssit liuotettiin alunperin 10
mM:ssa 75 %:een DMSO:hon ja sen jadlkeen laimennettiin vedel-
14 tekemddn 2 mM kantaliuos, Jjoka varastoitiin 4°C:ssa. Tila-
vuuksia, vaihdellen 2 ul - 15 ul, laimennettiin 2 mM kanta-
liuvoslipopeptidistd 500 pul:aan DDME:td. 1 ug plasmidia pSVL-
CAT laimennettiin erikseen 500 ul:aan DDME:t&. Liuokset yh-
distettiin 10-20 minuutiksi huoneenldmmdsséd ennenkuin lisdt-
tiin 500 ul:aan DDME:td 60 mm astioissa, joissa oli subkon~-
fluentteja CHO-soluja (2 x 10°® pdivd -1) tai Cos 1l-soluja (5
x 10° pdivd -1), pestiin DDME:114 seerumin poistamiseksi.
Soluja inkuboitiin 6 h standardiolosuhteissa 37°C:ssa ja 5 %
CO,:ssa 6 h, Lisattiin 1,5 ml DME/Hams + 10 % FCS (CHO) tai
DME + 10 % FCS (Cos 1) soluille yén yli tapahtuvaa inkubaa-
tiota varten. Kaytettiin tuoretta DME/Hams + 10 % FCS tai
DME + 10 % FCS korvaamaan alusta vield 24 tunniksi ennen
Kerddmistd. Valmistettiin solulysaatit ja CAT-aktiivisuus
masdritettiin kuten edelld on kuvattu. Cos 1l-solujen vilije-
lysupernatantista mddritettiin CAT-aktiivisuus.

Tulokset:

a: Tripalmitaattiyhdisteissd K3ATP3 johti hyvddn transfekti-
oon (6237 cpm keskiarvo 25 ul lysaatista 20 min mddritysajan
jdlkeen 37°C:ssa, 1 ul C* asetyyli-CoA (yhteensd saatavilla
olevia lukemia ~40-50 000 cpm)). K5-yhdiste antoi merkitse-
vdasti vdhentyneet lukemat sen optimaalisella tasolla (kes-
kiarvo 1785 cpm). KO-yhdiste ei antanut mitattavaa transfek-
tiota tdsséd madrityssysteemissd, havaittiin kuitenkin alhai-
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sia transfektiotasoja kayttédmdlla R-gal-maarityssysteemié

(kuvattu alla) CHO-soluissa.

Dipalmitaattiyhdisteilld K2:n l&sndolo oli merkitsevasti

parempi transfektiolle antaen keskiarvon 5418 cpm verrattuna
K5-yhdisteen keskiarvoon 132 cpm. Transfektoitujen astioiden
solujen elinkyky on osoitettu graafisessa kaaviossa 7b. Tok-
sisuus on korkein (OD alhaisin) astioissa, joissa on trans-

fektion korkeimmat tasot.

Katso kuviot 7 a ja b.

b: Yksittdisen K:n mukaanottaminen teki mahdolliseksi mer-
kittdvédn transfektion tapahtua, 12670 cpm:n keskiarvolla (25
ul lysaatista 135 min inkubaatio 37°C:ssa, 2 ul C* asetyyli-
CoA (yhteensid saatavilla olevia lukemia "90-100 000 cpm)).
Toisen lysiinijddnnoksen ldsndolo johti melkein 5 Kertaisiin
transfektiotasoihin (keskiarvo 62 215 cpm), optimaalitulos-
ten ollessa yhdisteen samalla tasolla.

Kuvio 8

c: Sekd K4ATP3- ettd KS5ATP3-yhdisteet johtivat merkitsevisti
vdhentyneeseen transfektioon suhteessa vastaavaan K3:een
antaen keskiarvotason CAT-aktiivisuudelle mitattuna 1071,
6363 ja 13 467 cpm:ssd vastaavasti, kun oli inkuboitu 2 h 20
ul lysaattia.

Kuvio 9

Johtopdédtds

Esitetyisté tiedoista voidaan piirtdd optimaalisen aktiivi-
suuden jarjestys 0-5 lysiinien liittamisestd K,_, ,ATP2/3:-
hen seuraavasti:

K3>K2>K5>K4>>K1.

Tyypillinen solun elinkyvyn graafinen piirros on esitetty
koetta b varten (katso kuvio7b). Tami osoittaa kddnteisen
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suhteen solun elinkyvyn ja transfektion v&dlilld. T&m& on

yleinen havainto.

"y"-1linkkeri

Edellsd kuvatussa johtoyhdisteessad oli 3 lysiinijd&nnosta
(K3) ja alaniini~- (A) linkkeri "y"-asemassa. Muunnoksia,
joissa oli alaniini (A), leusiini (L), fenyylialaniini (F),

lysiini (K) tai glysiini (G), testattiin.

P4amadrd: Arvioida optimaalinen linkkerijddnndés tehokasta
transfektiota varten.

Menetelmd: Erillisiss& kokeissa suoritettiin vertailut seu-
raavien vdlilla:

a. K2 K/F/L TP2 (Cos 1)

b. K2 A/L TP2 (Cos 1)

c. K3 A/L/G TL3 (Cos 1)
PSVLCAT:n transfektiota ja sitd seuraavaa CAT-entsyymin méd-

ritystd varten suoritettiin kokeet "a" ja "b" kuten edelléd

kuvattiin.

Koetta "c" varten transfektoitiin plasmidi pPGKlaczNLS, joka
koodaa B-galaktosidaasia hiiren PGK-promoottorin kontrollin
alaisena (ystédvdllinen lahja G. Hannan:lta) tai pSVLGAL,
joka kayttdd SV40 aikaista promoottoria (Sleigh, M.J. ja
Lockett, T.J. (1985). EMBO J. 4: 3831-3837). Tdmd koe ja
middritys oli modifioitu Felgner:1td et al., J. Biol. Chem.
269 (4), 2550~2561, 1994. Tamd protokolla sallii DNA:n ja
testiaineen 72 erilaisen kombinaation ja konsentraation sa-
manaikaisen arvioinnin mikrotiitteritarjottimella. Kuoppa,
joka osoitti maksimaalisen geenituotteen tason, valittiin
optimaaliseksi tulokseksi jokaiselle reagenssille.

Sytotoksisuus arvioitiin k&yttéam&lld alamarsinistd ja nayt-

teen graafinen kaavio on esitetty koetta a varten.
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Tulokset

a: Verrattaessa linkkereitd K, F ja L dilysiinissd, dipalmi-
taattiyhdiste, L antoi marginaalisesti erinomaiset tulokset
F:lle, mutta oli olennaisesti tehokkaampi kuin K-yhdiste.
Katso kuvio 10a. L- ja F-yhdisteiden toksisuus oli jonkin
verran korkeampi kuin K-yhdisteelle osoittaen, ettd korkeim-
pia CAT-tasoja ei nédhty yksinkertaisesti solun korkeampien
selvidmistasojen takia.

Kuvio 10b.

b: Vertailtaessa A-linkkerid, jota kdytettiin peptidin ver-
tailukokeissa, ja L-linkkerid, jonka oli osoitettu antavan
korkeampia geeniekspression tasoja kokeessa "a", kahden yh-

disteen aktiivisuuksien osoitettiin olevan hyvin samalaiset.

