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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka novych zlienin, ktoré su blizke sku-
pine lipopolyamfnov, farmaceutickych kompozicif, ktoré
tieto zluCeniny obsahuj, ich pouZitia na transfekciu in vivo
a alebo/ in vitro nukleovych kyselin a spésobu ich pripravy.

Doteraj3f stav techniky

Mnohé genetické choroby savisia s defektnou a alebo/
abnormélnou expresiou, t. j. s nedostatoénou alebo nad-
mernou expresiou jednej alebo niekol’kych nukleovych ky-
selin. Jednym z hlavnych cielov génovej terapie je korigo-
vat’ tento typ genetickych anomélii realiziciou bunkovej
expresie in vivo alebo in vitro klonovanych génov.

V sii¢asnosti sa navrhuje niekolko spdsobov dorudenia
potrebnej genetickej informécie dovnitra bunky. Jeden z
tychto spdsobov spociva v pouZiti chemickych alebo bio-
chemickych vektorov. Uvedené syntetické vektory maji
dve zékladné funkcie, ktoré spotivaji v zahusteni DNA ur-
&enej na transfekciu a podporeni vizby DNA v cielovej
bunke a jej prechodu cez plazmovi membrénu a pripadne
cez obe jadrové membrany.

Vyrazny pokrok pri tomto spdsobe transfekcie sa do-
siahol vyvojom technolégie zaloZenej na pouZiti katiéno-
vého lipidu. Dokézalo sa toti?, Ze kladne nabity katiénovy
lipid, ktorym je N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-
-trimetylamoénium chlorid (DOTMA), sponténne interferuje
vo forme lipozémov alebo malych vatkov (vezikil) s
DNA, ktor4 je nabitd zaporne, priom vznikajii komplexy
lipidy-DNA, ktoré sa schopné fiizovat’ s bunkovymi mem-
brénami, a umoZiiuju tak vndatrobunkovi dodivku. Ale,
nech u je tato molekula akokoI'vek 4&inna na Grovni trans-
fekcie, vyznatuje sa nevyhodou spogivajiicou v tom, Ze nie
je biologicky odburateln4 a m4 proti bunk4m toxicky cha-
rakter.

Od okamihu, ked' sa pripravil lipid DOTMA, sa vyvi-
nuli d'alie katiénové lipidy na zéklade 3truktirneho mo-
delu: lipofilna skupina spojend s aminoskupinou prostred-
nictvom ramena, ktoré sa oznatuje ako spacer”. Z tychto

katiénovych lipidov moZno uviest' najma zlueniny, ktoré
ako lipofilnii skupinu obsahujii dve mastné kyseliny alebo
derivat cholesterolu, a ktoré okrem toho pripadne obsahuji
miesto aminoskupiny kvartérnu améniovi skupinu. Ako
reprezentantov tejto kategérie kationovych lipidov moZno
uviest’ najmi lipidy DOTAP, DOBT alebo ChOTB. Dalie
zlateniny takéhoto typu, ako napriklad DOSC a ChOSC, sa
vyznaCuju pritomnostou cholinavej skupiny miesto kvar-
térnej amoniovej skupiny. Vo vieobecnosti viak moZno
konstatovat, Ze transfek&na Ginnost’ tychto zlidenin je
pomerne nizka.

Opisuje sa aj ind kategéria kationovych lipidov, ktort
tvoria lipopolyaminy. V ramci vynalezu vyraz lipopolya-
min oznaCuje amfifilmi molekulu obsahujicu aspof jednu
polyaminovti hydrofilni oblast’ spojenti oblastou nazyva-
nou spacer s lipofilnou oblastou. Katiénove nabité polya-
minova oblast’ lipopolyaminov je schopna viazat’ sa rever-
zibilnym spdsobom s negativne nabitou nukleovou kyseli-
nou. Této interakcia silne zahustuje nukleovd kyselinu. Li-
pofilnd oblast’ robf tito iénovi interakciu necitlivi proti
vonkajiiemu prostrediu tym, Ze pokryva vytvorend &asticu
lipidovym povlakom. V tomto type zlitenin mbZe byt ka-
tibnovd  skupina  reprezentovand  napriklad  L-5-
-karboxysperminovou skupinou, ktor4 obsahuje 3tyri amé-
niové skupiny, z toho dve primérne a dve sekundarne. Ako
priklady tychto zlGenin moZno uviest najmi DOGS a

DPPES. Tieto lipopolyaminy s obzvl43t G&inné na trans-
fekciu primérnych endokrinnych buniek.

Idedlne syntetické transfek&né &inidlo by v skutonosti
malo zaistovat’ vysokil mieru transfekcie, a to pre Siroké
spektrum buniek, malo by mat’ pri aplikaénych davkach
nulovi alebo vePmi nizku toxicitu a v neposlednom rade by
malo byt biodegradovatelné, aby sa zamedzilo vietkym
vedP'aj¥im a¢inkom na drovni o¥etrenych buniek.

Cielom vynalezu je navrhnat’ nové lipopolyaminy s o-
rigindlnou polyaminovou frakciou, ktoré by boli schopné
atinného poufitia na transfekciu in vitro a/alebo in vivo
buniek a najmi schopné pouZitia na vektoriziciu nukleo-
vych kyselin.

Podstata vyndlezu

Predmetom vynélezu sa lipopolyaminy s konfiguréciou
D, L alebo LD a ich soli vieobecného vzorca (1)

53
Rt /L
R2>N—ECH2)m/N}(CH2)p Rs
n

v ktorom

R', R? a R? nezévisle jeden od druhého znamenajt atém
vodika alebo skupinu -(CH,);-NRR’, v ktorej

q mdZe maf hodnotu 1, 2, 3, 4, 5 a 6, pritom méze mat v
jednotlivych skupinich R', R? a R? rovnaky alebo odlisny
vyznam, a

RaR’ nezavisle od seba znamenajii atém vodika alebo
skupinu -(CH,),o'NH,, v ktorej

q" méZe mat hodnotu 1, 2, 3, 4, 5 a 6, pritom mdZ%e mat’ v
jednotlivych skupindch R a R” rovnaky alebo odlisny vyz-
nam,

m,nap nezavisle od seba znamenajt celé &islo od 0 do
6, pri¢om, ak je n vy§ie nez 1, m mdZe mat’ rozne hodnoty
a R® mdZe mat rdzne vyznamy v ramci vieobecného vzorca
D, a

R* znamena skupinu veobecného vzorca (I

R5
| Ro
{x—-(cm,—v N<
R7
u

,

(Im),

v ktorom

R®a R’ nezévisle od seba znamenajti atém vodika alebo na-
sytentl alebo nenasytent alifaticki skupinu obsahujicu 10
aZ 22 uhlikovych atémov, pri¥om aspoti jeden zo symbolov
RéaR’ je odli¥ny od atému vodika,

u znamené celé ¢islo od 0 do 10, priGom, ak u znamena
celé &islo vyssie ne# 1, symboly R®, X, Y a r moZu mat’ v
jednotlivych truktirnych jednotkach (X-(CHR®)-Y) odli¥-
né vyznamy,

X znamena atém kyslika, atém siry alebo monoalkylova-
ni alebo nemonoalkylovani aminoskupinu,

Y znamend karbonylova alebo metylénovit skupinu,

R® znamen4 atém vodika alebo bodny refazec prirodnej
aminokyseliny, ktory je pripadne substituovany, a

1 znamena cel¢ islo od 1 do 10, pritom ak r sa rovnd 1,
R® znamen4 botny retazec prirodnej aminokyseliny, ktory
je pripadne substituovany, a ak r je viie neZ 1, R® zname-
na atém vodika.
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Pod pojmom bolny retazec prirodnej aminokyseliny sa
v rAmei vynalezu rozumeji najma retazce obsahujiice ami-
diniové Struktirne jednotky, ako napriklad bolny retazec
argininu. Ako sa uZ uviedlo, mdZe byt tento ret'azec sub-
stituovany nasytenymi alebo nenasytenymi priamymi, roz-
vetvenymi alebo cyklickymi alifatickymi skupinami obsa-
hujicimi 1 a2 24 uhlikovych atémov, akymi st napriklad
cholesterylova skupina, arachidonylové skupina alebo reti-
noylova skupina, alebo mono- alebo polyaromatickymi
skupinami, akymi si napriklad substituované alebo nesub-
stituované benzyloxykarbonylové, benzylesterové alebo
rodaminylové derivaty.

Uvedené nové zlu€eniny vieobecného vzorca (I) sa
mdZu vyskytovat' vo forme farmaceuticky prijatelnych ne-
toxickych soli. Tieto netoxické soli zahfiiajh soli s mineral-
nymi kyselinami (s kyselinou chlorovodikovou, kyselinou
sirovou, kyselinou bromovodikovou, kyselinou fosforetnou
alebo kyselinou dusi¢nou) alebo s organickymi kyselinami
(s kyselinou octovou, kyselinou propiénovou, kyselinou
jantdrovou, kyselinou malefnovou, kyselinou hydroxyma-
leinovou, kyselinou benzoovou, kyselinou fumarovou, ky-
selinou meténsulfénovou alebo kyselinou $tavelovou) ale-
bo s mineralnymi bazami (s hydroxidom draselnym, hydro-
xidom sodnym, hydroxidom litnym alebo oxidom vépena-
tym) alebo s organickymi bazami (s tercidrnymi aminmi,
napriklad s trietylaminom, alebo s piperidinom alebo ben-
zylaminom).

Ako priklady zli¢enin podla vynilezu moZno uviest’
najmj zlideniny nasledovnych vieobecnych podvzorcov:
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v ktorych symboly R*, R® a R’ majii uvedené vyznamy.
Vyhodne R* znamen4 skupinu NR®R, v ktorej R® a R’ fi-
gurujlce v podvzorcoch (III) az (XII) znamenajii identicki
skupinu vybrand z mnoZiny zahffiajiice] skupiny
(CHz)7CH3, (CHa),,CHa, (CH2)13CH; a (CHy),,CH,.

V ramei obzvl4st vyhodného uskutognenia obsahuja
nérokované zliZeniny navy$e zameriavaci prvok umoZiu-
juci orientovat’ prenos nukleovej kyseliny, na ktord si na-
viazané uvedené zlateniny. Tento zameriavaci prvok je za-
budovany v zlatenine vieobecného vzorca (I) na drovni
botného ret'azca aminoksyseliny reprezentovaného  vie-
obecnym substituentom R’. Vyhodnejsie je tento zameria-
vaci prvok viazany kovalentne alebo nekovalentne na zlG-
¢eninu podla vynalezu.

MbZe ist o extracelularny zameriavaci prvok, ktory u-
moziuje orientovat’ prenos nukleovej kyseliny do niekto-
rych bunkovych typov alebo do niektorych poZadovanych
tkaniv (nidorové bunky, hepatopoetické bunky, atd.). Z
tohto hl'adiska mdZe ist o bunkovy receptorovy ligand pri-
tomny na povrchu cielového bunkevého typu, ako napri-
klad cukor, folat, transferin, inzulin, azialoorozomukoidny
protein alebo o akikol'vek bioaktivnu molekulu rozliSenti
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extracelularnymi receptormi. MoZe ist aj o intracelularny
zameriavaci prvok, umoZilujici orientovat’ prenos nukleo-
vej kyseliny do urgitych privilegovanych bunkovych oblasti
(mitochondrie, jadro, atd’.), ako napriklad o signalnu sck-
venciu jadrovej lokalizAcie (nls), ktora uprednostiiuje aku-
muléciu transfekovanej DNA v jadre bunky.

Z hradiska v3eobecnejSej 3pecifikicie zameriavacie
prvky, ktoré si schopné poutitia v ramci vynélezu, zahf-
fiajii cukry, peptidy, oligonukleotidy, steroidy alebo lipidy.
Vyhodne ide o cukry a alebo/ peptidy, akymi su protilatky
alebo fragmenty protilitok, ligandy bunkovych receptorov
alebo ich fragmenty, receptory alebo fragmenty receptorov,
a pod. MdZe ist’ najmi o ligandy receptorov rastovych fak-
torov, receptory cytokinov, receptory bunkovych lektinov
alebo receptory adhéznych proteinov, akymi sit integriny.
Mozno uviest’ aj receptor transferinu, lipidy HDL a lipidy
LDL. Zameriavacim prvkom méZe byt’ aj cukor umoiiujii-
ci zacielit' lektiny, ako azialoglykoproteinové receptory, a-
lebo aj fragment Fab protilatky umoiiujtci zacielit’ recep-
tor fragmentu Fc imunoglobulinov.

Rovnako moZno potitat’ aj so spojenim zlGdeniny vie-
obecného vzorca (I) s markerom typu biotinu, rodaminu a-
lebo folatu, ktory je napriklad viazany na bo¢ny ret'azec a-
minokyseliny R°. Tymto markerom md%e byt aj priama a-
lebo cyklicka peptidovd, alebo pseudopeptidova sekvencia
zahfiajlica rozliSovaci epitop Arg-Gly-Asp primarnych a
alebo/ sekunddmych receptorov adhéznych proteinov typu
integrinov.

Ako priklady narokovany lipopolyaminov moZno u-
viest’ najmé nasledovné zlageniny, ktoré sa detailnejsie opi-
suju v d'alej zaradenych prikladoch:
H;N(CH,),NH(CH;),NH(CH,);NHCH,COGIyN[(CH,);,CH;},
HoN(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,CON[(CH,)/CH; ,
HN(CH,);NH(CH,)NH(CH,);NHCH,COArgN[(CH,),CHs],
H;?IiCHZ),NH(CHZ)NH(CszNHCHZCOArg(Z)ZN[(CHg,r
CH,

H,N(CHR)NH(CH,) NH(CH,);NHCH,COLys(rodamin)N-
[(CHy)CH.],
HoN(CH,);NH(CHo)/NH(CH,);NHCH,COLys(biotinyl)N-
[(CHy);,CHy,
{HoN(CHa)y},N(CH,)iN{(CHp)NH,}(CH,);NHCH,COGIyN-
[(CHy)1CHs],

{HaN(CH,),};N(CHy)N{(CHy);NH,} (CH,);NHCH,CON-
[(CHp,, CH;],
{H;N(CHo)},N(CH,),NHCH,COGIyN[(CHy);/CH],
{HN(CH,),},N(CH,),NHCH,CON[(CH,),,CH;,
HoN(CH,);NH(CH)NI(CH,);NH,]CH,COGIyN[(CH),/CH
H,N(CH,);NH(CH),NH(CH,),NHCH,COLysN[(CH),,CH;],
Iglz_?](CHZ)SNH(CHZ)M(CHZ)SNHCHZCOLYS(CIZ)N[(CHZ)IT

3l
H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH2);NHCH,COLys(CHO)N[(CH,),-
CHi),

HN(CHNH(CH,),NH(CH,NHCH,COL ys(cholestery)N-
[(CHY)CH;],
H,N(CH,);NH(CHy);NH(CH,);NHCH,COLys(arachidonyl)N-
[(CHYCH;],
H;N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,COGIuN[(CHy)11CHl,
H;N(CHy),NH(CHy);NH(CH,);NHCH,COGIu[N(CH),N-
[(CH)\CH;],
H;N(CH,)sNH(CH)NH(CH,);NHCH,COGIWOB2)N[(CHp)1
CHik
sz}(CHﬂgNH(CHQ)‘NH(CHg;NHCHZCOGIu(gaIahémnid)N-
[(CHy),CH,),
H;N(CH,);NH(CH,)NH(CH,);NHCH,COGlu(gluk6zamid)N-
[(CHyyCHy),
HN(CH2sNH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGlu(mantzamid)N-
[(CHpyCHy),

H;N(CH,);NH(CH);NH(CH,);NH(CH,);CON[(CH,);,CH; ,
H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,CONH(CH,)sCON-
[(CHy)CHyl.
HN(CH)NH(CH,),NH(CH;NHCH;COGIyN[(CH,),,CHs},
H,N(CHy)NH(CH,),NH(CHy);NHCH,COGIyN[(CH,) ,CHs ,a
HN(CH,);NH(CH,),NH(CH,),;NHCH,COGIyN[(CH,) ;CH; -

Ako prikiady obzvi43t reprezentativnych zlidenin podla vyna-
lezu moZno uviest najm ziiteniny nasledovnych vzorcov:
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V rimci vynalezu sa navy$e vyvinula pdvodna metodi-
ka v tuhej fize na pripravu asymetrickych funkcionalizova-
nych polyaminov, z ktorych sa odvodzuji polyaminy podla
vynélezu.

Pri klasickom spdsobe je pristup k asymetrickym funk-
cionalizovanym aminom obmedzeny nutnostou zaviest' do
linearnych alebo rozvetvenych polyaminov selektivnym
sposobom urtité modifikicie. Chemické rozdiely medzi
primérnymi a sekundérnymi aminoskupinami polyaminu
vy¥aduji pri uskutodfiovani reakcii, medzi ktoré patria al-
kylacie, adicie Michaelovho typu a acylécie, znatnu selek-
tivitu, Navy$e selektivita vynitend takymito chemickymi
rozdielmi nie je zlutitelné so selektivnou alkylaciou v sku-
pine niekolkych primémych a sekundérmych aminov, ako
je to bezné pri polyaminoch. Klasickou odpoved'ou na ta-
kéto redtrikcic je tvorba asymetrickych funkcionalizova-
nych polyaminov z blokovanych monomérov nesicich na
jednej strane aminoskupinu schopnd polyaminicie a na
druhej strane vhodnd chranent asymetricki funkciu. Tento
pristup teda vyZaduje niroZnd niekol’kostuptiovii syntézu a
najmé ortogonalnu ochranu funk&nych skupin.

