PRIHLASKA VYNALEZU

zverejnéna podle § 31 zdkona & 527/1990 Sb.

(21) Cislo dokumentu:

1999 -4303

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

a9 (22) prihlaseno: 03.06.1998
CESKA
REPUBLIKA (32) Datum podani prioritni prihlasky:  06.06.1997

(33) Zeme priority:  FR

(40) Datum zvetejnéni prihlasky vynalezu:
(Véstnik ¢&. 4/2000)

(86) PCT tislo:  PCT/FR98/01112

(31) Cislo prioritni prihlasky: 1997/9707014

(87) PCT &islo zverejneni: ' WO98/55490

(13) Druh dokumentu:

(51)Int. C1. -
CO7TH 1518
CO7H 15/04
A61K 9/127
A 61K 48/00
C12N 15/88

A3

(71) Prihlagovatel:

RHONE-POULENC RORER S. A,
Antony, FR;

(72) Pivodce:

Bessodes Michel, Villejuif, FR;
Scherman Daniel, Paris, FR;
Herscovici Jean, Paris, FR;

(74) Zastupce:

Hakr Eduard Ing., Pfistavni 24, Praha 7,
170 00;

(54) Nazev ptihlasky vynalezu:

Nova tiida kationtovych &inidel pro pirenos
nukleovych kyselin a farmaceutické
prostiedky, které je obsahuji

(57) Anotace:

CZ 1999 -4303 A3

Transfekéni &inidlo obsahujici nejméné jednu lipofilni oblast
spojenou s kationtovou hydrofilni oblasti, kdy se jmenovana
kationtové hydrofilni oblast skléda z heterocyklu s 5 nebo 6
atomy, ktery je substituovany aminoskupinami. Kationtova
hydrofilni oblast, kterd je meziproduktem pfi syntéze ¢inidla
pro prenos nukleové kyseliny mé obecny vzorec , kdeyje
celé &islo 0 nebo 1, riizné y jsou na sob& nezavisié; X je atom
kysliku, atom dusfku, atom siry nebo atom selenu; Z jsou
nezavisle na sob atom vodiku, skupina OR, kde R je atom
vodiku, methylova skupina nebo skupina (CH»),-NRRo,
kde n je celé &slo 1 a2 6 weetn€ aR | a R, jsou nezavisle na
sobs atom vodiku nebo skupina (CH,) ,-NH, kdy se q mize
pohybovat mezi 1 a2 6 véetng, rlizna g jsou na sobé nezavisla,
skupina (CHy) -NR 1R, kde m je celé &islo 1 az 6 véetné a
R, aR; jsou definovany vyse nebo alternativné ?miistek"
umoAiujici vazbu kationtové hydrofilni skupiny k oblasti
lipidu, pFiem? nejmeéné jeden substituent Z nese
aminoskupinu.

(CH)~_ X2
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Nova t¥ida kationtovych &inidel pro p¥enos nukleovych kyselin

a farmaceutické prostfédky, které je obsahuji

Oblast technik

Pfedkladany vyndlez se tykd nové tr¥idy kationtovych transfek-

¢nich ¢&inidel, farmaceutickych prost¥edkl, které je obsahuji,

jejich aplikace p¥i in vivo, ex vivo a/nebo in vitro transfek-

ci nukleovych kyselin a zpisobl jejich p¥ipravy.

Dosavadni stav technikv

S vyvojem biotechnologie je nyni moZné p¥enést nukleové kyse-

liny do bunék. Uk&zalo se, Ze UGCinnost téchto pfenost je nez-

bytnd p¥i AGpravach poruch exprimace a/neboc p¥i abnormdlni

exprimaci nukleovych kyselin, coZ je pridinou mnoha genetic-

kych onemocnénich. Vyznam p¥enosu nukleovych kyselin se vsak
neomezuje pouze na genovou terapii. Prenos nukleovych kyselin

studiu exprimace gend,

jakymkoli jinym

manipulaci zahrnujici nukleové kyseliny,

je dé&le mozZné p¥i regulace

klonovéni gend nebo zpusobem p¥i iIin vitro

a také pY¥i p¥ipravé

rekombinantnich proteint. MiZe to byt také prenos nukleovych

kyselin in vivo, napfiklad pf¥i tvoreni transgennich Zivo&ichu,

pIii vyrob& wvakcin nebo p¥i studiu znalkovacich molekul. Diale

se muZe prenos nukleovych kyselin provést ex vivo, p¥i p¥is-

tupech =zahrnujicich transpalntaci kostni dfené, imunoterapii

nebo dals$i zpUsoby zahrnujici pf¥enos gend do bun&k odebranych

z organismu pro Gcely né&sledného zpé&tného zavedeni.

V soulasné dobé& se nabizi né&kolik zplsobl pro zavedeni tohoto

typu genetické informace do bunék. Jeden 2z té&chto zpusobl je

zaloZen na pouZiti chemickych a biochemickych wvektord. Tyto

syntetické vektory maji dvé zakladni funkce: komplexovat ,DNA,

ktery se md transfekovat a podpo¥it jeji pfipojeni a také jeji

pruchod pres plazmatickou membrdnu a, pokud je to vhodné, pFes

dvé jaderné membrany. "Mezi té&mito vyvinutymi syntetickymi
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vektory jsou vyhodn&jsi kationtové polymery typu polylysinu a

DEAE-dextranu nebo alternativné& lipofektanty.

Hlavniho pokroku bylo dosaZeno p¥i tomto zpusobu transfekce
p¥i vyvoji technologie zalo¥ené na pouZiti kationtovych trans-
fek&nich &inidel lipofektantového typu a p¥esn&ji kationtovych
1ipidhd. Bylo proké&zano, e kladnd® nabity kationtovy lipid,
N-[l-(2,3-dioleyloxy)propyl]—N,N,N—trimethylamoniumchlorid

(DOTMA) , interaguje ve formé liposoml nebo malych m&chy¥kl
sponté&nné s DNA, kterd je =zéporné nabita, za vzniku komplexu
1ipid-DNA schopného spiynout s membranou bufiky, a tak umoZnit

dodani DNA do bufiky.

Stejn& jako DOTMA byly na tomto strukturnim modelu, to znamena
lipofilni skupina kondenzovand k aminoskupiné& pres rameno,
kteréd se také nazyvé mistek (,spacer™), vyvinuty daldi katicn-
tové lipidy. Mezi tyto skupiny pat¥i zejména skupiny, které
jako lipofilni skupinu obsahuji mastné kyseliny nebo derivéaty
cholesterolu, které dale obsahuji, pokud Jje to vhodné, jako
aminoskupinu, kvarterni amoniovou skupinu. Jako predstavitelé
této skupiny kationtovych lipidh mohou byt jmenovény DOTAP,
DOBT nebo ChOTB. Daldi slouleniny, jako je DOSC a ChOSC, se

vyznacuji pfitomnosti cholinu misto kvarterni amoniové skupi-

ny.

Byla také popséna dal3i kategorie lipofektanti, kterymi jsou
lipopolyaminy. Obecn& dje to amfifilni molekula obsahujici
nejméné jednu hydrofilni oblast skléddajici se zZ polyaminu
kondenzovaného p¥es mistek Xk lipofilni oblasti. Polyaminova
oblast, kteréd je kladn& nabita, Je schopna se vratn& spojovat
s nukleovou kyselinou, ktera je zédporné& nabité&. Tato interakce
siln& spojuje nukleovou kyselinu. Lipofilni oblast zpusobuje,
e "tato interakce neni citliva k vn&jsimu prostfedi tim, ze
obaluje komplex lipidovym filmem. V tomto typu slouleniny mbZe

byt kationtovou oblasti L-5-karboxysperminovy zbytek, ktery
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obsahuje &ty¥i amoniové skupiny, p¥idem? dvé& z nich Jsou
primdrni a dvé& jsou sekundédrni. Do této kategorie patf¥i zej-
ména DOGS a DPPES. Tyto lipopolyaminy Jsou G&inné zejména p¥i
transfekci primérnich endokrinnich bun&k. Jako ptiklady této
posledni skupiny slouCenin Je mo¥no uvést zejména lipopolys:
aminy popsané nap¥iklad v patentové p¥ihlé8ce WO 96/17823 a WO
97/18185.

O%innost t&chto syntetickych vektoru je vSak tfeba zlep8it,
zejména pokud jde o hustotu ndboje a rigiditu transfekdni

molekuly.

Je samozfejmé obecn& znamé, Ze aktivita téchto produktﬁ z&visi
na hustotd néboje, kterd umoZiiuje jejich pouziti. AvSak vzrist
nidboju alifatickych FYetézcu zpusobuje jejich toxicitu. Stabi-
1izace hustoty né&boje na alifatickych Yet&zcich mbZe proto
preventivné& plisobit proti vyskytu faktort toxicity. Déle se

mi¥e transfekd®ni Q&innost zlepSit pomoci vzristu hustoty

(D¢

néboje v oblasti, ktera je jind ne% alifaticky fetézec.

o}

Diéle muZe byt flexibilita molekuly pouZité pro prenos nukleové
kyseliny p¥ekaikou dostatedné interakce mezi jmenovanou nukle-
ovou kyselinou a transfek&nim ginidlem, mafe zabrénit dosaZeni
optimdlniho spojeni molekuly nukleové kyseliny, coz je dulezi-
t4 podminka nutnd pro jakoukoli transfekci. P¥edpokladd se, :Ze
zvydend rigidita molekuly transfek&niho ¢&inidla zajidtuje
G&inn&j8i interakci s nukleovou kyselinou a tak zlepSuje

transfekci.

MiZe byt tedy zvlasté vyhodné vlastnit transfek&ni <inidlo,
které ma zvySenou transfek&ni kapacitu, a zéroven md sniZenou
nebo nulovou toxicitu. Toto jsou pIedméty, kterych by bylo

mo¥né dosihnout podle p¥edklédaného vynalezu..



Podstata vynalezu

predm&tem podle predklédaného vynalezu je samoz¥ejmé& poskyt-
nout novou t¥idu transfek<nich ginidel obsahujicich novou
kationtovou hydrofilni oblast, kterd propujcuje jmenovanym

transfekénim &inidlum specifické vlastnosti uvedené vyse.

PY¥esn&ji se predkléddany vynélez tyké transfek&niho ¢inidla ob-
sahujiciho nejméné& jednu kationtovou hydrofilni oblast konden-
zovanou k lipofilni oblasti, kdy jmenovana kationtova hydro-
filni obsahuje nejméné& jeden heterocyklus obsahujici 5 nebo 6

atomi uhliku, sustituovany aminoskupinami.

Kladn& nabitad hydrofilni oblast Jje schopna se vratné& vazat
k zéporn& nabité nukleové kyselin&, ktera je vysoce kompaktni.
Nova struktura kationtové C&asti dale propuj&uje zvysenou rigi-

ditu molekuly.