Kuvio 11.

c: Kaksi johtavaa linkkerid A ja L testattiin trilysiini-
taustassa, trilauraatti (L3), G-linkkeri& vastaan. Té&dsséa
tapauksessa A-linkkeriyhdiste oli parempi transfektion saa-
vuttamisessa, muiden yhdisteiden osoittaessa suhteellisia
transfektiotasoja: L 57 %, G 12 % ja Lipofectamine 39 %.
Kuvio 12.

Johtopddtds

Esitettyjen tietojen vertailusta voidaan laatia erilaisten
linkkereiden tehokkuusjérjestys:
A>SL>F>K>>G.

"R1-R4" rasiva-asyylijohdannaiset
1. Asyylijohdannaisten lukumddrd tris-linkkerissa, 1-3

Tris-linkkeri helppottaa yhden, kahden tai kolmen rasva-a-
syylijohdannaisen lis&dmisen peptidiin ja linkkeriin. Ylei-
sesti kaikki nadmd johdannaiset olisivat identtisi&d toistensa
kanssa. Yhdisteitd, joissa kaikissa on identtiset rakenne-
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osat, mutta 1, 2 tai 3 rasva-asyylijohdannaista, on verrattu

kdyttédmdlla edelld kuvattuja standardeja transfektio- ja

madritysmenetelnia.

Pdamadrd: Verrata peptidirasva-asyylijohdannaisyhdisteiden,
joissa on 1, 2 tai 3 rasva-asyylijohdannaista, kykyad trans-

fektoida nisdkédssoluja.

Menetelmd

Yhdisteistd testattiin niiden kyky transfektoida joko CAT-
tai B~gal-geeni, joka on plasmidilla, ja mddritettiin kuten

edelld on kKuvattu.

Kokeet:
a. K2 AT P1/P2/P3 (palmitaatti, 1, 2 tai 3) (Cos 1)
b. K2 FT P1/P2/P3 (Cos 1)
c. K2Z LT P1/P2/P3 (Cos 1)
d. K2 KT P2/P3 (Cos 1)
e. K3 AT P2/P3 (CHO)
f. K3 AT P1/P3 (Cos 1)
K3i AT M1/M2/M3 (myristaatti 1, 2 tai 3) (Cos 1)
K3 AT L1/L2/L3 (lauraatti 1, 2 tai 3) (Cos 1)
g. K4 AT P1/P2/P3 (Cos 1)
Tulokset

a: Kokeessa "a" testattujen yhdisteiden vertailu osoitti,
ettd di- ja tripalmitaattimolekyylit molemmat antoivat kor-
keat transfektiotasot, kun taas monopalmitaattimolekyyli on
hyvin tehoton.

Kuvio 13a.

Muissa kokeissa K3 monopalmitaattiyhdiste on osoittanut ak-
tiivisuutta 30 %:ssa tripalmitaatti K3 molekyylejd (ei esi-
tetty).

Yhdisteiden suhteellinen sytotoksisuus on esitetty mukana
olevassa graafisessa kaaviossa.

Kuvio 13b.
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b: Mono-, di- ja tripalmitaattiyhdisteiden suhteelliset
transfektiokyvyt fenyylialaniinilinkkerin kanssa olivat sa-
manlaiset kuin alaniinilinkkerille (a).

Kuviot 14a ja b.

c: Mono-, di- ja tripalmitaattiyhdisteiden suhteelliset
transfektiokyvyt leusiinilinkkerin kanssa olivat samanlaiset
kuin alaniinilinkkerille (a).

Kuviot 15a ja b.

d: Lysiinilinkkerin tapauksessa dipalmitaatin on osoitettu
olevan merkitsevdsti vdhemmdn aktiivinen kuin tripalmitaat-
timolekyylin. Tripalmitaatin lisddntynyt transfektioaktiivi-
suus seuraa sytotoksisuuden lisdantymistéd, kuten edelld ole-
vissa tapauksissa on nédhty.

Kuviot 16a ja b.

e: Tédssé vertailussa tripalmitaattimolekyyli on dramaatti-
sesti tehokkaampi (keskiarvo 8325 cpm) kuin dipalmitaatti
(keskiarvo 984 cpm). Sytotoksisuuden tasot ovat jonkin ver-

ran suuremmat lisd&ntyneelld transfektiolla.

Kuviot 17 a ja b.

f: Téssd vertailussa, jossa vertaillaan yhdisteiden, joissa
on eri madrat rasva-asyyliryhmid (n=1-3), transfektiotehok-
kuutta taustassa 3 eri pituista rasva-asyylijohdnanaista
(palmitaatti, myristaatti ja lauraatti), yhdisteiden joissa
on 3 rasva-asyyliryhmd&, osoitettiin yhdennukaisesti olevan
tehokkaampia transfektiossa kuin ne, joissa oli 2 ryhmdd tai
1 ryhm&. 3 rasva-asyyliryhmidn ldsndollessa toksisuus oli
yleisesti hieman korkeampi, mutta aina vdhemmé&n Kuin lipoi-

fectaminen kanssa. Katso taulukko 2.
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Taulukko 2
Testiaine Suhde yksikkoéa B- MTS OD,g0-6ss
[lipidil/ gal
[DNA]
K3ATP1 (5,55) 9,32x10°° 1,34
K3ATP3 (0,69) 2,73x10™* 1,244
K3ATM1* (0,69) 5,85x10°¢ ei havaittu
K3ATM2 (0,35) 3,46x107° 1,56
K3ATM3 (1,39) 2,86x10™* 1,22
K3ATL1* (0,35) 1,09%107° ei havaittu
K3ATL2 (0,69) 1,06x107° 1,554
K3ATL3 (1,39) 4,95x107* 1,363
Lfe (1,39) 4.65x10°* 0,924
Ei mitaén -5,62x107° 1,482

Jokainen tulos esittd korkeinta lukemaa 72 erilaisen olosuh-
teen mikrottiitterilevyltd. Suhde [lipidi]/[DNA], miss& mak-
simi saavutettiin, on esitetty. Esitetyt kokeet suoritettiin
Cos l-soluissa, kuten edelld on kuvattu. MTS OD on solujen,
jotka on altistettu erilaisille aineille, suhteellisen elin-
kyvyn mitta, korkeampi arvo tarkoittaa suurempaa solun elin-
kykyd. *Ndmd pisteet otettiin erillisestd kokeesta ja jonkin
verran vahdistd variaatiota absoluuttisten mddrien valilléa
olisi odotettava kokeiden vdlillad. Elinkyky mitattiin ala-
marsinisella varilld t&ssd kokeessa eikd tédten ole suoraan

verrattavissa.

. K4 vhdisteet

Vertailu tehtiin 1-3 palmitaattien vdlilld tetra-lysiiniala-
niinin ollessa taustalla (K4ATP1/2/3). Kuten edellisissi
kokeissa néhtiin, tripalmitaatti oli tehokkaampi kuin di-~
tai monopalmitaatti. Aktiivisuus oli mitattavissa, kun kédy-
tettiin mitd tahansa yhdisteistd. Sytotoksisuus oli alhai-
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nen, vaikka nditd reagenssejd tarvittiinkin korkeita tasoja
optimaaliseen transfektioon.

