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Polypeptid so sekvenciou aminokyselin zodpoveda-
juct SEQ ID NO: 1 HyN-Glu-Ala-Cys-Ala-Gly-Ala-Tyr-
-Lys-Ser-Cys-Asp-Lys-Val-Lys-Cys-Cys-His-Asp-Arg-Arg-
-Cys-Arg-Cys-Asn-lle-Ala-Met-Asp-Asn-Cys-Val-Cys-
-Lys-Leu-Phe-Tyr-Cys-Glu-Leu-Phe-Gly-Thr-Cys-Asp-
-Arg-Leu-Lys-Pro a farmaceuticky vhodné soli blokuji
vapnikové kandliky v bunkéch, vratane neurénovych
a svalovych buniek rdznych organizmov vritane
bezstavcov a stavovcov. Opisand je izoldcia uvedeného
polypeptidu z jedu pavikka Agelenopsis aperta a sekve-
novanie polypeptidu.
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Polypeptid a jeho pouzitie

Oblast techniky

Vynalez sa tyka polypeptidu, ktory je obsiahnuty v
jedu pavika Agelenopsis aperta a polypeptidu, ktory ma v
podstate rovnakud sekvenciu aminokyselin a v podstate rovnaku
uc¢innost ako polypeptid uvedeny hore. Tieto polypeptidy
a ich farmaceuticky vhodné soli blokuju vapnikové
kandalky v bunkach, vratane neurénovych a svalovych buniek
roéznych organizmov vratane bezstavovcov a stavovcov. Vyndlez
sa tiez tyka aplikacie tychto polypeptidov a ich soli pre
blokovanie véapnikovych kanalkov v bunkach, ako si bunky
nervového a svalového systému organizmov a dalej tiez vyu-
zitia tejto aplikacie pri liecbe choréb a stavov cicavcov,
ktoré su sprostredkované vapnikovymi kandlkami a pri
potlacovani bezstavcovych Skodcov. Vyndlez sa tieZ tyka
prostriedkov obsahujucich tieto polypeptidy a ich soli.

Dotera-jsi stav techniky

Zlu¢eniny, ktoré su ucinné ako antagonisti vap-
nika, nachadzaju rézne aplikacie. Dajui sa pouzit pri
liecbe takych stavov a chordb, ako je mi. angina,
hypertenzia, kardiomyopatia, supraventrikuldrna arytmia,
aesophogealna achalédzia, pred¢asnd priprava k pérodu
a Raynaudova choroba (vid W. G. Nayler, Calcium Antagonists,
Academic Press, Harcourt Brace Jovanovich Publishiers, New
York, NY 1988). Hore uvedend publikacia je tu uvedena
nahradou za prenesenie celého jej obsahu do popisu tohto
vyndlezu. Tieto zluceniny sui dalej uzitodné pri Studiu

fyzioldgie takych buniek, ako si neurény a svalové bunky.

Iné polypeptidy izolované z Agelenopsis aperta

su zverejnené v US patente &. 5 122 596,
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Podstata vynalezu

Ako uZ bolo uvedené hore, tyka sa vyndlez poly-
peptidu, ktory je obsiahnuty v jedu pavika Agelenopsis aperta.
Polypeptid a frakcia, v ktorej je pritomny, podla vynalezu,

sUi charakterizované dalej.

Peptid J, Agelenopsis ma nasledujicu sekvenciu
aminokyselin (SEQ ID NO: 1)

H,N-Glu-Ala-Cys-Ala-Gly-Ala-Tyr-Lys-Ser-Cys-Asp-Lys-Val~Lys-
Cys-Cys-His-Asp-Arg-Arg-Cys-Arg-Cys-Asn-Ile-Ala-Met-Asp-Asn-
Cys-Val-Cys-Lys-Leu-Phe-Tyr-Cys-Glu-Leu-Phe~-Gly-Thr-Cys-Asp-
Arg-Leu-Lys-Pro

Polypeptid podla vyndlezu blokuje vépnikové kanalky
v bunkach. V désledku toho je tento polypeptid uzitocny pri
blokovani vapnikovych kandlkov v bunkdch, ako takom, a
tiez je uZitoény pri potlacovani bezstavcovych Skodcov a pri
lie¢be chordb a stavov cicavcov, ktoré su sprostredkované

funkciou véapnikovych kandlkov v bunkéach.