Kationtovd hydrofilni oblast, kterda je meziproduktem p¥i syn-
téze Zinidla pro p¥enos nukleové kyseliny podle predklédaného

vynélezu, mad p¥esnéji obecny vzorec I:

T
(CHY_ X _Z
M

Z Z
y

kde:
-y je celé &islo 0 nebo 1, rizné y jsou na sobé nezévislé,
- X je atom kysliku, atom dusiku, atom siry nebo atom selenu,

. Z jsou nezévisle na sobé
e atom vodiku,

e skupina OR, kde R Je atom vodiku, methylovad skupina

nebo skupina (CHz)a-NRiRz2, kde n je celé ¢&islo 1 az 6
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v&etn& a R, a R, jsou nezévisle na sob& atom vodiku nebo
skupina (CH;)q-NHy, kdy se Q mife pohybovat mezi 1 aZ 6

véetn&, rtznd g jsou na sobé nezavisla,

e skupina (CH;)n-NRiRz, kde m je celé ¢islo O a? 6 v&etné

a R, a R; jsou definovény vySe nebo alternativné

e ,mustek" umoZiujici vazbu kationtové hydrofilni skupiny

k oblasti lipidu,

je tY¥eba poznamenat, Ze nejmén& jeden substituent Z nese ami-

noskupinu.

PY¥enosova &inidla podle pYedkladdaného vynalezu obsahuji nej-
méné jednu kationtovou hydrofilni oblast vzorce I. Podle jed-
noho provedeni podle p¥edklédaného vynalezu pfenosové ¢inidlo
obsahuje 2 nebo vice kationtovych hydrofilnich oblasti, které

jsou vzadjemné propojeny Vv mist& jedné ze skupin Z.

Podle vyhodného provedeni podle p¥edkl&daného vynalezu, pokud
jeden ze substituentu Z je skupina OR a R Jje skupina (CH2) n-
NR;R,, potom n je s vyhodou vybréno ze skupiny, kterou tvoXi 2,

3 nebo 4.

Podle vyhodného provedeni podle predkléddaného vynéalezu trans-
fek&ni &inidlo obsahuje kationtovou hydrofilni oblast obecného
vzorce I, kde X je atom kysliku. Kationtovd hydrofilni <céast
sestavd z glykosidu pyranosové nebo furanocsové formy. Pyrano-
sova forma je zv1&3t&€ vyhodna a Jje popsand neomezujicim zpu-

sobem v prikladech.

Podle druhého vyhodného provedeni podle p¥edkléddaného vynéalezu
transfekéni ¢inidlo obsahuje kationtovou hydrofilni oblast
obecného vzorce I slofenou z Sesticlenného aminoglykosidu (y.
které se vyskytuje na kruhu, je rovno 1), X je atom kysliku a

nejmén& jeden ze substituentd Z obsahuje aminoskupinu. Jeste

vyhodné&ji obsahuji aminoskupinu nejméné dva ze substituentt 2.



Podle daldiho provedeni podle pfedkladaného vyndlezu je Kkati-
_ontovd hydrofilni oblast slo¥ena =z aminoglykosidu obecného
vzorce I, kde dv& y jsou rovny 1, X je atom kysliku, dvé ze
skupin 2 jéou atomy vodiku, dvé dalsi skupiny 2 jsou skupiny
obsahujici dusik a s vyhodou aminoskupiny a posledni skupina
Z je skupina OR, kde R je definovano vyge. S vyhodou se sku-
pina OR naché&zi v poloze 2 na heterocyklu tvoficim kationtovou
hydrofilni oblast transfek&niho &inidla podle p¥edkl&daného

vynélezu.

podle daliiho vyhodného provedeni podle predklédaného vynélezu
je kationtova hydrofilni oblast tvorena aminoglykosidem obec-
ného vzorce I, kde y p¥itomné na kruhu je rovno 1, X je atom
kysliku, nejméné& dv& skupiny 2 maji vzorec O-(CHz2)g-NHz, q je
definovéno vyde a nejméné jedna skupina 2 je skupina OR, kde R

je definovéno vyse.

Jako priklady kationtovych hydrofilnich oblasti obecného vzor-
ce I, které mohou byt intermediaty vhodnymi p¥i syntéze preno-
sovych ¢&inidel podle p¥edkladaného vynédlezu, je moZno uvést

zejména nésledujici slouceniny:

OH
O o O\

NHZ./\O I,O\\\



H.N

Obecn& transfekéni <&inidla pro GcCely podle predklédaného vyné-
lezu obsahuji nejmén& Jjednu kationtovou hydrofilni oblast,

kterda je definovanad vyse, kombinovanou s lipofilni oblasti.

Molekuly tvo¥ici lipofilni oblast podle predkladaného vynélezu
jsou vybrény- z lipofilnich molekul, které Jjsou odbornikum
v této oblasti znamé. Lipofilni oblast s vyhodou obsahuje je-
den nebo vice popfipadé halogenovanych nasycenych nebo nenasy-
cenych, line&rnich nebo rozv&tvenych alifatickych Yet&zclh. Li-
pofilni oblast miZe byt také s vyhodou vybrané ze steroidnich

derivatn.

Podle vyhodného provedeni podle pr¥edkladaného vynélezu lipo-
filni &ast obsahuje jeden nebo vice alifatickych Yeté&zclh obsa-
hujicich 10 aZ 22 atoml uhliku a vyhodn&ji 12 az 22 atomi
uhliku. Jako p¥iklad je moZné uvést alifatické Yeté&zce obsahu-
jici 14, 16, 17, 18 nebo 19 atomd uhliku a zejména skupiny

(CH,)13CHs, (CHz)15CHs, (CHaz)16CHs, (CH,)17CH; a (CHz)1sCHs.

Lipofilni &&st pYenosového inidla podle p¥edkladaného vynéale-
zu mbiZe byt také s vyvhodou vybréna ze steroidnich derivéatu,
jako je mnapfiklad choleéterol, cholestanol, 3-a-5-cyklo-5-0-
cholestan-6-p-ol, kyselina cholova, cholesterylformiét, choles-
tanylformiéat, 3a,5-cyklo—5a-cholestan—6B—ylformiét, choleste-
rylamin, 6—(1,5—dimethylhexy1)—3a,Sa-dimethylhexadekahydrocyk—
lopenta[a]cyklopropa[2,3]cyklo—penta[1,2-f]naftalen—lo-ylamin

nebo cholestanylamin.

Podle vyhodného provedeni je kationtovéa hydrofilni oblast kon-

denzovana k lipofilni oblasti pomoci tak zvané mastkové spoju-
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jici molekuly. Terminem ,mistek® se pro ulely podle predkléada-
ného vynalezu rozumi jakykoli kyselinovy nebo aminosubstituent
obsahujici hydrolyzovatelné funk&ni skupiny, ktery umoznuje
vazbu amidového, karbamidtového, esterového nebo etherového
typu nebo vazbu p¥es aromaticky kruh, mezi kationtovou hydro-
£ilni &asti a lipofilni oblasti, ktery je odbornikim v této
oblasti zn&my. Kondenzace mezi hydrofilni ¢&asti a lipofilni
asti se s vyhodou provede na drovni jedné ze skupin Z, které
jsou pfitomny na kationtovém hydrofilnim meziproduktu vzorce I
a kKterd je vyuZitelnd pro syntézu pfenoéového ¢inidla podle
p¥edklédaného vynalezu. S vyhodou se kondenzace mezi hydro-
filni a lipofilni oblasti provede v poloze 2 nebo v poloze 5
nebo 6 (v zavislosti na tom, zda Yy p¥itomné na kruhu je rovno
0 nebo 1) na kruhu kationtové hydrofilni Easti vzorce 1 pfes

mustek.

Oblast mistku s vyhodou =zahrnuje alifatickd& nebo aromaticky
Yet&zec. Mustek s vyhodou obsahuje Jjednu nebo vice skupin
vybranych ze skupiny, kterou tvo¥i amidové skupina, karbaméto-
v& skupina, esterové skupina nebo etherovad skupina nebo aroma-
tické kruhy. Vyhodné jsou zejména mistky vzorce -0-CO- (CHz)x-
COOH, -0- (CH,)x~COOH, -0-CO- (CHz)x-NHz, -O- (CH,) x-NH,, -NH- (CHz)x-

NH,, kde x je celé Cislo 1 a%? 6 vdetné.

Jako p¥iklady transfek&nich ginidel podle p¥edkladaného vynéa-

lezu je moZné uvést slouleniny 16, 17, 8a a 8b vzorce:

NH, (16)

0 O\//\V/Nj{

HN



NH,
N Arehz an
0 O~
AN
(@] Cerl
H
0]
N\/C\BHD
Cisty
0 0
0w O~
(8a)
HN— "0 L
NH,
NH,
0
N"CIBH37
0”0 C,iHyr
OO~ (8b)
HN—_~ 0 O\\\
0]
2 N,
NH,

p¥edkladany vynédlez se také tyka zptisobtl p¥ipravy nové t¥idy
transfek&nich ginidel pro nukleové kyseliny, které jsou defi-
novany vy8e. Presn€ji se vyndlez tykad zpusobu pripravy jmeno-
vanych <&inidel =z mono- nebo polysubstituovaného heterocyklu,

ke kterému je pomoci mustku kondenzovéna lipidova oblast.

Kationtovad hydrofilni oblast obecného vzorce I se muZe pri-
pravit rlznymi zpusoby Vv zivislosti na vzajemné poloze amino

funk&nich skupin na kruhu a na jejich poctu.

pokud se poZaduje pIipravit hydrofilni oblast obecného vzorce

I, u které je nejméné& jeden ze substituentt Z mistek umoZnu-
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jici vazbu k lipofilni &asti a nejméné jedna skupina Z je sku-
pina OR, kde R je skupina (CHz) n-NRaRz2, postup se provadi tak,
Ze se vyjde z odpovidajiciho derivatu, u kterého jsou v8echny

substituenty O- (CH:)n-NRiR: hydroxylové funkd&ni skupiny.

V prvnim kroku se jmenovany derivat nesouci hydroxylové funk-
&ni skupiny podrobi O-alkylaci podle bé&Zného postupu, ktexry je
odbornikum v této oblasti znédmy. Postup se S vyhodou provadi
pomoci alkylaéniho ¢&inidla v bazickém médiu v b&Zném alkylacl-
nim rozpoudt&dle, v pfitomnosti crownetheru a p¥i teploté 10

az 60 °C.

Jako alkyla&ni <&inidla se é vyhodou pouziji alkylaminy, halo-
genované derivaty ester\, jako jsou nap¥iklad alkylhalogenace-
taty nebo halogenované derivaty alkohold. 8 vyhodou se pouzije
alkylbromacetdt. Alkylové funkéni cupi se vyberou podle
toho, jakou hodnotu ma mit p¥islusné n. Napfiklad pro n rovno

2 se s vyhodou pouZije ethylbromacetét.

Jako rozpoudt&dla se pouziji DbéZnd O- alkyla&ni rozpoustédla
nap¥iklad example dimethylformamid, dimethylacetamid, dime-
thylsulfoxid, acetonitril, tetrahydrofuran (THF) a podobné.

S vyhodou se pouzije tetrahydrofuran.

Reakce se provadi v pfitomnosti baze, nap¥iklad hydroxidu dra-

selného nebo hydridu sodného.

V druhém kroku se karboxylové funkéni skupiny ziskanych deri-
vaitd redukuji na alkohol za pouziti béE&Znych postupll, které
jsou odbornikim v této oblasti zné&mé. Zplsob se provadi zedj -
ména pusobenim reduk&niho ginidla ve sluditelném b&Zném roz-

poustédle.