Kuviot 18a ja b.

Johtopdatods

Tulokset kokeista "K3"-yhdisteilld ovat samanlaiset kuin
ndhtiin "K4"-yhdisteilld . Se tarkoittaa, ettd kolme rasva-
asyyliryhmdd ovat paremmat kuin 2 tai 1 ryhmd niiden kyvysséa
transfektoida solut. '

Johtopdédtds osa R1-R4

Kuten edelld olevissa esimerkeissd esitettiin, yhdisteet
joissa on 3 rasva-asyyliijohdannaista, osoittivat yleisesti
suurempaa kykyd transfektoida soluja kuin ne, joissa oli 1
tai 2 rasva-asyylijohdannaista. Transfektion optimaalisissa
pisteissd ovat yhdisteet yleisesti vdhemmdn toksisia soluil-
le kuin kaupallinen aine "Lipofectamine". Vaikka suurin osa
tiedoista, joita t&ssd osassa on esitetty, on kokeista, jot-
ka suoritettiin Cos 1l-soluille, ndita tuloksia heijastettiin
tuloksiin, jotka saatiin CHO-soluilla. Optimaaliset konsen-
traatiot erilaisille yhdisteille vaihtelivat solulinjojen
valilld, kuten tekivdt geenituotteen absoluuttiset tasot,
kuitenkin optimaalinen suhde [lipidi]/[DNA] oli yleisesti
solusta riippumaton ja yhdisteiden suhteelliset asemat

transfektoitavuudessa jédivédt samanlaisiksi.

Esitettyjen tietojen vertailu sallii ei-formuloitujen, ei-
sekoitettujen yhdisteiden rasva-asyyliryhmien erilaisten
mddrien (n=1-3) tehokkuuden jdrjestyksen hahmottelun:

3 >2>1.

"R1-R4" rasva-asyylijohdannaiset
2. Hiiliketjun pituus

Paamadra: Maaritetddn, oliko eri pituisilla, Cl6:een asti
(palmitaatti), rasva-~asyylijohdannaisilla suurempi kyky
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transfektoida nisédkédssoluja.

Menetelmd: Luotiin vaihtoehtoisia trilysiinialaniini-tris-
(K3AT) yhdisteitd, joissa oli 1-3 identtistd, vaihtelevan
pituista rasva-asyylijohdannaista, seuraavasti:

Cl16 palmitaatti (P)

Cl14 myristaatti (M)

Cl2 lauraatti (L)

C10 kaproaatti (C)

Jokaisesta ndistd yhdisteistd testattiin transfektiokyky ija
sytotoksisuus standardisolulinjoihin kdyttdmdlla edelld ku-
vattuja standardiolosuhteita.

Tulokset

a. Vertailut P-, M-, L- ja C-johdannaisten v&lilld Cos 1- ja
CHO-soluissa.

Tédmd taulukko esittdd, ettd yhdisteet, joissa on lauraatti
ja myristaatti, kykenevadt yleisesti transfektoimaan solut
tehokkaammin kuin alunperin kiytetyt palmitaatti-johdannai-
set. Kaproaatti oli vdhiten aktiivinen johdannainen ndissa

yhdisteissa.

Taulukko 3
Aine B~gal Elinkyky B-gal Elinkyky
(Cos 1) (Cos 1) (CHO) (CHO)
K3ATL1 1,09x10°° 0,104 2,99x10°° 0,072
(.35)
(2,77)
K3ATM1 5,85x104 0,102 5,18x10* 0,07
(.69)
(.69)
K3ATP1 9,32x10°° 1,34%*
(5,55)
K3ATL2 1,06x104, 1,55%
(.69)
K3ATM2 3,46%x10°° 1,56%
(.35)
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K3ATC3 9,08x%x10°° 0,104 5,27%x107°
(2,77)
K3ATL3 3,02x107* 0,095 7,89%x107*
(.69)
(.69)
K3ATP3 3,52x10°* 0,077
(1,39)
#K3ATL3 4,95x107* 1,36%
(1,39)
#K3ATM3 2,86x10°* 1,22%
(1,39)
#K3ATP3 2,73x107* 1,24%
(.69)
Lfe (1,39)|1,71x10™* 0,082
Ei yhtdan | 3,10x107°° 0,11 3,97x107¢
Lfe(1,39) 4.65x10°* 0,924%
Selitys:

Jokainen tulos esittdd korkeinta lukemaa 72 erilaisen olo-
suhteen mikrotiitterilevyltd. Suhde [lipidi]/[DNA], milli
maksimi saavutettiin, on esitetty suluissa kahdelle eri-
laiselle solutyypille seuraavassa jarjestyksessd; (Cos 1)
(CHO). Esitetyt kokeet suoritettiin Cos l1-soluissa, kuten
edelld on kuvattu. Elinkyky mitattiin alamarsiniselld v4ril-
14. # tarkcittaa, ettd yhdisteet testattiin erillisessd ko-
keessa.

*Elinkyky tédssd koeessa méddritettiin MTS:114. OD on solujen,
jotka on altistettu erilaisille aineille, suhteellisen elin-~
kyvyn mitta, ja kuten alamarsiniselld, korkeampi arvo tar-

koittaa suurempaa solun elinkykyda.

b. R1~R4 Cl0-Clé6:na testattu Hela-soluihin

Piamdarad: Madrittadd, oliko tehokkain rasva-asyyliryhmd, joka
testattiin Cos 1- ja CHO-soluihin, my6és tehokkain Hela-so-

Juissa.
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Menetelméd: Hela-solut ympattiin Cos 1- ja/tai CHO-solujen
tilalle DME + 10 % FCS:ssd 2 x10*‘/kuoppa tiheydelld ja trans-
fektoitiin pPGKlaczNLS:114, kuten edelld on kuvattu.

48 h kohdalla médritettiin toksisuus alamarsiniselld ja so-
lut tyoéstettiin B-gal-mdaritystad varten.

Tulokset:

B-gal-mddrityksen tulokset osoittivat, ettd kuten Cos 1- ja
CHO-soluissa, kun hiiliketjun pituus vdheni Clé6:sta Cl2:een,
transfektiokyky lisdantyi. Kun Cl0-molekyylid kédytettiin,
transfektiokyky oli todella vdhentynyt osoittaen transfek-
tiotehokkuuden piikkid Cl2:ssa tdssd sarjassa. Odottamatta
solun elinkyvyn piikkitaso tapahtui mydés Cl2-yhdisteelld
(K3ATL3) .

Kuviot 19a ja b.

Johtopédtds

Rasva-asyylijohdannaisten pituuden muutoksella on dramaatti-
nen vaikutus yhdisteiden kykyyn transfektoida useita solu-
tyyppeijd. Transfektion aste yilépidetéén kaikissa solutyy-
peissd, misséd ne testattiin. Sekd myristaatti ettd lauraatti
antoivat tdssd asemassa suuremmat transfektiotasot kuin pal-
mitaatin prototyyppi, lauraatin ollessa parempi kuin kaikki
testatut.