Met6da vyvinutd v ramei vyndlezu m4 za ciel elimino-
vat nedostatky, ktorymi sa a? doteraz vyznafoval uvedeny
sposob syntézy, Vyhodou metédy podl'a vynalezu je sku-
to&nost, %e vedie pohodine a rychlo k polyaminom, ktoré
st selektivne funkcionalizované na jedinej priméarnej ami-
noskupine alkyl4ciou alebo reduktnou alkylaciou symet-
rickych polyaminov.

Podstata narokovaného spdsobu je zaloZend na pouZitf
syntéznej metédy v tuhej faze uskutoinenej s ciefom
uprednostnit’ bimolekularnu reakciu medzi alkyladnym ¢&i-
nidlom a polyaminom, &o eliminuje moZnost’ polyalkylacie
tohto polyaminu. PresnejSie 3pecifikovane sa vyndlez z
tohto hl'adiska vztfahuje na spdsob, ktorého podstata spodi-
va v tom, Ze sa uskuto¥ni kopulacia aspoti jednej lipidovej
frakcic aspoil s jednou asymetrickou polyaminovou frak-
ciou, pri¢om tito polyaminové frakcia sa ziskala bimole-
kuldrnou reakciou medzi alkylatnym &inidlom, kovalentne
viazanym k tubému nosi¢u, a symetrickym polyaminom.
Podla tohto pristupu sa alkylaéné &inidlo kovalentne viaZe
na polymémy nosi¢ esterifikiciou alebo amidéciou. Symet-
ricky polyamin reaguje s alkylatnym &inidlom v tuhej faze
mechanizmom bimolekulérnej reakcie, ktora vedie k mono-
funkcionalizovanému asymetrickému polyaminu viazané-
mu na nosi¢. Volné aminy uvedeného produktu si zvytaj-
ne chranené v tuhej fdze ochrannymi skupinami typu Boc
alebo Z. Nakoniec sa uvedené produkty odStiepia od nosita
v tuhej faze. Tieto polyaminokyseliny sa potom v pripade,
Z¢ je to vhodné, viaZu na lipidové frakcie, ¢im sa ziskaju
poZadované transfek&né &inidla. Na tito kopulaciu moZno
pouZit’ zvytajné peptidové kopulainé &inidl4, akymi st na-
priklad Bop, Pybop, BopCl a DCC. Uveden4 metodika u-
moZXiiuje zostavit' na tuhom nosici aj celé transfekiné Ci-
nidlo, pri¢om do molekuly moZno pripadne zaviest' znat-
kovacie peptidy, cukry alebo fluorescentné sondy. Samo-
zrejme sa ukézalo, Ze tento typ vystavby refazca moZno
uskutotnit’ aj na vol'nom lipopolyamine.

Zivotnost uvedeného sposobu sa dokazala syntézou
niekolkych asymetrickych a funkcionalizovanych priamych
alebo rozvetvenych polyaminokyselin.

Predmetom vynélezu je aj terapeutické pouZitie opisa-
nych lipopolyaminov bud’ samotnych, t. j. priamo, alebo v
ramci farmaceutickych kompozicii.
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Ako sa uZ vysvetlilo, ukézalo sa, Ze zlteniny vieobec-
ného vzorca (I) si obzvl4a¥t’ zaujimavé na transfekeiu in vi-
vo a in vitro nukleovych kyselin. Tieto zli¢eniny Ginne
zhutitujio DNA a maji vyhodne velmi nizku toxicitu.

S ciefom dosiahnut maximalny G&inok kompozicii
podfa vynélezu sa obsahy zl(ieniny vieobecného vzorca
(D) a nukleovej kyseliny vyhodne urtia tak, Ze pomer klad-
nych nabojov uvazovaného lipopolyaminu a zipornych na-
bojov nukleovej kyseliny R m4 optimalnu hodnotu. Tento
optimalny pomer sa menf najmi podla sposobu aplikécie
(in vivo alebo in vitro) a podla bunkového typu uréeného
na transfekciu a je potrebné optimalizovat’ ho od pripadu k
pripadu. Této optimaliz4cia je v kompetencii odbornika v
danom odbore.

Vo farmaceutickych kompoziciach podl'a vynilezu mo-
Ze byt polynukleotidom tak kyselina deoxyribonukleova,
ako aj kyselina ribonukleova. MoZe ist' o sekvencie priro-
dzeného alebo umelého povodu a najmi o genémovi DNA,
DNAc, RNAm, RNAt a RNATr, o hybridné sekvencie alebo
o modifikované alebo nemodifikované syntetické alebo
semisyntetické oligonukleotidové sekvencie. Tieto nukleo-
vé kyseliny mdzu mat' FPudsky, zvieraci, rastlinny, bakte-
ridlny, virusovy alebo iny pévod. Méu sa ziskat lubovol-
nou znémou technikou a najmé vytriedenim bank, chemic-
kou syntézou alebo enzymatickou modifikaciou sekvencif
ziskanych vytriedenim bank. Tieto kyseliny mozu byt za-
budované do vektorov, akymi st plazmidové vektory.

Pokial’ ide o kyseliny deoxyribonukleové, md¥u byt
Jedno- alebo dvojvldknové a mdZe fst' o kratke oligonukle-
otidy alebo o dlhSie sekvencie. Tieto kyseliny deoxyribo-
nukleové mdZu niest’ terapeutické gény, regulatné sekven-
cie transkripcie alebo replikicie, modifikované alebo ne-
modifikované antimedi4torové sekvencie, viizbové oblasti
na ostatné bunkové zlozky, atd'.

Terapeutickym génom sa v ramci vynalezu rozumie
kady gén kédujici proteinovy produkt, ktory sa vyznaduje
terapeutickym Gtinkom. Tymto takto kédovanym proteino-
vym produktom méZe byt protein, peptid, atd’. Tento pro-
teinovy produkt mézZe byt homolégny proti cielovej bunke
(ide teda o produkt, ktory je normalne exprimovany v cie-
Tovej bunke v pripade, Z¢ sa této cielov4 bunka nevyzna-
¢uje Ziadnou patolégiou). V tomto pripade umoZiiuje ex-
presia proteinu napriklad lietbu nedostatodnej expresic v
bunke alebo expresiu neaktivneho alebo malo aktivneho
proteinu alebo aj nadmerni expresiu uvedeného proteinu.
Terapeuticky gén mdZe kédovat’ aj mutant bunkového pro-
tefnu, ktory mé4 zvy$enu stabilitu, modifikovanu aktivitu,
atd’. Uvedeny proteinovy produkt méZe byt aj heterologny
proti cielovej bunke. V tomto pripade mbZe exprimovany
protein napriklad dopliiat’ alebo uplne poskytovat' deficitna
aktivitu v bunke a tym ju robit’ schopnt boja proti patolégii
alebo v nej stimulovat’ imunitnii ozvu.

Z terapeutickych produktov v zmysle vynalezu moZno
uviest’ najma enzymy, krvné derivéty, hormény, lymfokiny,
interleukiny, interferény, TNF, atd’. (FR 92 03120), rastové
faktory, neurotransmitory alebo ich prekurzory alebo syn-
tézne enzymy, trofické faktory: BDNF, CNTF, NGF, IGF,
GMF, sFGF, bFGF, NT3, NT5, HARP/pleiotrofin, atd’,
dystrofin alebo minidystrofin (FR 91 11947), protein CFTR
zdruZeny s mukoviscidézou, gény supresie nadorov: p53,
Rb, Rapl A, DCC, k-rev, atd’. (FR 93 04745), gény kéduji-
ce faktory implikované v koagulacii: faktory VII, VIII, IX,
gény intervenujlce pri rozdeleni DNA, samovraZedné gény
(tymidin-kinaza, cytozin-deaminéza), gény hemoglobinu a
ostatné proteinové transportné ¢inidl4, gény zodpovedajiice
protefnom implikovanym v metabolizme lipidov apolipop-
roteinového typu, vybranym z mnoZiny zahffiajicej apoli-

poproteiny A-1, A-II, A-1V, B, C-I, C-II, C-IIL, D, E, F, G,
H, J a apo(a), enzymy metabolizmu, ako napriklad lipop-
rotein-liphza,  hepatickd  lipAza, lecitincholesterol-
acyltransferdza, 7-a-cholesterol-hydroxylaza, kyselina fos-
fatidové-fosfatdza alebo aj proteiny prenosu lipidov, ako
protein prenosu esterov cholesterolu a protein prenosu fos-
folipidov, vézbovy protein lipidov LDL, receptory chylo-
mikrénremnantov a nosiové receptory, atd’.

Terapeutickou nukleovou kyselinou méze byt aj gén
alebo antimediatorova sekvencia, ktorych expresia v ciel'o-
vej bunke umoZiiuje regulovat’ expresiu génov alebo trans-
kripciu bunkovych RNAm. Takéto sekvencie sa napriklad
mdZzu prepisat’ do cielovej bunky na RNA, ktoré st kom-
plementérne k bunkovym RNAm, a blokovat' tak ich prepis
na proteiny, pri¢om sa pouZije technika opisana v patento-
vom dokumente EP 140 308. Terarpeutické gény obsahuji
aj sckvencie kédujice ribozémy, ktoré st schopné selektiv-
ne znitit’ cielové RNA.

Ako sa uZ uviedlo, mdZe nukleova kyselina obsahovat
aj jeden alebo nickolko génov kodujicich antigénovy pep-
tid, ktory je schopny vyvolat u ¢loveka alebo zvierat'a imu-
nitn ozvu. V rémei tohto 3pecifického uskutodnenia u-
moZiiuje vynalez realizovat bud’ vakciny alebo imunotera-
peuticku lie¢bu €loveka alebo zvierata zameranii najmi
proti mikroorganizmom, virusom alebo rakovinim. Mdze
ist’ najmd o 3pecifické antigénové peptidy virusu Eppstein-
Barrovej, virusu HIV, virusu hepatitidy B (EP 185 573), vi-
rusu pseudobesnoty, virusu typu ,syncitia forming virus* a
dal8ich virusov alebo aj nidorovo ¥pecifickych virusov (EP
259 212).

Vyhodne nukleové kyselina obsahuje aj sekvencie u-
mozZiujice expresiu terapeutického a génu alebo/ génu ké-
dujticeho antigénovy peptid v pozadovanej bunke alebo v
poZadovanom organe. MdZe ist o sekvencie, ktoré su pri-
rodzene zodpovedné za expresiu uvaZovaného génu v pri-
pade, Ze si tieto sekvencie schopné funkcie v infikovanej
bunke. MéZe ist’ aj o sekvencie rdzneho pévodu (sekvencie
zodpovedné za expresiu ostatnych proteinov alebo dokonca
syntetické sekvencie). MdZe ist najmé o prométorové sek-
vencie eukaryotickych alebo virusovych génov. Tak méZe
ist napriklad o prométorové sekvencie pochédzajice z ge-
nému bunky, ktord ma byt’ infikovana. Rovnako méZe ist' o
prométorové sekvencie pochédzajiice z gendému virusu. Z
tohto hladiska moZno uviest' napriklad prométory génov
E1A, MLP, CMV, RSV, atd’. Navyie moZu byt tieto ex-
presné sekvencie modifikované adiciou aktivaénych sek-
vencii, regulatnych sekvencii, atd. MéZe ist o indukova-
telny alebo represibilny prométor.

Inak moéZe nukleovéa kyselina obsahovaf, a to najmi
pred terapeutickym génom, aj signalnu sekvenciu smeruji-
cu syntetizovany terapeuticky produkt do sekre€nych ciest
cielovej bunky. Tito signalnu sekvenciu mdZe tvorit’ priro-
dzené signdlna sekvencia terapeutického produktu, i ked’
mdZe ist’ aj o kazdu ind funk&ni signélnu sekvenciu alebo o
umelid signalnu sekvenciu. Nukleova kyselina méZe obsa-
hovat’ aj signlnu sekvenciu smerujiicu syntetizovany tera-
peuticky produkt do ¥pecifickej oblasti bunky.

V rémci inej formy uskutodnenia sa vynalez tyka kom-
pozicii obsahujicich nukleova kyselinu, nérokovany lipo-
polyamin a prisadu schopna pridruit’ sa ku komplexu lipo-
polyamin-nukleovd kyselina a vylepdit tak rezultujiicu
transfekéni potenciu. Prihlasovatel’ skuto¥ne dokizal, Ze
transfek&né potencia lipopolyaminov sa moZe neotakdvane
zvysit' v pritomnosti niektorych prisad (prikladmi takychto
prisad st lipidy, peptidy alebo proteiny), ktoré si schopné
spojit’ sa s komplexom lipopolyaminu-nukleové kyselina.
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V rémci tohto zistenia mdZu kompozicie podl'a vynale-
Zu obsahovat’ ako prisadu jeden alebo niekolko neutrdlnych
lipidov. Takéto kompozicie sii obzvla¥t vyhodné najmi v
pripade, ked’ je pomer R nizky. Prihlasovatel’ v skuto&nosti
dokazal, Ze pridavok neutralncho lipidu umoZiluje zvySit
tvorbu nukleolipidovych &astic a prekvapivo podporit pe-
netréciu Castice do bunky na ziklade destabilizacie jej
membrany.

Vyhodne si neutrdlnymi lipidmi pouZitymi v rAmci vy-
nélezu lipidy s dvoma mastnymi retazcami.

Vyhodne sa pouZvaju prirodné lipidy, syntetizované
lipidy, zwitteriénové lipidy alebo lipidy zbavené vo fyzio-
logickych podmienkach iénového naboja. Tieto lipidy mé-
#u byt’ vybrané najmé z mnoZiny zahfilajiicej dioleoylfos-
fatidyletanolamin (DOPE), oleoyl-palmitoylfosfatidylet-
anolamin (POPE) a distearoyl-, dipalmitoyl- a dimirystoyl-
fosfatidyletanolaminy, ako aj ich mono- aZ fri-N-
-metylované derivaty, fosfatidylglyceroly, diacylglyceroly,
glykozyldiacylglyceroly, cerebrozidy (najmi galaktocereb-
rozidy), sfingolipidy (najmé sfingomyeliny) alebo aj azia-
logangliozidy (najmi azialo-GM1 a GM2).

Tieto rézne lipidy sa mdZu ziskat' bud’ syntézou, alebo
extrakciou z orgénov (napriklad z mozgu), alebo z vaji¢ok
znimymi klasickymi technikami. Takéto extrakcia lipidov
sa mdZe uskutodnit najmé pouZitim organickych rozpista-
diel (pozri napriklad Lehninger, ,,Biochemistry).

V bezprostrednej minulosti prihlasovatel dokézal, Ze
obzvladt' vyhodné je pouZit' ako uvedent prisadu aj zlGle-
niny pdsobiace priamo alebo nepriamo na trovni konden-
zécie uvedenej nukleovej kyseliny (WO 96/25508).

Pritomnost’ takejto kyseliny v transfek&nej kompozicii
na béze lipopolyaminu umoZiiuje vyrazné zniZenie mnoz-
stva tohto &inidla bez toho, aby doslo k akémukol'vek zhor-
¥eniu transfek&nej G¢innosti uvedenej kompozicie, o ma
priaznivé dbsledky z toxikologického hl'adiska. Naopak
tato transfek&nd kompozicia sa vyznatuje vy33ou mierou
transfekénej aktivity.

Zli¢eninou pdsobiacou na Grovni kondenzicie nukleo-
vej kyseliny sa tu rozumie zli¢enina, ktord priamo alebo
nepriamo zhutiiuje nukleovi kyselinu. Z hladiska presnej-
%ej ¥pecifikicie mdZe tato zluCenina pdsobit’ priamo na G-
rovni nukleovej kyseliny urlenej na transfekciu alebo moze
zasahovat' na trovni prifahlej zli&eniny, ktord sa priamo
implikuje v kondenzicii uvedenej nukleovej kyseliny. Vy-
hodne uvedena zlidenina pdsobi priamo na drovni nukleo-
vej kyseliny.

V rdmci vyhodnej formy uskuto&nenia zasahuje toto &i-
nidlo na Grovni kondenzacie nukleovej kyseliny a tvoria ho
tplne alebo tiastotne peptidové motivy (KTPKKAKKP) a
alebo/ (ATPAKKAA), pri¢om pocet tychto motivov sa mo-
Ze pohybovat’ od 2 do 10. V 3truktire zla¢eniny podla vy-
nélezu sa moZu tieto motivy opakovat kontinudine alebo
diskontinualne. Takto mdZu byt tieto motivy oddelené
vizbovymi &lenmi biochemického charakteru, napriklad
jednou alebo niekolkymi aminokyselinami, alebo vizbo-
vymi &lenmi chemického charakteru. Takéto Cinidlo sa mo-
Ze odvodit uplne alebo Ciastone od histénu, nukleolinu,
protaminu a alebo/ niektorého z ich derivatov.

Vyhodne kompozicie podl'a vynalezu obsahuja 0,01 aZz
20 ekvivalentov prisady na jeden ekvivalent nukleovych
kyselin, uvaZované hmotnostne, vyhodnejsie 0,5 a2 5 ekvi-
valentov prisady na jeden ekvivalent nukleovych kyselin.