Jako priklady vhodnych reduk&nich &inidel je moZné uvést na-
priklad borandimethylsulfid (BMS), lithiumaluminiumhydrid nebo

tetrahydridoboritan sodny.
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sluditelnymi rozpousté&dly Jjsou napriklad ethery nebo alkoholy.

S vyhodou se pouzije tetrahydrofuran.

Ve tretim kroku se ziskané hydroxylové skupiny aziduji pomoci

p&¥nych postupl, které jsou odbornikum v této oblasti znémé.

Zpusob se provadi zejména pusobenim kyseliny azidovodikové
v pritomnosti trifenylfosfinu a diethylazodikarboxylétu v roz-

poustédle sluditelném s touto reakcl.

Rozpoudt&dly, ktera se mohou pouzit, jsou p&%na azidadéni roz-
poust&dla, jako je nap¥iklad tetrahydrofuran, benzen, toluen,
chloroform, dichloromethan a podobné a s vvyhodou tetra-hydro-

furan (THF).

Nakonec se azidové funkéni skupiny pomoci bé&Znych postupu,
které jsou odbornikim v této oblasti znamé, prevedou na amino

funk&ni skupiny.

Zplisob se provéadi zejména pomoci redukce Vv kyselém prost¥edi,
nap¥iklad pomoci hydrogenace V kyselém médiu Vv pritomnosti
palladia na uhli nebo za pouZiti Staudingerovy reakce nebo
alternativnd pusobenim reduk&niho ginidla, nap¥iklad lithium-
aluminiumhydridu, tetrahydridoboritanu sodného, chloridu cina-

tého a podobné.

Takto se pripravi kationtovd hydrofilni sloudenina obecného
vzorce I, kde nejméné jeden :ze substituenttd Z je mistek umoz-
nujici vazbu k lipofilni C&&sti a nejméné jeden ze substituenti

Z je skupina OR, kde R je skupina vzorce - (CH2) n-NRaR:.

Kondenzace lipofilni <&&sti se potom provede DbE&Znymi zpusoby,
které jsou odbornikim v této oblasti znadmé a zejména pomoci
peptidové kondenzace (Bodanski M., Principles and Practices of
peptides Synthesis, E4d. Springe-Verlag). Kondenzace probihé na

Grovni skupiny Z, ktera pY¥edstavuje mistek.
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pokud je jedna ze skupin 2 mistek, maZe se, pokud Je to
vhodné, predem chrénit. Toto se vztahuje i na amino funkéni
skupiny opat¥ené kationtovymi hydrofilnimi gastmi, které se
s vyhodou chrani p¥ed peptidovou kondenzaci. Chrénéni a od-

chréanicich skupin se provadi pomoci zndmych postupl.

o

stranén

Chranéni se mife provést pomoci kompatibilnich skupin, jejichz
pouziti a odstranéni neovliviiuje zbytek molekuly. Postupy se
provad&ji zejména podle zpisobt popsanych v T.W. GREENE,
Protective Groups in Organic Syntheses, A. Wiley-Interscience
publication (1981), nebo Mc OMIE, Protective Groups in Organic

Chemistry, Plenum Press (1973).

Jako priklady chrénicich skupin je mo¥né uvést trimethylsily-
lovou skupinu, benzhydrylovou skupinu, tetra-hydropyranylovou
skupinu, formyloveu skupinu, acetylovou skupinu, chloracety-
lovou skupinu, trichloracetylovou skupinu, trifluoroacetylovou
skupinu, ethoxykarbonylovou skupinu, terc.butoxykarbonylovou

skupinu nebo trichloroethoxykarbonylovou skupinu a podobné.

Jiny zpusob syntézy umoZifiuje p¥ipravit druhou sadu kation-
tovych hydrofilnich slouCenin. Toto druhé provedeni se 1iZi od

prvniho v tom, Ze se konvertuje cukernéd péter.

Jako vychozi létka se pouZije glykal obecného vzorce II:

(1D

kde substituenty Z~ Jjsou acetoxy funk&ni skupiny. PouZité gly-
kaly jsou komercné dostupné nebo se alternativn® mohou p¥ipra-

vit pomoci zphsobli, které jsou odborniktm v této oblasti znamé
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. .

a zejména reakci odpovidajicich acetobromcukru s parem zi-

nek/méd.

V prvnim kroku se jmenovany acetylovany glykal alkyluje podle

b&%nych zpusobl, které jsou odborniktm v této oblasti znamé.

Pou?ije se zejména Ferrierova reakce v pritomnosti Lewisovy
kyseliny, kdy se pusobi aminoalkoholem, alkoxykarbonylalkoho-
lem, karboxyalkoholem nebo jakymkoli jinym alkoholem, ktery
obsahuje funkdni skupiny umo¥fiujici kondenzaci k lipofilni

oblasti.

S vyhodou se reakce provédi v p¥itomnosti fluoridu boritého
v kompatibilnim rozpoustédle, napt¥iklad v etheru, jako Je

ethylether.

Vv druhém kroku se ziskany nenasyceny glykosid redukuje podle

postupl, které jsou odbornikum v této oblasti znémé.

Redukce se zejména providi v kyselém médiu, nap¥iklad pomoci

hydrogenace v kyselém médiu v p¥itomnosti palladia na uhli.

V t¥etim kroku se pomoci postupu, které jsou odbornikim v této
oblasti znamé&, acetoxylové funkéni skupiny p¥itomné na kruhu

pfevedou na hydroxylové funk&ni skupiny.

Zptsob se provadi zejména pomoci transesterifikace pomoci al-

koxidu, nap¥iklad methoxidu sodného.

Ve &tvrtém kroku se pomoci zpusobu, které jsou odbornikim
v této oblasti zna&mé, hydroxylové funk&ni skupiny pfitomné na

kruhu p¥evedou na azidové funkéni skupiny.

Zpisob se provadi zejména pusobenim napfiklad kyseliny azido-
vodikové v pritomnosti trifenylfosfinu a diethylazodikarbo-

xylétu v rozpoudtédle, které je kompatibilni s reakci.
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Jako rozpoudtd&dla se pouziji zejména rozpoudtédla vhodné& pro

azida&ni reakce, s vyhodou tetrahydrofuran.

Takto se ziskd kationtovd hydrofilni oblast obecného vzorce

I11:

kde z°~ je bud atom vodiku nebo azidova skupina, nejmén& jedna

skupina Z°~ je jiny neZ atom vodiku.

Lipofilni &&st se muiZe kondenzovat k amino funk&ni skupiné
-NR.R. podle postupl, které jsou odbornikam v této oblasti zna-
mé, zejména pomoci peptidové kondenzace (Bodanski M., Princi-
ples and Practices of Peptides Synthesis, Ed. Springe-Verlag)

nebo pomoci alternativni kondenzace.

Proto¥e alkohol pouZity b&hem prvniho kroku obsahuje amino
nebo esterovou funk&ni skupinu nebo jakoukoli Jinou skupinu
umo¥fiujici kondenzaci k lipofilni oblasti, Je vvhodné Jji
predem chrénit. Chranéni a odstran&ni chrénicich skupin pted
kondenzaci s lipofilni oblasti se provédi podle zné&mych pos-

tupd.

Chranéni se mhfe provést pomoci kompatibilnich skupin, jejichiz
pouziti a odstran&ni neovliviiuje neZzéddoucim zpusobem zbytek
molekuly. Zpusob se provadi zejména podle zpusobu popsaného v
T.W. GCREENE, Protective Groups 1in rganic Syntheses, A.
Wiley-Interscience publication (1981) nebo Mc OMIE, Protective

Groups in Organic Chemistry, Plenum Press (1973).

Jako chréanici skupiny se mohou nap¥iklad pouzit trimethyl-

silylové skupina, benzhydrylova skupina, tetrahydropyranylova
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skupina, formylova skupina, acetylova skupina, chloroacetylova
skupina, trichloroacetylovad skupina, trifluoroacetylovd sku-
pina, ethoxykarbonylova skupina, terc.butoxykarbonylova skupi-
na, trichloroethoxykarbonylovad skupina nebo ftalimidoskupina a

podobné. .

Nakonec se azidové funkéni skupiny nesené na pé&tiflenném nebo
Zestidlenném kruhu p¥evedenou pomoci —zpusobu, které Jsou
odbornikum Vv této oblasti znédmé, a které ner&doucim zplsobem
neovliviiuji zbytek molekuly, na amino funk&ni skupiny. Zpusob

se s vyhodou provédi v p¥itomnosti vody .

Do rozsahu podle p¥edkléddaného vynalezu také pat¥i jakékoli
jiné zpusoby, které jsou odbornikim Vv této oblasti znémé, a
které vedenou k &inidltm pro pY¥enos nukleovych kyselin podle

p¥edklédaného vynélezu.

Jako neomezujici p¥iklady je moZno uvést prvni provedeni podle
vynélezu, které vede k pfenosovému <&inidlu vzorce 8a a 8b,
zatimco druhé provedeni vede k pY¥enosovému &inidlu vzorce 16 a

17, co? je up¥esn&no v oddilu p¥iklady provedeni vynélezu.

Vyznamnost tohoto druhého zpﬁSobu syntézy kationtovych hydro-
filnich oblasti spodivad zejména v tom, ze zahrnuje m&lo krokl
pot¥ebnych k syntéze a Vv p¥izphsobivosti ziskaného amino syn-
tonu. Stejnd kationtovd hlava se tedy muZze kondenzovat s ruz-

nymi hydrofobnimi substituenty.

~

Dal%i predmé&t podle pF¥edkléddaného vyndlezu se tykd prost¥edku
obsahujiciho &inidlo pro prenos nukleové kyseliny, Jjak bylo
definovano vy8e a nukleovou kyselinu. Prost¥edky s vyhodou
obsahuji pom&r 0,1 aZ 50 nanomolu vektoru na upg nukleové
kyseliny. S vyhodou se tento pom&r pohybuje mezi 2 az 20

nanomoly vektoru na ug nukleové kyseliny a vyhodnéji mezi.4 az

12 nanomoly vektoru na pg nukleové kyseliny. Presn&ji Jjsou
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prenosové &inidlo a nukleovad kyselina pIritomny Vv pom&ru 8 az

12 nanomol®l vektoru na pg nukleové kyseliny.

Pro ulely podle p¥edkléddaného vynédlezu znamend termin UK~
leovad kyselina“ jak deoxyribonukleovou kyselinu, tak ribonuk-

leovou kyselinu. Mohou to byt pfirodni nebo syntetické sekven-

ce a zejména genomickd DNA (gDNA), komplementérni DNA (cDNA) ,
mediidtorova RNA (mRNA), transferovd RNA (tRNA), ribosomalni
RNA (rRNA), hybridni sekvence nebo polosyntetické sekvence,

oligonukleotidy, které jsou modifikované nebo podobné. Tyto
nukleové kyseliny mohou byt lidského, Zivocisného, rostlin-
ného, bakteri&lniho nebo virového pﬁvddu a podobné&. Mohou se
ziskat pomoci postupd, které jsou odbornikam Vv této oblasti
znadmé a zejména pomoci screeningu knihoven, chemickou syntézou
nebo smiZenymi postupy, v&etné chemickych a enzymatickych
modifikaci sekvenci ziskanych pomoci screeningu knihoven.

