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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest system nosnikéw kwaséw nukleinowych w postaci kompozycji opar-
tych na kationowych pochodnych poliprenoli, sposéb przygotowania systemu nosnikéw kwasow nukle-
inowych oraz ich zastosowanie.

Postep w rozumieniu patogenezy wielu choréb i dynamiczny rozwéj narzedzi do przenoszenia
kwaséw nukleinowych stworzyt perspektywe nowych zastosowan dla technik dostarczania. DNA i RNA
do komoérek oraz ich wprowadzania do praktyki laboratoryjnej i klinicznej. Obecnie kwasy nukleinowe
mozna juz uwazac za leki przeciw ciggle rosnacej liczbie choréb zaréwno genetycznych, jak i nabytych.
Do takich choréb zaliczy¢é mozna hemofilie, niedobory odpornosci, bél przewlekly, a takze HIV, muko-
wiscydoze, arterioskleroze, reumatoidalne zapalenie stawdw, nowotwory i inne (Kaiser J, Gene therapy
celebrates a decade of progress. Science 2011; vol 334; 7: 29-30; Flotte TR, Gene therapy: the first
two decades and the current state-of-the-art. J Cell Physiol 2007; 213: 301-305). Obiecujacy i stale
rosngcy potencjat terapii genowej w zwalczaniu choréb, ktére w obecnej chwili uwazane sg za nieule-
czalne, stymuluje poszukiwania efektywnych przenosnikéw materiatu genetycznego, ktére mogtyby by¢
bezpiecznie stosowane in vivo.

Najbardziej efektywne strategie dostarczania gendéw oparte sg na stosowaniu wektorow wiruso-
wych. Jednak ich zastosowania kliniczne napotykajg na szereg istotnych ograniczen, np. ich ograni-
czong tadownosé¢, mutagenne, onkogenne i auto-immunogenne skutki uboczne, a takze wysokie koszty
produkcji wielkoskalowej (Vannucci L, Lai M, Chiuppesi F, Ceccherini-Nelli L, Pistello M. Viral vectors:
a look back and ahead on gene transfer technology. New Microbiologica 2013; 36: 1-22). Wektory nie-
wirusowe stanowig obiecujgca alternatywe, poniewaz sg bezpieczne i stosunkowo tanie w produkcji.
Wsréd strategii transferu gendw, w ktérych stosuje sie wektory nie-wirusowe, lipofekcja uwazana jest
za jedng z najbardziej obiecujgcych metod.

Strategia lipofekcji oparta jest na zastosowaniu lipidéw kationowych, ktére mogg spontanicznie
oddziatywa¢ z negatywnie natadowanymi kwasami nukleinowymi tworzac lipopleksy (kompleksy lipidéw
z kwasami nukleinowymi). Ich niespecyficzne oddziatywanie z komérkowymi biatkami i cukrami znajdu-
jacymi sie na powierzchni blony komérkowej stymuluje endocytoze prowadzac do tworzenia pecherzy-
kéw endocytarnych. Mieszaniny lipidéw kationowych i pomocniczych (zwanych takze ko-lipidami), np.
DOPE (1,2-dioleilo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina), zmieniajg wtasciwo$ci lipoplekséw utatwiajgc
uwalnianie kwasow nukleinowych w czasie endocytozy.