Kompozicie podfa vyndlezu sa méZu formulovat do
galenickych foriem vhodnych na topické, kutdnne, ordlne,
rektalne, vagindlne, parenterlne, intranasélne, intravendz-
ne, intramuskularne, subkutanne, intraokuldrne, transder-
mélne a iné podanie. Vyhodne obsahuji farmaceutické

kompozicie podla vynalezu farmaceuticky prijatelny nosi¢
na injikovateln formuléciu, najmé na priamu injekciu na
trovni poZadovaného orgénu, alebo na podanie topickou
cestou (na pokoZku a alebo/ na sliznicu). MZe st najmé o
sterilné izotonické roztoky alebo o suché kompozicie, naj-
m4 lyofilizované, ktoré po pridani vody alebo fyziologic-
kého roztoku umoZnia rekongtiticiu injikovatelnych teku-
tin. Davky nukleovej kyseliny pouZité na injekciu, ako aj
potet podani sa mo%u uréit' v zavislosti od mnohych fakto-
rov a najmi v zévislosti od pouZitého spdsobu podania, od
lieteného patologického stavu, od exprimovaného génu a-
lebo aj od pozadovanej dizky lie¢by. Pokial ide o spdsob
podania, mdZe ist najmé o priamu injekciu do tkaniva ale-
bo krvného obehu alebo o oletrenie bunkovej kultiry a jej
néslednu reimplantéciu in vivo prostrednictvom injekcie a-
lebo Stepu.

Vynalez takto poskytuje obzvl4it vyhodny spdsob liet-
by chordb zahffiajicich podanie in vitro alebo in vivo nuk-
leovej kyseliny schopnej korigovat uvedenii chorobu a
zdruZenej so zliideninou vieobecného vzorca (I) pouZitim
uvedenych podmienok. Tento spdsob moZno aplikovat
najmé na choroby, ktorych pritinou je nedostatok urtit¢ho
proteinového alebo nukleového produktu, pritom podand
nukleova kyselina kéduje uvedeny proteinovy produkt ale-
bo obsahuje uvedeny nukleovy produkt.

Vynélez sa vztahuje na kaZdé poufitie lipopolyaminu
podfa vynalezu na transfekciu buniek in vivo alebo in vitro.

Prehlad obrézkov na vykresoch

Obr. 1 znazorfiuje mieru transfek&nej G&innosti po oset-
renf buniek NIH 3T3 (embryonélne mySie bunky - fibrop-
lasty) roznymi katiénovymi lipidmi.

Obr. 2 znézortuje mieru transfeknej G¥innosti po odet-
reni krali¢ich bunick SMC (primérna kultira buniek hlad-
kych svalov krali¢ej aorty) roznymi kationovymi lipidmi.

Obr. 3 zn4zoriiuje mieru transfeknej udinnosti po o3et-
reni buniek 3LL (pulmonarny Lewisov karciném) réznymi
katiénovymi lipidmi.

Obr, 4 znézoriluje mieru transfeknej GCinnosti po o3et-
reni buniek NIH 3T3 (embryondlne mysie bunky - fibrop-
lasty) roznymi kationovymi lipidmi.

Obr. 5 znazorfiuje vplyv koncentracic DOPE na trans-
fekéna G&innost’ buniek 3LL.

Obr. 6 znézoriiuje transfekciu bunick NIH 3T3 pouZi-
tim premenlivych mnoZstiev DNA a pri stabilnom pomere
nmol lipofektantu/ ug DNA.

PouZité skratky a symboly:

AcOEt  etylacetat

Boc terc-butoxykarbonyl

BOP benzotriazol-1-yloxytris(dimetylamino)fos-
féniumhexafluorofosfat

DCC dicyklohexylkarbodiimid
DCU dicyklohexylmo€ovina
DMAP  4-dimetylaminopyridin
DMF dimetylformamid
DMSO  dimetylsulfoxid

DODA  dioktadecylamin

EP petroléter

EzOH etanol

NEt, trietylamin

Re retenény frontélny koeficient

TFA kyselina trifluéroctova
THF tetrahydrofurdn
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™S tetrametylsilan

uv ultrafialové Ziarenie

SPPS syntéza peptidov v tuhej faze

CLHP vysokotlakové kvapalinové chromatografia
Z benzyloxykarbonyl

Clz p-chlérbenzyloxykarbonyl

Priklady uskutotnenia vynflezu

V nasledovnej &asti opisu sa vynalez bliZ3ie objasni
pomocou prikladov jeho konkrétneho uskutoénenia, pri¥om
tieto priklady majii len ilustratny charakter a nijako neob-
medzuji rozsah vynélezu, ktory je jednoznalne vymedzeny
formuléciou patentovych nérokov.

A. Létky a metédy pouZité pri chemickych syntézach

1. Latky
a) Zluteniny

Vychodiskové polyaminy st komer¥ne dostupné, na-
priklad spermidin, spermin, tris(2-aminoetyl)amin, feny-
léndiamin, diamino-etén, (propan, butin, pentin, hexén,
atd’.), alebo sa mdZu syntetizovat' klasickymi postupmi, na-
priklad plnou kyanoetyldciou komeréne dostupnych ami-
nov, akymi si diaminoetan (propan, butn, pentan, hexén,
atd’.), spermidin, spermin, pri¢om vznikajii rozvetvené po-
lyaminy.

Alkylatné ¢inidl4 sa volia v zdvislosti od pouZitej al-
kyla¢nej metddy nasledovnym spdsobom:
pri klasickej alkylécii: kyselina bromoctové a kyseliny o-
-halogénkarboxylové,
pri redukenej alkylacii: kyseliny o-aldehydkarboxylové, a-
ko je kyselina glyoxdlov4, semialdehyd kyseliny jantérovej,
atd. alebo ketokyseliny, ako je kyselina acetoctova alebo
kyselina pyrohroznova.

PouZitymi polymérmi st Zivice komer&ne dostupné na
syntézu peptidov v tuhej faze (Merrificldova syntéza), na-
priklad Zivice typu Chlorotritylchlorid, Zivice HMP, ktoré
poskytuji produkty nesiice volné kyselinové funkcie alebo
Zivice typu Rink. Polyaminokyseliny sa mozu syntetizovaf
priamo na predbeZne syntetizovanom peptide na tuhej faze
nesiicom bromoalkylovi funkciu alebo w-aldehydkyselinu.

Dioktadecylamin, trietylamin, kyselina trifluéroctova,
BOP, DMAP, benzylchloroformiit si komeréne dostupné
(firma Aldrich). Roztoky NaCl a NaHCO; sii nasytenymi
roztokmi. Roztok KHSO, m4 koncentraciu 0,5 M.

b) Fyzikdlne merania
Proténové nukledrne magnetickorezonanéné spektrum
sa zaznamenalo na spektrometroch Bruker 400 a 600 MHz.
Hmotnostné spektra sa ziskali na zariadeni API-MS/IIL

¢) Chromatografické techniky

Vysokotlakové kvapalinové chromatografie sa usku-
to¥nili na zariadeni Merck-Hitachi vybavenom automatic-
kym vzorkovatom AS-20004, inteligentnym Zerpadlom L-
-6200A a UV detektorom L-4000 s regulovatel'nou vinovou
dizkou nastavenou na 220 nm pri analytickych separéciach
a na 235 nm pri preparativnych separicidch. Ako kolony
pri analytickych separaciach sa pouZili kolony BU-300 a-
quapore Butyl 7m, 300 A 300 x 4,6 dodévané firmou Per-
kin-Elmer a pri preparativnych separaciach sa pouZili kolé-
ny Biosil C;g HL 90 - 10 250 x 10 mm dodévané firmou
Biorad. Mobilnymi fazami sa voda (0,1 % TFA) a acetonit-
ril (0,1 % TFA). Prictok sa pri analytickych separaciach na-

stavil na 1 ml/min. zatial' &o pri preparativnych separacidch
sa nastavil na 4 ml/min.

Chromatografie na tenkej vrstve (CCM) sa uskutotnili
na silikagélovych doskach Merck s hritbkou 0,2 mm.

Chromatografie na koléne sa uskutoénili na stipci siti-
kagélu Merck 60 s granulometriou 0,063 - 0,200 mm.

Dosky sa vyvolavali bud’ ultrafialovym Ziarenim (pri
254 nm) alebo ninhydrinom, pri€om sa pouZilo naprasenie
(jemny postrek) etanolickym roztokom ninhydrinu (40
mg/100 m! EtOH) a zohriatie na teplotu 150 °C s cielom
detegovat’ aminy alebo amidy, alebo fluorescaminom, pri-
tom sa pouZilo napréaenie roztokom fluorescaminu v ace-
téne (40 mg/100 ml aceténu) s cielom detegovat’ priméarne
aminom, alebo jédom, pri¢om sa doska pokryla praskovym
jodom.

d) Technika syntézy v tuhej fize (SPPS)

Syntéza v tuhej faze sa uskutoffiuje v manuélnom re-
aktore na syntézu peptidov SPPS zhotovenom remeselnym
sposobom, pri¢om reaktor je vybaveny miefadlom Flask
Shaker, model A5-6021. Priebeh kopuldcie polyaminov na
tuht fizu, ako aj priebeh ochrany polyaminov v SPPS sa
sleduje Kaiserovym testom (Kaiser E., Colescolt D. L.,
Bossinger C. D., Cook P. I, Anal. Biochem. 34(2), 595
(1970)). Zivicou pouzitou v prikladoch na syntézu SPPS je
Chlortrityl chloride Resin dodavané firmou Novabiochem.

2. Veobecnd metodika
a) Syntéza symetrickych polyaminov ilustrovand pripra-
vou (N,N,N",N"-tetraaminopropyl)-1,4-diaminobuténu

Do trojhrdlej banky s obsahom 2 litre sa predloZi 147 g
1,4-diaminobutAnu a 1000 ml demineralizovanej vody.
Roztok v banke sa mie¥a magnetickym mieSadlom. Pri za-
chovani teploty 38 °C sa do banky zavedie v priebehu jed-
nej hodiny pomocou izobarického lievika 443 g akrylonit-
rilu. K banke sa potom pripoji chladi¢ na destiléciu so spit-
nym tokom a obsah banky sa zohrieva na vodnom kupeli na
teplotu 80 °C po¢as 1 hodiny. Test na fluorescein je nega-
tivny a nadbytok akrylonitrilu sa odpari za vékua pri teplote
40 °C.

Takymto spdsobom sa ziskaju dve fazy. Spodné orga-
nick4 fiza sa oddeli, premyje sa 300 ml vody a prevedie sa
do banky s obsahom 1 liter. Prida sa 170 ml zmesi vody a
metanolu v objemovom pomere 1:1 a zmes sa ponech4
kryStalizovat' cez noc. Na druhy deft sa kry$taly odfiltruj
cez sklenend fritu s porozitou 3. Filtraény kola¥ sa premyje
metanolom (2 x 170 ml) a éterom (2 x 150 ml). Produkt sa
vysusi na podloZke v exikitore za vékua 3,5 kPa cez noc.
Takymto spésobom sa ziska 461 g (93 %) produktu. Pro-
dukt sa analyzuje nuklearnou magnetickorezonan¢nou
spektroskopiou a hmotnostnou spektroskopiou, pri¥om sa
ziskajii kompatibilné vysledky. Produkt sa nasledne hydro-
genuje bez akéhokolvek d'al§ieho Eistenia.

Do autoklédvu z nehrdzavejicej ocele s obsahom 1 liter
sa predloZi 30 g (0,1 mol) polynitrilu pripraveného uvede-
nym spdsobom. V kaditke sa pripravi roztok 140 ml eta-
nolu (95 %) a 8 g (0,2 mol) hydroxidu sodného. Ked sa
hydroxid sodny rozpusti, zavedie sa ziskany roztok do
autoklavu. Autoklav sa preplachne dusikom, zavedie sa do
neho 8§ mi Raneyovho niklu na uhli a autokl4v sa uzatvori.
Vychodiskovy tlak vodika je 5,2 MPa a tento tlak v priebe-
hu 5 hodin pri teplote miestnosti poklesne na 2,85 MPa.
Vyslednd hydrogenana suspenzia sa prefiltruje cez papie-
rovy filter, filtradny kol&d sa premyje etanolom (2 x 25 ml)
a filtrét sa za vékua odparf dosucha. Ziskany olej sa zmie$a
s 30 ml vody a extrahuje sa 100 ml dichlérmetanu. Orga-
nickd f4za sa vysu$i nad sfranom hore¢natym, prefiltruje a
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odpari za vdkua, &im sa ziska 27 g (85 %) Zitkastej olejo-
vitej kvapaliny.

Ziskany produkt sa nésledne analyzuje chromatografiou
na tenkej vrstve (tu sa ziska iba jedina $kvrna), nukledrnou
magnetickorezonan&nou spektroskopiou a hmotnostnou
spekiroskopiou, pritom sa ziskaji kompatibilné vysledky.
Ziskany produkt sa pouZije v d’alfom reak¢nom stupni bez
akéhokolvek dalSieho Cistenia.

b) Metdda A: Zakotvenie kyselinovej funkcie na polymér-
nom nosici

Do reaktora sa zavedie Zivica Chlorotrityl chloride (5 g,
1,2 mmol Cl/g Zivice), pritom reaktor je ¥pecificky uréeny
na syntézu SPPS, pridd sa 50 ml dichlérmeténu a ziskani
zmes sa mie¥a pofas 5 minit. Potom sa pridd kyselina
brémoctova (1,05 g, 7 mmol) a DIEA (0,95 ml, 7,5 mmol).
Obsah reaktora sa mieSa pri teplote miestnosti po¢as dvoch
hodin. Vzniknuté kvapalina sa prefiltruje a Zivica sa pre-
myje dichlérmetinom a izopropylalkoholom (10 x 50 mi) a
potom e3te metanolom (2 x 50 ml). Nakoniec sa Zivica vy-
suli v prade dusika.

¢) Metdda B: Reakcia polyaminov s brémoacetylovanou
Zivicou

Polyamin (10-nésobny molarny nadbytok) sa rozpusti v
50 ml dichlérmeténu a roztok sa zavedie do reaktora obsa-
hujiceho produkt ziskany metédou A. Reaktor sa mie3a pri
teplote miestnosti potas dvoch hodin. Rozpustadlo sa od-
stréani filtraciou a Zivica sa premyje dichlérmetinom a izo-
propylalkoholom (10 x 50 ml). Kaiserov test je pozitivny.

d) Metdda C a D: Ochrana polyaminokyselin na Zivici

Metdda C

Di-terc-butyldikarbonét (48 mmol) a DIEA (50 mmol)
sa rozpustia v dichlérmeténe (50 ml) a ziskany roztok sa
zavedie do reaktora obsahujiiceho produkt ziskany metédou
B. Obsah reaktora sa potom mie$a cez noc. Na druhy defi
poskytuje Kaiserov test negativny vysledok. Rozpiattadio
sa odstrani filtréciou a Zivica sa premyje striedavo dichlér-
metanom a izopropylalkoholom (10 x 50 ml), metylalko-
holom (2 x 50 ml) a éterom (2 x 50 ml). Zivica sa vysusi v
prude dusika. Kaiserov test je stile negativny.

Metéda D

Zivica ziskana metédou B (1,5 g) sa zavedie do banky,
prida sa dichlormetan (20 ml) a potom DIEA (20 mmol).
Obsah banky sa mie$a magnetickym mie$adlom a do banky
sa prikvapka v priebehu 5 minit benzylchloroformiat (14
mmol), pric¢om sa pH udrZiava na hodnote 11 priddvanim
DIEA. Po celonotnom mie$ani sa Zivica prevedie do reak-
tora SPPS, prefiltruje sa a alternatfvne sa premyje dichlor-
meténom a izopropylatkoholom (10 x 20 ml) a éterom (2 x
20 ml). Zivica sa vysu$i v prade dusika.