Mohou se chemicky modifikovat.

pokud jde o deoxyribonukleové kyseliny, mohou byt jedno nebo
dvoupramenné, a také to mohou byt kratké oligonukleotidy nebo
deldi sekvence. Nukleové kyseliny mohou zahrnovat plasmidy,
vektory, episomy, expresni kazety a podobné. Tyto deoxyribo-
nukleové kyseliny mohou nést replikadni pocatek, ktery Je
funk&ni nebo jiny v cilové bufice, jeden nebo vice markerovych
genl, sekvence pro regulaci transkripce nebo replikace, geny
terapeutického vyznamu, ,anti-sense“ sekvence, které jsou

modifikované nebo jiné.

Nukleové kyseliny s vyhodou =zahrnuji expresni Xxazety skléada-
jici se z jednoho nebo vice genu terapeutického vyznamu pod
kontrolou jednoho nebo vice promotérl a termindtoru transkrip-

ce, které jsou aktivni na cilovych buikach.

Pro G&ely podle p¥edkléadaného vynalezu se genem terapeutického
vyznamu rozumi zejména gen kédujici proteinovy produkt, ktery

m& terapeuticky vyznam. Takto kdédovany proteinovy produkt —mi-
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e byt zejména protein nebo peptid. Tento proteinovy produkt
miZe byt exogenni, homologni nebo endogenni vzhledem k cilové
bufice, to znamend produkt, ktery Jje normalnd exprimovan v ci-
lové bufice, pokud tato bunka nevykazuje onemocnéni. V tomto
p¥ipad® umoZfiuje exprimace proteinu nap¥iklad p¥ekonat nedos-
tate&nou exprimaci v bulice nebo exprimaci proteinu, ktery Jje
neaktivni nebo slab& aktivni, protoZe Je modifikovany, nebo
pirekonat nadbytecnou exprimaci tohoto proteinu. Gen terapeu-
tického vyznamu miZe také kd&dovat mutant bun&&ného proteinu,
ktery ma zvysenou stabilitu, modifikovanou aktivitu a podobné.
Proteinovy produkt miuZe byt také heterologni vzhledem k cilové
bufice. V tomto p¥ipadé mife exprimovany protein nap¥iklad do-

1fovat nebo poskytovat aktivitu, ktera Je Vv burfice nedosta-

g

, &imZz se umoiZni boj s onemocnénim nebo se stimuluje

-+
[ol8
Qn

ecn

imunitni odpovéd.

Mezi terapeutickymi produkty podle p¥edklédaného vynalezu je
mo¥né uvést zejména enzymy, krevni derivaty, hormony, lymfo-
kiny, interleukiny, interferony, TINF a podobn& (FR 92/03120),
rustové faktory, neurotransmitéry nebo jejich prekurzory nebo
syntetické enzymy, trofni faktory (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF,
aFGF, DbFGF, NT3, HARP/pleiotrofin a podobneé) , apolipoproteiny
(ApoAI, ApoAIV, ApoE a podobné&, FR 93/05125) . dystrofin nebo
minidystrofin (FR 91/11947) CFIR protein spojeny s cystickou
fibrézou, nadorové expresni geny (p53, Rb, Raplha, DCC, k-rev,
a podobné[ FR 93/04745), geny kd&dujici faktory zahrnuté pri
koagulaci (faktory VII, VIII, IX), geny zahrnuté pIri reparaci
DNA (thymidinkinéza, cytosindeaminaza), geny pro hemoglobin
nebo jiné proteinové transportéry, metabolické nebo katabo-

lické enzymy a podobné.

Nukleovd kyselina terapeutického vyznamu miZe byt také ,anti-
sense® gen nebo sekvence, jejichZ exprimace v cilové burice

umo¥fiuje kontrolu exprimace gentt nebo transkripce bunécné

mRNA. Tyto sekvence se mohou naptfiklad pfepisovat Vv cilové
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bufice na RNA komplementdrni s bun&fnou mRNA a tak blokovat
jeji translaci do proteinu, podle techniky popsané v patentu
EP 140,308. Terapeutivké geny také zahrnuji sekvence kédujici
ribozomy, které jsou schopné selektivné znilit cilové RNA (EP

321,201).

Nukleovd kyselina miZe také obsahovat jeden nebo vice gent
kédujicich antigenni peptidy, schopné generovat imunitni od-
povéd u C&lovéka nebo Zivo&ichtl. V tomto konkrétnim provedeni
pfedkladany vyndlez umoZfiuje vyrobu bud vakcin nebo imunotera-
peutickych 1é&iv podévanych &lovéku nebo Yivo&ichim, zejména
proti mikroorganismim, virim nebo rakoving. MuZe také zahr-
novat zejména antigenni peptidy specifické pro Epstein Barruv
virus, virus HIV, virus hepatitidy B (EP 185,573), pseudovzte-
klinové viry, ,viry tvo¥ici syncitie“, jiné viry nebo antigen-

ni peptidy specifické pro né&dory (EP 259,212).

Nukleové kyseliny také s vyhodou zahrnuji sekvence umoznujici
exprimaci genu terapeutického vyznamu a/nebo genu kéduiiciho
antigenni peptid v poZadované bufice nebo orgé&nu. Mohou to byt
sekvence, které jsou pF¥irozen& zodpovédné za exprimacil uvazo-
vaného genu, pokud jsou tyto sekvence schopné fungovat v naka-
ené bufice. Mohou to byt také sekvence jiného puvodu (zodpo-
v&dné za exprimaci jinych proteinl nebo dokonce syntetické
sekvence). Zejména to mohou byt promotorovd sekvence eukaryo-
tickych nebo virovych gent. Napfiklad to mohou byt promotorové
sekvence odvozené od genomu bufiky, ktery se wma& infikovat.
Podobné to mohou byt promotorbvé sekvence odvozené od genomu
viru. V této souvislosti Jje moZné uvést napriklad promotory
E1A, MLP, CMV a RSV gend a podobné&. Dé&le mohou byt tyto
expresni sekvence modifikovény p¥idanim aktivujicich a regu-
la&nich sekvenci a podobné&. Mohou také obsahovat indukovatelné

nebo potlalitelné promotory.



. LE ] .o .0
. - » e .
L] L d L L]

L] » LE N ) LR ]

. ®

seo e
seed

19

Dale miZe nukleovd kyselina také obsahovat zejména ,upstream®
genu terapeutického vyznamu, signdlni sekvenci fidici tera-
peuticky produkt syntetizovany ve vym&Zovacich drahach cilové
bufiky. Touto signdlni sekvenci muZe byt p¥irozend signalni
sekvence terapeutického:produktu, ale miZe to byt také jakako-
1i jin& funk&ni signalni sekvence nebo umé&léd signélni sekven-

ce. Nukleové kyselina miZe také obsahovat signélnl sekvenci

<

idici syntetizovany terapeuticky produkt smé&rem k prislusné

¢
QN

sti bunky.

Prost¥edky mohou .dale obsahovat p¥isady, které se mohou
kombinovat s komplexem p¥enosové &inidlo/nukleova kyselina, a
které zlepSuji jeho transfek&ni Glinncst. V jiném provedeni se
predkladany vyndlez proto tykd prostfedkd obsahujicich nukleo-
vou kyselinu, transfek&ni &inidlo, jak bylo definovéno vyse, a
jednu nebo vice p¥isad schopnych kombinace s nukleolipidovymi

komplexy a zvydujicich jeho transfekéni silu.

V tomto ohledu mohou prost¥edky podle p¥edkl&daného wvynéalezu
jako p¥isadu obsahovat 3jeden nebo vice neutralnich lipidu.
Tyto prost¥edky isou zv1a3t& vyhodné, =zejména pokud poméx
néboje prencsového &inidla/nukleové kyseliny je nizky. Pr¥ihla-

~ ~

Sovatel skute®né dokézal, Ze p¥idéni neutré&lniho lipidu umez -

o ¢

uje zlepdit vznik nukleolipidovych &&stic a zlepSit penetraci

géstic do buné&k pomoci destabilizace jejich membrény.

P

Vyhodn&ji jsou neutrdlnimi lipidy pouZivanymi podle predkla-
daného vyndlezu, lipidy obsahujici dva mastné Yet&zce. Zvlasté
vyhodné& se pouZiji p¥irodni nebo syntetické lipidy, které jsou
za fyziologickych podminek obojetnymi ionty nebo nemaji ion-
tovy néboj. Mohou se zejména vybrat ze skupiny, kterou tvori
dicleylfosfatidylethanolamin (DOPE) , oleoylpalmitoylfosfati-
dylethanolamin (POPE), di-stearoyl, -palmitoyl a -myristoyl-
fosfatidylethanolaminy a také jejich derivaty, které jsou jed-

nou a¥ t¥ikrat N-methylované; fosfatidylglyceroly, diacylgly-
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ceroly, glykosyldiacylglyceroly, cerebrosidy (jako Jsou zej-
ména galaktocerebrosidy), sfingolipidy (jako Jsou napriklad
sfingomyeliny) nebo asialogangliosidy (jako jsou zejména asia-

1oGM1 a GM2).

Tyto rtzné lipidy se mohou pIipravit bud synteticky nebo po-
moci extrakce z orgé&nu (napfiklad =z mozku) nebo z vajec, pomo-

ci p&¥nych postupll, které jsou odbornikim vV této oblasti zna-

(3

mé. Zejména extrakce p¥irodnich 1ipidl se miZe provadét pomoc

organickych rozpousdt&del (viz. Lehninger, Biochemistry) .

~ .

Nedadvno p¥ihlafovatelé demonstrovali, ze je také zv1asté vy-
hodné pouZit jako p¥isadu slouleniny p¥imo nebo jinak zahrnuté
p¥i kondenzaci jmenované nukleové kyseliny (WO 96/25508). Pri-

v

tomnost t&chto sloulenin v prost¥edku podle predklédaného vy-

22

nadlezu umoZfuje sniZit mnoZstvi transfek®ni slouleniny, coZ je
zejména vyhodné =z toxikologického hlediska, bez jakéhokoli

ransfek&ni aktivitu. Sloulenina zahrnuté

(w3

pcdkozeni GCinku na
p¥i kondenzaci nukleové kyseliny Dby m&la p¥imo nebo neprfimo
definovat slouleninu, kterd tvo¥i nukleovou kyselinu. Presnéji

mt¥e tato sloufenina bud pusobit pfimo na Urovni nukleové

kyseliny, terid se ma transfekovat nebo muZe byt zahrnuta na
Grovni dal3i slouleniny, kterd je p¥imo zahrnuta pri konden-

zaci této nukleové kyseliny. S vyhodou pusobi pZimo na Grovni
nukleové kyseliny. Timto ¢&inidlem mi¥e byt jakykoli polyka-
tion, nap¥iklad polylysin. Podle vyhodného provecdeni toto
ginidlo, které Jje ‘zahrnuto p¥i kondenzaci nukleové kyseliny,
je odvozeno, Uplné& nebo Cistedn&, od protaminu, od histonu
nebo od nukleolinu a/nebo od jedncho z jejich derivatu. Toto
tinidlo se miZ¥e také skl&dat, Gplné nebo Gastelné, z peptido-
vych jednotek (KTPKKAKKP) a/nebo (ATPAKKAA). Polet jednotek se
miZe mé&nit od 2 do 10. Ve strukture slouleniny podle preckla-
daného vyndlezu se tyto jednotky mohou opakovat nepfetrzité

nebo jinak. Mohou byt tedy oddéleny pomoci mistku biochemické
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povahy, napf¥iklad jednou nebo vice aminokyselinami, nebo che-

mické povahy.