Do rozsahu vynalezu spadaju tieZ polypeptidy, ktoré
maju v podstate rovnaki sekvenciu aminokyselin a v podstate
rovnakd uc¢innost pri blokovani vépnikovych kanalkov, ako
polypeptid opisany hore.

Predmetom vynadlezu su tieZ farmaceutické
prostriedky obsahujice hore uvedené polypeptidy a spdsoby
podavania tychto polypeptidov.

Nasleduje podrobny popis tohto vyndlezu.

Jed sa ziskava odberom z pavika Agelenopsis aperta
po jeho elektrickej stimulacii v zhode s Standardnymi



postupmi, ktoré su odbornikom v tomto odboru zname. Pred-
nostne sa pouzivajui postupy, ktoré zaruduju, Ze neddjde ku
kontaminacii jedu abdomindlnym regurgitantom (vratnym pru-
dom) alebo hemolymfou. Také postupy si odbornikom v tomto
odboru dobre zname. Takto ziskany cely jed sa uskladnuje v
zmrazenom stave pri teplote asi -78°C aZ do jeho pouzZitia pri
purifikacii opisanej dalej. Purifikdcia zloZiek z celého jedu
sa vykonava vysoko uc¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC)
s reverznymi fazami na réznych preparativnych alebo semipre-
parativnych stlpcoch, ako je stipec c-4 a C-18 Vydac(R)
(Rainin Instrument Co. Inc., Mack Road, Woburn, Massachu-
setts 01801, USA). Detekcia pikov sa vykondva monochromaticky
pri 220 aZ 230 nm. Dal$ia analyza frakcii sa napriklad mdze
uskutoc¢nit na zaklade polychrémnych UV dat ziskanych pomocou
detektoru so sidstavou diéd (Waters 990) (Millipore
Corporation Waters Chromatography Division, 34 Maple Street,
Milford, Massachusetts 01757, USA). Frakcie zo stipcov sa
zberaju znamymi postupmi, ako napriklad pri pouziti zberace
frakcii ISCO/"FOXY" a pikového detektoru ISCO 2159 (Isco,
4700 Superior, Lincoln, Nebraska, 68504, USA). Frakcie sa
zberajl do nadob vhodnej velkosti, napriklad do sterilnych
polyetylénovych laboratdédrnych nadob. Skoncentrovanie frakcii
sa potom vykona lyofilizdciou z eluatu, po ktorej nasleduje
lyofilizacia z vody. Cistota vyslednych zloZkovych frakcii
sa potom mdZe stanovit chromatografickou analyzou pri pouziti
analytického stipca s gradientovym systémom, ktory je
izokratictejs$i nezZ systém pouzZity pri finalnej purifikacii
tychto frakcii.

Polypeptid podla vyndlezu je moZné znamymi metdda-
mi sekvenovat. VSeobecni stratégia pre stanovenie zakladnej

Struktury zahrna napriklad tieto stupne:

1) Redukcia a S-pyridylacia disulfidom premostenych



[rs

cysteinovych zvySkov za tGCelom zvysSenia susceptibility substra-

tu k enzymatickému napadnutiu,

2) Regulované jednostupriové alebo viacstupriové Ste-

penie peptidu enzymom.

3) Izolacia a purifikdcia fragmentov peptidu vysoko
ucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s reverznymi

fadzami.

4) Charakterizacia fragmentov peptidu pomocou
N-termindlneho sekvenovania a hmotnostnej spektrometrie

"ion-spray".

S-pyridyletylacia cysteinovych zvyskov Studovanych
polypeptidov sa napriklad méZe vykonavat v roztoku a po tejto
operacii nasleduje sekvenovanie polypeptidov. Jeden zo spdsobov
S-pyridyletyldcie, ktory je moZné pouzZit, je opisany dalej.