Znaczacy potencjat lipidéw kationowych jako no$nikéw, dostarczajgcych leki genetyczne, stat sie
przyczyng intensywnych badah majgcych na celu opracowanie efektywnych przenosnikow lipidowych.
Jednakze, pomimo tego, Zze zsyntetyzowano liczne rodzaje lipidow kationowych i pomocniczych
(Koynova R and Tenchov B, Recent Patents in Cationic Lipid Carriers for Delivery of Nucleic Acids,
Recent Patents on DNA & Gene Sequences 2011; 1 5: 8-27), dotychczas nie udato sie opracowac
idealnego wektora do lipofekcji. Moze to wynika¢ z faktu, ze wydajnos¢ lipofekcji zalezy nie tylko od
struktury lipidow i ko-lipidéw, ale takze od wiasciwosci komérek bedgcych obiektem lipofekcji i warun-
kéw jej prowadzenia (np. in vitro vs. in vivo). Co wiecej, réznorodnosc¢ szlakéw i mechanizméw biorgcych
udziat w procesie lipofekcji skutkuje wysokg ztozonoscig wzajemnych relacji pomiedzy strukturg noéni-
kéw do lipofekcji, bezpieczenstwem ich dziatania i wydajnoscig. Czesto sprzeczne dane literaturowe
dotyczace wptywu witasciwosci nosnikow i lipoplekséw na wydajnos¢ transfekcji stanowig dodatkowe
przeszkody w opracowaniu nowych lipidéw i ko-lipidow do dostarczania genéw do komorek.

Poliizoprenoidy sg lipidowymi sktadnikami komdrkowych uktadéw enzymatycznych, biorgcych
udziat w glikozylacji biatek u prokariontéw (poliprenole) i eukariontéw (dolichole), rownoczes$nie jako
elementy strukturotwércze modulujg wtasciwosci bfon lipidowych. Zwigzki te biosyntetycznie sg blisko
powigzane z innymi waznymi elementami metabolizmu komérki (np. ubichinonem, cholesterolem, wita-
minami A, D, E, K). Kationowe formy poliprenoli i dolicholi najprawdopodobniej nie wystepujg w zywych
komadrkach, ale moga by¢ syntetyzowane z wystepujgcych w naturze alkoholi izoprenoidowych (Madeja
Z, Rak M, Wybieralska E, Rézanski I, Masnyk M, Chmielewski M, Lysek R, Chojnacki T, Jankowski W,
Ciepichal E, Swiezewska E, Tekle M, Dallner G, New cationic polyprenyl derivative proposed as a lipo-
fecting agent, Acta Biochim Pol. 2007 54(4): 873-6, patent: Chojnacki T, Ciepichal E, Jankowski W,
Kula-Swiezewska E, Chmielewski M, Masnyk M, tysek, Madeja Z, Rak M, Trimetyloaminowe pochodne
poli-cis i poli-trans liniowych oligomeréw izoprenowych, sposoéb ich wytwarzania oraz ich zastosowanie,
PL 211824 B1). Znane sg ze stanu techniki kationowe pochodne poliprenoli o aktywno$ci lipofekcyjnej
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(Madeja Z, Rak M, Wybieralska E, Rézanski I, Masnyk M, Chmielewski M, Lysek R, Chojnacki T, Jan-
kowski W, Ciepichal E, Swiezewska E, Tekle M, Dallner G, New cationic polyprenyl derivative proposed
as a lipofecting agent, Acta Biochim Pol. 2007 54(4): 873-6, patent: Chojnacki T, Ciepichal E, Jankowski
W, Kula-Swiezewska E, Chmielewski M, Masnyk M, tysek, Madeja Z, Rak M, Trimetyloaminowe po-
chodne poli-cis i poli-trans liniowych oligomerdéw izoprenowych, sposéb ich wytwarzania oraz ich zasto-
sowanie) jednak zaproponowane rozwigzanie uniemozliwia uzycie w warunkach surowiczych (w obec-
nosci surowicy), co znacznie ogranicza ich aplikacje — przede wszystkim nie rokuje dobrze do zastoso-
wan in vivo (Simberg D, Weisman S, Talmon Y, Faerman A, Shoshani T, Barenholz Y, The role of organ
vascularization and lipoplex-serum initial contact in intravenous murine lipofection, J Biol Chem. 2003;
10;278(41): 39858-65). Ponadto, zaproponowany sposéb przygotowania mieszaniny transfekcyjnej nie
byt korzystny do wygodnego przygotowania odczynnika dziatajgcego skutecznie przez dtuzszy okres
czasu, chronionego przed zakazeniem bakteryjnym.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze przy zastosowaniu niniejszego wynalazku mozliwe jest dostar-
czenie nowego systemu nosnikow lipidowych do transfekcji komoérek, ktéry nie posiada powyzszych
ograniczen.