Ve 2zv148t& vyhodném provedeni prostfedky podle p¥edklédaného
vynalezu obsahuji dale smérujici slozky, které umoziiuji orien-
tovat p¥enos nukleové kyseliny. Tato smErujici sloZka miZe byt
sloZkou pro extraceluldrni smErovani, kteréd umoziiuje oriento-
vat p¥enos DNA k urlitym typam bundk nebo urditym poZadovanym
tkadnim (n&dorové bufky, . hepatitické bulky, hematopoietické
buitky a podobné&). MiZe to byt také intraceluldrni smérujici
slo¥ka, kterd umoZfiuje orientovat prenos nukleové kyseliny
sm&rem k vyhodnym C&stem bune€k (mitochondriim, jé&dru a podob-
n&) . Smérujici slozka miZe byt pI¥ipojena k p¥enosovému ¢inidlu
nukleové kyseliny podle predkléadaného vynédlezu nebo také

k nukleové kyselin&, kterad je definovana vyse.

Mezi sm&rujici sloZky, které se mohou pouzit podle p¥edkla-
daného vynélezu, pat¥i nap¥iklad cukry, peptidy, proteiny,
oligonukleotidy, lipidy, neuromedi&tory, hormony, vitaminy
nebo jejich derivéty. S vyhodou Jsou to cukry nebo proteiny,
jako jsou protilatky nebo fragmenty protilédtek, ligandy bunéé-
nych receptorl nebo jejich fragmenty, receptory nebo fragmenty
receptori a podobné&. Zejména to mohou byt ligandy pro recepto-
ry rustovych faktort, receptory cytokinu, receptory bunécného
lektinového typu nebo ligandy obsahujici RGD sekvenci s afini-
tou k receptorim adheznich proteini, jako Jjsou integriny.
Mohou to byt také receptory transferinu, HDL a 1LDL nebo
p¥enade& folédtu. Smérujici slozZkou mi¥e byt také cukr, ktery
umo¥fiuje zasdhnout lectiny, jako Jsou receptory asialogly-
koproteind nebo sialydl, jako Jje sialyd Lewis X nebo alter-
nativng fragment Fab protildtky nebo jednofet&zcova protilatka
(ScFv). Nedédvno byly také popséany p¥irodni nebo syntetické
ligandy peptidd, které jsou vyhodné =zejména DpIro jejich

selektivitu ke specifickym bufikdm a které jsou schopné u&inné
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podporovat zadlené&ni do té&chto bunék (Bary a kol., Nature

Medicine, 2, 1996, 299-305).

Kombinace sm&rujicich sloZek s nukleolipidovymi komplexy se
miZe provést pomoci technik, které jsou odbornikum v této
oblasti zn&mé&, napt¥iklad pomoci kondenzace Xk hyérofobni césti
nebo k- &&sti, kterd interaguje s nukleovou kyselinou p¥enc-
sového &inidla podle p¥edkléddaného vynalezu nebo ke skuping,

&ddaného

[

kterd interaguje s pYenosovym Cinidlem podle predk
vynédlezu nebo s nukleovou kyselinou. Po¥adovanid interakce muZe

mit s vyhodou iontovou nebo kovalentni povahu.

Podle dalSiho provedeni mohou prost¥edky podle pr¥edklédaného
vynadlezu také obsahovat nejméné jednu neionogenni povrchové
aktivni 1latku v mnoZstvi, které je dostatedné pro stabilizaci

celikosti &&stic nukleolipidovych komplext. Pridanim neiono-

gennich povrchové aktivnich latek se predchédzi vzniku agregé-

im? se prost¥edky stévajl vhodn&j&imi pro in vivo podéva-

ct
(914

prost¥edky podle p¥edkladaného vynalezu obsahujici takové

[l

4

.

povrchové& aktivni 1latky Jjsou vyhodné zejména z hlediska bez-
pefnosti. Maji také dald8i vyhody ve smyslu sniZeni nebezpeCi
rugeni s jinymi proteiny, coZ je déano sni¥enim celkového nébo-

je prostfedku nukleolipidovych komplexu.

Povrchové aktivni 1latky s vyhodou obsahuji nejmén& jednu hyd-
rofobni &ist a nejménd jednu hydrofilni Cast. Hydrofobni Cést
je s vyhodou vybrand ze skupiny, kterou tvori alifatické fe-
t&zce, hydrofobni polydxyalkyleny, alkylidenpoiyestery, poly-
.ethylenglykoly s benzylpolyetherovou hlavou a cholesterol, a
hydrofilni &&st je s vyhodou vybrand ze skupiny, kterou tvo¥i
hydrofilni polyoxyalkyleny, polyvinylalkoholy, polyvinylpyrro-
lidony nebo cukry. Takové neionogenni povrchové aktivni létky

jsou popsény v patentové prihlasce PCT/FR 98/00222.

p¥edmétem podle predklé&daného vynédlezu je také pouziti slou-

Zenin definovanych vySe pro prenos nuklecvych kyselin (a obec-
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P

n& polyaniontd) do bunék. Toto pouZiti Je zv143t& vyhodné,
protofe tato transfekdni ¢inidla zvysuji transfeképi G¢innost
zatimco maji nulovou nebo velmi sni’enou toxicitu.

Pro pou%iti in vivo, napfiklad pro studium regulace genu, pro
ipravu zvi¥ecich modelt patologickych stavy, nebo pro 1lé-
Zeni, se mohou prostfedky podle p¥edkladaného vynalezu upravit
pro podévani mistnim, koZnim, cralnim, rektélnim, vaginédlnim,
parenterdlnim, intrands&lnim, nitrozilnim, nitrosvalovym, pod-
koZnim, nitroolnim, transdermé&lnim, intratrachedlnim nebo in-

t

I

aperitonedlnim zpisobem a podobné. prost¥edky podle pfedkla-

oy

daného vynélezu s vyhodou obsahuji vehikulum, které je farma-

P

ceuticky p¥fijatelné pro injek&ni prostredky, zejména pro primé

-

injek&ni podévéni do poZadovaného orgénu nebo pro podévéni

-

mistnim zplsobem (na pckoZku a/nebo na sliznici). Mohou to byt
zejména isotonické sterilni roztoky nebo suché, zejména suSené

za zmrazeni, prostiedky, které se pred podévanim v zévislosti

na zplsocbu podévéni, zTredi csterilizovanou vodou nebo fyziolo-

ey ~

gickym roztokem solanky, &{m¥ wvzniknou roztoky vhodné pro
injek&ni podavéni. Davky nukleové kyseliny pouzivané pro

injek&ni prostfedky a také polet podédvénil se mohou upravit

z z

podle rUznych parametra a zejména podle zplusobu pocdévéani,

-

odpovidajiciho onemocnéni, genu, ktery se m& exprimovat nebo

P

na poZadovaneé

- ~ - .

dob& 1é&&by. Pokud jde o zpusob podadvéani, miZe se
poufit bud p¥imé injekini podévani do tkéang, nap¥iklad na

Grovni nadord nebo do ob&hového systému nebo 1é¢eni bunék p¥i

A\

kultivaci p¥ed Jjejich zpé&tnou implantaci in vivo, PpoOmoOC
injekce nebo transplantace. Odpovidajici tk&né& nebo obé&hovy
systém podle predklédaného vyndlezu jsou nap¥iklad svaly,
kh¥e, mozek, plice, Jétra, slezina, kostni d¥en, brzlik,
srdce, miza, krev, kosti, chrupavky, slinivka b¥isni, ledviny,

m&chy¥, %¥aludek, stfevo, varlata, vaje&niky, konelnik, nervovy

systém, oli, %Zl&zy, pojivové tka&n& a podobné.
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Pr¥edkléddany vyndlez se dale tyka& zpusobu prenosu nukleovych

kyselin do bunék, ktery zahrnuje nésledujici kroky:

(1) uvedeni nukleové kyseliny do styku s p¥enosovym Cinidlem

definovanym vyse za vzniku komplexu a
(2) uvedeni bunék do styku s komplexem vzniklym v (1).

Buriky se mohou uvést Jdo kontaktu s komplexem pomoci inkubace
bun&k s jmenovanym nukleolipidovym komplexem (p¥i pouziti 1in
vitro nebo ex vivo) nebo pomoci injektovéni komplexu do
organismu (pro pouZiti in vivo). Inkubace se s vyhodou provadi

v pritomnosti nap¥iklad 0,01 aZ 1000 pg nuklecvé kyseliny na

(o)

10° bun&k. PY¥i in vivo podévani se miZe pouZit davka nukleové

kyseliny 0,01 aZ 10 mg.

V pripad&, Ze prostY¥edky podle p¥edkladdaného vynélezu obsahuji
dédle jednu nebo vice p¥isad, které jsou definovény vysSe, se
priszda(y) smisi p¥edem s lipidem podle p¥edklédaného vynalezu

nebo s nukleovou kyselinou.

P¥edkladany vynédlez tedy poskytuje 2zv1asté vyhodny zpusob

1=¢

p¥encsu nukleovych kyselin (zejména p¥i 1éZeni onemocnéni)
zahrnuji in vitro, in vivo nebo ex vivo podadvédni nukleové
kyseliny kédujici protein nebo kterd se miZe prepsat do
nukleové kyseliny schopné upravit onemocnéni, kdy se jmenovana
nukleovéd kyselina kombinuje s pf¥enosovym ¢inidlem obecného
vzorce I za podminek definovanych vyS3e. Presnéji lze zpusob
pouzit pro lé&eni onemocn&ni wvznikajicich =z divodu nedostatku
proteinu nebo nukleového produktu, kdy podédvand nukleova
kyselina kéduje jmenovany proteinovy produkt nebo se prepisuje
do nukleového produktu nebo alternativné tvofi Jmenovany

nukleovy produkt.
P¥edklédany vynadlez také rozdi¥uje jakékoli pouZiti <inidla
pro pY¥enos nukleové kyseliny podle pf¥edkléddaného vynélezu pro

transfekci bunék.
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Cinidla pro prenos nukleovych kyselin podle predkladaného
vynélezu se mohou pouZit zejména pro p¥enos nukleovych kyselin
do primadrnich bun&k nebo do danych kmeni. Mohou to byt bunky
fibroblastli, svalové butiky, nervové bunky (neurony, astrocyty,
bunky glii), Jjaterni bufiky, bullky hematopoietického kmene
(lymfocyty, CD34, dendritické bunky a podcbné), buflkky epitelu
a podobn&, v diferencované nebo pluripotentni formé (prekur-

zory) .

Krom& vyde uvedenych ryst p¥edklddany vyndlez zahrnuje také
daldi charakteristiky a vyhody, které se oz¥ejmi pomoci p¥i-
kladd a obrézkll,, které nésleduji, a které je moZné povaZzZovat
za ilustrativni p¥iklady podle pY¥edkladaného vyndlezu, které

v z&dném ohledu neomezuji jeho rozsah.