Asi 1 az 10 ug polypeptidu sa rozpusti v 50 pl
tlmivého roztoku pripraveného zmiesanim 1 dielu 1M TrisHC1
s pH 8,5 s obsahom EDTA (4mM) a 3 dielov 8M hydrochloridu
guanidinu, alebo sa tymto tlmivym roztokom na objem 50 pl
zriedi. Prida sa 2,5 pl 10% vodného 2-merkaptoetanolu
a zmes sa inkubuje pri teplote miestnosti v temne pod
argénovou atmosférou 2 hodiny. Po inkubacii sa pridaju
2 pul 4-vinylpyridinu (cerstvé reakéné ¢inidlo skladované
pod argdénovou atmosférou pri -20°C) a vyslednd zmes sa
dalsie 2 hodiny inkubuje pri teplote miestnosti v temne pod
argénovou atmosférou. Potom sa zmes odsoli, prednostne
chromatograficky na kratkom stipci s reverznymi fézami.
Ziskany alkylovany polypeptid sa potom znamymi metédami

sekvenuje.
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Vdaka vyndlezu, ktory je charakterizovany v tomto
popise, sa peptid pritomny vo frakcii J, Jjedu z Agelenopsis
aperta méZe ziskat tieZ inymi metdédami ako izolaciou a puri-
fikaciou z celého jedu. Polypeptidy podla vyndlezu je teda
tiez mozné vyrobit pri pouZiti rekombinantnych DNA technik
pomocou klonovania kdédujucej sekvencie pre tieto polypeptidy
alebo ich c¢asti. Tak napriklad je mozZné, s vyuZitim informa-
cie so znamou sekvenciou aminokyselin tychto polypeptidov,
pouzit hybridizadné sondy pre klonovanie kédujucej sekvencie
pre cely polypeptid, ¢o sa vykonava spdsobmi dobre znamymi
odbornikom v tomto odboru. Pri vyrobe polypeptidov podla
vynalezu sa tieZ mdéZu pouZit kombinicie rekombinantnych DNA
technik s in vitro syntézou proteinu. Ako neobmedzujici
priklad metdédy in vitro syntézy proteinu je mozZné uviest me-
tédu uskutocnovani v syntetizdtoru peptidov v pevnej faze
ABI 430A (Applied Biosystems Inc., 850 Lincoln Center Drive,
Foster City, California 94404, USA), pri ktorej sa pouziva
Standardnad Merrifieldova chémia alebo iné chémie pre postup
v pevnej faze, ktoré sui dobre zname odbornikom v tomto odboru.

V tomto odboru je dobre znéme; Ze v polypeptidoch
je moZzné vykondvat urcité substitiucie aminokyselin, ktoré
neovplyviiuju alebo v podstate neovplyviiuji funkcie tychto poly-
peptidov. Specifické substiticie, ktoré si moZné, sa menia od
polypeptidu k polypeptidu. Stanovenie pripustnych substitdcii
sa uskutocnuje postupmi, ktoré su v tomto odboru dobre zname.
Do rozsahu tohto vynadlezu teda spadaju vSetky polypeptidy,
ktoré maju v podstate rovnaku sekvenciu aminokyselin a v pod-
state rovnakd U¢innost pri blokovani vépnikovych kanalkov.

Polypeptidy podla vynalezu blokuju vapnikové kanal-
Ky obsiahnuté v réznych bunkdch, ako sui napriklad bunky
nervového systému a svalového systému bezstavovcov a

stavovcov.