Nieoczekiwanie zatem wynalazek pozwala na uzyskanie odpowiednio prostego i skutecznego
systemu modyfikowalnych no$nikéw opartych na kationowych pochodnych poliprenoli realizujgcych za-
potrzebowanie w dziedzinie wprowadzania kwaséw nukleinowych do réznych typéw komorek w warun-
kach bezsurowiczych i surowiczych (mniej sprzyjajgcych wysokiej wydajnosci transfekcji niz bezsurowi-
cze —Li S, Tseng WC, Stolz DB, Wu SP, Watkins SC, Huang L, Dynamic changes in the characteristics
of cationic lipidic vectors after exposure to mouse serum: implications for intravenous lipofection, Gene
Ther. 1999; 6(4):585-94; Zelphati O, Uyechi LS, Barron LG, Szoka FC Jr, Effect of serum components
on the physico-chemical properties of cationic lipid/oligonucleotide complexes and on their interactions
with cells, Biochim Biophys Acta. 1998; 16; 1390(2): 119-33), bezpiecznych dla erytrocytow krwi ludz-
kiej, fatwych do modyfikacji i przechowywania bez utraty wtasciwosci transfekcyjnych (stabilnych pod-
czas przechowywania, co znacznie utatwia wygodne wykorzystanie bez koniecznosci kazdorazowego
sporzgdzania bezposrednio przed uzyciem), odpornych na zakazenia bakteryjne. Nieoczekiwanie,
zmiana sktadu i przygotowania kompozycji zawierajgcych kationowe pochodne poliprenoli, doprowa-
dzita do otrzymania no$nikéw o takich wiasnie niezwykle istotnych i korzystnych cechach.

Przedmiotem wynalazku jest system no$nikow kwaséw nukleinowych w postaci kompozycji opar-
tych na kationowych pochodnych poliprenoli, zawierajgcych jako no$niki kwaséw nukleinowych katio-
nowe pochodne poliprenoli, o réznej dlugoéci farncucha poliprenylowego, przedstawione wzorem 1,

re GHs
H—T CH, —C==CH—CH,1— N=CH,
— n
=" CH,

wzor 1

w ktérym n wynosi od 11 do 15 reszt izoprenowych, oraz lipidy pomocnicze wybrane z grupy obejmujg-
cej DOPE (1,2-dioleilo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina), cholesterol, DC-cholesterol [chlorowodo-
rek {3p-[N-(N',N'-dimetyloaminoetan)-karbamoilo]cholesterolu}], DOPC: (1,2-dioleilo-sn-glicero-3-fosfa-
tydylocholina), DLPC (1,2-dilaurylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina), DMPC (1,2-dimirystylo-sn-glicero-
-3-fosfatydylocholina) oraz, ze zawiera etanol, ktérego stezenie jest zawarte w przedziale 48,5 do
73,5%, za$ pozostalg czes¢ stanowi roztwor wodny, oraz ze ewentualnie, zawiera substancje modyfi-
kujgce powierzchnie lipopleksow.

Korzystnie, gdy system w warunkach surowiczych jako lipidy pomocnicze zawiera DOPE,
DOPE+DC-cholesterol lub DOPE+DC-cholesterol+DOPC.

Korzystnie, gdy roztwor wodny stanowi standardowe medium do hodowli komarek.

