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sekvenci Xaa-Pro-Val-Xbb-Xcc-Lys-Arg-W (kde Xaa je
bud chybé&jici nebo predstavuje Cys &i Ser, Xbb predstavuje
His nebo Asn, Xcc predstavuje Leu nebo lle a W pfedstavu-
je hydrofobni peptidovou Zist), meziprodukt pro vyrobu
peptidu, zplisob vyroby peptidy, plicni povrchové aktivni
litka, obsahujici peptid a smés lipidd a farmaceuticky
prostiedek vii&i syndromu nedostatednosti respiracniho
systému s obsahem povrchové aktivai litky jako aktivai
slozky. Peptidy jsou snadno isolovatelné a vhodné pro vyro-
bu ve velkém objemu. Vzhledem ke snadné rozpustnosti v
methanolu a podobngch rozpoustédlech mohou byt snadno
smiseny se smésf lipidd a hodf se pro pfipravu plicni po-
vrchové aktivai litky. Plicni povrchové aktivai litka je
dobfe suspendovatelni a méd vysokou povrchovou aktivitu,
proto se¢ hodi jako farmaceuticky prostfedek viéi syndromu
nedostateénosti respiratniho systému.
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‘Syntetické peptidy, zpusob jejich vyroby-afarmaceutieky = —_—

prostfedek s jejich obsahem

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka novych syntetickych peptidu.
Pfesndji uvedeno, tyka se syntetickych peptidu, které pfi smiseni se
smési lipidu vykazuji 4cinnou povrchovou akivitu. Vynalez se dale tyka
meziproduktu pro vyrobu takovych syntetickych peptidd, zpusobu vyroby
takovych syntetickych peptidd, plicni povrchoveé aktivni latky s obsahem
peptidu a smési lipidd a lécebného prostiedku viGi syndrbmu
nedostateénosti respiraéniho systému, ktery uvedenou plicni povrchové

aktivni latku obsahuje jako aktivni slozku.

Dosavadni stav techniky

Syndrom nedostateénosti respiracniho systému je onemocnéni,
pfi némz je snizena povrchova aktivita alveolarniho povrchu
nepfitomnosti plicni povrchové aktivni latky. To vede ke kolapsu alveol
(plicnich sklipkd), ktery ma za nasledek vazné respiracni poruchy. Tento
syndrom se dcasto vyskytuje u nezralych novorozencu a vykazuje
vysokou miru dmrtnosti. Je znamo, Ze plicni povrchové aktivni
prostfedky jsou vysoce ucinné vuéi novorozeneckému syndromu

nedostateénosti respiraéniho systému.

Dospéli jsou rovnéz postihovani hypoxémii (nedostatkem kysliku v
krvi), zpGsobenou riznymi pfiéinami a je znamo mnoho pfipadd, kdy
jsou na rentgenovych fotografiich hrudi vidét u obou plic difusni stiny
(pfipominajici krupickovité usazeniny) a respiraéni selhani nastava i
pies fizené dychani pomoci respiratoru. Ueda se spoluautory (v knize
Hiromoto Yasudy "Biosurfactants, Chapter 3: Medical Practices Using

Surfactants, Section 1: Clinical Applications of Surfactants, V.




Aspiration Pneumonia and Surfactants", str. 184, 1990, Science Forum,
Co. Ltd.) popsal dva pfipady pneumonie (zanétu plic) u dospélych (t].
pripad (1) respiraéni pneumonie po vdechnuti oxidd dusiku a (2)
opakujici se respiracni pneumonii, zapfi¢inénou mozkovym nadorem,
pusobici hypoxémii a vedouci ke zhorSeni celkového stavu a
respiraénimu selhani), u nichz doslo k vyznamnému zlep$eni a lidé byl
zachranéni injekci plicni povrchové aktivni ldtky do dychaciho traktu.
Pooperaéni respiraéni selhani maze nastat po operacich srdce, nebotf
béhem operace je dychani zastaveno. Udinek plicnich povrchové
aktivnich latek na podobné respiraéni selhani byl rovnéz popsan
(Shuichi Nosaka se spol.,, Journal of Japanese Medical Society for
Biological Interface, dil 22, str. 66, 1991).

Substituéni [écba podavani plicnich povrchové aktivnich latek z
vnéjSka a cestou dychaciho traktu tedy vykazuje vyznamné lédebné

ucinky u syndromu nedostateénosti respiraéniho systému.