¢) Metdda E: Odstiepenie chranenych polyaminokyselin
2o Zivice

Zivice ziskané metédami C a D sa zavedi do banky s
obsahom 250 ml vybavenej magnetickym mie$adlom. Do
banky sa potom prida roztok tvoreny 50 m! dichlérmetanu
225 ml 2,2 2-triflu6retanolu a ziskana zmes sa mie$a potas
dvoch hodin. Roztok sa prefiltruje, Zivica sa premyje dich-
l6rmetdnom (2 x 10 ml) a takto ziskané organické fazy sa
spoja a odparia sa za vékua. Produkty sa potom pretistia
flash-chromatografiou na silikagéli, pritom sa ako eluéné
¢inidlo poutije zmes chloroformu a metanolu v objemovom
pomere 9 : 1. Frakcie obsahujiice poZadované produkty sa

identifikujd pomocou chromatografic na tenkej vrstve
(postup sa detailnejdie opisuje v dalej zaradenych prikla-
doch).

f) Metéda F: Kopul4cia aminokyselin s dilipidylaminmi

BOC-aminokyselina (10 mmol) a dilipidylamin s 12 aZ
22 uhlikovymi atbmami (10 mmol) sa zavedi do banky s
obsahom 250 ml. Do banky sa potom prida chloroform
(100 ml) a obsah banky sa miesa aZ do okamihu, ked’ sa
vietok tuhy podiel rozpusti. Potom sa do banky pridd TEA
(30 mmol) a BOP (33 mmol). pH sa udrZiava na hodnote
10 pomocou kyseliny trifluéroctovej, pri€om sa obsah ban-
ky mie3a potas dvoch hodin. Po ukongeni reakcie (detego-
vané chromatografiou na tenkej vrstve) sa chloroform od-
pari a tuhy podiel sa vyplachne etylacetatom (300 ml). Or-
ganické féza sa premyje roztokom hydrogensiranu drasel-
ného (4 x 100 ml), roztokom hydrogenuhliZitanu sodného
(4 x 100 ml) a roztokom chloridu sodného (4 x 100 ml).
Organick4 faza sa vysu$f nad siranom horetnatym, prefil-
truje a odpari za vikua. Produkty sa analyzujG chromato-
grafiou na tenkej vrstve, nuklearnou magnetickorezonan-
¢tnou spektroskopiou a hmotnostnou spektroskopiou a pou-
%ijn sa v d’al¥om reak¢nom stupni bez akéhokol'vek dal3ie-
ho &istenia. Vyt'aZky produktov sii asi 90 %.

g) Metdda G a H: Kopulacia chranenych polyaminokyse-
lin s dilipidylamidmi kyselin a odstiepenie ochrannych
skupin BOCaZ

Metéda G

Produkt ziskany metédou F (9 mmol) sa zavedie do
banky vybavenej magnetickym mie3adlom a do banky sa
pridd TFA ochladena na teplotu 4°C (30 ml). Roztok sa
miesa podas jednej hodiny. TFA sa odpari za vékua a pro-
dukt sa rozpusti pridanim DMF (70 ml). Prid4 sa kyselina
trifluéroctova (30 ml) a potom chranena polyaminokyselina *
ziskand metédou E (9 mmol), pH sa nastavi na hodnotu 10
a pridd sa BOP (33 mmol). Roztok sa mie3a poCas dvoch
hodin a uskuto®ni sa analyza vzorky reak&nej zmesi chro-
matografiou na tenkej vrstve. Ak je kopuldcia ukoncend
(stanovené chromatografiou na tenkej vrstve), pridd sa
roztok hydrogensiranu draselného (700 ml) a produkt sa
extrahuje etylacetdtom (3 x 100 ml). Organickd féza sa
premyje roztokom hydrogensiranu draselného (3 x 50 ml),
roztokom hydrogenuhlititanu sodného (3 x 50 ml) a rozto-
kom chloridu sodného (3 x 50 ml), vysusf sa nad siranom
hore¢natym, prefiltruje a odpari za vdkua. Produkty sa a-
nalyzuji nukledrnou magnetickorezonanénou spektrosko-
piou, chromatografiou na tenkej vrstve a hmotnostnou
spektroskopiou a nasledne sa uskuto¥ni ich deprotekcia.
Takto ziskané produkty sa pouZiji v d'aliom reaknom
stupni bez akéhokolvek daliicho Cistenia. K produktu sa
pridé kyselina triflubroctova (50 ml), ziskany roztok sa
mies¥a potas 1,5 hod a kyselina trifludroctové sa odpari. Ak
produkt obsahuje elte skupiny Z alebo CIZ, ktoré nie si
oditiepitelné G€inkom kyseliny trifluéroctovej, bezpros-
tredne sa uskuto&ni metéda H. Findlne produkty sa preistia
semipreparativnou vysokotlakovou kvapalinovou chroma-
tografiou (pozri priklady).

Metéda H

Produkty ziskané metédou G obsahujice skupinu Z a-
lebo CIZ sa zavedd do banky vybavenej magnetickym mie-
$adlom, kde sa rozpustia v 10 ml metanolu /g produktu.
Potom sa do banky prida pri teplote miestnosti palidium na
uhli (10 %, 1 g/g produktu). Priebeh hydrogenécie sa sle-
duje vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou. Po
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dvoch hodinach je reakcia ukonéend. Hydrogenadna zmes
sa prefiltruje a filter sa premyje 10 ml metanolu. Prid4 sa
dvakrét destilovand voda a ziskany roztok sa zmrazf a lyo-
filizuje. Findlne produkty sa pre€istia preparativnou vyso-
kotlakovou kvapalinovou chromatografiou.

h) Metéda I: Deprotekcia ochrannej skupiny Boc

K produktu obsahujucemu skupiny Boc (I mmol)
predloZenému do banky sa pridd kyselina trifluéroctova.
Ziskany roztok sa mie3a potas 1,5 hodiny a kyselina triflu-
oroctovd sa odparf. Vzniknuty amin je (plne zbaveny
ochrannych skupin a je pripraveny na pouZitie pri kopuls-
cidch, a to bez akéhokol'vek d'alSicho &istenia.

B. Materidl a metdda na biologickii $tirdiu

1. Plazmidy pouZité na prenos génov in vitro

Plazmidom pCMV-LUC je kon3trukt odvodeny bud’ od
plazmidu pGL2-Basic Vector (Promega), alebo od plazmi-
du pGL2-Control Vector (Promega) inzerciou fragmentu
MIuI - Hind I obsahujiceho prométor F'udského cytome-
galovirusu (CMV) extrahovany z vektorového plazmidu
pcDNA3 (Invitrogen).

2. Protokol na pripravu roztokov pouZitych na transfekciu

Produkty opisané v rdmci vynélezu sa prevedu do roz-
toku (20 mmol) v etanole alebo vo vode, a zriedia sa vodou
tak, aby finlna koncentrécia etanolu bola ni*$ia ako 10 %.

Roztoky nukleovej kyseliny zriedené fyziologickym sé-
rom (0,15 M roztok chloridu sodného) sa pridaji k rozto-
kom lipofektantu v pomere 1 : 1 (hm./hm.). Po homogeni-
z4cii rozmieSanim a 15 minuatovej inkubécii pri teplote
miestnosti sa roztoky DNA/lipofektant distribuuji (9 %
obj./obj. findlne) do jamiek titrainej platne, kde sa bunky
premyli rastovym kultivatnym prostredim zbavenym pro-
teinov (sérum) a prevedi sa na rastové prostredie zbavend
&i nezbavené séra.

C. Materiél pre testy in vivo

1. Materidl
a) Experimentalne modely

- dospelé mysie samitky C57/BL6 (stardic ako 8 ty2-
diiov),

- nadory typu 3LL (Lewis-Lungov karcindm) ziskané
prenosom néadorovych fragmentov zo zvierata na zviera a
implantované pod koZu na tirovni boku.

b) Pouzité plazmidy

Plazmid pXL 2622 je odvodeny od pGL2 Basic Vector
(Promega), do ktorého sa inzeroval prométor cytomegalo-
virusu (CMV) extrahovany z plazmidu pCDNA3 (Invitro-
gen) pred génom kédujiicim luciferdzu. Tento plazmid sa
ziskal technikou zréZania PEG (Ausubel) a uchovéval sa v
Tris-pufri (10 mM EDTA, pH 8) pri teplote 4° C a koncen-
trécii asi 10 uggDNA na 1 pl.

2. Protokoly

Injikované roztoky

DNA uréena na transfekciu sa najskér solubilizuje v
pufri, pridd sa peptid (KTPKKAKKP), (sekvencia SEQ ID
NO: 1) a po 20 minttach sa k zmesi prida vysoko koncen-
trovany (20 alebo 40 mM) roztok katiénovych lipidov. Po
pridani vietkych produktov zmes obsahuje okrem DNA (vo
findlnej koncentrécii 0,5 mg/ml) peptid (0,75 mg/ml), ka-

tiénovy lipid, 150 mM chloridu sodného, 5 % D-glukézy a
5 mM MES pri pH 6,2. Injekcia sa uskuto&ni 20 aZ 30 mi-
nit po priprave roztoku.

Priklad 1

Syntéza
H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,COGIyN[(CH,) -
CH;], (6)

a) Syntéza kyseliny {Boc-[3-(Boc-{4-[Boc-(3-Boc-ami-
nopropyl)-aminofbutyl} amino)propyl]amino} octove;j (3)
ivica ziskand metédou A sa podrobi reakeii so sper-
minom metédami B, C a E. Chréneny produkt sa pretisti
chromatografiou na silikagéli. VytaZok je 40 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:

R;=0,32 (CHCly/MeOH v objemovom pomere 9 : 1)
Vysokotlakové kvapalinové chromatografia:

R; = 4,22 min. (H;O/MeCN): 3 min. (40 : 60), 3 - 20 min.
(0: 100), 35 min. (0 : 100);

'H-NMR (400 MHz, (CD,),S0-d; s pridavkom niekol’kych
kvapiek CD;COOD-d,, § v ppm):

1,40 (4 5, 36 H: C(CH3)s),

1,46 (mt, 4H: (CH,), centrélne butylu),

1,64 a 1,74 (2 mts, 2H kady: CH, centralne propylov),
2,96 (t, ] = 7 Hz, 2H: CH,NCOO),

3,15 (mt, 8H: CH,NCH,),

3,83 (s, 2H: OCONCH,CO0);

Hmotnostné spektrum: 661 (M + H)".

b) Syntéza kyseliny {Z-[3-(Z-{4-[Z-(3-Z-aminopropyl)-
amino]butyl}-amino)propyl}amino} octove;j (4)

Zivica ziskan4 metédou A sa podrobi reakcii so sper-
minom metédami B, C a D. Chréneny produkt sa preisti
chromatografiou na silikagéli. VytaZok je asi 20 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:

R¢=10,85 (CHCI;/MeOH v objemovom pomere 8 : 2);
Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:

R; = 6,92 min. (H,0/MeCN): 3 min. (40 : 60), 3 - 20 min.
(0: 100), 35 min. (0 : 100);

'H-NMR (400 MHz, (CD;),80-ds pri teplote 413 K, 8 v
ppm):

1,49 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

1,74 a 1,81 (2 mts, 2H kaZdy: CH, centralne propylov),
3,07 (q, ] = 7 Hz, 2H: CH,NCOOQbenzyl),

3,15 - 3,30 (mt, 8H: CH,NCH,),

3,33 (t, J=17,5 Hz, 2H: NCH,C00),

3,70 (s, 2H: OCONCH,CO0),

5,07, 5,10, 5,12 a 5,13 (4 s, 2 H ka?dy, ArCH,OCON),

6,65 (mf, 1H: NHCO),

7,25 - 7,40 (mt, 20 H: CH aromatické);

Hmotnostné spektrum: 797 (M + H)".

¢) Boc-Gly-Dioktadecylamid (5)
Boc-Gly sa kopuluje s dioktadecylaminom pouZitim
metddy F. Vytazok je 90 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:

R¢= 0,9 (CHCl3/MeOH v objemovom pomere 9 : 1);
Hmotnostné spektrum: 679 (M + H)";

'H-NMR (300 MHz, CDCl, 8 v ppm):

0,89 (t, ] = 7 Hz, 6H: CH),

1,29 (mt, 60 H: CH, centralne mastnych retazcov),
1,49 (s, 9H: C(CHa)3),

1,55 (mt, 4H: 1 CH, kaZdého mastného refazca),




SK 282173 B6

3,15a3,33 (2t,J =7,5 Hz, 2H kaZdy: NCH, mastnych re-
tazcov),

3,95 (d, J =5 Hz, 2H: OCONCH,CON),

5,57 (mf, 1H: CONH);

d) H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,COGlyN-
{(CH,) 52 (6)

Produkty (3) a (5) alebo (4) a (5) sa kopuluji pouZitim
metédy G. Produkty sa zbavia ochrannych skupin postupmi
v ramei metddy G v pripade produktu chréneného ochran-
nou skupinou Boc alebo postupmi v ramci metédy H v pri-
pade produktu chraneného ochrannou skupinou Z. Produkt
sa predisti semipreparativnou vysokotlakovou kvapalino-
vou chromatografiou a ziskané frakcie sa analyzuji vyso-
kotlakovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinové chromatografia:

R, = 15,35 min. (H;O/MeCN): 3 min. (40 : 60), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

"H-NMR (BYK 2 053, 400 MHz, (CD5),SO-dg s pridavkom
nickol’kych kvapiek CD;COOD-d, pri teplote 300 K, 6 v
ppm):

0,83 (t, J=7 Hz, 6H: CH,),

1,23 (mt, 60 H: CH, centralne mastnych retazcov),

1,43 a 1,53 (2 mts, 2H kazdy: 1 CH; ka?dého mastného re-
tazca),

1,63 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

1,96 (mt, 4H: CH, centrélne propylov),

2,93 - 3,00 a 3,22 (3 mts, 16H celkove: NCH,),

3,83 (s, 2H: NCH,CON),

4,03 (s, 2H: CONCH,CON);

Hmotnostné spektrum: 821 (M + H)".

Priklad 2
Syntéza
H,N(CH,);NH(CH,){NH(CH,);NHCH,CON[(CH,)15]: (7)
Produkt (3) sa kopuluje s dioktadecylaminom pouZitim
metédy F a nasledne sa zbavi ochrannych skupin pouZitim
metédy G. Produkt sa potom predisti semipreparativnou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané
frakcic sa analyzuji vysokotlakovou kvapalinovou chro-
matografiou.

Vysokotlakova kvapalinové chromatografia:

R, = 15,20 min. (H,0/MeCN): 3 min. (40 : 60), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

'H-NMR (400 MHz, v zmesi 2/3 CF,0COOD a 1/3
CD;COOD-dy, 6 v ppm):

0,78 (t, J = 7 Hz, 6H: CH,),

1,20 (mt, 60 H: CH, centralne mastnych refazcov),

1,52 (mt, 4H: 1 CH, kaZdého mastného ret'azca),

1,80 (mt, 4H: (CH,), centrilne butylu),

2,23 22,32 (2 mts, 2H kazdy: CH, centrélne propylov),
3,10 - 3,40 (3 mts, 16H celkove: NCH,),

4,15 (s, 2H: NCH,CON);

Hmotnostné spektrum: 764 (M + H)".

Priklad 3
Syntéza  H,N(CH,)sNH(CH,),NH(CH;);NHCH,COArgN-
[(CH)sl2 (9)

a) Boc-Arg(Z),-Dioktadecylamid
Produkt sa syntetizuje kopulaciou Boc-Arg(Z), a diok-
tadecylaminu pouZitim metédy F. Vytatok je 91 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:
R¢= 0,9 (CHCly’MeOH v objemovom pomere 9 : 1);

Hmotnostné spektrum: 1046 (M + H)".

b) H,N(CH,);NH{(CH,),NH(CH,);NHCH,COArgN-
[(CHy)s): 9)

Produkt (3) alebo (4) sa kopuluje s produktom (8) pou-
¥itim metédy G a zbavi sa ochrannych skupin pouZitim
metédy G v pripade ochrannej skupiny Boc a alebo/ met6-
dy H v pripade ochrannej skupiny Z. Finélny produkt sa
pretisti semipreparativnou vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou a frakcie sa analyzuji vysokotlakovou
kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:

R, = 13,83 min. (H;O/MeCN): 3 min. (40 : 60), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

"H-NMR (400 MHz, (CD;),SO-dg, & v ppm):

0,90 (t, ] = 7 Hz, 6H: CH3),

1,28 (mt, 60 H: CH, centralne mastnych retazcov),

1,40 - 1,80 (mt, 12H: CHp),

1,93 (mt, 4H: CH, centrélne propylov),

2,80 - 3,10 (mt, 16H: NCH, a NCH, mastnych retazcov),
3,42 (mt, 2H: CH,N amidoskupiny),

3,77 (mt, 2H: NCH,CON),

4,67 (mt, IH: NCHCON),

6,80 - 7,50 (mf rozlo%., 2H: NH,),

7,78, 7,92, 8,80 a 9,03 (mt resp. 3 mfs, 1H, 2H, 4H resp.
1H: CONH, NH a NH,);

Hmotnostné spektrum; 920 (M + H)".

Priklad 4

Syntéza
H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,COArg(Z),N-
[(CH;)1:CH,]; (10)

Produkt (3) sa kopuluje s produktom (8) pouZitim me-
tédy G a ochranné skupiny Boc sa odStiepia pouZitim tej
istej metddy. Produkt sa predisti semipreparativnou vyso-
kotlakovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané frak-
cie sa analyzuju analytickou vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, = 17,753 min. (H,O/MeCN): 3 min. (40 : 60), 3 - 20
min. (0 : 100), 35 min. (0 : 100);

'H-NMR (400 MHz, (CD3),SO-d;, & v ppm):

0,87 (t, ] = 7 Hz, 6H: CH3),

1,25 (mt, 60 H: CH, centrélne mastnych refazcov),

1,40 a 1,57 (2 mts, 2H kazdy: 1 CH, kazd¢ho mastného re-
tazca),

1,65 (mt, 8H: (CH,), centrélne butylov),

1,95 (mt, 4H: CH, centralne propylov),

2,85 - 3,05 (mt, 15H celkove: NCHy),

3,23 (t, J=17,5 Hz, 2H: NCH,),

3,75 (s, 2H: NCH,CON),

3,85 a 3,95 (2 mts, 1H kazdy, CH,NC),

4,67 (mt, IH: CONCHCON),

5,07 - 525 (AB limit. resp. s, J = 13,5 Hz, 2H kaXdy:
NCOOCH,Ar),

7,25 - 7,45 (mt, 10H: CH aromatické),

7,95, 8,85, 9,00 2 9,20 (4 mfs, 1H zamenitelné);
Hmotnostné spektrum: 1188 (M + H)".