Korzystnie, gdy substancje modyfikujgce powierzchnie lipoplekséw stanowi glikol polietylenowy
(PEG).
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Korzystnie, gdy system przeznaczony jest do wprowadzania DNA i/lub RN A komérek euka-
riotycznych zaréwno w warunkach surowiczych i bezsurowiczych, bez uszkadzania erytrocytow krwi
ludzkiej.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposéb przygotowywania systemu no$nikow kwasow nu-
kleinowych okreslonego powyzej, charakteryzujgcy sie tym, ze nosniki kwaséw nukleinowych kationo-
wych pochodnych poliprenoli, o réznej dlugosci tancucha poliprenylowego, przedstawione wzorem 1,

re GHs
H—T CH, —C==CH—CH,1— N=CH,
} =" CH,

w ktéorym n wynosi od 11 do 15 reszt izoprenowych i lipidy pomocnicze rozpuszcza sie w etanolu,
po czym miesza z roztworem wodnym do uzyskania homogennego roztworu, przy czym stezenie eta-
nolu w uzyskanych preparatach do wprowadzania DNA i/lub RN A zawarte jest w przedziale od 48,5 do
73,5%.

Korzystnie, gdy roztwor wodny stanowi standardowe medium do hodowli komorek.

Korzystnie, gdy system uzupetnia sie o substancje modyfikujgce powierzchnie lipopleksow, ko-
rzystnie glikol polietylenowy (PEG).

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie systemu okreslonego powyzej do otrzymy-
wania preparatow do wprowadzania DNA i/lub RNA do komoérek eukariotycznych w warunkach surowi-
czych i/lub bezsurowiczych, bez uszkadzania erytrocytow krwi ludzkiej.

Przedmiot wynalazku w przyktadzie realizaciji jest uwidoczniony na rysunku, na ktérym:

Na fig. 1 przedstawiono wzér 1 kationowych pochodnych poliprenoli — soli trimetylopoliprenylo-
amoniowych.

Na fig. 2 przedstawiono wydajne dziatanie (wprowadzanie DNA do komdrek) wybranych kompo-
zycji — PTAI-11 (jodek trimetylopoliprenyloamoniowy o wzorze 1 gdzie n=11) + DOPE + DC-cholesterol
oraz PTAI-11 + DOPE + DC-cholesterol + DOPC bezposrednio po ich przygotowaniu oraz po 8 miesia-
cach przechowywania w 4°C na modelowych komdrkach nowotworu ludzkiej prostaty DU145 zaréwno
w warunkach bezsurowiczych, jak i w obecnosci surowicy.

Na fig. 3 przedstawiono efektywne dziatanie (wprowadzanie DNA do komorek) proponowanych
kompozycji na rozne typy komorek innych niz modelowe komérki linii DU 145 — komorki mysiego czer-
niaka B16-F10, szczurzego miesaka XC oraz fibroblasty skéry ludzkiej.

Na fig. 4 przedstawiono brak wiasciwosci hemolitycznych lipoplekséw (komplekséw wybranych
kompozycji z DNA) wobec erytrocytow krwi ludzkiej.

Na fig. 5 przedstawiono skuteczno$¢ wybranych kompozycji do wprowadzania RNA do komérek
— na przykfadzie shRNA wyciszajgcego ekspresje biatka fluorescencyjnego EGFP w modelowych ko-
morkach DU145.

Niniejszy wynalazek zobrazowano za pomocg ponizszych przyktadéw wykonania:

Przyktad I: Przygotowanie i wykorzystanie wybranych kompozycji do transfekcji
komérek DU145 i poréwnanie ich wydajnosci w warunkach bezsurowiczych i w obecnosci
surowicy

PTAI-11 i lipidy pomocnicze — DOPE, DC-cholesterol, DOPC zostaty rozpuszczone w 99,8% eta-
nolu w stezeniach odpowiednio — 10; 3,2; 3,2 lub 10; 15 mg/ml. Nastepnie zostaty zmieszane z sobg
w odpowiednich proporcjach w celu uzyskania stosunkéw molowych w mieszaninach:

PTAI-11+DOPE+DC-cholesterol — 1:1:1

PTAI-11+DOPE+DC-cholesterol+DOPC — 1:1:1:1

a nastepnie zmieszane z medium DMEM F-12 HAM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Nutrient Mixture F-12 HAM) bez dodatku surowicy i antybiotykéw i intensywnie worteksowane przez
3 min — stezenie etanolu w tak przygotowanych odczynnikach wynosi:

PTAI-11+DOPE+DC-cholesterol — 73,5%

PTAI-11+DOPE+DC-cholesterol+DOPC - 59,4%
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Jest wiec ono wystarczajgce, aby chroni¢ przechowywane odczynniki przed zakazeniem bakte-
ryjnym.