V nedavné dobé byly nalezeny 4 typy apoproteind, které jsou
jedinecné jako plicni povrchové aktivni latky u savcl. Jsou to povrchove
aktivni apoprotein A a povrchové aktivni apoprotein D, které jsou

hydrofilni, a povrchové aktivni apoprotein B (dale bude oznaéovan jako

SP-B) a povrchové aktivni apoprotein C (dale jako SP-C), které jsou

hydrofobni (Toyoaki Akino a Yoshio Kuroki, "Respiration and
Circulation”, dil 38, ¢. 18, str. 722, 1990: Hiromoto Yasuda se spol.,
"Biosurfactants: Chapter 2. The Biochemistry of Surfactants -
Surfactants and Apoproteins”, str. 131, 1990, Science Ferum, Co. Ltd.).

SP-C (sekvence ¢. 1), ziskany z lidskych plic, se sklada z 35
aminokyselin a je vysoce hydrofobnim apoproteinem, bohatym na valin a
jako N-koncovou aminokyselinu ma fenylalanin. Apoproteiny SP-C,
isolované z hovézich plic (sekvence &. 2), vepfovych plic (sekvence ¢.

3), krysich plic a podobné se rovnéz skladaji z 34 az 35 aminokyselin a

e
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ackali se sekvence aminokyselin na N-konci druhové Ilisi, vykazuji

extrémné vysokou homologii s lidskym SP-C.

Japonsky patentovy spis ¢. Hei-3-502095 rovnéz uvadi, ze
synteticky peptid (sekvence ¢. 4) s nize zminénou sekvenci 32
aminokyselin, ktera je casti struktury SP-C, predstavuje nejmensi
jednotku, vykazujici vysokou povrchovou aktivitu a Ze smés tohoto
peptidu a lipidd je 4cinna vUéi syndromu nedostatecnosti respiraéniho
systému. Dale uvadi, Zze srovnani povrchovych aktivit této nejmensi
peptidové jednotky a jednotky z jiného syntetického peptidu s kratsi
sekvenci aminokyselin ukazuje, 2Ze ztrata povrchové aktivity je -
zplUsobena nikoli ztratou specifické aminokyseliny, ale zkracenim délky

peptidového retézce.

Cast nynéjsich autorl vynalezu dfive zjistila, ze smési
syntetického peptidu (dale zde uvadéného jako TP-C), jehéi struktura
tvori cast struktury SP-C, a lipidd jsou uéinné pfi |écbé syndromu
nedostateénosti respiraéniho systému a podali zadost o patentovani

tohoto predmétu (japonska patentova prihlaska ¢. Hei-5-518188).

Vzhledem k vyrobé syntetickych peptidd, Ize obecné fici, ze s
prodluzovanim aminokyselinové sekvence peptidu narusta béhem
vyroby tvorba defektnich (poSkozenych) peptidd, obtiznéjSim se stavaji |
isolace a vycisténi, zvysSuje se mnozstvi céasu nutného pro vyrobu,

obtiznéjsi se stava i vyroba ve vétSim objemu a podobné.

Vzhledem k zachovani kvality jsou plicni povrchové aktivni
prostiedky Casto poskytovany k pouziti také jako praskovité (sypké)
prostifedky pro podavani ve formé suspenze ve fysiologickém soiném
roztoku. Metody, jako je pfidavani suspendujiciho Ccinidla, napf.
mannitolu (japonsky patentovy spis &. Hei-1-60451), a lyofilizace pfi

primarni teploté zamrazeni -1 az -10°C, byly navrzeny ke zlepSeni




suspendovatelnosti plicni povrchové aktivni latky. Tyto metody se v§ak
komplikované provadéji a bylo zadouci vyvinout jednodussi metody

vyroby latek.

Prostfedek plicni povrchové aktivni latky (dale uvadény jako
S-35), vyrdbény smisenim SP-C se smési lipidd, ktera obsahuje
cholinovy fosfoglycerid, kysely fosfolipid a analog mastné kyseliny, ma
extrémné Spatnou schopnost rozptyleni ve fysiologickém roztoku, coz
cini obtiznym pfipraveni suspenze dostateéné stejnorodé pro pouziti ve
formé prostfedku. K ddvoddm patfi tvorba disulfidickych vazeb cysteino-
vymi zbytky v peptidu, které peptid &ini velmi kohesivnim (pfilnavym) a
vysoka hydrofobicnost samotné plicni povrchové aktivni latky.