Priklad 5

Syntéza
H,N(CH,),NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COLys(rodamin)N-
[(CH2),,CH3); (13)
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a) Boc-Lys(ClZ)-Dioktadecylamid (11)
Produkt (a) sa syntetizuje kopuliciou Boc-Lys(CIZ) s
dioktadecylaminom pouZitim metédy F. VytaZok je 89 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:
R¢=0,92 (CHCly/MeOH v objemovom pomere 9 : 1);
Hmotnostné spektrum: 918 (M + H)".

b) BocHN(CH,);NBoc(CH,),NBoc(CHy);NBocCH,-
COLys(CIZ)N[(CH,),,CH,], (12)

Produkt (3) sa kopuluje s produktom (11) pouZitim
metédy G (bez deprotekcie ochrannych skupin Boc).

'H-NMR (400 MHz, (CD5),SO-ds pri teplote 423 K, & v
ppm):

0,92 (t, 1=7 Hz, 6H: CH,),

1,32 (mt, 60 H: CH, centrélne mastnych ret'azcov),

1,44 (2 5,36 H celkove: C(CHs)y),

1,50 a 1,80 (mt, 16H: 1 CH, kazdého mastného refazca,
(CH,), centrélne butylu, (CH,), a CH, centralne propylu),
3,00 (q, J=6,5 Hz, 2H: OCONCH,),

3,05 (q, J = 6,5 Hz, 2H: CH,NCOO),

3,15 - 3,40 (mt, 14H: NCH, mastnych retazcov, CH,NCH,
a CH;N(CH,)N),

3,80 (s, 2H, OCONCH,CON),

4,75 (mt, 1H: CONCHCON),

5,15 (s, 2H: NCOOCH,Ar),

5,97 26,53 (2 mts, 1 H kazdy: OCONH a NHCOO),

7,08 (d, ] =7,5 Hz, 1H, CONH),

7,30 - 7,50 (mts, 4H: CH aromatické).

C) HZN(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCHZCOLyS—
(rodamin)N[(CH,),,CHs]; (13)

Skupina CIZ na lyzine produktu (12) sa odstiepi s pou-
Zitim met6dy H, nasledne sa takto ziskany produkt vysusi
vo vakuu, vyplachne sa éterom a premyje sa roztokom hyd-
rogenuhli¢itanu sodného a chloridom sodnym. Eter sa vy-
susf nad siranom hore¢natym a odpari sa vo vikuu. 77 mg
(60 pmol) produktu zbaveného ochrannych skupin sa roz-
pusti v 3 ml metanolu, k roztoku sa pridd DIEA (64 ul) a
nasledne tetrametylrodaminizotiokyanat (30 mg, 68 pumol)
a roztok sa mieSa podas 17 hodin, pri¥om sa pricbeh reak-
cie sleduje chromatografiou na tenkej vrstve. Na druhy deit
sa roztok odpari vo vakuu dosucha, prida sa kyselina triflu-
6roctové (4 ml) a zmes sa mie$a potas 1 hodiny. Kyselina
trifluéroctova sa potom odparf a surovy produkt sa pregisti
semipreparativnou vysokotlakovou kvapalinovou chroma-
tografiou. Vyt'aZok finalneho produktu je 30 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:

R¢= 0,05 (MeOH);

Vysokotlakovd kvapalinovd chromatografia (semiprepara-
tivna):

R; = 61,55 min. (H,0/MeCN): 3 min. (100 : 0), 3 - 45 min.
(0: 100), 45 - 140 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 1335 (M + H)".

Priklad 6
Syntéza  H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COLys-
(biotinyl)N[(CH,),,CH;], (14)

Produkt (12) (271 mg, 0,12 mmol) sa zbavi ochrany s
pouZitim metédy H a rozpusti sa v dimetylformamide (10
mli). Prida sa DIEA (0,11 ml) a nésledne biotin (56,4 mg,
023 mmol) a BOP (102 mg, 0,23 mmol), pri¢om sa pH udr-
%iava na hodnote 10 (DIEA) a koniec reakcie sa overi po-
mocou fluorescaminu. Produkt ziskany postupom v ramci
metédy F sa bez akéhokolvek dallicho &istenia zbavi
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ochrany s pouzitim kyseliny trifluéroctovej (5 ml) pésobia-
cej potas 1 hodiny. Kyselina trifluéroctové sa potom odpari
a ziskany produkt sa predist! semipreparativnou vysokotla-
kovou kvapalinovou chromatografiou. VytaZok je 50 %.

Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:

R; = 13,12 min. (Hy/MeCN): 3 min. (40 : 60), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100),

Hmotnostn¢ spektrum: 1118 (M + H)".

Priklad 7
Syntéza  [H,N(CH,),],N(CH,),N[(CH,);NH,)(CH,},NH-
CH,COGIyN[(CH,);;CH3], (16)

2) [BocHN(CH,);];N(CH,)/N[(CH,);NHBoc](CH,} ;N-
BocCH,COOH (15)

Produkt (1) sa zakotvi na polyméri s pouZitim metody
B, uskuto¢ni sa jeho chranenie pouZitim metédy C a chré-
neny produkt sa od3tiepi zo Zivice pouZitim metody E. Zis-
kany produkt sa predisti chromatografiou na silikagéli. Vy-
tazok je 35 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:

R¢= 0,2 (CHCI,/MeOH v objemovom pomere 8 : 2);
'H-NMR (400 MHz, (CD5),SO-d; s pridavkom niekolkych
kvapiek CD;COOD-d, pri teplote 433 K, § v ppm):

1,42 (s, 36 H: C(CHa,)s),

1,56 (mt, 4H: (CH,), centraine butylu),

1,65 - 1,85 (mt, 8H: CH, centralne propylov),

2,76 (mt, 12H: CH,;N(CH,),),

3,06 (t, J = 6,5 Hz, 6H: OCONCH,),

3,29 (mt, 2H: NCH,),

3,86 (s, 2H, OCONCH,CO00);

Hmotnostné spektrum: 775 (M + H)".

b) [HN(CH,);],N(CH2)sN[(CH,):NH,](CH,} sNHCH,-
COGlyN[(CH;)1,CHs], (16)

Produkt (15) sa kopuluje s produktom (5) s pouZitim
metddy G. Zfskany produkt sa zbavi ochrannych skupin
pouZitim metédy G, nésledne sa pregisti semipreparativnou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané
frakcie sa analyzuju analytickou vysokotlakovou kvapali-
novou chromatografiou a lyofilizujd sa. VytaZok je 55 %.

Vysokotlakové kvapalinovd chromatografia (semiprepara-
tivna):

R, = 38,72 min. (H;0/MeCN): 10 min. (100 : 0), 10 - 45
min. (0 : 100), 45 - 140 min. (0 : 100);

'H-NMR (400 MHz, (CD1),SO-ds pri teplote 386 K, § v
ppm):

0,90 (t, ] =7 Hz, 6H: CH,),

1,30 (mt, 60 H: CH, centraine mastnych retazcov),

1,55 (mt, 4H: 1 CH, kaZdého mastného retazca),

1,65 (mt, 4H: (CH,), centrélne butylu),

1,97 (mt, 8H: CH, centralne propylov),
2,80-3,05,3,06a3,28 (mtresp.2t,J=7,5Hz, 18 H,2H a
4 H: NCH;),

3,80 (s, 2H: NCH,CON),

4,03 (d, J = 5,5 Hz, 2H: CONCH,CON),

6,00 - 9,00 (mf rozloZ.: NH, a NH),

8,27 (mt, 1H: CONH);

Hmotnostné spektrum: 935 (M + H)".
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Priklad 8
Syntéza [H;N(CH,);]2N(CH,)iN[(CH;);NH,J(CH,} ;NH-
CH,CON[(CH,),CHs], (17)

Tento produkt sa syntetizuje rovnako ako produkt (7),
pri¢om sa miesto produktu (3) pouZije produkt (15). Ziska-
ny produkt sa pretisti semipreparativnou vysokotlakovou
kvapalinovou chromatografiou a ziskan¢ frakcie sa analy-
zujh analytickou vysokotlakovou kvapalinovou chromato-
grafiou a lyofilizuji sa.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia (semiprepara-
tivna):

R; = 38 min. (H,0/MeCN): 10 min. (100 : 0), 10 - 45 min.
(0: 100), 45 - 140 min. (0 : 100);

"H-NMR (400 MHz, (CD;),SO-d; s pridavkom niekol'kych
kvapiek CD;COOD-d,, 8 v ppm):

0,88 (t, ] =7 Hz, 6H: CHs3),

1,29 (mt, 60 H: CH, centralne mastnych retazcov),

1,52 (mt, 4H: 1 CH; kaZdého mastného ret'azca),

1,68 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

1,90 - 2,10 (mt, 8H: CH, centrilne propylov),
2,90,2,95-3,15,3,182 3,15 (t, mt resp. 2 t §ir., = 7,5 Hz,
24H celkove, NCH,),

4,02 (s, 2H: NCH,CON),

Hmotnostné spektrum: 878 (M + H)".

Priklad 9
Syntéza [H,N(CH,),],N(CH,),NHCH,COGIyN[(CH,),-
CH,], (19)

a) [BocHN(CH,),],N(CH,);NBocCH,COOH (18)

Tento produkt sa syntetizuje ako produkt (15), pri¢om
sa miesto produktu (1) pouZije tris(aminometyl)amin. Vy-
taZok je 29 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:

R¢= 0,55 (CHCl;/MeOH v objemovom pomere 8 : 2);
'H-NMR (400 MHz, (CD;);SO-dq pri teplote 393 K, & v
ppm):

1,44 (s, 27H: C(CHs)y),

2,58 (t,J=6,5 Hz, CH,NCH,),

2,66 (t,J =7 Hz, 2H, NCH,),

3,04 (9, J = 6,5 Hzz OCONHCH),),

3,28 (t, J="7 Hz, 2H: OCONCH,),

3,76 (s, 2H: OCONCH,CQO0),

6,06 (mf, 2H: CONH);

Hmotnostné spektrum: 505 (M + H)".

b) [H,N(CH,),],N(CH,),NHCH,COGIyN[(CH,);,CH;]
a9

Tento produkt sa syntetizuje ako produkt (17), priom
sa miesto produktu (15) pouZije produkt (18). VytaZok je
65 %.

Vysokotlakova kvapalinovd chromatografia (semiprepara-
tivna):

R, = 122 min. (H;0/MeCN): 10 min. (100 : 0), 10 - 45 min.
(0 : 100), 45 - 140 min. (0 : 100);

"H-NMR (400 MHz, (CD;),SO-d; s pridavkom niekolkych
kvapiek CD;COOD-d,, 6 v ppm):

0,87 (t, J=7 Hz, 6H: CH;),

1,15 - 1,35 (mt, 60 H: CH, centralne mastnych retazcov),
1,45 a 1,55 (2 mts, 2H kaXdy: 1 CH, ka?dého mastného re-
tazca),

2,64 (t,J= 5,5 Hz, 4H, CH,NCH,),

2,75 (t, ] = 6 Hz, 2H: NCHy),

2,95 (t,J=5,5 Hz, 4H: NCH,),

3,08 (t, J = 6 Hz, 2H: NCH),),

3,25 (mt, 4H: NCH, mastnych retazcov),
3,88 (s, 2H: NCH,CON),

4,06 (d, J =5 Hz, 2H: CONCHCON),
7,75 (mf rozloZeny rezidudlny: NH)

8,68 (t reziduélny, J = 5 Hz: CONH),
Hmotnostné spektrum: 765 (M + H)".

Priklad 10

Syntéza [H;N(CH,),],N(CH,),NHCH,CON[(CH,);sCH;],
Tento produkt sa syntetizuje ako produkt (19), pritom

sa miesto produktu (5) pouZije dioktadecylamin. VytaZok

je 73 %.

Vysokotlakova kvapalinovd chromatografia:

R, = 100,1 min. (H,0/MeCN): 10 min. (100 : 0), 10 - 45
min. (0 : 100), 45 - 140 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum; 708 (M + H)".

Priklad 11
Syntéza H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COLysN-
[(CH2)17CH;); (21) (RPR 127888A)

Produkt (12) sa zbavi ochrannej skupiny CIZ s pouZi-
tim metédy H a s pouZitim metédy 1. Finalny produkt sa
predisti semipreparativnou vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou a ziskané frakcie sa analyzuji analytickou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakové kvapalinovéa chromatografia:

R, = 11,76 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 765 (M + H)".

'H-NMR (400 MHz, (CDs),SO-dg pri teplote 393 K, 8 v
ppm):

0,91 (t, ] = 7 Hz, 6H: CH; mastnych retazcov),

1,31 (mt, 60 H: (CH,);5 centrdlne mastnych retazcov),

1,35 - 1,75 (mt, 10H: 1 CH, kaZdého mastného refazca,
(CH,); centralne lyzylu),

1,75 (mt, 4H: (CH,), centrélne butylu),

2,00 (mt, 4H: CH, propylov),

2,82, 2,98, 3,06 a3,10 - 3,50 (2 t, mt resp. 2 mfs, ] =7 He,
18 H celkove: NCH, lyzylu, NCH; butylu, NCH, propylov
a NCH, mastnych retazcov),

3,62 (s, 2H: NCH,CON),

4,73 (q, J =7 Hz, 1H: CONCHCON lyzylu),

8,18 (d, J =7 Hz, 1H: CONH lyzylu);

Priklad 12
Syntéza HzN(CHz)3NH(CH2)4NI‘I(CH2)3NHCH;COLYS-
(CIZ)N[(CH,),7CHs], (22) (RPR 122759A)

Produkt (12) sa zbavi ochrannych skupin Boc s pouZi-
tim metody 1. Finalny produkt sa predisti semipreparativ-
nou vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou a zis-
kané frakcie sa analyzuju analytickou vysokotlakovou kva-
palinovou chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, = 16,79 min. (H;0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0: 100), 35 min. (0 : 100),

Hmotnostné spektrum: 1060 (M + H)".

'H-NMR (400 MHz, (CD3),8O-ds pri teplote 373 K, & v

ppm):

0,91 (t, J = 7 Hz, 6H: CH; mastnych retazcov),

1,31 (mt, 60 H: (CH,);s centralne mastnych refazcov),

1,30 - 1,75 (mt, 10H: 1 CH, ka?dého mastného ret'azca,
(CH,); centrélne lyzylu),

1,72 (mt, 4H: (CH,), centrilne butylu),
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1,95 (mt, 4H: CH, propylov),

2,98,3,06 22,90 - 3,50 (2 mts resp. mf, 8 H celkove: NCH,
lyzylu, NCH;, butylu, NCH, propylov a NCH, mastnych re-
fazcov),

3,59 (s, 2H: NCH,CON),

4,75 (g, ] = 7 Hz, |H: CONCHCON lyzylu),

5,16 (s, 2H: COOCH,Ar),

6,85 (mf, 1H: OCONH),

7,35-17,55 (mt, SH: CH aromatické),

8,15 (mf, 1H: CONH lyzylu);

Priklad 13
Syntéza  H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,),NHCH,COLys-
(CHOIN[(CH,),,CHj], (24) (RPR 122760A)

a) BocHN(CH,);NBoc(CH,);NBoc(CH,);NBocCH,-
COLysN[(CH,)1,CH;,]; (23)

Produkt (12) sa zbavi ochrannej skupiny CIZ a pouZije
sa v nasledujicom stupni bez akéhokol'vek d’alSicho &iste-
nia. VytaZok je 65 %.

Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:
R; = 20,82 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

b) H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COLys-
(CHO)NI[(CH,);,CH;], (24)

Produkt (23) sa kopuluje s kyselinou mravéou s pouXi-
tim metédy G. Ziskany produkt sa nasledne pretisti semi-
preparatfvnou vysokotlakovou kvapalinovou chromatogra-
fiou a ziskané frakcie sa analyzujh analytickou vysokotla-
kovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, = 13,60 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0:100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 920 (M + H)*;

'H-NMR (400 MHz, (CD;),SO-ds pri teplote 383 K, & v
ppm):

0,92 (t, ] = 7 Hz, 6H: CH; mastnych ret'azcov),

1,31 (mt, 60 H: (CH,),5 centralne bo&nych refazcov),

1,35 - 1,70 (mt, 10H: 1 CH, ka?dého mastného refazca,
(CH,)s centrélne lyzylu),

1,73 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

1,98 (mt, 4H: CH, propylov),

2,85 - 3,50 (mt, 18 H: NCH, lyzylu, NCH, butylu, NCH,
propylov a NCH, mastnych refazcov),

3,62 (s, 2H: NCH,CON),

4,75 (mt, J =7 Hz, 1H: CONCHCON lyzylu),

7,60 (mf, 1H: CONH),

8,05 (s 8ir., 1H: CH aldehydu),

8,18 (mf, 1H: CONH lyzylu).

Priklad 14

Syntéza  H,N(CH,),NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COLys-
(cholestery)N[(CH,);7CH3), (25) (RPR 128142A)

Produkt (23) sa kopuluje s cholesterylchloroformiétom
pouZitim metédy G (bez pouZitia reaknej zlozky BOP).
Ziskany produkt sa precisti semipreparativnou vysokotla-
kovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané frakcie sa
analyzujt analytickou vysokotlakovou kvapalinovou chro-
matografiou.