Schopnost polypeptidov podla vynalezu blokovat vap-
nikové kandlky je mozné demonstrovat nasledujicim postupom.
Z cerebela osemdennych potkanov sa ziskajd cerebeldrne granu-
larne bunky (Wilkin et al., Brain Res., 115, 181 aZ 199,
1976). Stvorce (1 cm?) z Aclaru (Proplastics Inc., 5033
Industrial Ave., Wall, NJ, 07719, USA) sa potiahnu poly-L-
lyzinom a umiestnia do l2-jamkovych misiek obsahujicich 1 ml
Eaglova bazalneho média. Bunky sa disociujui a do kaZdej jamky
obsahujucej Stvorec Aclaru sa prida alikvdétna ¢ast obsahu-
juica 6,25 x 10® buniek. Po 24 hodinach sa pridd cytozin-beta-
D-arabinofuranozid (koncova koncentrdcia 10uM). Bunky sa
pouzivaju pre fura2 analyzu u 6-, 7- a 8-dennej kultdry. Bunky
(pripojené k Aclarovym S$tvorcom) sa prevedd do 12-jamkovej
misky obsahujucej 1 ml 2uM fura2/AM (Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR 97402, USA) v tlmivom roztoku HEPES (s obsahom
hovadzieho sérového albuminu 0,01 % a dextrézy 0,01 %; pH 7,4,
bez horc¢ika). Bunky sa inkubuji poc¢as 40 minat pri 37°C a
potom sa tlmivy roztok obsahujici fura2/AM odstrani a nahradi
1 ml rovnakého tlmivého roztoku bez fura2/AM. Do kyvety
z kremenného skla sa predloZi 2,0 ml predhriateho (37°C)
tlmivého roztoku. Do kyvety sa pridaju bunky na Aclaru,
kyveta sa vloZi do termostatovaného (37°C) drziaku
vybaveného magnetickym mieSadlom a pomocou fluorescen&ného
spektrofotometru (Biomedical Instrument Group, University of
Pennsylvania, USA) sa meri fluorescencia. Fluorescencny
signdl sa nechad stabilizovat asi 2 mindty. Potom sa do kyvety
prida 5 az 20 pl rezervného roztoku $tudovanej zlié&eniny
vV roztoku chloridu sodného tlmeného fosforecnanom (PBS, pH
7,4) s vhodnou koncentraciou. Kalibracia fluorescenc¢nych
signdlov a oprava»ﬁniku fura2/AM sa vykondva zavedenymi
postupmi (Nemeth et al., J. Biol. Chem. 262, 5188 (1987)) na
zaver Kazdej skusSky. Maximdlna hodnota fluorescencie (Fmax)
sa stanovi pridavkom iénomycinu (35pM) a minimdlna hodnota
(Fmin) sa stanovi nasledujicim pridavkom EGTA (12pM) za

Ucelom chelatizicie véapnika. Pri pouzZiti hore opisaného



postupu sa zisti, Ze dochadza k blokovani vapnikovych
kanalkov sStudovanym polypeptidom, ¢o sa prejavi poklesom
fluorescencie po pridani tohto polypeptidu. Pri tejto skiuske
vykazuje polypeptid podla tohto vyndlezu nizke hodnoty

ICgy, pod 200 nm, pri blokovani vapnikovych kanalkov.

Pre porovnanie je mozZné uviest, Ze dva zname ob-
chodne dostupné antagonisti vépnikovych kandlkov, Nifedipine

a Verapamil, vykazuju hodnotu ICgp 33 nm a 4 800 nm.

Polypeptidy podla tohto vyndlezu si uzZitoéné pri
blokovani vapnikovych kandlkov v bunkach, ako takom. Vdaka
tomu su polypeptidy tieZ uZito¢né pri potladovani bezstavco-
vych skodcov a pri liecbe chordb a stavov sprostredkovanych
funkciou vapnikovych kandlkov v bunkdch cicavcov, ako je mi.
angina, hypertenzia, kardiomyopatia, supraventrikularna
arytmia, aesophogedlna achalédzia, predé¢asnd priprava k pérodu
a Raynaudova choroba. Dalej su tieto polypeptidy uZitod&né
pri studiu fyzioldgie buniek, pricom ako neobmedzujice
priklady buniek prichddzajicich do dvahy, je mozné uviest
bunky nervového a muskularneho systému.

Do rozsahu tohto vynalezu spadaju tieZ farmaceu-
ticky vhodné soli polypeptidov podla vyndlezu. Tieto soli
sa vyrabaju spdésobmi, ktoré su v tomto odboru zname. Tak
napriklad soli polypeptidov s bazami je moZné vyrobit

konven¢nymi metdédami.