Vzhledem k tomu. Ze TP-C vykazuje v obecnych rozpoustédlech
nizkou rozpustnost, bylo nutné k pfipravé prostfedku plicni povrchové
aktivni latky pouzit kyselinu trifluoroctovou (TFA). U TP-C se tedy
vyskytovaly takové problémy, jako to, %2e k odstranéni co nejvétsiho
mnozstvi TFA bylo vyzadovano mnoho &asu na zahusténi a vysuseni a
to, ze suspenze plicni povrchové aktivni latky se béhem pripravy
prostiedku plicni povrchové aktivni latky stala kyselou diky obsahu
zbytkové TFA.

Podstata vynalezu

Vzhledem k vySe uvedenému studovali nynéjii autofi syntetické
peptidy velice peclivé a k vytvofeni vynalezu dosli pFi zjisténi, ze nové
syntetické peptidy (dadle zde uvadéné jako "syntetické peptidy podle
vynalezu"), obsahujici nize zminénou sekvenci aminokyselin s hydrofilni
peptidovou casti specifické sekvence na N-konci a hydrofobni
peptidovou ¢&asti, ktera cbsahuje zejména Leu a/nebo Nle, na C-konci,
jsou snadno isolovatelné a vycistitelné, mohou byt vyrabény ve vétsich

objemech, jsou dobfe rozpustné v kyselind mravendi, TFA,




trifluoraethanolu, dimethylsulfoxidu (DMSO), chloroformu, ve smésich
chloroform-methanol, v  methanoiu, chlorhydrinu  ethylenu  a
tetrahydrofuranu, a zejména vykazuji vyznamné vysokou rozpustnost v
methanolu ve srovnani se syntetickym SP-C a TP-C. Autofi
predkiadaného vynalezu rovnéz objevili, Ze plicni povrchové aktivni
latky, pfipravené ze syntetickych peptidd podle vynalezu a smési lipidd,
vykazuji, a to i pokud jsou pfipraveny béznymi metodami lyofilizace,
provadénymi pfi teploté -20°C nebo nizsi a bez pridani suspendujiciho
ginidla, dobrou stejnomérnou suspendovateinost ve srovnani s S-35
nebo se syntetickou plicni povrchové aktivni latkou (uvadénou zde dale
jako SF-3; japonsky patentovy spis €. Hei-2-87685), zahrnujici pouze
smés lipidQ, ktera se sklada z cholinového fosfoglyceridu, kyselého
fosfolipidu a z analogu mastné kyseliny, nebo ve srovnani s latkou (dale
zde uvadénou jako S-TA; japonsky patentovy spis C. Sho-61-9924),
obsahujici kromé mastné kyseliny, také sloudeninu zahrnujici fosfolipid,
neutralni lipid, celkovy cholesterol, cukry a nepatrna mnozstvi proteind,
pfitomnych v savéivch plicich a jiz vykazujicich silnou povrchovou
aktivitu, ktera je srovnatelna s aktivitou $-35, S-TA nebo plicni

povrchové aktivni latky, zahrnujici TP-C a smés lipidu.

Specificka sekvence:

Xaa-Pro-Val-Xbb-Xcc-Lys-Arg-W

(aminokyselinovy zbytek Xaa nemusi byt pfitomny, nebo
pfedstavuje Cys i Ser, Xbb pfedstavuje His ¢i Asn, Xcc predstavuje Leu

nebo lle a W pfedstavuje hydrofobni cast).

Synteticky peptid podle vynalezu obsahuje hydrofiini peptidovou
gast, popsanou nize uvedenou specifickou sekvenci, na N-konci a
peptidovou Cast, zahrnujici zejména Leu a/nebo Nle, na C-konci a je
syntetickym peptidem, vykazujicim silnou povrchovou aktivitu, pokud je

smisen s lipidovou smési.




Specificka sekvence:
Xaa-Pro-Val-Xbb-Xcc-Lys-Arg

(Xaa nemusi byt pfitomen, nebo maze pfedstavovat Cys &i Ser,

Xbb predstavuje His ¢i Asn a Xcc predstavuje Leu &i lle).

Ackoli se hydrofobni peptidova ¢&ast sklada z hydrofobnich
aminokyselin jako je Leu, Nle, lle, Val, Phe, Nva a Trp, zahrnuje iNavné
12 &i vice a s vyhodou 12 az 20 molekul Leu a/nebo Nle. | kdyz se z

divodli snaz$iho syntetizovani a podobné dava pfednost tomu, aby.

uvedena hydrofobni peptidova &ast zahrnovala stejné hydrofobni
aminokyseliny, mlze zahrnovat i vhodné sekvence molekul Leu a Nle,
nebo muze v dané sekvenci obsahovat 1 aZz 5 molekul lle. Val, Nva, Trp

a jinych hydrofobnich aminokyselin.