Vysokotlakové kvapalinova chromatografia;
R; = 21,66 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 1304 (M + H)":

'H-NMR (600 MHz, (CD3),SO-ds, 5 v ppm):

0,68 a 0,98 (2 s, 3H kazdy: CH, v polohe 18 a 19 choleste-
rylu),

0,86 (mt, 12H: CH, mastnych refazcov a CH, v polohe 26
a 27 cholesterylu),

0,91 (d, J =7 Hz, 3H: CH v polohe 21 cholesterylu),

1,31 (mt, 60 H: (CH,), s centrélne mastnych retazcov),

0,80 - 2,30 (mt, 42H: 1 CH, kaZdého mastného retazca,
CH, vpolohe 1,2, 4,7, 11, 12, 15, 16, 22, 23 a 24 choleste-
rylu, CH v polohe 8, 9, 14, 17, 20 a 25 cholesterylu, (CH,)s
centrélne lyzylu a CH, centrélne propylov),

1,65 (mt, 4H: (CH,), centrélne butylu),

2,88 22,96 (2 mts, 14 H celkove: NCH, lyzylu, NCH, bu-
tylu a NCH, propylov),

3,20 - 3,50 (mt, 4H: NCH mastnych refazcov),

3,64 (s, 2H: NCH,CON),

4,23 (mt, IH, CH v polohe 3 cholesterylu),

4,63 (mt, 1H: CONCHCON lyzylu),

5,30 (mt, 1H: CH v polohe 6 cholesterylu),

6,98 (mt, |H: NHCOO),

7,90 (mt, 1H: CONH lyzylu),

8,60 - 9,10 (mfs vymeniteIné).

Priklad 15
Syntéza  H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,);NHCH,COLys-
(arachidonyl)N[(CH,),7CH,},(26) (RPR 130605)

Produkt (23) sa kopuluje s kyselinou arachidénovou v
atmosfére dusika a za nepristupu svetla s pouZitim met6dy
G. Produkt sa predisti semipreparativnou vysokotlakovou
kvapalinovou chromatografiou a ziskané frakcie sa analy-
zujii analytickou vysokotlakovou kvapalinovou chromato-
grafiou.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, =20,67 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0: 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 1177 (M + H)";

'H-NMR (400 MHz, (CD;),S80-ds 5 pridavkom niekolkych
kvapiek CD,COOD-d, pri teplote 393 K, & v ppm):

0,90 (t, ] = 7 Hz, 6H: CH, mastnych ret’azcov),

0,91 (t, ] = 7 Hz, 3H: CHj arachidonylu),

1,31 (mt, 60 H: (CH,);s centralne mastnych retazcov),

1,35 - 1,75 (mt, 18H: 1 CH, kazdého mastného refazca,
(CHy); centrilne a CH, centrélne arachidonylu a (CH,),
centralne lyzylu),

1,75 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

2,02 (mt, 4H: CH propylov),

2,10 (mt, 6H: COCH, a obe =CCH, arachidonylu),

2,80, 2,97, 3,06 a 3,10 - 3,50 (mt, t, mt resp 2 mfs, J = 7
Hz, 24H celkove: =CCH,C= arachidonylu, NCH, lyzylu,
NCH, butyhi, NCH, propylov a NCH, mastnych refazcov),
3,62 (s, 2H: NCH,CON),

4,73 (mt, 1H: CONCHCON lyzylu),

5,38 (mt, 8H: CH=CH arachidonylu).

Priklad 16
Syntéza H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGIuN-
[(CH,),7CH;], (28) (RPR 126097A)

a) Boc-Glu(OBz)-Dioktadecylamin (27)
Tento produkt sa syntetizuje kopulaciou Boc-Glu(OBz)
a dioktadecylaminu met6dou F. VytaZok je 90 %.
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Chromatografia na tenkej vrstve:
R¢= 0,88 (CHCl;/MeOH v objemovom pomere 9 : 1).

b) H,N(CH,),NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGIuN-
[(CH,),,CH;], (28)

Produkt (3) alebo (4) sa kopuluje s produktom (27) s
pouZitim metddy G a nasledne sa zbavi ochrannej skupiny
CIZ pouzitim metédy H. Findlny produkt sa predisti semip-
reparativnou vysokotlakovou kvapalinovou chromatogra-
fiou a ziskané frakcic sa analyzuju analytickou vysokotla-
kovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, = 14,64 min. (H,O/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 893 (M + H)";

'H-NMR (400 MHz, (CD;),SO-ds pri teplote 383 K, 8 v
ppm):

0,90 (t, J = 7 Hz, 6H: CH; mastnych retazcov),

1,30 (mt, 60 H: (CHy);s centrdlne mastnych retazcov),

1,56 (mf, 4H: 1 CH, ka?dého mastného retazca),

1,60 - 2,00 (mt, 2H: CH, centrélne glutarylu),

1,73 (mt, 4H: (CH,); centrilne butylu),

1,98 (mt, 4H: CH, propylov),

2,32 (t, J = 7 Hz, 2H: COCH, glutaryiu),

3,00 - 3,06 a 3,45 (t resp. 2 mts, J = 7 Hz, 16H celkove:
NCH, butylu, NCH; propylov a NCH; mastnych retazcov),
3,65 (s 8ir., 2H: NCH,CON),

4,85 (mt, IH: CONCHCON glutarylu),

8,19 (d, J = 7,5 Hz, 1H: CONH glutarylu).

Priklad 17

Syntéza HgN(CHz);NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGIU'
(OB2)N[(CH,);,CH;], (29)

(RPR 123027A)

Produkt (3) sa kopuluje s produktom (27) a zbavi sa
ochrannych skupin Boc s pouZitim metddy G. Finalny pro-
dukt sa prefisti semipreparativnou vysokotlakovou kvapa-
linovou chromatografiou a ziskané frakcie sa analyzuji a-
nalytickou vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:

R, = 16,02 min. (H,O/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 983 (M -+ H)";

'H-NMR (400 MHz, (CD5),SO-dg pri teplote 413 K, 8 v
ppm):

0,89 (t, J = 7 Hz, 6H: CH, mastnych retazcov),

1,30 (mt, 60 H: (CH,),5 centrilne mastnych retazcov),

1,55 (mf, 4H: 1 CH, kaZ?dého mastného ret'azca),

1,72 (mt, 4H: (CH,), centrélne butylu),

1,75 - 2,00 (mt, 2H: CH, centralne glutarylu),

1,99 (mt, 4H: CH, propylov),

2,47 (t, ] = 7 Hz, 2H: COCH, glutarylu),

2,95 - 3,05 a 3,40 3 mts, 16H celkove: NCH; butyluy,
NCH, propylov a NCH, mastnych retazcov),

3,62 (s §ir., 2H: NCH,CON),

4,85 (mt, IH: CONCHCON glutarylu),

5,14 (AB limit., J = 12 Hz, 2H, CH, benzylu),

7,35 (mt, 5SH, CH aromatické benzylu),

8,23 (d, J = 7,5 Hz, 1H: CONH glutarylu).
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Priklad 18
Syntéza H,N(CH,);NH(CH,){NH(CH,);NHCH,CO-
Glu(galaktézamid)N[(CH,),,CHs], (31) (RPR 130096A)

a) BOCHN(CHz)gNBOC(CH2)4NB°C(CH2)3NBOCCH2CO-
GIuN[(CH,),7CH;]2 (30)

Produkt (3) sa kopuluje s produktom (27), ochrannd
skupina OBz bo¢ného ret’azca sa odstiepi pomocou met6dy
H (CIZ) a produkt sa pouZije v nasledujiicom stupni bez a-
kéhokolvek dal¥ieho Eistenia.

Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:

R, = 22,84 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 1293 (M + H)".

b) H,N(CH,);NH(CH,),NH{CH,);NHCH,COGlu-
(galakt6zamid)N[(CH,),,CH;]» (31)

Produkt (30) sa kopuluyje s D-+(+)-galakt6zamin-
hydrochloridom s pouZitim metédy G. Findlny produkt sa
predisti semipreparativnou vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou a ziskané frakcie sa analyzuju analytickou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, = 13,71 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 1054 (M + H)",

Priklad 19

Syntéza  H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGlu-
(zalakt6zamid)N[(CH,),;,CHs), (32) (RPR 130595A)
Produkt (30) sa kopuluje s D-(+)-glukézamin-
hydrochloridom pouZitim metédy G. Findlny produkt sa
pretisti semipreparativnou vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou a ziskané frakcie sa analyzuju analytickou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinové chromatografia:

R, = 12,27 min. (H;0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0: 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 1054 (M + H)".

Priklad 20

Syntéza  H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGlu-
(man6zamid)N[(CH,);7CH;], (33) (RPR 130598A)

Produkt (30) sa kopuluje s D-(+)-manézamin-
hydrochloridom s pouZitim metédy G. Findlny produkt sa
pretist{ semipreparativinou vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou a ziskané frakcie sa analyzuju analytickou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, = 12,98 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 1054 (M + H)".

Priklad 21
Syntéza HzN(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGIU-
[N(CH,),]JN[(CH,)1,CHs],(34) (RPR 131111A)

Produkt (30) sa kopuluje s dimetylaminom s pouZitim
met6dy G. Produkt sa pretist! semipreparativnou vysoko-
tlakovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané frakcie
sa analyzuji analytickou vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou.
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Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:

R, = 14,44 min. (H,O/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0: 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 920 (M + H)".

'H-NMR (400 MHz, (CD;),SO-dg, & v ppm):

0,89 (t, ] =7 Hz, 6H: CH, postrannych retazcov),

1,25 (mt, 60 H: (CH,), s centralne mastnych retazcov),

1,43 a 1,60 (2 mts, 2H kaZdy: 1 CH, ka*dého mastného re-
tazca),

1,65 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

1,65 a 1,85 - 2,00 (2 mts, 1H kaZdy: CH, centrélne gluta-
rylu),

1,95 (mt, 4H: CH; propylov),

2,32 (AB limit., 2H: COCH, glutarylu),

2,80 22,92 (2 5, 3H kazdy: CON(CH,),),

2,85 - 3,05 (mt, 12H: NCH, butylu a NCH, propylov),
3,00, 3,22, 3,45 a 3,58 (4 mts, 1H kaZdy: NCH, mastnych
refazcov),

3,78 (AB, J = 16 Hz, 2H: NCH,CON),

4,75 (mt, 1H: CONCHCON glutarylu),

8,72 (d, J=1,5 Hz, 1H: CONH glutarylu).

8,85 2 8,90 - 9,15 (mfs vymenitel'né).

Priklad 22
Syntéza H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,);NHCH,COGlyN-
[(CH,)11CH,], (35) (RPR 122767A)

Produkt sa syntetizuje rovnakym spdsobom ako pro-
dukt (6), pritom sa miesto dioktadecylaminu pouzije dido-
decylamin. Produkt sa pre€ist{ semipreparativnou vysoko-
tlakovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané frakcie
sa analyzuji vysokotlakovou kvapalinovou chromatogra-
fiou.

Vysokotlakov4 kvapalinova chromatografia:

R; = 9,54 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0: 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 653 (M + H)*;

'H-NMR (400 MHz, (CD;),S0-ds pri teplote 403 K, 8 v
ppm):

0,93 (t, J = 7 Hz, 6H: CH; mastnych retazcov),

1,33 (mt, 36 H: (CH,)s centrilne mastnych retazcov),

1,58 (mt, 4H: 1 CH, kaZdého mastného refazca),

1,75 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

1,95 a 2,00 (2 mts, 2H kaZdy: CH, centralne propylov),
2,98 a 3,00 (2 mts, 12H celkove: NCH, butylu a NCH,
propylov),

3,30 (t, ] =7 Hz, 4H: NCH, mastnych refazcov),

3,58 (s, 2H: NCH,CON),

4,05 (s, 2H: CONCH,CON glycylu).

Priklad 23
Syntéza H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGIyN-
[(CH,),,CH;], (36) (RPR 122774A)

Produkt (36) sa syntetizuje rovnakym spdsobom ako
produkt (6), ale s pouZitim ditritridecylaminu namiesto
dioktadecylaminu. Produkt sa predisti semipreparativnou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané
frakcie sa analyzuji vysokovykonnou kvapalinovou chro-
matografiou.

Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:

R; = 10,64 min. (Hy/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0: 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 681 (M + H)*;

'H-NMR (400 MHz, (CD5),SO-dg pri teplote 393 K, 8 v
ppm):

0,91 (t, J =7 Hz, 6H: CH, mastnych ret'azcov),

1,33 (mt, 40 H: (CH,),, centrélne mastnych retazcov),
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1,58 (mts, 4H: 1 CH, kadého mastného refazca),

1,75 (mt, 4H: (CH,), centrélne butylu),

2,00 (mt, 4H: CH, centrélne propylov),

2,98 23,08 2t,J=7Hz 12H celkove: NCH, butylu a
NCH, propylov),

3,32 (t, ] = 7 Hz, 4H: NCH, mastnych refazcov),

3,65 (s, 2H: NCH,CON),

4,06 (d, J =4 Hz, 2H: CONCH,CON glycylu),

8,10 (s &ir., IH: CONH glycylu).

Priklad 24

Syntéza H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGIlyN-
[(CH2)15CHa], (37) (RPR 122766A)

Produkt sa syntetizuje rovnakym spésobom ako pro-
dukt (6), priom sa miesto dioktadecylaminu pouzije ditet-
radecylamin. Produkt sa predisti semipreparativnou vyso-
kotlakovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané frak-
cie sa analyzuju vysokotlakovou kvapalinovou chromato-
grafiou.

Vysokotlakové kvapalinov4 chromatografia:

R, = 9,92 min. (H;O/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 709 (M + H)';

'H-NMR (400 MHz, (CD,),SO-d; pri teplote 393 K, § v
ppm):

0,90 (t, J = 7 Hz, 6H: CH,; mastnych ret'azcov),

1,31 (mt, 44 H: (CH,)y; centralne mastnych refazcov),

1,58 (mt, 4H: 1 CH, kaZdého mastného ret'azca),

1,76 (mt, 4H: (CH,), centrélne butylu),

2,00 (mt, 4H: CH, centrélne propylov),

2,98 a 3,08 (mt resp. t, J = 7 Hz 12H celkove: NCH, butylu
a NCH; propylov),

3,30 (t, J = 7 Hz, 4H: NCH, mastnych ret'azcov),

3,65 (s, 2H: NCH,CON),

4,06 (d, J = 4 Hz, 2H: CONCH,CON glycylu),

8,10 (mf, 1H: CONH glycylu).

Priklad 25
Syntéza H,N(CH,);NH(CH,),N[(CH,);NH,]CH,COGIyN-
[(CH,);5CHa] (39) (RPR 126096A)

a) BOCHN(CH2)3NBOC(CH2)4N[(CH2)3NHBOC]CHZ-
COOH (38)

V priebehu syntézy produktu (3) sa po preisteni chro-
matografiou na silikagéli izoluje produkt (38) vo vytazku
8 %.

Chromatografia na tenkej vrstve:

R =10,32 (CHCI/MeOH v objemovom pomere 9 : 1);
Hmotnostné spektrum: 561 (M + H)".

'"H-NMR (400 MHz, (CD3),SO-ds, 0 v ppm):

1,30 - 1,60 (mt, 4H: (CH,), centrélne butylu),

1,40 (s, 27TH: C(CH,)s),

1,56 (mt, 4H: CH, propylov),

2,68 a 3,11 (t &ir. resp. t, J = 7 Hz, 4H kazdy: NCH, butylu
a NCHj, propylov),

2,90 a 2,96 (2 q, J = 7 Hz, 2H kaZdy: BocNHCH, propy-
lov),

3,18 (s, 2H: NCH,COO).

b) H,N(CH,);NH(CH,),N[(CH_)s;NH,]CH,COGIyN-
[(CHp)13CH;],(39)

Produkty (38) a (5) sa kopuluji s pouzitim metody G.
Produkt sa precisti semipreparativnou vysokotlakovou kva-
palinovou chromatografiou a ziskané frakcie sa analyzuja
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou.
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Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, = 13,60 min. (H;,O/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100).

Hmotnostné spektrum: 821 (M + H)*.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds s pridavkom nickolkych
kvapiek AcOH-d,, 8 v ppm):

0,87 (t, ] = 7 Hz, 6H: CH, mastnych retazcov),

1,28 (mt, 60 H: (CH,),s centralne mastnych retazcov),

1,46 a 1,54 (2 mts, 2 H kazdy: 1 CH; kaZdého mastného re-
tazca),

1,63 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

1,91 (mt, 4H: CH, centralne propylov),

2,85 - 3,15 (mt, 12 H: NCH, butylu a NCH, propylov),
3,24 (mt, 4H: NCH, mastnych ret'azcov),

3,76 (mf, 2H: NCH,CON),

4,05 (s 8ir., 2H: CONCH,CON glycylu).

Priklad 26

Syntéza  HN(CH,);NH(CH,)NH(CH,);NH(CH,);CON-
[(CHy)17CH;]; (41) (RPR 122786A)

a) BocHN(CH,);NBoc(CH,);NBoc(CH,);NBoc(CH,);-
COOH (40)

Produkt (40) sa ziska alkylatnou redukciou sperminu v
pritomnosti NaCNBH; a semialdehydu kyseliny jantérovej
v roztoku. Do banky s obsahom 200 ml sa predlozi 1,8 g
sperminu, 60 ml metanolu a 0,138 g NaCNBH;. Ziskany
roztok sa potom vePmi intenzivne mie$a magnetickym mie-
$adlom. Do banky sa potom pomocou izobarického lievika
pridd potas 100 minat roztok 5,5 ml kyseliny 4-oxo-
butanovej (15 %) v 30 ml metanolu. V mieSani sa pokra-
tuje potas dal$ich 100 minit. Aminy sa chrénia ochrannou
skupinou Boc nasledovnym sposobom. K reakénej zmesi sa
prileje 2,8 ml TEA a potom roztok 8,8 g di-terc-butyl-
dikarbonétu v 30 ml metanolu. Zmes sa mie¥a cez noc, po-
tom sa odpari vo vakuu, produkt sa vyplachne etylacetitom
a extrahuje sa roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného (3 x
x 50 ml). Vodné vrstvy sa spoja a premyju sa éterom (3 x
x 100 ml). pH vodnej vrstvy sa upravi na hodnotu 3 pomeo-
cou roztoku hydrogensiranu draselného, pritom déjde k
vzniku zékalu v désledku vyzraZania produktu (41). Zmes
sa potom extrahuje etylacetitom (3 x 100 ml). Organicka
vrstva sa vysusi nad siranom hore¢natym a odpari sa vo vé-
kuu. Produkt sa pouZije v nasledujicom stupni bez akého-
kol'vek dalSieho Cistenia.

b) H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH;);NH(CH,);CON-
[(CH,),,CHs], (41)

Produkt (40) a dioktadecylamin sa kopuluja s pouZitim
metddy G. Produkt sa pre€isti semipreparativnou vysoko-
tlakovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané frakcie
sa analyzuji vysokotlakovou kvapalinovou chromatogra-
fiou.