"yh—jinkkeri ~ ei-standardit aminihapot

Aminohappojen sarjaa on kdytetty linkkeriryhmdnd. Naihin
kuuluvat leusiini, glysiini, alaniini, fenyylialaniini, a-
BOC~(e-vapaa)~lysiini, kuten edelld on osoitettu. Lisé&ksi
ei-standardeja aminihappoja, kuten aminobutyyri-, aminoka-
proiini- ja aminokapryylihapot (mitk& antavat linkkeripituu-
delle 3, 5 ja 7 hiili-hiili yksinkertaisen sidoksen jatkeen,

vastaavasti), on myds testattu.
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Koe 1

Padmddra: M&adrittdad yhdisteiden, joilla on suurempi pituus

Tris:n ja varatun "x"-peptidin védliss&d, transfektio-ominai-
suuksia, k&dyttdmdlld ei-standardeja aminohappolinkkereitid,

joissa on vaihtelevat pituudet asemassa "y".

Menetelmd: Syntetisoitiin peptidi/rasva-asyylikonjugaatit
kdyttdmidlla ei-standardeja aminohappoja, aminobutyyri- (C3),
aminokaproiini- (C5) ja aminokapryylihappoja (C7) linkkeri-
ryhmind, tri-lysiini nukleiinihapon sitomisdomeenia ja lau-
raattia kolmelle rasva-asyyliryhmdlle. Ndissd uusissa konju-
gaateissa DNA:n sitomis- ja tris/rasva-asyyliosat erotettiin
ylimddrdiselld 3, 5 ja 7 hiilisidospituudella, vastaavasti
verrattuna prototyypin molekyyliin. Sitten n&md yhdisteet
testattiin standardilla tavalla, kuten edelld on kuvattu,
middrittidmddn niiden suhteellinen kyky transfektoida solut.

Tulokset: K3 "y" TL3 yhdisteiden, missd y= C3, C5, C7, A, L,
G, transfektiotehokkuutta verrattiin toisiinsa ja kaupalli-
seen aineeseen Lipofectamineen kdyttdmdllg standardia B-gal-
reportterigeenisysteemid, joka on kuvattu edell&. Kaikkien
muiden yhdisteiden paitsi K3GTL3 havaittiin olevan tehok-
kaampia transfektoimaan kuin Lipofectaminen. C3-, C5- ja
erityisesti C7-yhdisteiden osoitettiin olevan dramaattisesti
tehokkaampia kuin yhdisteet, joissa kaytetddn standardia
yksittdistd aminohappolinkkerié.

Kuvio 20a.

Aineiden sytotoksisuus esitetddn mukana olevassa graafisessa

kaaviossa. Kaavia 20b.
Huomaa ettd lisddntyneet transfektion tasot eivdt ole saman-

aikaisia sytotoksisuuden lisddntymisen kanssa.

Koe 2

Osa soluista transfektoitiin
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Padmaddrd: Maaritetddn heijastuuko C3-C7-yhdisteiden osoitta-
ma transfektion lisddntyminen lisdéntyneeseen transfektoitu-
jen solujen osuuteen.

Menetelmd: Nditd konjugantteja kdytettiin transfektoimaan
CHO- ja Cos l-solut pPGKlacZNLS:114 transfektoitujen solujen
osuuden arvioimiseksi. Kdytetyt transfektio-olosuhteet oli-
vat, kuten on kuvattu edelld CAT-kokeille, joissa soluja
kasvatetaan 35 mm astioissa. Solut ympéattiin pdiva ennen
transfektiota 3,4x10°/astia (Cos 1) tai 6,8x10%/astia (CHO)
tiheydelld. Sen jdlkeen kun oli tehty elinkykyanalyysi 24 h
transfektion jalkeen, solut pestiin 2 x PBS:11&, sitten
kiinnitettiin 5 min 4°C:ssa 0,2 % glutaraldehydissad 0,1 M:ssa
fosfaattipuskurissa, pH 7,3. Solut pestiin 2 x kylmdlla PBS:
114. Lisdttiin jokaiseen astiaan tuoretta vdrjdysliuosta (10
ml 0,1 M fosfaattipuskuria, pH 7,3; 1,0 ml 1:1 seos 105 mg
kaliumferrosyanidia 2,5 ml:ssa H,0:ta ja 82 mg kaliumferri-
syanidia 2,5 ml:ssa H,O:ta; 0,2 ml 2 % X-gal:a dimetyyliform-
amidissa, 11,2 pul 1 M:sta MgSO,:a) (2 ml) ja astioita inku-
boitiin 37°C:ssa, kunnes vari kehittyi. Tutkittiin sattuman-
varaisia solukenttid valomikroskoopilla ja madaritettiin si-

nisten (B-gal ekspressoivia) solujen osuus.

Tulos: Lisd&ntynyt transfektio, mikd havaittiin testiaineil-
la, heijastui lisddntyneeseen transfektoitujen solujen osuu-
teen, kuten osoitettiin siniseksi varjdantyneiden solujen
lukuméadralla.

Kuvio 2l1la esittdd tulokset, jotka saatiin CHO-soluilla, kun
taas 21b esittdd tulokset Cos l-soluilla. Ndiden panelien X-
akselilla Lfe tarkoittaa lipofectaminea; vf peptidi/rasva-
asyylikonjugaatin K3ATP3 prototyyppid; A, K3ATL3, kun taas
C3, C5, C7 edustavat aminobutyyri-, aminokaproiini- ja ami-
nokapryylihappoon liittyneit&d konjugaatteja, vastaavasti.

Kuvio 21 a ja b.

Johtopddtds

Peptidi/rasva-asyylikonjugaattien linkkeriosuuden pituuden
lisddminen parantaa dramaattisesti niiden transfektio-omi-
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naisuuksia, sekd reportterigeeniekspression kokonaistasoilla
ettd myds transfektoitujuen solujen osuudessa. On erityises-
ti huomattava, ettd transfektion piikkitasot saavutetaan
kdyttdmdlla nditéd reagenssejd suhteellisen alhaisella tok-
sisuustasolla. Ndmd aineet eivadt seuraa aikaisempia havain-
toja, ettd transfektion kohonneet tasot liittyvédt suoraan
sytotoksisuuden kohonneisiin tasoihin.

Tdmd konjugaattien parantunut kapasiteetti edistdad pidemmil-
14 linkkereilld transfektiota ndyttda olevan riippumaton so-

lutyypistéa.

Kuvioissa 22 a ja b esitetyt tiedot osoittavat, ettd amino-
kapryylihappoon 1liittynyt konjugaatti, K3C7TL3, on my®ds te-
hokkaampi transfektioreagenssi kuin lipofectamine ihmisen
eturauhassydvdn epiteelisolulinjassa PC3 (kuvio 22a) ja Jur-~
kat T-solulinjassa (kuvio 22b)

Kuviot 22 a ja b.