W celu przygotowania mieszaniny transfekcyjnej odpowiednig ilos§¢ przygotowanych kompozycji
(taka, aby stosunek PTAI-11 + DOPE : plazmidowe DNA wynosit 3,7 ug PTAI-11+DOPE / 1 ug DNA)
rozcienczano w medium DMEM F-12 HAM. Plazmid pEGFP-CI (o wielkosci 4,7 kb) kodujacy biatko
zielonej fluorescencji EGFP zostat rozpuszczony w DMEM F-12 HAM bez surowicy i antybiotykow
w stezeniu 80 ng/ul. Réwne objetosci mieszaniny lipidow oraz plazmidowego DNA byly mieszane, in-
kubowane przez 30 min w temperaturze pokojowej w celu otrzymania lipoplekséw, a nastepnie rozcien-
czane medium (1:4).

Komorki DU145 wysiewano na ptytki 24-dotkowe w liczbie 8x104 komérek/dotek i hodowano przez
24 godziny w medium DMEM F-12 HAM z 10% dodatkiem surowicy bez antybiotykow, Medium usuwano
i dodawano medium DMEM F-12 HAM bez surowicy i antybiotykéw oraz lipopleksy (objeto$¢ miesza-
niny transfekcyjnej — 400 ul) aby osiggna¢ ilos¢ kationowej pochodnej PTAI-11 + DOPE w mieszaninie
transfekcyjnej rowng 4 ug (procedura bezsurowicza) lub zostawiano 200 ul medium, w ktérym komorki
zostaty wysiane i dodawano lipopleksy (objeto$¢ mieszaniny transfekcyjnej — 400 pl, procedura trans-
fekcji w obecnosci surowicy). Po 5 godzinach inkubacji w 37°C przy 5% CO2, dodawano
400 (ul medium DMEM F-12 HAM z 20% dodatkiem surowicy i podwdjng iloscig antybiotykow.

Wydajnos¢ transfekcji oceniano poprzez obserwacje fluorescencji komoérek po 24 godzinach od
transfekciji.

Na fig. 2 przedstawiono wyniki, ktére wykazaty wysokg wydajno$é kompozycji zaréwno w warun-
kach bezsurowiczych, jak i w obecnosci surowicy.

Przyktad Il: Porownanie wydajnosci wybranych kompozycji bezposrednio po przygo-
towaniu oraz po ditugoterminowym przechowywaniu

Kompozycje przygotowane wedtug przykiadu | zostaty uzyte bezposrednio po przygotowaniu oraz
po 8 miesigcach przechowywania w 4°C do transfekcji komérek DU145 w réznych warunkach (bezsu-
rowiczych i w obecnosci surowicy). Na fig. 2 przedstawiono wyniki, ktére wykazaty wysokg wydajnosc
kompozycji bezposrednio po przygotowaniu (A) oraz po 8 miesigcach przechowywania w 4°C (B).

Wydajnos¢ transfekcji oceniano poprzez obserwacje fluorescencji komorek po 24 godzinach od
transfekcji. Wyniki przedstawiono w postaci zdje¢ z mikroskopii kontrastowo-fazowej (KF) i fluorescen-
cyjnej (EGFP).