Vysokotlakové kvapalinové chromatografia:

R, = 15,04 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min (0 : 100).

Hmotnostné spektrum: 792 (M + H)*.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, pri teplote 383 K, § v
ppm).

0,85 (t, ] = 7 Hz, 6H: CH, mastnych retazcov),

1,22 (mt, 60 H: (CH,), s centrdlne mastnych retazcov),

1,48 (mf, 4 H: 1 CH, kaZdého mastného refazca),

1,72 (mt, 4H: (CH,), centralne butylu),

1,88 (mt, 2H: CH, centralne aminopentanoylu),

1,99 (mt, 4H: CH, propylov),
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2,42 (t, ] = 7 Hz, 2H: COCH, aminopentanoylu),

2,96 - 3,03 2 3,22 (3 mts, 18 H celkove: NCH, aminopen-
tanoylu), NCH, butylu, NCH, propylov a NCH, mastnych
ret'azcov),

Priklad 27
Syntéza HzN(CHz):;NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CONH-
(CH,)sCON[(CH,);7CH3], (42) (RPR 128506A)

Produkt sa syntetizuje rovnako ako produkt (6), pri¢om
sa viak miesto Boc-Gly pouZije kyselina Boc-6-amino-
kaproova. Produkt sa pregisti semipreparativnou vysokotla-
kovou kvapalinovou chromatografiou a ziskané frakcie sa
analyzuju vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakové kvapalinové chromatografia:

R, = 13,94 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100).

Hmotnostné spektrum: 877 (M + H)".

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d,, & v ppm):

0,87 (t, J = 7 Hz, 6H: CH; mastnych retazcov),

1,28 (mt, 60 H: (CH,)ys centrélne mastnych retazcov),

1,48 (mt, 10 H: 1 CH, kaZdého mastného retazca a CH,
centralne aminohexanoylu),

1,65 (mt, 4H: (CH,), centrilne butylu),

1,95 (mt, 4H: CH, propylov),

2,27 (1, J = 7 Hz, 2H: COCH, aminchexanoylu),

2,85 - 3,30 (mts, 18 H: NCH, aminohexanoylu, NCH; bu-
tylu, NCH, propylov a NCH, mastnych retazcov),

3,70 (s 8ir., 2H: NCH,CON),

7,90 - 9,10 (mfs vymenitel'né).

Priklad 28

Syntéza H,N(CH,),NH(CH,),;NH(CH,);NHCH,COGlu(11-
-amid-undekanyl-hepta-O-acetyllaktézo)N[(CHz),,CH;],
(43) (RPR 130765A)

Produkt (30) sa kopuluje s 11-aminoundekanyl-hepta-
O-acetyllaktézou s pouZitim metddy G. Produkt sa preisti
semipreparativnou vysokotlakovou kvapalinovou chroma-
tografiou a ziskané frakcie sa analyzuji vysokotlakovou
kvapalinovou chromatografiou.

Vysokotlakova kvapalinovd chromatografia:

R, = 15,91 min. (H,O/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100).

Hmotnostné spektrum: 1680 (M + H)".

Priklad 29
Syntéza H,N(CH,);NH(CH,)NH(CH,);NHCH,COAsm-
[B-NAc(Ac)s]N[(CH,);,CHs]; (45) (RPR 131283A)

a) Fmoc-Asm-B-Glc-NAc(Ac);-Dioktadecylamin
Produkt sa syntetizuje kopulaciou Fmoc-Asm-B-Gle-
NAc(Ac):-OH a dioktadecylaminu s pouZitim metédy F.

Chromatografia na tenkej vrstve:

R¢= 0,67 (CHCly/MeOH)

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia:

R, = 25,31 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100).

b) H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COAsm{B-
-NAc(Ac);N[(CH,)1,CH;); (45)

Qdstiepenie ochrannej skupiny Fmoc produktu (45).

K 0,7 g produktu (45) sa prileje 20 ml dimetylforma-
midu a 2 ml dietylaminu. Po 6 hodinovom mie$ani sa re-
ak¥n4 zmes odpari vo vakuu. Z{skany produkt sa kopuluje s
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produktom (3) pouZitim metédy G. Produkt sa predisti se-
mipreparativnou vysokotlakovou kvapalinovou chromato-
grafiou a ziskané frakcie sa analyzuji vysokotlakovou kva-
palinovou chromatografiou.

Vysokotlakové kvapalinova chromatografia:

R, = 15,35 min. (H,0/MeCN): 3 min. (60 : 40), 3 - 20 min.
(0 : 100), 35 min. (0 : 100);

Hmotnostné spektrum: 1207 (M + H)*.

Priklad 30
Syntéza produktu (6) v roztoku vo velkom meradle

Produkt (6) sa syntetizuje v roztoku redukZnou alkyla-
ciou sperminu v pritomnosti NaCNBH; a kyseliny glyoxy-
lovej. Do banky s obsahom 2 litre sa predlozi 18,2 g sper-
minu, 500 ml metanolu a 2 g kyanoborohydridu sodného.
Ziskany roztok sa intenzivne mie$a magnetickym mie$ad-
lom. Do banky sa pomocou izobarického lievika pridd po-
¢as 100 minit roztok 8,45 g kyseliny glyoxylovej v 300 ml
metanolu. Zmes sa mie$a cez noc. Aminy sa chrania skupi-
nou Boc nasledovnym spdsobom. K zmesi sa prileje 14 ml
TEA a potom roztok 100 g di-ferc-butyldikarbonétu v 200
ml tetrahydrofurdnu. Zmes sa mie%a cez noc. Reak&né zmes
sa zahusti za vdkua a produkt sa vyplachne etylacetdtom
(250 ml), premyje sa roztokom hydrogensiranu draselného
(6 x 100 ml) a roztokom chloridu sodného (3 x 100 ml),
vysu$i sa nad siranom horeXnatym a odpari sa za vikua.
Produkt sa pregisti na stipci silikagélu, pri¥om sa ako elud-
na sustava pouZije zmes chloroformu a metanolu v obje-
movom pomere 9 : 1. Frakcie obsahujice produkt sa identi-
fikuji chromatografiou na tenkej vrstve, spoja sa a odparia
sa za vakua, &im sa ziska 10 g produktu (6). Celkovy vyta-
Zok syntézy je 17 %.

Vysledky analyz uskutognenych analytickou vysoko-
tlakovou kvapalinovou chromatografiou, hmotnostnou
spektrometrion a nuklearnou magnetickorezonan&nou
spektroskopiou sii identické s vysledkami analyz pre pro-
dukt ziskany metédou v tuhej faze.

Priklad 31

Vplyv nébojového pomeru (aminy/fosfaty) na aginnost
transfekcie (7) RPR 120534A, (6) RPR 120535A a (9)
RPR 120531A

Vzorky 1 x 10° buniek (NI 3T3, 3LL alebo kralitia
SMS) v exponencidlnej fAze rastu na 2 cm’ sa o3etria roz-
tokmi lipofektant/pCMV-LUC, ktoré sa vyznaduji réznymi
nébojovymi pomermi po&as dvoch hodin pri teplote 37 °C a
v atmosfére obsahujucej 5 % oxidu uhlititého. Ka¥d4 vzor-
ka prijme 2 pug nukleovej kyseliny. Expresia reportérového
génu sa stanovi po pridani 8 % fetalneho tel'acieho séra a
po 40 hodinovej inkubécii v suliarni s atmosférou oxidu
uhli¢itého.

Aktivita luciferazy sa stanovi emisiou svetla (RLU =
= relativna sveteln jednotka) v pritomnosti luciferinu, ko-
enzymu A a ATP potas 10 s a vztiahne sa na 2000 o3etre-
nych bunick. Ziskané vysledky s graficky vyjadrené na
pripojenych obr. 1, obr. 2 a obr. 3.

Z tychto obrazkov jednoznaéne vyplyva, Ze pritomnost
glycinu v ramene ,,spacer medzi lipidovou a polyamino-
vou Castou umoZiiuje dosiahnutie lep3ej transfek&nej Ggin-
nosti pre niZie pomery nmol katiénového lipidu/ug DNA.

Priklad 32

Vplyv nabojového pomeru (aminy/fosfaty) na transfek&ni
atinnost’ (20) RPR 120527A, (19) RPR 120528A, (17)
RPR 120526A a (16) RPR 120525A

Vzorky 1 x 10° buniek NIH 3T3 v exponencidlnej fize
rastu na 2 cm? sa odetria roztokmi lipofektant/pCMV-LUC,
ktoré sa vyznatuji roéznymi nabojovymi pomermi podas
dvoch hodin pri teplote 37 °C a v atmosfére s obsahom 5 %
oxidu uhli¢itého. Kazda vzorka prijme 1 pg nukleovej ky-
seliny. Stanovenie expresie reportérového génu sa uskutog-
nf po pridani fetdlneho tel'acicho séra (finalne 8 %) a po 40
hodinovej inkubacii v suSiarni s atmosférou oxidu uhli&ité-
ho.

Aktivita luciferizy sa stanovi v supernatante ziskanom
po Iyze buniek svetelnou emisiou (RLU = relativna svetel-
né jednotka) potas 10 s a vztiahne sa na mg proteinu. Zis-
kan¢ vysledky st zhrnuté a vyjadrené graficky na obr. 4. Aj
z tohto prikladu jednozna¢ne vyplyva vyhoda pritomnosti
glycinového zvysku v ramene ,,spacer”.

Priklad 33
Vplyv dizky spacera na atinnost transfekcie (6) RPR
120535, (41) RPR 122786 a (42) RPR 128506

Vzorky 1 x 10° buniek (NIH 3T3 alebo HeLa) v expo-
nenciélnej faze rastu na 2 cm’ sa ofetria roztokmi lipofek-
tatnt/pCMV-LUC, ktoré sa vyzna&ujii rdznymi koncentré-
ciami katiénového lipidu potas dvoch hodin pri teplote
37 °C vo vlhkej atmosfére obsahujicej 5 % oxidu uhlitité-
ho a v nepritomnosti sérového proteinu. K rastovému pros-
trediu buniek sa potom pridé fetélne tePacie sérum (finlne
8 %) a stanovi sa expresia transgénu a to aZ po dodatodnej
40 hodinovej inkubécii v suliarni s atmosférou oxidu uhli-
titého.

Struktime charakteristiky spacerov sa uvadzajii v na-
sledovne;j tabulke:

N° RPR Spacer
122786 -

120535 Gly

128506 NH,(CH,)sCO

V nasledovnej tabutke sii zhrnuté ziskané vysledky,
ktoré st vyjadrené ako maximalne G&innosti dosiahnuté pre
kazdy zo Studovanych produktov.

Katiénovy § Bunky Bunky
lipid HeLa NI 3T3

Pokus1 | RPR 120535 | 12x10%9,7x10°@) | 8,7x10744,5x10%4)
©
RPR 122786 | 23x10%1,6x10°8) | 4,6x107£5,0x10°%(8)
@

Pokus2 | RPR 120535 | 24x10%32x10°6) [ 7,2x107+8,3x10%6)
©
RPR 128506 | 18x10%1,3x10%6) ] 5,0x107+1,5x10°%(6)
@2)

Transfek&né Glinnosti st udané v RLU/10s/2 x 10°. V
zétvorkéch st uvedené pomery nmol lipidu/ug DNA.

Pri pokusoch 1 a 2 sa pouzili rozne plazmidy v dévke 1
ug, resp. 0.5 ug DNA/I x 10° buniek.

Priklad 34
Vplyv 3truktiry spacera na transfekénd G&innost’ (6) RPR
120535

S pouZitim rovnakych experimentilnych podmienok,
ako sa opisujt v predchadzajiicom priklade, ale pri zavede-
ni suplementirneho bunkového radu (bunky 3LL), sa po-
rovnali transfek&né G&innosti ziskané s katiénovym lipidom
(6) RPR 120535 modifikovanym substiticiou na ,,spaceri
s pouZitim skupiny typu Arg, skupiny typu Lys alebo sku-
piny typu Glu.
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V nasledovnej tabulke sa uvadzaju Struktiry jednotli-
vych spacerov:

N° RPR Spacer
120531 Arg
121650 Arg(Z),
127888 Lys
122759

122760

OW/NH

A
128142 .\g

120535 Gly
123027 GIuOBz
126097 Glu

Utinnosti transfekcie sa udévaja v RLU/10 s/2 x 10° o-
Setrenych buniek.

V pokusoch 1 a 2 sa pouZili rozne plazmidy v davke
0,5 pg resp. 1 ug DNA/I x 10° bunick. Z analyzy vysled-
kov vyplyva, Ze v zivislosti od uvaZovanych bunick mi
pritomnost’ aminokyselinového refazca, ktory je vyhodne
substituovany, za nésledok zlep$enie transfek&nej Ginnos-
ti.

Lipid Bunky Hela |Bunkz NIII3T3 Bunky JLL
RPRI0535 | [1,0.10°£1,9.10% |6,5.10” £4,8.0°

RPRI20531 | [3,7.10°£1,000% [1,610"£2,0.0%
RPRI21650 | [2,6.10°£1.8.10 [9,1.107 £2,7.107

Pokus |

Pokus 2 | RPRI20S3S 22108 £330 17,104 1,010
RPR127888 | [3,1.10°£2,9.101 14101210
RPR122760 14.10° £2,2.10')
RPRI22759 | [7,2.16°£1,1.10° 3,7.10° £ 5,4.10¢
RPRI28142 | 6,3.10% 6,3.10" 9,1.10'29,3.10°

RPRI26097 | [3,6.10° £3,6.10° 3010° 22310
RPR123027 | 1,0.10°+4,1.10" 69.10°+ 1,1.10°

1
1
1
i
H
H
+
1
)
1
i
i
i
i
i}
'
i
1
i
H
[

Priklad 34
Vplyv pritomnosti DOPE v zmesi lipofektant/DNA (9)
RPR 120531A

S pouZitim rovnakého postupu, ako sa pouZil v priklade
31, sa ku katiénovému lipidu (9) RPR 120531A pridd
DOPE (dioleoylfosfatidyletanolamin) na dosiahnutie roz-
nych molérnych pomerov pred pridanim DNA k transfek-
¢nej zmesi. Udinnost' luciferazy sa stanovi v supernatante
po lyze buniek a vztiahne sa na mg protefnu (obr. 5). Pri-
tomnost DOPE v zmesiach lipofektantu umoZtiuje zlep3it
transfek&ni uinnost’ v pripade, Ze je koncentracia (9) RPR
120531A nizka.

Priklad 35
Vplyv séra na transfekénd d¢innost’ (6) RPR 1205334, (9)
RPR 120531A a (10) RPR 121650A

Vzorky 1 x 10° buniek (NIH 3T3 alebo HeLa) v expo-
nenciélnej fze rastu na 2 cm sa o3etria roztokmi lipofek-
tant (pCMV-LUC (3 nmol lipofektantu/ ug DNA) v nepri-
tomnosti séra potas dvoch hodin alebo v pritomnosti séra v
kultivaénom prostredi. V ramci tohto prikladu kazdé vzorka
prijme 2 pug DNA. Expresia luciferzy sa stanovi v super-
natante po lyze bunick, vyjadri sa v RLU/10s a vztiahne sa
na mg proteinu. Z analyzy vysledkov vyplyva, Z¢ pritom-
nost’ séra nema vyrazny vplyv na iinnost’ transfekcie.

Priklad 36
Vplyv  koncentrcie nukleovej kyseliny v zmesi
DNA/lipofektant (20) RPR 120527A, (19) RPR 120528A,
(17) RPR 120526 a (16) RPR 120525A

S pouzitim rovnakych podmienck, ako sa opisuji v pri-
klade 31, sa transfekuji vzorky buniek NIH 3T3 pri opti-
malizécii pomerov nmol lipofektantu/ug DNA (pozri pri-
klad 32) (pomer = 6 pre (20) RPR 120527A a (19) RPR
120528A, pomer = 3 pre (17) RPR 120526A a (16) RPR
120525A. MnoZstva DNA dodané kaZdej vzorke sa menia
od 0,5 do 2 pg. Ziskané vysledky st zhmuté a vyjadrené
graficky na obr. 6.

Transfekcia 1 x 10° buniek v exponencialnej fize rastu
s 1 ug plazmidovej DNA sa zd4 byt dobrou volbou. Zvi-
Yenie mno¥stva pouZitej DNA mé v skutodnosti za nasledok
zvy3enie koncentracie katiénového lipidu v styku s bunka-
mi a teda v niektorych pripadoch problémy s toxicitou. Pri
niZej koncentracii DNA sa uZ nedosahuje Umernost s
transfek&nou u¢innostou.