Obrazky

U

Obrézek 1/5: Schéma syntézy sloulenin 1 az
Obrézek 2/5: Schéma syntézy sloulenin 5 az 8a a 8b
Obrézek 3/5: Schéma syntézy sloufenin 9 az 16

Obrézek 4/5: M&¥eni transfek&ni G&innosti in vitro u
sloudeniny 8a a 8b pomoci m&¥eni aktivity lucifer&zy v bunkéch
Hela, Vv nepfitomnosti séra. M&Y¥eni se provaddi p¥i rltznych
pom&rech nanomold vektoru/pg DNA a je vyjad¥eno pomoci sloupcu.
Pro ka?dy prost¥edek se také providd&l proteinovy test, ktery

je zndzorn&n na stejném grafu pomoci k¥ivky ve form& celistvé

(94

ary.

Obrézek 5/5: Mé¥eni transfekéni Uf¢innosti in vitro u
sloufeniny 8a a 8b pomoci m&¥eni aktivity luciferdzy v bunkéch
NIH 3T3, v nep¥itomnosti séra. ME&¥eni se provadi p¥i raznych

pomérech nanomolll vektoru/ug DNA a je vyjéd¥eno pomoci sloupcu.
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Litky a zpusoby

- HPLC (vysokoulinn& kapalinova chromatografie) <¢isténl se
provéd&la na zafizeni Waters LC 4000, na koloné& Vydac C4 za

eluce gradientem acetonitrilu ve vodé.

3

. Fluorescendni m&¥eni se providd&la na p¥istroji Perkin Elmer
LS50B, za pouziti excitalnich a emisnich vlnovych délek 260
nm a 590 nm. S8ifka &t&rbiny pro excitaci a emisi Je nas-

tavena na 5 nm. Hodnota fluorescence se zaznamenadvd po p¥i-

d&ni 5 pg ethidiumbromidu/ml jako kone&néd koncentrace.

- Spektra nukleérni magnetické resonance (NMR) se zazname-
ndvaji p¥i 300,13 MHz pro protony a p¥i 75,47 MHz pro uhlik,

na p¥istroji Bruker MSL 300 v deuterovaném chloroformu.

P¥ikladv provedeni vvnalezu

P¥iklad 1

Syntéza pF¥enosového <cinidla 8a z 6-methylbenzyloxygalakto-

pyranosy

Ruzné reakdni kroky jsou schématicky znédzorn&ny na obrézcich

1/5 a 2/5.

a) Syntéza 6-methylbenzyloxy-2,3,4—tri—O—(2’-karboxyethyl)—B-D-

galactopyranosidu (2)

28,4 g (0,1 mol) 6-methylbenzyloxy—B-D-galaktopyransidu (1) se
rozpusti ve 400 ml tetrahydrofuranu michd se p¥i 0 °C. Prida
se 32 g (5,7 ekvivalentu) jemné rozet¥eného hydroxidu drasel-
ného, 0,5 g (2 %) 18-Cr-6 crownetheru a 32,5 ml (1,5 ekvi-
valentu) ethylbromacetdtu. Po dvou hodindch se sm&s odpafi do
sucha, rozpusti se ve vod& a ziskany roztok se neutralizuje 2N
kyselinou chlorovodikovou. PO extrakci dichlormethanem se

[+

ziska 32 g produktu (2) ve vyté&Zku 70 %.
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C NMR: &, 172,94; 136,87; 127,93; 127,41; 98,89; 97,22;
78,74; 76,17; 72,97; 69,52; 67,93; 63,59; 54,75.

b) Syntéza 6—methy1benzyloxy—2,3,4~tri—O—(2’-hydroxyethyl)—B,D-
galaktopyranosidu (3)

30 g (0,065 mol) trikyseliny (2) =z pfedchoziho kroku se roz-
pusti v 400 ml tetrzhydrofuranu a umisti se p¥i 0 °C pod
dusikovou atmosféru. Za michadni se prikape 40 ml boran-
dimethylsulfidu. Sm&s se mich& dalsi 2 hodiny p¥i teploté
mistnosti a potom se opatrn& p¥idad prebytek methanolu. Roztok
se potom odpa¥i do sucha a ziskand pevnad latka se nékolikrat
znovu rozpusti v methanolu. Zisk& se 24,5 g cilového produktu
(3) ve vyté&Zku 90 %, ktery se &isti na koloné silikagelu =za

eluce ethylacetétem.

c) Syntéza 6-methylbenzyloxy—2,3,4-tri—o-(2’—azidoethy1)—B—D-

galaktopyranosidu (4)

20 g (0,048 mol) triol (3) ziskaného v p¥edchozim kroku se
rozpusti v 500 ml tetrahydrofuranu. Prida se 40 g (3,2
ekvivalentu) trifenylfosfinu, 160 ml (3,7 ekvivalentu) 1,1M
roztoku kyseliny azidovodikové v toluenu a potom 24,2 ml (3,2
ekvivalentu) diethylazodikarboxylatu. Po jedné hodiné se
roztok odpa¥i a ¢&isti se na silikagelu za eluce smési
heptan/ethylacetédt (6:4). 2iskd se 17,6 g produktu (4) wve

-

vytézku 90 %.

3c NMR: &, 128,47; 127,80; 98,23; 79,05; 76,27; 73,55; 71,92;
70,15; 69,95; 68,77; 68,14; 55,37; 51,41; 51,11; 50,87.

d) Syntéza trishydrochloridu methyl-2,3,4-tri-0O- (27 -amino-
ethyl)-p-D-galaktopyranosidu (5)

15 g (0,03 mol) triazidu (4) se rozpusti v 200 ml ethanolu.

P¥ida se 7,5 ml 12N kyseliny chlorovodikové a potom se smés
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hydrogenuje t¥i hodiny v p¥itomnosti palladia na aktivnim
uhli. Po filtraci a odpa¥eni rozpousStédla se ziskd zbytek (5)
(12,6 g, vyté&Zek: 95 %) a pouZije se rovnou Vv ﬁésledujicim

kroku.

e) Syntéza methyl-2,3,4-tri-0O-(27-terc.butylkarbamidoethyl) -B-

D-galaktopyrancosidu (6)

12 g (0,028 mol) hydrochlecridu (5) se rozpusti ve smési 100 ml
dioxanu a 85 ml 1N hydroxidu sodného. PY¥id&d se 18,7 g (3,3
ekvivalenty) diterc.butyldikarbondtu a smés se michd 2 hodiny
pri teploté€ mistnosti. Reak&ni smés se odpa¥i a extrahuje
dichlormethanem (t¥ikridt 50 ml). Organické féze se spoji a
su8i se nad siranem sodnym a odpa¥i se. Takto se ziskd 15,56 g
(vyté&Zek 90 %) zbytku (6), ktery se &isti na kolon& silikagelu

za eluce ethylacetétem.

) Syntéza 6-methyldioktadecylamidosukcinyl-2,3,4-tri-0-(27-

terc.butylkarbamidoethyl) -B-D-galaktopyranosidu (7&)

10 g (0,016 mol) produktu z p¥edchoziho kroku (6) se rozpusti
v 300 ml dichlormethanu. Postupné se p¥idéd 14,6 g (1,5 ekvi-
valentu) dioktadecylamidojantarové kyseliny, 1,95 g (1 ekviva-
lent) dimethylaminopyridinu a 6,5 g (2 ekvivalenty) dicyklo-
hexylkarbodiimidu. Dioktadecylamidojantarové& kyselina se ziska
pomoci reazkce dioktadecylaminu s anhydridem kyseliny janta-
rové. Po miché&ni pf¥es noc se ke smési opatrné p¥idd kyselina
gtavelovd v methanolu a sm&s se michd jednu hodinu (vyviji se
oxid vuhelnaty). Roztok se filtruje a odpa¥i se do sucha a
ziskany produkt se Cisti na kolon& silikagelu za eluce smési

heptan/ethylacetédt (7:3). Takto se zisk& 12,8 g produktu (7a)

(vytEZek: 65 %).

g) Syntéza tristrifluoracetdtu 6-methyldioktadecylamidosukei-

nyl-2,3,4-tri-0- (27 -aminoethyl) -f,D-galaktopyranosidu (8a)
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10 g (0,008 mol) produktu (7a) se rozpusti v 20 ml 90% kyse-
liny trifluoroctové. Po pil hodin€ se roztok odpa¥i a zbytek
se prevede tY¥ikr&t do toluenu a odpa¥i se. 2zZiskany zbytek 8a

se Cisti pomoci HPLC (RP4; voda/acetonitril; 0-100 %; 20

[

minut). Zisk& se 9,7 g produktu 8a ve vyt&Zku 95 %.
MH® = 1304.

Priklad 2

Syntéza slouleniny 8b z 6-methylbenzyloxygalaktopyranosy

RUzné reakéni kroky jsou schématicky zn&zorn&ny na obrézcich

1/5 a 2/5.

Prvni faze syntézy je stejnd jako syntetické kroky a) a2 e)

popsané v p¥ikladu 1. D&le se postupuje nésledujicim zpusobem:

£) Syntéza 6-methyldioktadecylamidofthalyl-2,3,4-tri-0- (27~

terc.butylkarbamidoethyl) -B-D-galaktopyranosid (7b)

Tento produkt se zisk& stejnym zplUsobem, jako produkt 7a, ale
za pouziti  dioktyldecylamidoftalové kyseliny misto diokta-

decylamidojantarové kyseliny.

g) Syntéza tristrifluoracetitu 6-methyldioktadecylamidoftha-

lyl-2,3,4-tri-0O- (27 -aminoethyl) -B-D-galaktopyranosidu (8b)

Slouenina 8b se =ziskd =z produktu 7b z p¥edchoziho kroku

stejnym zplUsobem, jako produkt 8a.
MH' = 1317
Priklad 3

Syntéza prenosového &inidla 16 z triacetylglykalu

a) Syntéza  ftalimidopropyl-4,6-di-O-acetyl-2,3-bisdeoxy-f-D-

erythro-2-hexenopyranosidu (10)



30

Ruzné reakéni kroky jsou uvedeny na obrazku 3/5.