Pri podavani polypeptidov podla vynalezu cicavcom
je mozZné tieto 1latky podavat bud samotné alebo v kombinicii
s farmaceuticky vhodnymi nosic¢mi alebo riedidlami, v podobe
farmaceutickych prostriedkov, ako je to obvyklé v Stan-
dardne]j farmaceutickej praxi. Polypeptidy je moZné podavat
oralne alebo parenterdlne, pric¢om parenterdlnemu spdésobu
podavania sa venuje prednost. Parenterdlne podavanie zahria



intravenézne, intramuskuldrne, intraperitonedlne, subkuténne

a topické podavanie.

Pokial sa polypeptidy podla vyndlezu podavaju
oralne, mdézu sa na tieto uUcely pouzivat prostriedky vo forme
tabliet alebo kapsil alebo vodnych roztokov alebo suspenzii.
Ako vhodné nosice, ktoré sa obycajne pouzivaju v tabletach
pre oralne podavanie, je mozZné uviest laktézu a kukuriény skrob.
Dalej sa k takym tabletdm pridavaju obycajne lubrika&né
¢inidla, ako je stearan horecCnaty. Ako vhodné riedidla pre
pripravky v podobe kapsil je moZné uviest laktézu a suseny
kukuriény Skrob. Pokial sa majui vyrobit vodné suspenzie pre
oralne podavanie, mieSa sa UCinnd prisada s emulgaénymi
a suspenznymi ¢inidlami. Ked je to Ziadice, méZu sa tiez
pridavat urcéité sladidla a/alebo aromatizacné latky.

Pre intramuskularne, intraperitonedlne, subkutdnne
a intravendézne podavanie sa méZu vyrabat sterilné roztoky
uc¢innej prisady. Hodnota pH tychto roztokov sa tUéelne nasta-
vuje alebo tlmi. Pri roztokoch urcenych pre intravendzne
poddvanie je potrebné dbat o nastavenie celkovej koncentracie

rozpustenych latok, aby bol pripravok izotonicky.

Pokial sa polypeptid alebo jeho sol podla vynalezu
bude podavat humdnnemu pacientovi, stanovi denni davku
obycajne osSetrujuci lekdr. Davkovanie bude zavislé od veku,
hmotnosti a odpovedi konkrétneho pacienta a od zavaZnosti

symptémov choroby a U¢innosti podavanej zlu&eniny.

Pokial sa polypeptid alebo jeho sol podla vynalezu
bude pouzZivat pri potladovani bezstavovych Skodcov, bude
sa tymto bezstavovcom podavat polypeptid priamo alebo sa bude
aplikovat na prostredie, v ktorom sa bezstavovci vyskytuja.
Tak napriklad sa mézZe zlicenina podla vynalezu aplikovat na
bezstavovce vo forme postreku roztokom tejto zlddeniny.



MnoZstvo zluceniny potrebné pre potladenie bezstavovcov sa
bude menit v zavislosti od druhu bezstavovcov a podmienok

prostredia. Toto mnoZstvo stanovi osoba vykondvajica aplikéaciu.

Pokial sa polypeptid alebo jeho soli podla vynalezu
budd pouzivat pri studiu fyzioldégie buniek, bude sa tento
polypeptid podavat bunkam metdédami, ktoré sd zndme odbor-
nikom v tomto odboru. Polypeptid je napriklad moZné bunkam
poddavat vo vhodnom fyziologickom tlmivom roztoku. Vhodna
koncentracia polypeptidu podla vyndlezu pri pouziti
v takych stadiach je 200pM. Koncentricia polypeptidu pri
tychto studdidch vsak mdZe byt i vysSia alebo podstatne
nizsia neZ 200uM. MnoZstvo podavaného polypeptidu stanovi

odbornik v tomto odboru znamymi metdédami.
Vynalez je bliZSie objasneny v nasledujicich prikla-
doch uskutocCnovania. Tieto priklady majui vyhradne ilustrativny

charakter a rozsah vyndlezu v Ziadnom ohlade neobmedzuju.