Testatut solutyypit

Kuten edelld on kuvattu, kuvatun geneerisen kaavan konju-
gaatteja on kdytetty onnistuneesti transfektoimaan useita
solutyyppejd. Alla on annettu tdydellisempi luettelo:

Transfektoidut solut

Solulinja Solun kuvaus Transfektoidut
plasmidit
Cos 1 Afrikan vihreén PSVLCAT
apinan fibroblas- pGKlaczNLS
teja PSVGAL
CHO Kiinan hamsterin PSVLCAT
munasar jasolut pGKlaczNLS
PSVGAL
Hela Ihmisen karsinoo- pGKlaczNLS
masolut
PC3 Eturauhassyévéan pGKlaczNLS
epiteelisolut PSVGAL
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Jurkat Ihmisen T-lym- pGKlaczNLS
fosyytit PSVGAL

CSL503 Lampaan epitee- pGKlaczNLS
lisolut pPSVGAL

Oligonukleotiditransfektio

Paamiddra: Madrittdd, ovatko yhdisteet, jotka ovat osoitta-
neet kyvyn transfektoida reportterigeenit kokonaisissa plas-
mideissa soluihin, ovat myés tehokkaita oligonukleotidien
transfektiossa.

Menetelméd: 18-meeri 5’-fluoresoitu fosforitioaattioligonuk-
leotidi transfektoitiin CHO-soluihin. Verrattiin K3C7ATL3:n,
K3ATL3:n ja ei-ainetta védlistd kykyd transfektoida oligonuk-
leotidi soluihin. Oligonukleotidit laimennettiin sarjassa
121,2 puM:sta nukleotidistd 60,6 ja 30,3 pM:ksi nukleotidik-
si. Testilipopeptidit laimennettiin sarjassa 84 uM:sta 42 ja
21 uM:ksi. Ndma laimennukset yhdistettiin 3 x 3 matriisiin,
mikd johti konsentraatioihin, jotka olivat puolet kuvatuis-
ta. Se tarkoittaa, oligonukleotidin pddllimmdiseksi laimen-
nukseksi tuli 60,6 uM nukleotidi (3,37 uM 18-meeri oligonuk-
leotidi) ja lipopeptidi 42 uM:ksi. Seoksen annettiin inku-
boitua 10 min huoneenldmmdssd ja sitten peitettiin CHO-solut
(ympatty 1 x 10°/kuoppa edellisend pdivénd), pestiin vapaaksi
seerumista DDME:114, 100 ul:n kokonaistilavuudessa. Kuopis-
sa, jotka saivat seoksen, jossa ei ollut testiainetta, oli
kolme erilaista oligonukleotidikonsentraatiota pddllystetty-

nid samoissa olosuhteissa.

3 h inkubaation jdlkeen standardiolosuhteissa 37°C:ssa Jja 5 %
CO,:ssa, seos poistettiin ja korvattiin 50 ul:1lla DDME:t&.
Solut katsottiin elédviksi samapolttopisteiselld mikroskoo-
pilla. Fluoresenssin taso oli niin korkea, ettéd valoaukko
LASER:a varten BioRad MCR 500 samapolttopisteisessd mikros-
koopissa suljettiin minimiin. Sitten keré&ttiin kaikki kuvat
samoilla asetuksilla kvantitatiivistd vertailua varten.
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Samapolttopisteanalyysin jalkeen lis&ttiin 100 pl EMEM + 10
% FCS:&4 takaisin kuoppiin ja soluja inkuboitiin samoissa

standardi olosuhteissa yén yli. Soluista tutkittiin uudes-

taan fluoresenssi.

Tulokset

Taulukossa 4 on esitetty transfektion tulokset 3 h transfek-

tion jdlkeisesséd pisteessa:
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Johtopaatds

Kummankin transfektiocaineen kaytté johti 100 % selvinneisiin
soluihin, jotka ottivat suuret tasot oligonukleotidejd. 3 h
ajan pisteessd, joka on kuvatty kokeessa, solun tumat olivat
voimakkaasti vArjdytyneet fluoresenoidulla oligonukleotidil-

la.

Tulokset, jotka oli merkitty tdhdella "*", eivdt olleet niin
voimakkaasti fluoresoivia kuin ei-merkityt, poikkeuksena ei-
ainetta koe. Ei-aineen kanssa fluoresenssitasot olivat ra-
joittuneet yksittdiseen tédplédan, jolla oli vaihteleva voi-
makkuus jokaisessa fluoresoivassa solussa, kokeessa kiyte-
tylld havaintotasolla.

On todenndkdistd, ettd suurempi osuus soluista kuin taulu-
kossa 4 on eritelty, otti sisdidn oligonukleotidid transfek-
tiocaineen puuttuessa, mutta sisddnoton mdird oli riittamétén
rekisterditidvidksi kiytetylld havaintotasolla. Sen jédlkeen,
kun oli inkuboitu yén yli t&ydelld alustalla (EMEM + 10 %
FCS), fluoresenssin tasot vadhenivat kaikissa nédytteissd,
kaikkein huomattavimman muutoksen ollessa fluoresenssin ka-
toaminen useimmissa tumissa, pilkullisen soluliman varjdéan-
tymisen ollessa tyypillistd. Fluoresenssin tasot ndytteissd,
jotka kdyttivat transfektioainetta, jdivét olennaisesti kor-
keimmiksi kuin niissd ndytteisséd, joissa ei kéytetty trans-

fektioainetta.

Formulaatio

Useimmat kaupallisesti saatavilla olevat transfektioaineet

on formuloituja liposomeja, joissa on neutraali lipididiole-
oyylifosfatidyylietanoliamiini (DOPE). Lisdksi kirjallisuu-
dessa on ehdotettu, ettd yhdisteet, joissa on 2 rasva-asyy-
lijohdannaista, muodostavat todenngkdéisemmin stabiileja 1i-
posomirakenteita kuin ne yhdisteet, joissa on 1 tai 3 rasva-
asyylijohdannaista, ja todellakin kaupallisissa aineissa on
poikkeuksetta 2 asyylijohdannaista. Edelli olevien tulosten
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valossa, jotka osoittavat, ettd lyhytketjuisimmilla rasva-a-
syylijohdannaisilla, ja erityisesti lauraatilla, on lis&an-
tynyt kyky transfektoida soluja, voi olla ettd lyhytket-
juisempien fosfatidyylietanoliamiiniyhdisteiden k&ytté voi
myds tarkoittaa tehokkaampaa transfektiota. T&ten DOPE:n
kdyttdé pitdisi ndhdd tdlla tavalla valaisevana kyvyssééan
muodostaa tehokkaita liposomirakenteita transfektiota var-

ten, eikd rajoittavana.

Padmdédréa: Testata liposomiformulaatioiden tehokkuus DOPE
lipidin kanssa. |

Menetelméd: Verafectin A2 (K3ATP2) formuloitiin liposomeiksi
kdyttdmdlld standardimenetelmid (K. Yagi et al., Biochem.
Biophys. Res. Comm. 196, 3, 1993, ss. 1042-1048) ja liuotet-
tiin H,O:hon 2 mM:ssa. Formulaatiot tehtiin 1:2, 1:1 ja 2:1
moolisissa suhteissa DOPE:n kanssa.