Przyktad lll: Przygotowanie, wykorzystanie i wydajnos¢ wybranych kompozycji do
transfekcji ré6znych typéw komoérek, mysiego czerniaka B16-F10, szczurzego migsaka XC oraz
fibroblastow skoéry ludzkiej

PTAI-15 (jodek trimetylopoliprenyloamomowy o wzorze 1 gdzie n=15) zostat rozpuszczony
w 99,8% etanolu w stezeniu 10 mg/ml, natomiast PEG 8000 (glikol polietylenowy o masie czgsteczko-
wej 8000) w jatowej wodzie destylowanej w stezeniu 0,5 mg/ml. Pozostate lipidy zostaty przygotowane
tak, jak opisano w przyktadzie I, tj. DOPE, DC-cholesterol, DOPC zostaty rozpuszczone w 99,8% eta-
nolu w stezeniach odpowiednio — 3,2; 3,2 lub 10; 15 mg/ml. Nastepnie sktadniki zostaty zmieszane ze
sobg w odpowiednich proporcjach w celu uzyskania stosunkéw molowych w mieszaninach:

PTAI-11+DOPE+DC-cholesterol - 1:1:1

PTAI-11+DOPE+PEG; PTAI-11+DOPE - 1:1

PTAI-15+DOPE+DC-cholesterol+DOPC - 1:1:1:1

a nastepnie zmieszane z medium DMEM F-12 HAM bez dodatku surowicy i antybiotykdw i inten-
sywnie worteksowane — stezenie etanolu w tak przygotowanych odczynnikach wynosito:

PTAI-11+DOPE+DC-cholesterol — 73,5%

PTAI-11+DOPE+PEG - 48,5%

PTAI-15+DOPE+DC-cholesterol+DOPC - 58,9%

W celu przygotowania mieszaniny transfekcyjnej odpowiednig ilos¢ przygotowanych odczynni-
kéw (takg, aby stosunek PTAI + DOPE : plazmidowe DNA wynosit 3,7 ug PTAI-11 + DOPE i 4,2 ug
PTAI-15 + DOPE / 1 yg DNA) rozcienczano w medium hodowlanym bez dodatku surowicy i antybioty-
kéw. Plazmid pEGFP-C1 kodujgcy biatko zielonej fluorescencji EGFP zostat rozpuszczony w medium
hodowlanym bez surowicy i antybiotykéw w stezeniu 80 ng/ul. Réwne objetosci mieszaniny lipidéw oraz
plazmidowego DNA byty mieszane, inkubowane przez 30 min w temperaturze pokojowej w celu otrzy-
mania lipoplekséw, a nastepnie rozcienczane medium (1:4). Na 5 min. przed koAcem 30-minutowe;j
inkubacji do wybranych lipoplekséw dodawano PEG 8000, tak aby stanowit on 4% wi/v.
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Komorki wysiewano na ptytki 24-dotkowe w liczbie 7x104 komérek/dotek (B16-F10), 8x10* komo-
rek/dotek (XC); 3x10* komérek/dotek (fibroblasty skory ludzkiej) i hodowano przez 24 godziny w medium
EMEM (Minimal Essential Medium Eagle) (B16-F10, XC) lub DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium; fibroblasty skory ludzkiej) z 10% dodatkiem surowicy, bez antybiotykéw. Zostawiano 200 pl me-
dium i dodawano lipopleksy, aby osiggng¢ ilosci kationowych pochodnych PTAI-11/15 + DOPE w mie-
szaninach transfekcyjnych rowne 4 ug PTAI-11+DOPE i 5 ug PTAI-15+DOPE / 400 ul mieszaniny trans-
fekcyjnej. Po 5 godzinach inkubacji w 37°C przy 5% CO2, dodawano 400 pl odpowiedniego medium
z 20% dodatkiem surowicy i podwadjng iloscig antybiotykow.

Wydajnos$¢ transfekcji oceniano poprzez obserwacje fluorescencji komoérek po 24 godzinach od
transfekciji.