Priklady predvedenia vyndlezu

Priklad 1

A. Surovy jed z Agelenopsis aperta (asi 40 pl) sa
nanesie na stipec HPLC s reverznymi fézami [VYDAC(R) c-18,
300 & (30 nm), 22 x 250 mm], ktory sa uskutocriuje pri pouZiti
programu s dvojfazovym linedrnym gradientom od zloZenia 95 %
zlozky A a 5 % zloZky B do zloZenia 80 % zloZky A a 20 %
zlozky B (30 minut) a dalej do zloZenia 30 % zlozky A a 70 %
zlozky B (25 minut), kde zloZkou A je 0,1% kyselina tri-
fludroctova a zlozZkou B je acetonitril, pridom detekcia sa
vykonava pri 220 nm a prietokova rychlost je 15 ml/min. Po-
zadovana frakcia sa zbera v dobe v rozmedzi od 38,3 do 38,7
minaty. Rovnaké frakcie z rdznych pokusov sa spoja a skon-

centruju lyofilizaciou.
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B. Latka ziskand frakciondciou podla stupna A. (z
100 pl surového jedu) sa nanesie na stipec HPLC s reverznymi
fazami [vyDAc(R) c-18, 300 A (30 nm), 22 x 250 mm], ktory sa
uskutoc¢fiuje pri pouziti programu s linearnym gradientom od
zlozenia 77 % zloZky A a 23 % zloZky B do zloZenia 70 % zlozky
A a 30 % zloZky B (25 minut), kde zloZkou A je 0,1% kyselina
trifludéroctovd a zloZkou B je acetonitril, pricom detekcia
sa vykonava pri 220 nm a prietokovd rychlost je 12 ml/min.
PoZadovana frakcia sa zberd v dobe v rozmedzi od 17,3 do 17,7
mindty. Rovnaké frakcie z rdéznych pokusov sa spoja a skoncent-

ruju lyofilizaciou.

Struktura peptidu J, sa stanovi a overi nasleduju-
cimi metdédami. Vykonad sa analyza aminokyselin PTC pri pouZi-
ti 1 az 10 nmol (3 x) pomocou systému Waters Pico-Tag. N-ter-
minalne sekvenovanie sa vykonad v pulznom kvapalinovom sekve-
natoru (ABI) ako na nativnom, tak na redukovanom/pyridyl-
etylovanom peptide. Zakladna sStruktura polypeptidu sa
zisti pri pouzZiti automatizovaného pulzného kvapalinového
sekvenatoru (Applied Biosystems, model 473A). Udaje hmotnost-
nej spektralnej analyzy sa ziskaju z hodndét doby desorpcie
plazmy BIO-ION pri pouZiti hmotnostného spektrometru (flight

mass).

Pyridyletylovany derivat peptidu J,, ktory sa hodi
pre N-termindlne sekvenovanie, sa vyrobi nasledujucim spdso-
bom. Peptid J, (50 mg) sa rozpusti v 10 pul tlmivého roztoku
(zmes 1M Tris, pH 8,4, 4 pM EDTA-dvojsytnej a 8M hydrochlori-
du guanidinu v pomeru 1 : 3) a k vzniknutému roztoku sa
pridaju 2 pl 0,454M (10% - objemovo) roztoku 2-merkaptoeta-
nolu v tlmivom roztoku, potom sa vzniknutd zmes 3 hodiny
udrzuje pri teplote miestnosti v temne. Potom sa k reakénej
zmesi pridaju 2 pl 0,456M roztoku 4-vinylpyridinu v tlmivom

roztoku a zmes sa 18 hodin udrzuje v temne pri teplote mies-
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tnosti. Vzniknutd reak¢énd zmes sa zriedi 90 pl vody a 40 pl

acetonitrilu a nanesie na stlipec HPLC (Baker WPC-18, 4,6

X 250 mm), ktory sa uskutocnuje pri pouziti programu s dvoj-

fazovym linedrnym gradientom. Najprv sa pracuje pri zloZeni

men
50

o

80 % zloZky A a 20
i od zlozZenia 80
zlozZky A a 50

% zlozky B (5 minut), potom sa zloZenie
% zlozky A a 20 % zlozZky B do zloZenia
% zlozky B (30 minut), kde zloZkou A je

0,1% kyselina trifludéroctova a zloZkou B je acetonitril,

pricom detekcia sa vykonava pri 220 nm a prietokovd rychlost

je 1,0 ml/min. PoZadovand frakcia sa zbera v dobe v rozmedzi

od 20,8 do 21,3 mindity a skoncentruje sa lyofilizaciou.