Syntetické peptidy podle vynalezu rovnéz zahrnuji syntetické
peptidy, vznikié pfidanim aminokyseliny nebo peptidu k N-konci a/nebo
C-konci vySe uvedeného syntetického peptidu. Aminokyselinou,
pridavanou k N-konci, maze byt Cys nebo Ser. K N-konci mize byt dale
pfidan peptid o sekvenci Phe-Gly-lle-Pro. Thiolova, nebo hydroxylova

skupina vysSe uvedeného syntetického peptidu muze byt acylovana

mastnou kyselinou o 14 az 18 atomech uhliku, s vyhodou pak kyselinou

palmitovou, nebo mize byt acetoamidomethylovana. Peptid, pfiddvany k
C-konci, mize mit sekvenci Gly-Ala-Leu-Leu nebo Gly-Ala-Leu-Leu-Met-
Gly-Leu.

Synteticky peptid podle vynalezu mlze rovné: obsahovat
syntetické peptidy (kromé peptid(, majicich céasteénou strukturu
pfirodniho SP-C), které obsahuji peptidovou skupinu s dobrou
hydrofilnosti a vykazuji silné povrchové aktivity pfi smiseni se smési
lipidG, a to i b&hem pfidani, odstranéni a nahrady (substituce) jedné

nebo vice z aminokyselin, které obsahuji.

~x




Syntetické peptidy podle vynalezu mohou byt vyrabény
chemickymi metodami nebo metodami genetického inZenyrstvi, i kdyz pFi

isolaci a Cisténi se dava prednost metodam chemickym.

Chemické metody vyroby syntetickych peptidd podie vynalezu
zahrnuji metody postupného prodiuZzovani po krocich a metody
kondenzace fragmentud, obsahujici metody syntézy \?kapalné fazi nebo v
pevné fazi, jako jsou azidové metody, metody kyselého chloridu, metody .
kyselého anhydridu, metody smésného kyselého anhydridu, DCC
metody, metody aktivovaného esteru (metoda p-nitrofenolového estery,
p-hydroxysukcinimidového esteru, karboimidazoiova metoda a pod.),

oxidaéné-redukéni metody a metody aktivace DCC.

Vynalez rovnéz poskytuje metodu kondenzace fragmentd pro
vyrobu syntetickych peptidd podle vynalezu, pfi niz hydrofilni peptidova
skupina s chranénym N-koncem a chranénymi funkénimi vedlejsimi

retézci slouzi jako meziprodukt vyroby.

Ve srovnani s metodou postupného prodluzovani po jednotlivych
krocich umoznuje metoda kondenzace fragmentl snazsi vycisténi cilové
latky, je vhodnéjsi pro syntézu ve vétSim objemu a je charakteristicka
tim, Zze lze pfedchazet ztratam, zpUsobenym neoéekavanymi chybami.
Syntetické peptidy podle vynalezu mohou byt vyrabény kondenzaci
hydrofobni casti s dfive pfipravenou hydrofilni peptidovou ¢&asti s
chranénym N-koncem a chranénymi funkénimi vedlejSimi fetézci
metodami syntézy v kapainé nebo v pevné fazi. Chranici skupiny
N-konce a funkénich vedlejSich retézcl nejsou konkrétné omezeny, az
na to, ze jsou chranicimi skupinami, pouzivanymi v obvyklé syntéze
peptidd. 9-fluorenyimethyloxykarbonylova skupina (Fmoc),
2-chlorobenzyloxykarbonylova skupina (2-CLZ) nebo t-butyloxykarbonyl-

ova skupina (Boc) mohou byt pouZity jako chranici skupiny pro




koncovou aminokyselinovou skupinu, Fmoc, Boc nebo
karbobenzoxyskupina (Z) &i tosylova skupina (Tos) mohou byt pouZity
jako chranici skupiny pro Lys; Trt, Fmoc, Boc, Dnp, Bom, Bzl ¢i Tos
mohou byt pouzity jako chranici skupiny pro His; a Mtr, Pmc, Mts nebo
Tos mohou byt pouZity jako chranici skupiny pro Arg. K peptidam,
kterych lze pouzit jako meziproduktu pro vyrobu syntetickych peptidd
podle vynalezu, tedy patfi Fmoc-Pro-Val-His(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Arg(Mtr),
Fmoc-Pro-VaI-Asn¥vL%eu-Lys(Boc)-Arg(Mtr) a Fmoc-Pro-Val-Asn-ile-
Lys(Boc)-Arg(Mtr). ‘