Na fig. 3 przedstawiono wyniki, ktére wykazaty wysokg wydajnos¢ proponowanych kompozycji
w obecnosci surowicy na przyktadzie wybranych typow komorek: linii komoérek mysiego czerniaka
B16-F10 i szczurzego miesaka XC oraz fibroblastow skoéry ludzkiej. Wyniki przedstawiono w postaci
zdje¢ z mikroskopii kontrastowo-fazowej (KF) i fluorescencyjnej (EGFP).

Przyktad IV: Bezpieczenstwo kompozycji wzgledem erytrocytéw krwi ludzkiej

Odczynniki PTAI-11/15+DOPE+DC-cholesterol+DOPC przygotowano i zastosowano do sporza-
dzenia lipoplekséw jak opisano w przyktadach 1 i lll.

Wiasciwosci hemolityczne lipopleksow testowano na erytrocytach krwi ludzkiej (RBC) zawieszo-
nych w PBS (buforowany fizjologiczny roztwor soli). RBC pozyskane od zdrowych dawcow — ochotnikow
oczyszczano przez trzykrotne wirowanie (1000xg, 10 min) i zawieszanie w podwajnej ilosci PBS (w sto-
sunku do poczatkowej objetosci krwi petnej), a nastepnie rozcienczano 50-krotnie. Nosniki i lipopleksy
w DMEM F-12 HAM bez dodatku czerwieni fenolowej dodawano do zawiesiny RBC, tak aby osiggnaé
stezenia PTAI+DOPE podane na Fig. 4 (ug / 400 ul mieszaniny) i inkubowano przez 1 godzine w 37°C
delikatnie mieszajgc. Probki wirowano (1000xg, 10 min) i nadsgcze przenoszono do ptytki 96-dotkowej
w celu okres$lenia stopnia hemolizy. Wzgledne stezenie hemoglobiny okreslano korzystajgc z urzadze-
nia Multiscan FC (Thermo Scientific) — mierzono absorbancje probek przy dtugosci fali réwnej 405 nm.
RBC z dodatkiem 1% detergentu Triton X-100 stosowano jako kontrole pozytywng (100% hemolizy).

Na fig. 4 przedstawiono wyniki, ktére wykazaty brak wtasciwosci hemolitycznych lipoplekséw spo-
rzadzonych na bazie kompozycji stosowanych do wprowadzania plazmidowego DNA wobec erytrocy-
téw krwi ludzkiej.

Przyktad V: Zastosowanie kompozycji do wprowadzania RNA do komérek

Odczynniki PTAI-11/15+DOPE+DC-cholesterol+DOPC i lipopleksy z RNA przygotowano tak
jak opisano w przykfadach | i lll. Komoérki DU145 wysiewano na ptytki 24 -dotkowe w liczbie 5x104
(24h), 2,5x104 (48h), 1,25x104 (72h), 104 (96h) komérek/dotek i hodowano przez 24 godziny w me-
dium DMEM F-12 HAM z 10% dodatkiem surowicy, bez antybiotykéw. Zastosowano po 100 pl lipo-
plekséw dodawanych do 200 pl pozywki, w ktérej komérki zostaty wysiane. Do komérek wprowa-
dzono shRNA wyciszajgce ekspresje biatka fluorescencyjnego EGFP stosujgc mieszaniny trans-
fekcyjne zawierajgce (w 300 pl):

— PTAI-11+DOPE+DC-cholesterol+DOPC (w iloSci zawierajgcej 2,4 ug PTAI-11+DOPE) + 30

pmoli ShRNA

— PTAI-15+DOPE+DC-cholesterol+DOPC (w ilosci zawierajacej 3 ug PTAI-11+DOPE) + 30

pmoli shRNA

Po 24 godzinach wprowadzono do komaérek plazmid pEGFP-C1 za pomocg komercyjnie dostep-
nego odczynnika Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (Life Technologies) stosujac 1,25 pl
Lipofectamine® 2000 + 1 ug plazmidowego DNA pEGFP-C1/ dotek ptytki 24-dotkowe;j.