Zistené \Udaje spolocne potvrdzuju Struktiru peptidu

J,, ktord je charakterizovand dalej.

SEQ ID NO: 1, 48 zvyskov, 10 cysteinov, 5 disulfidovych vizieb

Vypocitana molekulova hmotnost = 5474,4

Nalezend molekulovd hmotnost = 5474

Odhadnuty pl = 7,98

Zadznam o sekvencii

(1) VSeobecné informacie

(i) PRIHLASOVATEL

(a)
(B)
(c)
(D)
(E)
(F)
(G)
(H)

MENO: Pfizer Inc.

ULICA: 235 East 42nd Street
MESTO: New York

STAT: New York

KRAJINA: USA

POSTOVE SMEROVACIE CISLO (ZIP): 10017
TELEFON: (203) 441-4905

TELEFAX: (203) 441-5221
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(ii)

(iii)

(iv)

(vi)

(A) MENO: NPS Pharmaceuticals, Inc.
(B) ULICA: 420 Chipeta Way

(C) MESTO: Salt Lake City

(D) STAT: Utah

(E) KRAJINA: USA

(F) POSTOVE SMEROVACIE CISLO (ZIP): 84108
(G) TELEFON: (801) 583-4939

(H) TELEFAX: (801) 583 4961

NAZOV VYNALEZU: Polypeptid z Agelenopsis
Aperta blokujuici vapnikové kanalky

POCET SEKVENCII: 1

STROJNE CITATELNA FORMA:

(A) TYP NOSICA: floppy disk

(B) POCITAC: IBM PC kompatibilny

(C) OPERACNY SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Releasa #1.0,
verzia # 1.25 (EPO)

UDAJE O PREDOSLEJ PRIHLASKE:
(A) ¢isLo PRIHLASKY: US 07/919538
(B) DATUM PODANIA: 27. juli 1992

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 1:

(1)

(ii)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 48 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZOVOST: jednoduché
(D) TOPOLOGIA: linedrna

TYP MOLEKULY: protein
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(vi) POVODNY ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS:
(F) TYP TKANIVA:

(xi) POPIS SEKVENCIE:

Glu Ala Cys Ala Gly Ala Tyr Lys
1 5

Cys His Asp Arg Arg Cys Arg Cys
20

Val Cys Lys Leu Phe Tyr Cys Glu
35

Leu Lys Pro

Agelenopsis aperta

jed

SEQ

Ser

Asn

Leu

ID NO: 1:

Cys Asp Lys Val Lys Cys
10 15

Ile Ala Met Asp Asn Cys
25 30

Phe Gly Thr Cys Asp Arg
40 45
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PATENTOVE NAROKY

1. V podstate ¢isty polypeptid so sekvenciou aminoky-

selin zodpovedajuci SEQ ID NO: 1

H2N—Glu-Ala-Cys—Ala—Gly—Ala—Tyr—Lys-Ser-Cys—Asp—Lys-Val—Lys-
Cys—Cys-His—Asp-Arg-Arg—Cys—Arg—Cys-Asn—Ile-Ala—Met—Asp—Asn—
Cys-Val-Cys-Lys-Leu-Phe-Tyr-Cys-Glu-Leu-Phe-~Gly-Thr-Cys-Asp-
Arg-Leu-Lys-Pro '

alebo polypeptid s v podstate rovnakou sekvenciou aminokyselin
a v podstate rovnakou i¢innostou pri blokovani vépnikovych
kandlkov, ako mad hore uvedeny polypeptid, a ich farmaceuticky

vhodné soli.

2. V podstate ¢isty polypeptid podla naroku 1 so
sekvenciou aminokyselin zodpovedajuci SEQ ID NO: 1 alebo jeho

farmaceuticky vhodna sol.

3. Spdscb blokovania vapnikovych kanalkov v bunke,
vyznacujuci s a t ym, zZe sa tejto bunke
poda polypeptid podla naroku 1 v mnoZstve blokujucom vapni-

kové kanalky.

4. Spdsob podla ndroku 3, vy znac¢ujuci

s a tym, Ze bunka sa nachddza v nervovom systému cicavca.
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