13,17 g (0,048 mol) triacetyl-D-glukalu (9) se rozpusti v 250
ml dichlormethanu. P¥idd se 11 g (1,1 ekvivalentu) ftalimido-
propanolu a 1,56 ml (0,26 ekvivalentu) etherdtu fluoridu
boritého. Po 1 hodin& p¥i teploté& mistéosti se smé€s neutra-
lizuje nasycenym roztokem hydrogenuhlid&itanu sodného, roztok
se slije, su8i se a odpafi. Ziskd se 16 g produktu 10 (vyté&Zek
je 80 %), ktery se <isti pomoci chromatografie na kolon&

silikagelu za eluce sm&siheotan/ethylacetdt (5:5).

b) Syntéza ftalimidopropyl-4,6-3i-O-acetyl-2,3-bisdeoxy-B-D-

glucopyranosidu (11)

16 g (0,038 mol) glykosidu (10) se rozpusti v 200 ml ethanolu.
Pr¥idd se 0,16 g 10% palladia na uhli a smés se 2 hodiny
hydrogenuje. Po filtraci se roztok odpa¥i. Zziskd se 15,78 g

produktu 11 (vytéZek je 99 %).

c) Syntéza  fthalimidopropyl-2,3-bisdeoxy-f-D-glukopyranosidu

(12)

15 g (0,036 mol) produktu 11 z p¥edchoziho kroku se rozpusti v
250 ml methanolu, a potom se p¥idd 3,5 ml (0,1 ekvivalentu) 1N
methoxidu sodného. Po 2 hodindch se smés neutralizuje
amberlitovou prysky¥ici IR 120. Po filtraci a odpaf¥eni se

[«)

zisk& 11,5 g produktu 12 ve vyt&Zku 96 %.

d) Syntéza ftalimidopropyl-4,6—diazido—2,3,4,6—tetradeoxy-B~D—

glucopyranosidu (13)

11 g (0,033 mol) deacetylovaného produktu 12 se rozpusti v 250
ml tetrahydrofuranu. Za michidni se postupné& pridéd 21,5 g (2,5
ekvivalentu) trifenylfosfinu a 110,5 ml (3,7 ekvivalentu) 1,1M
kyseliny azidovodikové v toluenu. Takovou rychlosti, aby
teplota nepfekrofila 30 °C se p¥idé 12,88 ml (2,5 ekvivalentu)

diethylazodikarboxyl&tu. Po jedné hodiné& se roztok odpa¥i do
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sucha a ziskany produkt se &isti na kolon& silikagelu za eluce
smési heptan/ethylaceté&t (8:2). 2Ziskad se 7,2 g produktu 13
(vytéZek: 57 %).

e) Syntéza aminopropyl-4,6-diazido-2,3,4,6-tetradeoxy-B-D-glu-

kopyranosidu (14)

7 g (0,018 mol) produktu 13 se rozpusti v 500 ml ethanolu a
potom se pridéd 2,6 ml hydrdtu hydrazinu a sm&s se michd 2 ho-
diny pri 40 °C. Po odpafeni se zbytek rozpusti v dichlorme-
thanu a vznikajici ftélylhydrazid se nech& krystalizovat. Roz-
tok se filtruje a odpa¥i. Zisk& se 4,17 g produktu 14 ve

vytEiku 90 %.

f) Syntéza cholesteryl-O-formamidopropyl)-4,6-diazido-2,3,4,6-

tetradeoxy-B-D-glukopyranosidu (15)

6,34 g (0,9 ekvivalentu) cholesterylchlorformidtu a 4 g (0,016
mol) produktu 14 se rozpusti v 200 ml ethyletheru. OkamZité&
vznikne sraZenina a pridd se 50 ml 1N roztoku hydroxidu sod-

ného. Po nékolika minutdch je roztok opdt &iry. Michd se dal-

(214

ich 30 minut a potom se slije, promyje se dvakrét 50 ml vody
a roztok se odpari do sucha. Zisk&d se 9,4 g produktu 15, ktery
se Cisti na koloné za eluce sm&si heptan/ethylacetat (6:4)

).

o\

(vyt&Zek je 90

g) Syntéza (cholesteryl-O-formamidopropyl)-4,6-diamino-

2,3,4,6-tetradeoxy-B-D-glukopyrancsidu (16)

9 g (0,013 mel) diazidu 15 se rozpusti v 150 ml 80% tetrahyd-
rofuranu a potom se p¥idd 14,2 g (4 ekvivalenty) trifenyl-
fosfinu a smés se jednu hodinu zah¥ivd na 50 °C. Po ochlazeni
se smés nanese na kolonu aniontové prysky¥ice IRC-50 COOH a
promyje se 80% tetrahydrofuranem. Produkt se potom eluuje ve
formé acetdtu smési tetrahydrofuran/voda/kyselina octova

[)

(64:16:10) . Ziské& se 8,9 g produktu 16 ve vyté&Zku 90 %.
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*C NMR: 8, 176,55; 156,65; 139,84; 132,02; 128,46; 125,46;
122,44; 97,11; 74,28; 56,66; 56,12; 50,02; 43,70; 42,30;
39,51; 38,57; 36,98; 36,55; 36,16; 35,76; 31,87; 30,30; 29,89;
28,18; 23,82; 22,78; 22,53; 21,03; 19,31; 18,70; 11,84.

P¥iklad 4
Syntéza sloucCeniny (17)

a) Syntéza Dbenzyl (5-O-acetyl-6-acetoxymethyl-5,6-dihydro-2H-

pyran-2-yloxy)acetédtu

2,8 g triacetyl D-giukalu (0,01 mol) a 1,6 ml benzylglykolatu
(1,1 ekvivalentu) se rozpusti v 80 ml chlorformu. Sm&s se
ochladi v ledové 1lézni a p¥idd se 0,651 ml etherdtu fluoridu
boritého. Po 45 minutdch se smés neutralizuje nasycenym vodnym
roztckem hydrogenuhlifitanu sodného, su8i se nad siranem
sodnym, filtruje se a odpa¥i se. Sm&s se &isti pomoci chroma-
tografie na silikagelu za eluce sm&si heptan/ethylacetéat

(€:4). Vyt&Zek e 96 %.

b) Syntéza (5-0-acetyl-6-acetoxymethyltetra-hydropyran-2-yl-

oxy)octové kyseliny

3,5 g produktu z pr¥edchoziho kroku (0,0093 mol) se hydrogenuje
za atomosférického tlaku pF¥i teplot& mistnosti v pritomnosti
0,35 g 10% palladia na aktivnim uhli. Sm&s se filtruje ptes
kfemelinu a &isti se pomoci chromatografie na kolond sili-

(=}

kagelu za eluce ethylacetdtem. Vyté&Zek je 90 %.

c)  Syntéza N,N-dioktadecyl (5-O-acetyl-6-acetoxymethyltetra-

hydropyran-2-yloxy)acetamidu

0,675 g produktu z p¥edchoziho kroku (0,0017 mol) se rozpusti
v 8,6 ml chloroformu. P¥idd se 0,9 ml diisopropylethylaminu,
0,899 g dioktadecylaminu (1 ekvivalent) a 0,426 g dicyklo-

hexylkarbodiimidu (1,2 ekvivalentu). Po jedné noci p¥i teploté
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mistnosti se smés odpat¥i a produkt se extrahuje heptanem. Smés
se Cisti pomoci chromatografie na kolon& silikagelu za eluce

smési heptan/ethylacetédt (8:2). Vyt&Zek 70 %.

d) Syntéza N,N-dioktadecyl (5-hydroxy-6-hydroxy-methyltetra-

hydropyran-2-yloxy)acetamidu

1,57 g produktu z pfedchoziho kroku (0,00158 mcl) se rozpusti
v 10 ml methanolu. P¥id&d se 0,197 ml methoxidu sodného (0,2
ekvivalentu; methanol 2M). Po dvou hodind&ch p¥i teplot& mist-

nesti se smé€s neutralizuje a odpa¥i. Sm&s se <&isti pomoci

in

chromatografie na koloné& silikagelu za eluce sm&si hep-

tan/ethylacetat (8:2). Vyt&Zek je 92 %.

e) Syntéza N,N-dioktadecyl (5-azido-6-azido-methyltetrzhydro-

pyran-2-yloxy)acetamidu (17):

0,6 g produktu z p¥edchoziho kroku (0,00087 mol) se rozpusti v
15 ml tetrahydrofuranu. PY¥idd se 0,48 g trifenylfosfinu (2,1
ekvivalentu) a potom 0,288 ml DEAD (2,1 ekvivalentu). KdyZ je
exotermni reakce dokonlenid, p¥idd se 1,588 ml 1,38M roztoku
kKyseliny azidovodikové v toluenu (2,5 ekvivalentu). Na konci
reakce se médium odpa¥i, zbytek se pFrevede do heptanu,
filtruje se a odpaf¥i. Smés se potom Cisti pomoci
chromatografie na silikagelu za eluce sm&si heptan/ethylacetét

(8:2) . VytéZek je 72 %.

3Cc NMR: &, 173,21; 172,07; 162,22; 161,77; 118,24; 114,49;
110,65; 108,34; 96,88; €5,18; 64,50; 48,27; 46,54; 40,69;
35,86; 31,78; 30,%4; 28,63; 27,56; 26,92; 22,54; 21,84; 13,94.

Pfiklad 5
Smiseni transfeké&nich ¢inidel podle vyndlezu 8a a 8b s DNA

Tento priklad ilustruje povahu spojeni mezi transfekdnimi

¢inidly podle vynédlezu a DNA a také vznik komplexu.
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Transfek&ni <&inidla podle p¥edklé&daného vynélezu se rozpusti

pri 10 mM ve vodé. Tyto roztoky jsou pruhledné a odpovidaji_

Komplexy transfek&ni <&inidlo/DNA se pY¥ipravi v poméru 6 nmol

tranfekéniho ¢inidla/pg DNA.

Kombinace transfek&niho <&inidla 8b s DNA poskytne komplex o
velikosti 92 nm % 27 nm a fluorescenci 7 % ve vodé a 60 %

v chloridu sodném pri 300 mM.

Transfek&ni <&inidlo podle p¥edkladaného wvyndlezu 8a, kombi-
nované s DNA, umoziuje vznik komplexu o velikosti 98 nm £ 20 nm

a fluorescenci 6 % ve vod® a 55 % v chloridu sodném pri

300 mM.

Tyto vvysledky ukazuji, Ze transfek&ni ¢&inidla podle predklé-
daného wvyn&lezu jsou schopné spojeni s DNA a vzniku d<éstic,

ejich st¥edni prum&r je asi 100 nm, coZ je velikost, kterad je

.

zv1&8t& vhodn&d pro prichod bunéfnou membrénou. Toto spojeni
zUst&vd relativn& stabilni, kdyZ se zvySuje dontovad s
0,

média. Samozt¥ejm& p¥i 300 nm zGstdvd vice neZ 50 % DNA spojeno

s transfek&nim &inidlem podle pfedklddaného vynéalezu.
Priklad 6

Transfekce DNA in vitro s transfekénim C&inidlem podle pfed-

kladaného vynalezu 8a a 8b

Transfek&ni G&innost se hodnotila in vitro p¥i rhznych davkéch

vektort/ug DNA.

Genetickym materidlem pouzivanym p¥i téchto pokusech je plaz-
midovy konstrukt pCMV-Luc obsahujici ,luciferdzovy“ reporte-

rovy gen, prilem? tento konstrukt je odvozen od plazmidu pGL2-

z&dkladniho vektoru [Promega] pomoci vlozZeni fragmentu MIluI-
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HindIII obsahujiciho promotér 1lidského cytomegaloviru (CMV)

extrahovany z plazmidu pcDNA3 [Invitrogen].

Pouziji se také z¥ed&né roztoky nukleové kyseliny p¥i 40 pg/ml

ve fyziologické solance (0,15M roztok chloridu sodného) .

Produkty popsané podle predklddaného vyndlezu se rozpusti ve
vodé p¥i koncentraci mé&nici se od 80 pg do 800 pg a smisi se
objem na objem s roztokem DNA. KXoneln& koncentrace sclanky

v Cerstvé pripraveném roztoku cytofektantu je 75 mM.