Liposomiformulaatioita verrattiin kaupallisiin yhdisteisiin,
kuten alla erillisissd kokeissa kuvataan:

a. Kdyttidmidlla standardeja, edelld kuvattuja transfektiome-
netelmid ja 1 pug plamsidia pSVLCAT, nédmd formulaatiot tes-
tattiin CHO-soluihin yksittédiselld konsentraatiolla, joka
vastasi 10 ul Verafectin A2:ta (2 mM)/ndayte ja verrattuna
ei-formuloituun yhdisteeseen ja Lipofectamineen samassa so-
lutyypissd. CAT-tuotto maddritettiin 48 h transfektion jal-
keen.

b. Liposomiformulaatiot testattiin mydés samoissa konsentraa-
tioissa k&yttdmdlla plasmidia, joka koodaa B-gal-ekspres-
siota, pPGKlacz ja verrattiin Lipofectamineen ja DOTAP:iin
(Boehringer Mannheim). 24 h transfektion jalkeen solut kiin-

nitettiin ja védrjdttiin B-gal-ekspressiota varten.

Tulokset

a. Liposomiformulaatioiden kayttd johti CAT-ekspressioon
CHO-soluista vaihdellen 62 % - 156 % optimaalisesta Lipofec-
taminien indusoimasta ekspressiosta kdyttdmdlld kolmea eri-
laista suhdetta kahdessa erillisessad kokeessa. VFA2~yhdis-
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teen kayttd ei-liposomiformulaatiossa antoi CAT-tasot, jotka
olivat vain noin 5 % Lipofectaminesta. DOPE yksin, joko ei-
formuloituna tai "formuloituna" liposomimenetelmdlls. ei
antanut transfektiota.

NB. DOPE yksin ei muodosta todellista liposomia, katso EM
osa alla.

Kuvio 23 a.

b. Alustava solun laskenta varjadtyt vs. ei-vdrjatyt solut
osoittivat, ettd paras liposomiformulaatio (K3ATP2:DOPE 1:2)
antoi kaksinkertaisen ja DOTAP antoi noin puolet transfek-
toitujen solujen mddrdstd suhteessa siihen, mikd saatiin
kdyttédmdlla Lipofectaminea. CHO-solujen osuus, jotka
transfektoitiin kédyttdmdlld Lipofectaminea ndissd olosuh-
teissa mddritettiin olevan 17,5 %.

Kuvio 23b.

Aineen konsentraatiota ei optimoitu ndille Verafectin A2/DO-
PE-formulaatioille. Tiedot Lipofectaminesta ja DOPA:sta kui-
tenkin olivat optimoiduista konsentraatioista.

Alustavat tiedot osoittavat, ettd ndiden formulaatioiden
sytotoksisuus oli karkeasti sama kuin Lipofectaminen ja DO-

PA:n (ei esitetty).

Elektronimikroskopia

Formuloitujen ja ei-formuloitujen yhdisteiden liuoksista
analysoitiin mahdollinen membraanin kaltainen rakenne. Eril-
lisissd kokeissa analysoitiin seuraavat nédytteet:

a: Negatiivisesti vdrjatyt formuloitujen yhdisteiden K3ATP2:
DOPE, DOPE ja ei-formuloitujen yhdisteiden K3C7ATL3 ja Lipo-
fectamine nédytteet.

b: Pyoroévarjostetut K3C7ATL3- ja Lipofectamine-naytteet,
jotka oli sekoitettu kahden osan kanssa nukleotidiad (plasmi-

dia).
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Menetelmd: Negatiivivdrijdys

2 mM liposomin kantaliuosndytteet laimennettiin 1:10 suoda-
tetulla tislatulla vedelld ja sekoitettu 1.1 suodatetun ne-
gatiivivdrin kanssa (ammoniummolybdaatti 2 %, pH 6,5) Jja
levitettiin hiili~formvar-pddllystetylle kupari/rodium 200
seulamitan elektronimikroskooppihilalle ja tutkittiin Jeol
JEM 100CX elektronimikroskoopilla 60 kV suurennuksilla 33k-
100k.

Pyoérivd metallivarjostus

Liposomisuhteet 0,69 ja 0,25:1 mol DNA-nukleotidid laimen-
nettiin vedelld ja sekoitettiin 10 min huoneenlamméssa, le-
vitettiin hiili-formvar-padllystetyille hiloille ja pyodré-
metallivarjostettiin platina-palladiumilla (60:40), joka
haihdutettiin 7° kulmassa Jja tutkittiin elektronimikroskoo-

pilla 60 kV suurennuksilla 26k-66k.

Tulokset:

a: Jotta mdidritetdan onnistunut liposomien muodostuminen,
negatiivisesti vdrjdtyt naytteet, jotka oli formuloitu K3AT-
P2:DOPE, analysoitiin TEM:s&d. Nédiden nédytteiden osoitettiin
muodostaneen monilamellisia liposomirakenteita, kun taas
DOPE yksin ei samoissa olosuhteissa muodostanut.

Koska formuloitu liposomi kykeni antamaan tehokkaan trans-
fektion, o0li kiinnostavaa nadhdd, oliko puhtailla ei~formu-
loiduilla yhdisteilld, jotka antoivat tehokkaan transfekti-
on, yhtdin membraanin kaltaista rakennetta. Jotkut ndisti
vhdisteistd vdrjédttiin t&ten negatiivisesti ja jdlleen ana-
lysoitiin TEM:ssd. Mielenkiintoisesti ndiden yhdisteiden,
jotka antoivat tehokkaan transfektion, ja joilla oli 3 ras-
va-asyylijohdannaista, havaittiin muodostaneen spontaanisti
membraani-~sitoutuneiden rakkuloiden "lauttoja" tai "kasoja",
jotka vaihtelivat kooltaan 10 nm-0,2 um.
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b: Yhdisteet sekoitettiin plasmidi-DNA:n kanssa suboptimaa-
lisissa (0,25) ja optimaalisissa (0,69) lipopetidi:nukleo-
tidi-suhteissa ja pyorévarjostettiin. Ndiden nédytteiden ana-
lyysi osoitti dramaattisesti, ettd transfektion optimaali-
sessa suhteessa suurin osa DNA:sta liitettiin liposomien
kokoelmiin. Suhteissa, joissa oli riittamdttomdsti yhdistet-
ta lasnd (0,25:1), oli suuri mdard DNA:ta vapaana liuokses-—
sa. Tdmid oli totta sekd testiyhdisteelle K3C7TL3 ettd Lipo-
fectaminelle, jotka nayttivdt hyvin samanlaisilta EM:ssd,
kun sekoitettiin DNA:n kanssa, vaikka niiden ilmenemistapa

ei-kompleksoituneena DNA:n kanssa oli hyvin erilainen.

Transfektioyhdisteiden ja muiden lipidien ei-formuloidut

seokset

Solujen osan valilld, jotka oli transfektoitu oligonukleoti-
deilld (100 % fluoresoivia soluja), ja jotka ekspressoivat
geenituotetta (<100 % sinisid soluja) oli erilaisuutta. Kos-
ka DNA:lle on valttdmatoéntda, ettd se otetaan tumaan sisdén,
transkriboidaan ja transloidaan, jotta saavutetaan geeni-
tuote, kun taas oligonukleotidin taytyy vain péddstd plasma-
membraanin ldpi "transfektion" saavuttamiseksi, t&mid ei ol-
lut yllgttédvd tulos. Se tarkoittaa kuitenkin, ettd onnistu-
nut transfektio ja geenituotteen synnyttdminen on monivai-
heinen menettelytapa, Jjoka voisi hyotyad yhdisteiden yhdis-
telmédstd, jolla voi olla tunnusmerkillisid kykyjad ylittasa
erilaisia membraaneja, esimerkiksi plasma- ja tumamembraa-
nit. Tamd mielessd yhdistettiin lukuisia muuten identtisia
yhdisteitd, joissa oli erilaiset rasva-asyyliryhmdt, jotka
erosivat sekd mddrdltaan ettd pituudeltaan, ja testattiin B-
gal-maljamddritykselld, kuten alla on kuvattu.