Prikiad 37
Transfekéné testy in vivo s lipopolyaminmi podl’a vynélezu
Uskutotni sa injekcia roztoku obsahujiceho lipopoly-
amin podla vynédlezu, pripraveného opisanym spésobom,
do nadoru 7 dni po implantécii, pritom sa my? anestetizuje
zmesou Ketaminu a Xylazinu. Dva dni po injekcii sa odo-
berie nadorové tkanivo, ktoré sa odvéZi, rozreZe a potom
rozomelie v 200 pl pufra uréeného na lyzu (Promega Cell
Lysis Buffer E153 A). Po odstredeni
(20 000 g poZas 10 mindt) sa odoberie 10 pl vzorka, ktord
sliZi na vyhodnotenie aktivity luciferdzy zmeranim celko-
vej svetelnej emisie ziskanej po zmieSani s 50 ul reakEného
ginidla (Promega Luciferase Assay Substrate) v luminomet-
ri Lumat LB 9501 (Berthold) pri integréacii poas 10 s. Re-
zultujiica G&innost’ sa vyjadrila v RLU (Relative Lights U-
nits) a vyhodnotila sa v celom supernatante nadorového ly-
zétu alebo sa vyjadrila v RLU/mg injikovanej DNA.
Ziskané vysledky si zhrnuté v nasledovnej tabulke.

Plasmid Peptid Katidnovy lipid  Vyeledok

R/ nhdor L

omnatenie| g/ | oma1 | ornatente pept/Oa mol/ug fpriveer  {prisemd

2. . Wi, N 7Y oachplka
pXL2622 10 05 JKTPKKAKKP), [k} () 3 679258 414286 | 9
pXL2622 0 05 . " “ - 95433 | 2931 | 10
pXL2s22 0 05 “ - [ - 67904 [ -3+ a
PXL2622 10 o5 - - a9 - 59209 54378 9
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PATENTOVE NAROKY

1. Lipopolyamin vieobecného vzorca (1)

0 g
RY_ P
- /NAECHz)m/ ler(sz)p R4

®,

v ktorom

R', R a R’ nezavisle od seba znamenaj(i atém vodika alebo
skupinu -(CH,)-NRR", v ktorej

q mdZe znamenat 1, 2, 3, 4, 5 a 6, pri¢om mod¥e mat v
jednotlivych skupindch R!, R? a R® rovnaky alebo odlisny
vyznam, a

RaR’ nezivisle od seba znamenaji atém vodika alebo
skupinu -(CH,),; NH,, v ktorej

q" md¥e znamenat' 1, 2, 3, 4, S a 6, pritom mbZe mat v
jednotlivych skupinich R a R’ rovnaky alebo odliny vyz-
nam,

m,nap nezdvisle od seba znamenaju celé &islo od 0 do
6, priom, ak je n vy$¥ie neZ 1, m mdZe mart’ r6zne hodnoty
aR® moZe mat rdzne vyznamy v rimei vieobecného vzorca
@, a

R* znamen4 skupinu vieobecného vzorca (IT)

RS
| A
X—(CH)—Y-
-
u (In,

v ktorom

R®a R’ nezévisle od seba znamenaj atém vodika alebo na-
sytenu alebo nenasytenu alifaticki skupinu obsahujiicu 10
aZ 22 uhlikovych atémov, pritom aspofi jeden zo symbolov
R® alebo R’ je odli¥ny od atomu vodika,

u znameni celé &islo od 0 do 10, priom ak u znamena
celé &islo vysSie ne2 1, symboly RS, X, Y a r md¥u mat’ v
jednotlivych 3truktirnych jednotkach (X-(CHR®),-Y) odlis-
né vyznamy,

X znamend atdém kyslika, atém siry alebo monoalkylova-
n1 alebo nemonoalkylovant aminovii skupinu,

Y znamenéd karbonylovi skupinu alebo metylénova sku-
pinu,

R’ znamens atém vodika alebo botny retazec prirodnej
aminokyseliny, ktory je pripadne substituovany, a

r  znamené celé &islo od 1 do 10, pri®om, ak r sa rovn4 1,
R’ znamen4 bodny retazec prirodnej aminokyseliny, ktory
je pripadne substituovany, a ak r je v4&sie ne2 1, R® zname-
nd atém vodika,

vo-forme D, L alebo LD a jeho soli.

2. Lipopolyamin podl'a niroku 1, ktory m4 jeden z nasle-
dovnych vieobecnych vzorcov

4
o}

(II)

o]
HzN\/\/NH\/\/\NH/\/\NH/INH\)kNRSR7

)

20

H2N\/\/§\/\/\N/\/\N,.(\A/R4

NH;
HAN

\4
o}
sz/\/g\/\/\.\,/\/\w\g”'\)kwm

NH, HN

(V)

HzN\/\/N"‘\/\/\NH/\/\NH/\l,M{(NRGR,
0
Hbﬁ(\m

NH,
(V)

HN

S

HNT N\/\NHWW
0

(VI

Hzx
HNT N\/\NH/\(NH\/W\NRSR7
)

(X)

HN
HzN\/\/N\/\/\N/\/\NH/\ﬂ/R‘
)

NH;
X)

H‘N\/\/WNNN{\"?[N:TQ
0
Qg
(XD
HzN\/\/NH\/\/\NH/\/\NH/\",NH\/\/\j\R.
(o]
(X10),

v ktorych symboly R, R® a R” maji vyznamy uvedené v
naroku 1.
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3. Lipopolyamin podl'a ndroku 2 vieobecnych vzorcov
(III) a% (X1I), v ktorych R* znamen4 skupinu NR°R” a R® a
R’ znamenajii identickt skupinu zvolent z mnoZiny zahf-
flajucej skupinu (CH,),,CHj;, skupinu (CH;);3CHj; a skupi-
nu (CH2)|2CH3.

4. Lipopolyamin podla niektorého z predchédzajicich
nirokov,vyznadujici sa tym, Ze je zdruZe-
ny s extra- alebo intracelulamym zameriavacim prvkom.

5. Lipopolyamin podla naroku4,vyznadujiici
sa ty m,Zc zameriavaci prvok je zabudovany na trovni
boéného aminokyselinového retazca reprezentovaného
substituentom R®,

6. Lipopolyamin podl'a néroku 4 alebo 5, vyzna-
tujici sa tym, Zeide o bunkovy receptorovy li-
gand pritomny na povrchu ciel'ového bunkového typu.

7. Lipopolyamin podl'a niektorého z predchadzajucich
narokov4az6,vyznadujuci sa tym,Ze za-
meriavaci prvok je zvoleny z mnoZiny zahfilajucej cukry,
peptidy, ako protilatky alebo fragmenty protilatok, bunkové
receptorové ligandy alebo ich fragmenty, receptory alebo
fragmenty receptorov, ako ligandy receptorov rastovych
faktorov, receptorov cytokinov, receptorov bunkovych lek-
tinov alebo receptorov adhéznych proteinov typu integrinov
a receptora transferinu, lipidy HDL alebo LDL a/alebo oli-
gonukleotidy.

8. Lipopolyamin podl'a niektorého z nérokov 4 alebo 5,
vyznadujuci sa tym,Zeuvedeny zameriava-
ci prvok je reprezentovany signdlnou sekvenciou jadrovej
lokalizAcie.

9. Lipopolyamin podl'a niektorého z predchddzajucich
narokov, vyznadujaci sa tym,Zejeviiom
na urovni bo¢ného aminokyselinového ret'azca reprezento-
vaného substituentom R® zabudovany marker typu biotinu,
rodaminu, folitu alebo linedrna alebo cyklickd peptidové
sekvencia obsahujica epitop Arg-Gly-Asp.

10. Lipopolyamin podra niektoré¢ho z predchédzajicich
nirokov,vyznadujici sa tym,Zejezvoleny
z mnoZiny zahrujlicej

H;N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGIyN[(CH,),;-
CH,],
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,CON[(CH,),7CHs];
H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,);NHCH,COArgN[(CHx)1»-
CHy],
H;N(CH,)sNH(CH,),;NH(CH,);NHCH,COArg(Z),N-
[(CH2),,CH;],
HzN(CHz);NH(CH2)4NH(CHz);NHCHzCOLYS(I’Odamin)N-
[(CH»17CH;]
HzN(CHz):;NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(bi0tinyl )N-
[(CH2)| 7CH3] 2

{HzN(CH,)3},N(CH;)4N{(CH;);NH,} (CH,);NHCH,;CO-
GIyN[(CHy),7CHs],
{H5N(CHy)3},N(CH)sN{(CH;);NH,}(CH,);NHCH,CON-
[(CH)17CH;3],
{H,N(CHy,),},N(CH,),NHCH,COGIlyN[(CH,);7CH;],
{HoN(CH,),},N(CH,),NHCH,CON[(CH,),CH;]>
H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,};NHCH,COGIyN[(CHa)7]>
H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,);NHCH,CON[(CH,),7]
H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,);NHCH,COArgN[(CH),7],
H,N(CH,);sNH(CH,);NH(CH,)sNHCH,COArg(Z),N-
[(CH21,CH;),

HzN(CHz)]NH(CH2)4NH(CH 2)3NH CH2COLyS(r0damin)N'
[(CHy),CH;],

HzN(CHz):;NH(CH2)4NH(CH2)3NH CH;COLyS(blOtmyl)N -
[(CH),CH;],
{H2N(CHy)s},N(CH;)4N{(CH,);NH,}(CH,);NHCH,CO-
GlyN[(CH;);7CH;],

21

{H;N(CH,)3},N(CH,){N {(CH,);NH,} (CH,);NHCH,CON-
[(CH,)17CH;],

{H,N(CH,),} ,N(CH,),NHCH,COGIyN[(CH.);sCHs]>
{H;N(CHy);};N(CH,),;NHCH,CON[(CH,),,CH; ],
H;N(CH,);NH(CH),N[(CH,);NH,]CH,COGIyN[(CH2)17-
CHyl,
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COLysN[(CH3),7-
CH:],
H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,),;NHCH,COLys(CIZ)N-
[(CH,)1,CH3];
H,N(CH,);NH(CH,){NH(CH,);NHCH,COLys(CHO)N-
[(CH,),,CH;],
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);:NHCH,COLys(choleste-
ryDN[(CH;);,CH;],
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COLys(arachido-
ny)N[(CH,);,CH3},
H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,);NHCH,COGIuN[(CH,);7-
CHs),
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,),NHCH,COGIu[N(CH3),]-
N[(CH;);7CH;},
H,N(CH;);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGlu(OBz)N-
[(CH;)17CH3);

H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH,); NHCH,COGlu(galakt6z-
amid)N[(CH,),,CHy],
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGlu(glukéz-
amid)N[(CH,),,CH;],
HzN(CHz)gNH(CHz)qNH(CHz)3NHCH2COG1u(ma.n62-
amid)N[(CH,);»CH;}
H,N(CH,);NH(CH,);NH(CH);NH(CH,);CON[(CH>)17-
CHiL
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,CONH(CH,)sCON-
[(CH;),,CH;],
H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,);NHCH,COGIyN[(CHy), -
CHi],
H,N(CH,);NH(CH,),;NH(CH,);NHCH,COGlyN[(CH,),,-
CHj],2
H,N(CH,);NH(CH,),NH(CH,);NHCH,COGIyN[(CH2);3-
CH;..

11. Farmaceutick4 kompozicia, vyznadujica
sa ty m, Ze obsahuje aspoil jeden lipopolyamin podla
niektorého z narokov 1 aZ 10 a aspoii jednu nukleovi kyse-
linu.

12. Farmaceuticka kompozicia podf'a naroku 11, vy -
znadujidca sa tym, Ze nukleovou kyselinou je
deoxyribonukleova kyselina.

13. Farmaceutickd kompozicia podl'a néroku 11, vy -
znadujaca sa tym, Ze nukleovou kyselinou je
ribonukleové kyselina.

14. Farmaceutick4 kompozicia podla naroku 11, 12 a-
lebo 13, vyznalujidca sa tym, Ze nukleova
kyselina je chemicky modifikovand.

15. Farmaceutickd kompozicia podl'a niektorého z na-
rokov 11 a¥ 14, vyznadujica sa tym, Z
nukleovou kyselinou je antimedidtorové nukleové kyselina.

16. Farmaceutickd kompozicia podla niektorého z na-
rokov 11 a¥ 14, vyznadujica sa tym, Z
nukleova kyselina obsahuje terapeuticky gén.

17. Farmaceutickd kompozicia obsahujica nukleovi
kyselinu, lipopolyamin podl'a niektorého z nérokov 1 aZ 6 a
prisadu schopni pridruZit’ sa ku komplexu lipopolyamin-
nukleova kyselina a alebo/ zlepsit' jeho transfekénd ugin-
nost’.

18. Farmaceutickd kompozicia podl'a naroku 17, vy -
znadujaca sa tym, Zeprisadou je jeden alebo
niekol’ko neutralnych lipidov.

19. Farmaceutickd kompozicia podla naroku 18, vy -
znadujica sa tym, Ze ncutrdlny lipid alebo
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neutralne lipidy su zvolené z mnoZiny zahfiiajlicej syntetic-
ké alebo prirodné lipidy, zwitteriénové lipidy a lipidy zba-
vené iénového ndboja vo fyziologickych podmienkach.

20. Farmaceutick4 kompozicia podl'a naroku 19, vy -
znalujhca sa tym, e jednym alebo niekol-
kymi neutralnymi lipidmi st lipidy s dvoma mastnymi re-
fazcami.

21. Farmaceutickd kompozicia podl'a naroku 19 alebo
20,vyznalujiica sa tym, Y neutrdlny lipid
alebo neutrdlne lipidy sa zvolia z mnoZiny zahfiajicej
dioleoyl-fosfatidyletanolamin (DOPE), oleoyl-palmitoyl-
fosfatidyletanolamin (POPE), distearoyl-, dipalmitoyl- a
dimirystoylfosfatidyletanol-amin, ako aj ich 1- a¥ 3-krét N-
-metylované derivéty, fosfatidylglyceroly, diacylglyceroly,
glykozyldiacylgtyceroly, cerebrozidy (ako najméi galakto-
cerebrozidy), sfingolipidy (ako najmi sfingomyeliny) a a-
zialogangliozidy (ako najmi azialo GM1 a GM2).

22. Farmaceutickd kompozicia podl'a niektorého z néa-
rokov1laZz2l,vyznadujiica sa tym,Yepr-
sadou je alebo Ze prisada obsahuje zligeninu, ktord pdsobi
na arovni kondenzicie uvedenej nukleovej kyseliny.

23. Farmaceutickd kompozicia podl'a nroku 22, v y -
znalujlica sa tym, Ze uvedend zlienina je
celkom alebo Eiastodne odvodena od histénu, nukleolinu a
alebo/ protaminu.

24, Farmaceutickd kompozicia podl'a naroku 22, v y -
znalujica sa tym, % uvedena zli¥enina je
Ciastolne alebo (plne tvorend peptidovymi motivmi
(KTPKKAKKP) a alebo/ (ATPAKKAA), ktoré sa kontinu-
dlne alebo nekontinuélne opakuju, pritom podet tychto
motivov sa méZe pohybovat’ medzi 2 a 10.

25. Farmaceutickd kompozicia podla niektorého z né-
rokovilar24,vyznadujica sa tym,Jeob-
sahuje 0,01 aZ 20 ckvivalentov prisady na jeden ekvivalent
nukleovej kyseliny, vyhodne 0,5 az 5 ekvivalentov prisady
na jeden ckvivalent nukleovej kyseliny, vyjadrené hmot-
nostne.

26. Farmaceutickd kompozicia podla niektorého z n4-
rokov 11a%225,vyznadujica sa tym,¥eob-
sahuje farmaceuticky nosi¢ na injikovatelni formulaciu.

27. Farmaceutickd kompozicia podl'a niektorého z na-
rokovilaz25,vyznadujiica sa tym,Jeob-
sahuje farmaceuticky prijatelny nosi¢ na aplikiciu na po-
koZku a alebo/ sliznicu.

28. Poufitic lipopolyaminu podr'a niektorého z narokoy
1 aZ 10 na transfekciu buniek in vivo alebo in vitro.

29. Sposob pripravy lipopolyaminu podl'a niektorého z
nérokovlaz10,vyznalujici sa tym,Zesa
uskutotni kopulacia aspoti jednej lipidovej frakcie s aspoil
jednou asymetrickou polyaminovou frakciou, pritom sa u-
vedena polyaminové frakcia ziska vopred bimolekularnou
reakciou medzi alkyladnym &inidlom, ktoré sa kovalentne
viaZe na tuhy nosi¢, a symetrickym polyaminom.

30. Sposob podPa néroku 29, vyznadujuaci
sa tym, Ze kopuldcia lipidovej frakcie s asymetrickou
polyaminovou frakciou sa uskutodiiuje na tdrovni tuhého
nosi¢a, ku ktorému sa viaZe asymetricka polyaminova frak-
cia, a nisledne sa izoluje takto ziskany lipopolyamin.

31. Spdsob podla néroku 30, vyzna&ujhci
sa ty m, Ze sa okrem toho uskuto¢ni zavedenie marke-
rov, cukrov alebo fluorescenénych sond na lipopolyamin,
viazany alebo neviazany na tuhy nosig.
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