Pro transfekci se buiky kultivuji za vhodnych podminek v 24-
jamkovych mikrotitra®nich destidkéch (2 cm®’/jamka) a trans-

fekuji se v exponencidlni f&zi rustu p¥i 50 aZ 70% konfluenci.

Buttky se dvakrét promyii 500 pl média bez sérovych proteinld a
znovu se kultivuji v médiu bez séra. t&mto bunikdm [2 jamky/
vektor DNA] se pridd 50 ul smési cytofektantu [1 ug DNA/jamka].

Kultiva&ni médium se dv& hodiny po transfekci doplni vhodnym

mnozstvim séra.

5

i

h
)¢

nost transfekce se hodnoti 48 hodin po transfekci pomoci

.

(D¢

mé&¥eni exprimace luciferdzy podle doporuceni uvedeného pro
pouziti sady Promega [Luciferézovy testovaci systém]. Toxicita
smési cytofektanty se hodnoti pomoci mé¥eni koncentraci pro-

tu.

n

teinu v bunécném lyz

vysledky =ziskané p¥i transfekci Dbunék Hela Jsou uvedeny
v obrézku 4/5 a vysledky ziskané pro buiiky NIH3T3 jsou uvedeny
v obrézku 5/5.

Z téchto vysledkli a také 2z vysledku =ziskanych poméry vek-
tor/DNA vy&8i neZ 20 nmol/pg DNA (neuvedeno) Jje moZné vyvodit,
e transfekce je zvl1a3%t& 0&innd, kdyZ se pomér vektor/DNA

pohybuje mezi 2 az 20 nmol vektoru na pg DNA.
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Prezentované vysledky ukazuji, Ze pro oba pouZité typy bunék
Ji, P YybYy

je transfekéni G&innost optimélni p¥i pom&ru 4 aZ 12 nmol vek-

toru na pg DNA a presné€ji 8 aZ 12 nmol vektoru na pg DNA.

Dadle bylo zjiSténo, Ze histogramy predstavujici a&inek davky
vektorlli se mbZe superponovat pro produkty 8a a 8b bez ohledu

na uvazovany typ buriky.

Oba produkty podle predkl&daného vyndlezu nejsou toxick

(Dr
'J

(a4

’_1

davkach wvektoru testovanych pro NIH 3T3 burky. Maxim&lni

on
ct

tr

N

a 20 % buné&lnych proteint se pozorovala pouze p¥i dé&vkéach

vy88ich neZ 8 nmol vektoru na vzorek transfekovanych bunék.
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P A TEWNTOV E N A R O K Y

1. Transfekéni <&inidlo obsahujici nejméné jednu kationtovou
hydrofilni oblast kondenzovanou k lipofilni oblasti,
vyznadcujici s e t im, Ze jmenovanid kationtova

hydrofilni oblast m& obecny vzorec I:

(CHY~_ X _Z
(I

y

kde:
- Yy Jje celé Cislo 0 nebo 1, rGzné y jsou na sob& nezdvislé,
- X je atom kysliku, atom dusiku, atom siry nebo atom selenu,

- Z Jjsou nezé&visle na sobé
* atom vodiku,

* skupina OR, kde R je atom vodiku, methylovid skupina
nebo skupina (CH;),-NR;R;, kde n je celé &islo 1 aZ 6
vCetné a R; a R, jsou nezé&visle na sob& atom vodiku nebo
skupina (CH.)4-NH;, kdy se g muZe pohybovat mezi 1 aZ 6

v&etné, rtznd g jsou na sob& nezédvisli,

* skupina (CH;)pn-NR3R,, kde m je celé &islo 0 az 6 v&etns

a Ry a R; jsou definovany vy3e nebo alternativné

e ,mistek™ umozZnujici vazbu kationtové hydrofilni oblasti

k oblasti lipidu,

je tY¥eba poznamenat, Ze nejméné Jeden substituent 2Z je

~mistek" a Ze nejméné dva substituenty Z nesou aminoskupinu.

2. Transfeké&ni <¢inidlo podle nédroku 1 vyznadcuijici

s e tim, Ze v obecném vzorci definujicim kationtovou
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hydrofilni oblast je n ve skupin& (CH,),-NR;R, celé ¢&islo

vybrané z 2, 3 a 4.

Transfekéni ¢inidlo podle ndrcku 1 vyznaduijici
s e t im, Ze obecny vzorec definujicim kationtovou

hydrofilni oblast je glykcsid ve form& pyrandézy nebo

furandzy.

-

Transfekéni <&inidlo podle néroku 1 vyznaduijici
S e t Iim, Ze v obecném vzorci definujicim kationtovou

hydrofilni oblast je y rovno 1 a X je atom kysliku.

-

TransfekCni ¢&inidlo podle néroku 1 vyznaduijici
se tim, Ze se jmenovand lipofilni oblast skl&di z jed-
noho nebo vice pop¥ipadé halogenovanych, nasycenych nebo

nenasycenych, lineé&rnich neboc rozv&tvenych alifatickych

Yeté€zcl a/nebo steroidniho derivétu.

§

Transfek&ni ¢&inidlo podle ndroku 5 vyznaduijici

0]

e t Im, Ze jmenované alifatické ¥etdzce chbsahuj

J
22 atomi uhliku a zejména 14, 16, 17, 18 a/nebo 15 atomd

thliku.
Transfek&ni ¢inidlo podle nérokll 5 a2 6 vy znaduijici
s e t im, Ze jmenované alifatické Yet&zce jsou vybrany

ze Skupiny, kterou tvo¥i (CHz) 13CHs, (CHz) 1sCHs, (CH?_) 16CHs,
(CH2)1,CH; and (CH;),§CHs.

Transfekéni ¢&inidlo podle néroku 5 vyznaduijici
s e t Im, Ze steroidni derivdt je vybrédn =ze skupiny,

~

kterou tvo¥i cholesterol, cholestanol, 3a,5-cyklo-5a-cho-
1esﬁan—6B-ylformiét, cholesterylamin, 6-(1,5-dimethylhe-
xyl) -3a,5a-dimethylhexadekahydrocyklopenta [a] cyklopropa-

[2,3]-cyklo-penta[l,2-f) -naftalen-10-ylamin nebo cholesta-

nylamin.
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9. Transfek&ni ¢inidlo podle néarocku 1 v yznadcuijici
s e t im, Ze se ,mistek™ umoZfujici p¥ipojeni kationtové
hydrofilni oblasti k lipofilni oblasti sklada z kyselinové
nebo aminoskupiny obsahujici hydrolyzovatelné funkdéni sku-

piny.

-

10. Transfekéni ¢inidlo podle néroku 9 vyznadu jici
s e t im, Ze ,mistek™ se skl&dad z alifatické&ho nebo aro-
matického Yeté&zce a obsahuje Jjednu nebo vice skupin
vybranych ze skupiny, kterou tvo¥i amidy, estery, ethery,

karbaméty a aromatické kruhy.

-

11. Transfekéni ¢&inidlo podle naroku 9 vyznadau jici
s e t Iim, Ze ,mistek" je vybrén ze skupiny kterou tvofi
skupina -0-CO- (CH,)x-COOH, skupina -0-(CH;),x-COOH, skupina

x~NH,, skupina -NH- (CH:) -

~

-0-CO- (CHy) x-NH;, skupina -0- (CH,

NH;, kde x je celé &islo 1 a¥ 6 v&etnéd.

12. Transfek&ni ¢&inidlo podle né&rocku 1 vyznacu jici

se tim, Ze je to jedna z n&sledujicich slouenin:

HN

HN



13.

)
1S

15.

16.

0
N’ 18H3‘7
18H37
0 (0]
k|/0 _.\O\
HN—_~"0 "0
¢ L
2 NHz
NH,
0O
N’CISHN
O o ClaHn
0 O~
HZN\/\O "01
0
<> NH,
NH,

Zpusob p¥ipravy transfek&niho J&inidla podle kteréhokoli
z ndrokd 1 2% 12 vyznaduijici s e tim, Ze se
lipofilni oblast kondenzuje pomoci ,mistku™ k heterocyklu

obecného vzorce definovaného podle néroku 1.

. Prostfedek vy znac&uijici s e t im, Ze obsahuje

transfek&ni ¢inidlo definované podle kteréhokoli z néroka 1

&Z 12 a nejmén& jednu nukleovou kyselinu.

Prostfedek podle néroku 14 vyznadu jici s e

tim, Ze se pomé&r transfekdni ¢&inidlo/nukleocva kyselina

pohybuje mezi 0,1 aZ 50 nanomoly &inidla na ug DNA.

Prostfedek podle ndrcku 14 vyznaduijici s e

t i m, Ze déle obsahuje jeden nebo vice adjuvanti.
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17. Prostf¥edek ©podle nércku 16 vy zna cujici s e

t Im, Ze p¥isadami jsou neutralni lipidy.

-

18. Prostfedek podle ndroku 16 vy znadu jici s e

tiIm, Ze pY¥isadami jsou sloudeniny, které jsou p¥imo nebo

nep¥imo zahrnuty p¥i kondenzaci nukleové kyseliny.

19. Prost¥edek podle kteréhokoli z nérokli 14 a¥% 18 v y zna -

cujici s e t Iim, Ze obsahuje vehikulum farmaceu-
ticky prijatelné pro injek&ni prost¥edky.

20. Prostr¥edek podle kteréhokoli z ndrokl 14 a¥ 18 vyzna -

-

cujici s e t im, Ze obsahuje vehikulum farmaceu-

ticky p¥ijatelné pro aplikaci na k0Q2i a/nebo na sliznici.

21. ZpUsob p¥encsu nukleové kyseliny do bunék vyznadu -

-

s e tim, Ze zahrnuje nésledujici kroky:

)

jic

(1) uvedeni nukleové kyseliny do styku s p¥enosovym &inidlem
definovanym podle ndrcki 1 a¥ 19 a, pokud je to +vhodné,

s adjuvantem, za vzniku komplexu a
(2) uvedeni bun&k do styku s komplexem vzniklym v (1).

22. TransfekCni <¢inidlo podle kteréhokoli =z ni&rokl 1 a¥ 13
vyznacujici s e t Im, Ze se pouZije p¥i trans-

fekci nukleovych kyselin do buné&k.

23. PouZiti transfek&niho &inidla podle kteréhokoli =z p¥edché-
zejicich nérokd pro p¥ipravu lé&iva obsahujiciho nejméné

jednu nukleovou kyselinu, kterd se m& transfekovat.
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Obr. 1/5
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Obr. 2/5
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Obr. 3/5
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Obr. 4/5
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Obr. 5/5

NIH3T3 buiiky

transfekce v nep¥itomnosti séra 2 hod.

| . ¥
1E+3 =
8a 8b

5 TEH0B o ¢ v e e 4 ——. e o o oo e e e e — ~—— ———]
3
E 1E+Q7 pimromcmae v - X 8 bone st 44 et e e 4 et s 000 00 Y L - —
Yy Y
o
U 1E+0B - - - . —
A
© 1E+C6 fe = y o o - - e os ovoeeoeme  omee ¢ me - -
ju] .
IS
2 1E+04 |- - - - T — - - et
S
X
< 1E+(3

2 8 12 20 2 e 12 20

nanomol vektoru/ug DNA

DRLU/S ul bun&Zného extraktu/10 8Y¥ smérodatni odchylka




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