Na fig. 5 przedstawiono wyniki, ktére pokazujg wydajne wprowadzenie shRNA do komérek i jego
efekt — wyciszong ekspresje EGFP w komérkach DU145.

Wyniki przedstawiono w postaci zdje¢ z mikroskopii kontrastowo-fazowej (KF) i fluorescencyjnej
(EGFP).
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Zastrzezenia patentowe

1. System nos$nikéw kwaséw nukleinowych w postaci kompozycji opartych na kationowych po-

chodnych poliprenoli, zawierajgcych jako nosniki kwasoéw nukleinowych kationowe pochodne
poliprenoli, o réznej dtugosci tancucha poliprenylowego, przedstawione wzorem 1,

e o
H—T CH, —C == CH—CH,{— N=CH,
e (]
o Ch,

wzor 1

w ktorym n wynosi od 11 do 15 reszt izoprenowych, oraz lipidy pomocnicze wybrane z grupy
obejmujgcej DOPE (1,2-dioleilo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina), cholesterol, DC-chole-
sterol [chlorowodorek {3B-[N-(N',N'-dimetyloaminoetan)-karbamaoilo]cholesterolu}], DOPC:(1,2-
-dioleilo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina), DLPC (1,2-dilaurylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina),
DMPC (1,2-dimirystylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina) oraz, ze zawiera etanol, ktérego ste-
zenie jest zawarte w przedziale 48,5 do 73,5%, zas pozostatg czes¢ stanowi roztwor wodny,
oraz ze ewentualnie, zawiera substancje modyfikujgce powierzchnie lipopleksow.

. System wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w warunkach surowiczych jako lipidy pomocni-
cze zawiera DOPE, DOPE+DC-cholesterol lub DOPE+DC-cholesterol+DOPC.

. System wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze roztwér wodny stanowi standardowe medium
do hodowli komorek.

. System wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze substancje modyfikujace powierzchnie lipoplek-
séw stanowi glikol polietylenowy (PEG).

. System wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze przeznaczony jest do wprowadzania DNA i/lub
RNA komorek eukariotycznych zaréwno w warunkach surowiczych i bezsurowiczych, bez
uszkadzania erytrocytéw krwi ludzkiej.

. Sposoéb przygotowywania systemu nosnikéw kwaséw nukleinowych okreslonego zastrzeze-
niami 1 do 5, znamienny tym, ze nosniki kwaséw nukleinowych kationowych pochodnych
poliprenoli, o réznej dlugosci taricucha poliprenylowego, przedstawione wzorem 1,

zd -

e ¢y
H— CH, —C==CH—CH,T— N=CH,
- n
o Ch,

w ktérym n wynosi od 11 do 15 reszt izoprenowych i lipidy pomocnicze rozpuszcza sie w eta-
nolu, po czym miesza z roztworem wodnym do uzyskania homogennego roztworu, przy czym
stezenie etanolu w uzyskanych preparatach do wprowadzania DNA i/lub RNA zawarte jest
w przedziale od 48,5 do 73,5%.

. Sposoéb wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze roztwér wodny stanowi standardowe medium
do hodowli komérek.

. Sposoéb wedtug zastrz. 7, znamienny tym, Zze system uzupetnia sie o substancje modyfikujgce
powierzchnie lipoplekséw, korzystnie glikol polietylenowy (PEG).

. Zastosowanie systemu okreslonego zastrzezeniami 1 do 5 do otrzymywania preparatéw do
wprowadzania DNA i/lub RNA do komérek eukariotycznych w warunkach surowiczych i/lub
bezsurowiczych, bez uszkadzania erytrocytéw krwi ludzkiej.
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Rysunki
CH, cH,
H— CH, —C ==CH OH, N—CH,
" CH,

wzor 1

fig. 1

PTAI-11 + DOPE + DC-cholesterol PTAI-11 + DOPE + DC-cholesterol + DOPC
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fig. 3
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