Joidenkin yhdisteiden aiheuttamat parannukset transfektiossa
on ndhty myds yksinkertaisella neutraalin lipidin DOPE:n
lisdykselld, kuten edella nadhtiin kokeessa 4 kayttamdlla
VerafectinG2(K3GTP2):ta.
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Padmadra: Maarittid onko tdssid hakemuksessa kuvatun yleisen
kaavan lipopeptidiyhdisteiden seoksilla etu saavuttaa gee-
nien transfektio, kuten mddritettiin geenituotteen osoitta-
misella verrattuna puhtaan yhdisteen kayttdoén.

Yhdisteiden seokset; koe 1

Menetelmd: Optimaalisen transfektiotason saavuttaminen kayt-
tdmdlld vhdistettd K3ATL3 on mddritetty aikaisemmin vaati-
maan n. 5 uM K3ATL3:a. K3ATL3 sekoitettiin jokaisen K3ATL1:
n, K3ATL2:n, K3ATM3:n, K3ATP3:n ja K3ATC3:n kanssa antamaan
lipidin kokonaiskonsentraation 5 uM 100 pl:ssa suhteissa
0:5, 1:4, 2:3, 3:2, 4:1 ja 5:0. K3ATM3 sekoitettiin samalla
lailla K3ATM1:n, K3ATM2:n ja K3ATP3:n kanssa. Jokainen lipi-
diseoksista yhidstettiin vakiomddran kanssa pSVGAL DNA:ta
0,5 ug/kuoppa ja transfektion annettiin edistyd normaalisti.

Tulokset: Jokaisen kuopan ekspressio oli alhainen, kun oli
kdytetty kaksinkertainen optimaalitaso DNA:ta, kuitenkin
kuopissa, joissa oli K3ATL3:n ja K3ATM3:n yhdistelmd suh~
teessa 4:1, oli voimakas ekspressiotaso antaen korkeamman B-
gal:n ekspression tason kuin kumpikaan K3ATL3 tai K3ATM3

yksin (tiedot eivédt nay).

Koe 2

Tat4d testattiin edelleen tekemdlld 4:1 moolinen seos kahdes-~
ta lipopeptidistd K3ATL3 ja K3ATM3 ja testaamalla niité
standardimaljamddritykselld, mihin sisdltyi kaksoislaimen-
nukset molemmista lipopeptidi- ja DNA-konsentraatioista.
Tdtd verrattiin ekspressioon, joka saavutettiin kdyttdmalla
puhdasta yhdistettd K3ATL3 samoissa olosuhteissa.

Tulos: Saavutettiin pieni, mutta selvd ekspression lisdanty-
minen kdyttédmdlld lipopeptidien seosta. Jokaisessa testatus-
sa lipopetidikonsetraatiossa transfektioaineen optimaalinen
taso johti korkeampaan transfektiotasoon kidytettdessd L3/M3
4:1 seosta verrattuna L3:een yksin samassa konsentraatiossa.
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Kuvio 24.

Johtopaédtds

Lipopeptiditransfektioaineiden yhdistelmdt voivat saavuttaa
paremmat transfektion tasot verrattuna jompaankumpaan ainee-
seen yksin. Odotetaan ettd lisdtestaus ndissd linjoissa joh-
taisi muihin yhdistelmiin, jotka antavat kummallekin kompo-
nenteista yksin paremmat transfektion tasot. Tulokset osoit-
tavat, ettd ndiden molekyylien seoksilla saattaa olla mer-
kittdvid vaikutuksia niiden yksittédisiin transfektio-ominai-

suuksiin.

In vivo transfektio

Paamddrd: Maarittaa, voidaanko kuvattua kaavaa kdyttda ja-
kamaan DNA:ta tehokkaasti koko organismiin, johtaen jaetun

geenin ekspressioon.

Menetelmd: Plasmidi pGFP-N1 (Clontech), joka koodaa vihredd
fluoresoivaa proteiinia, laimennettiin 10 ug (10 pl:ssa) 20
pl:aan 5 %:sta dekstroosia vedessd ja sitten yhdistettiin
2,1 4l 10 mM:sta K3ATL3:a (10 % DMSO) 27,9 ul:ssa 5 % dekst-
roosia vedessd. 10 min inkubaation jdlkeen huoneenlidmmdssé
seos injektoitiin karvattoman hiiren sdadrilihakseen. Hiiri
uhrattiin 24 h kuluttua ja lihaspala jdadytettiin hiilihap-
pojddssd. Kudoksesta tehtiin jaddleikkeet ja fluoresenssi

analysoitiin samapolttopisteisessd mikroskoopissa.

Tulokset: Pilkullista fluoresenssid havaittiin lihassolujen
solulimassa ja my®s hyvin voimakasta fluoresenssid ndhtiin
liikehermon pédatelevysséd. Fluoresenssid ei havaittu kudok-
sessa, joka oli leikattu ei-injektoidusta sdéaresta.
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Johtopddtds

Alustavat kokeet osoittavat, ettd tehokas geenin siirto ko-
konaisiin eldimiin voidaan saavuttaa kdyttdmdlld nditd yh-

disteiti.

T4md kekisntd antaa tehokkaan tavan jakaa yhdistettd, eri-
tyisesti DNA:ta eukaryoottiseen soluun. Menetelmd on tehok-
kaampi kuin standardi CAPO,-tyylin transfektiot, joidenkin
tdmdn Kkeksinnén suoritusmuotojen ollessa olennaisesti parem-
pi kuin kaupallisesti saatavilla olevat transfektioaineet.
Uskotaan ettd tédmdn keksinndén menetelmd olisi yhtd hyoédylli-
nen muiden yhdisteiden jakamisessa, kuten nukleiinihappopoh-

jaiset laddkeaineet, kuten ribosymit, antisense ja sen kal-

taiset.

Ammattimies ymmdrtdd, ettd keksintdéén voidaan tehdd lukuisia
muunnoksia ja/tai modifikaatioita, kuten erityisisséd suori-
tusmuodoissa on esitetty irtaantumatta keksinndén hengesta ja
ulottuvuudesta laajasti kuvattuna. Ndmd suoritusmuodot on
siksi kédsitettdvd kaikissa suhteissa valaiseviksi eikd ra-

joittaviksi.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd nukleiinihapon viemiseksli soluun, joka menetel-
m& kdsittdd solun altistamisen yhdisteelle, jonka kaava on:

CH0 — Ry

wex —y—NH_-C_Ry

|

CH0 —R2

jossa kaavassa:

w on nukleiinihappo

X on peptidi tai aminohappo

y on linkkeri, jonka ketjun pituus vastaa 1-20 hiiliatomia
tai puuttuu

R, on H tai CH,0-R;; ja Ry, R, ja R; ovat samat tai erilaiset
ja ovat joko vety, metyyli-, etyyli-, hydroksyyli- tai asyy-
liryhm&, joka on johdettu rasvahaposta, Jjossa on 3-24 tyydy-
tetyn tai tyydyttadmattoémédn hiiliatomin hiiliketju edellytyk-
sella, ettd ainakin yksi R;:std, R,:sta ja Rj:sta on asyyli-
ryhmd, joka on johdettu rasvahaposta.

[\

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmda, t unn e t-

t

u siitd, ettd y on l&sna.

w

Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n-

3

e t t u siitd, etta R;, R, jJa R; ovat samat.

4. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen menetel-
mid, tunnettu siita, etta R, R, ja/tal R, ovat ras-
vahappojen asyylijohdannaisia, jotka on valittu ryhmasta,
joka koostuu palmitaatista, myristaatista, lauraatista, kap-

roaatista, oleaatista ja kolesterolista.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unn e t-
t u siita, etta R;, R, ja/tai R; ovat myristaatin tai lau-
raatin asyylijohdannaisia.
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6. Menetelmd nukleiinihapon viemiseksi soluun, Jjoka mene-
telma kasittda solun altistamisen yhdisteelle, jonka kaava

on.:

Weoeooo X—Y'NH—CH2CHZO-R5

jossa kaavassa:

w on nukleiinihappo

X on peptidi tai aminohappo

y on linkkeri, jonka ketjun pituus vastaa 1-20 hiiliatomia
tai puuttuu

R, on asyyliryhmd, joka on johdettu rasvahaposta, jossa on 3
- 24 tyydytetyn tail tyydyttamdttoman hiiliatomin hiiliketju.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmda, t unn e t-

t u siitd, ettd y on l&dsni.

8. Patenttivaatimuksen 6 tal 7 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd R; on rasvahappojen asyylijohdannai-
nen, jotka on valittu ryhmasta, joka koostuu palmitaatista,
myristaatista, lauraatista, kaproaatista, oleaatista Jja ko-
lesterolista.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd R; on myristaatin tai lauraatin asyylijoh-
dannainen.

10. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 9 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd nukleiinihappo on DNA,
RNA tai oligonukleotidejd, joko DNA:ta tai RNA:ta, modifi-
oituja oligonukleotidejd tai niiden yhdistelma.

11. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 10 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitad, ettd yhdistetta on li-

posomissa tal sekoitettuna toisen lipidin kanssa.
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12. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 11 mukailnen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd yhdisteessd on linkke-

"

riryhmda "y", jonka ketjun pituus vastaa 3 - 7 hiiliatomia.
13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, t unn e t-
t u siitd, ettd y on aminobutyyri-, aminokaproiini- tail
aminokapryylihappo.

14. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 13 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd x:114 on positiivinen

kokonaisvaraus.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t unn e t-
t u siitd, ettd x on monolysiini, dilysiini, trilysiini,

tetralysiini tai pentalysiini.

16. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 13 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd w on kovalenttisesti
kiinnittynyt x:&an.

17. Yhdiste kéytettdvdksi viemdan nukleiinihappo soluun,

yvhdisteen kaavan ollessa:

CH,0 — Ry

wex —y —NH —C—Ry

CH20 —R2

jossa kaavassa:

w on nukleiinihappo

x on peptidi tai aminohappo

y on linkkeri, jonka ketjun pituus vastaa 1 - 20 hiiliatomia
tal puuttuu

R, on H tai CH,0-R;; ja R,, R, ja R; ovat samat tai erilaiset
ja ovat joko vety, metyyli-, etyyli-, hydroksyyli- tai asyy-
liryhm&, Jjoka on johdettu rasvahaposta, jossa on 3 - 24 tyy-
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dytetyn tai tyydyttdmattomdn hiiliatomin hiiliketju, edelly-
tykselld, ettd ainakin yksi R;:std, R,:sta ja Ry:sta on asyy-
liryhm&, joka on johdettu rasvahaposta.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen yhdiste, t unn e t-

t u siitéa, ettad y on lasna.

19. Patenttivaatimuksen 17 tai 18 mukainen yhdiste, t u n-
nettu siitd, etta R;, R, ja R; ovat samat.

20. Minka tahansa patenttivaatimuksen 17 - 19 mukainen yh-
diste, tunnettu siita, etta R,, R, ja/tai R; ovat
rasvahappojen asyylijohdannaisia, jotka on valittu ryhmastd,
joka koostuu palmitaatista, myristaatista, lauraatista, kap-
roaatista, oleaatista ja kolesterolista.

21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen yhdiste, t unn e t-
t u siitd, ettd R;, R, ja/tai R; ovat myristaatin tai lau-
raatin asyylijohdannaisia.

22. Yhdiste kaytettavédksi viemadn nukleiinihappo soluun,

jolla yhdisteelld on kaava:

We oo X—y—NH—CHZCHzo‘R5

jossa kaavassa:

w on nukleiinihappo

x on peptidi tai aminohappo

y on linkkeri, jonka ketjun pituus vastaa 1 - 20 hiiliatomia
tal puuttuu

R, on asyyliryhmd, Jjoka on johdettu rasvahaposta, jossa on 3

- 24 tyydytetyn tai tyydyttdmattoman hiiliatomin hiiliketju.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen yhdiste, t unn e t-

t u siita, ettd y on lasna.

24. Patenttivaatimuksen 22 tai 23 mukainen yhdiste, t u n-

nettu siitd, ettd R; on rasvahappojen asyylijohdannai-
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nen, jotka on valittu ryhmdstd, joka koostuu palmitaatista,
myristaatista, lauraatista, kaproaatista, oleaatista ja ko-
lesterolista.

25. Patenttivaatimuksen 24 mukainen yhdiste, t unne t-
t u siitd, ettd R; on myristaatin tai lauraatin asyylijoh-

dannainen.

26. Minka tahansa patenttivaatimuksen 17 - 25 mukainen yh-
diste, t unnettu siitd, ettd vhdistettd on 1li-

posomissa tal sekoitettuna toisen lipidin kanssa.

27. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 17 - 26 mukainen yh-
diste, t unnettu siitd, ettd yhdisteessd on linkke-

riryhmd "y", jonka ketjun pituus vastaa 3 - 7 hiiliatomia.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen yhdiste, t unn e t-
t u siitd, ettd y on aminobutyyri-, aminokaproiini- tai
aminokapryylihappo.

29. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 17 - 28 mukainen yh-
diste, t unnettu siitd, ettd x:114 on positiivinen

kokonaisvaraus.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen yhdiste, t unn e t-
t u siitd, ettd x on dilysiini, trilysiini, tetralysiini

tal pentalysiini.

31. Minka tahansa patenttivaatimuksen 17 - 28 mukainen yh-
diste, tunnettu siitd, ettda w on kovalenttisesti

kiinnittynyt x:8an.

32. Minka tahansa patenttivaatimuksen 17 - 31 mukainen yh-
diste, t unnettu siitd, ettda w on DNA, RNA tai oli-
gonukleotidejd, joko DNA:ta tai RNA:ta, modifioituja oli-
gonukleotidejd tai niiden yhdistelmi.
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