Plicni povrchové aktivni latka (zde oznacovana jaka "povrchové
aktivni latka podle vynalezu") maze byt vyrabéna smisenim syntetického
peptidu podle vynalezu se smési lipidt, skladajici se z cholinového

fosfoglyceridu, kyselého fosfolipidu a analogu mastné kyseliny.

Je vhodné uréit pomérné slozeni tak, Ze hmotnostni poméry kazdé
z téchto slozek vzhledem k celkové suché hmotnosti koneéného
produktu éini 0,1 az 5,0 % (hm./hm.) pro synteticky peptid, 50,6 az 80,5
% (hm./hm.) pro cholinovy fosfoglycerid, 4,5 az 37,6 % (hm./hm.) pro
kysely fosfolipid a 4,6 az 24,6 % (hm./hm.) pro analog mastné kyseliny.

Priklady cholinovych fosfoglyceridd, které mohou byt vhodné
pouzity v povrchové aktivni latce podle vynalezu, zahrnuji
1,2-diacylglycero-(3)-fasfocholiny jako 1,2-dipalmitoylglycero-3-
fosfocholin (dipalmitoylfosfatidylcholin), 1,2-distearoylglycero-
(3)-fosfocholin, 1-palmitoyl-2-stearoylglycero-(3)-fosfocholin a
1-stearoyl-2-palmitoylglycero-(3)-fosfocholin a pod.; 1-alkyl-2-acyi-
glycero-(3)-fosfocholiny jako 1-hexadecyl-2-palmitoylglycero-
(3)-fosfocholin a 1-oktadecyl-2-palmitoylglycero-(3)-fosfocholin a pod.; a
1,2-dialkylglycero-(3)-fosfocholiny, jako 1,2-dihexadecylglycero-(3)-
fosfocholin a podobné. | kdyz u vyse uvedenych sloucenin existuji

optické isomery na bazi druhého uhliku glycerolového zbytku, pro




povrchové aktivni latku podle vyndlezu mize byt vyuzita kterakoli z D-,
L- ¢i DL forem. Kromé jednoduchych cholinovych fosfoglyceridovych
sloucenin uvedenych vySe mohou byt jake cholinové fosfog!yceridy
pouzity i smési dvou nebo vice rozdilnych 1,2-diacylglycero-
(3)-fosfocholind s acylovymi skupinami, s vyhodou se dvémi nasycenymi
acylovymi skupinami, s 12 az 24 atomy uhliku, nebo smési takovych
smési s vysSe uvedenymi jednoduchymi slouc¢eninami.
A

Priklady vhodnych kyselych fosfolipidd zahrnuji kyselinu
1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosforecnou (L-a-fosfatidovou kyselinu),
1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-L-serin (fosfatidylserin), 1,2-diacyl-
sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (fosfatidylglycerol) a 1,2-diacyl-sn-
glycero-(3)-fosfo-(1)-L-myoinositol (fosfatidylinositol). Prvni a druha
poloha téchto sloucenin muze byt substituovana bud stejnou acylovou
skupinou, nebo raznymi acylovymi skupinami. Prednost se dava tomu,

aby acylova skupina méla 12 az 24 atomu uhliku.

K prikladim vhodnych analogl mastnych kyselin patfi volne
mastné kyseliny, sole alkalického kovu odvozené od mastnych kyselin,
alkylestery mastnych kyselin, glycerinové estery mastnych kyselin a
amidy mastnych kyselin, stejné jako smési, zahrnujici dvé Ci vice z vyse
uvedenych sloucenin a alkoholy a aminy, odvozené od mastnych

kyselin.

V tomto popisu zahrnuje vyraz "analogy mastnych kyselin" vyse
uvedené alkoholy s dlouhym alifatickym retézcem (odvozené od

mastnych kyselin) a alifatické aminy.

Jako volné mastné kyseliny mohou byt pouzity kyselina myristova,

palmitova Ci stearova, i kdyz pfednost se dava kyseliné palmitove.

Jako sul alkalického kovu, odvozené od mastné kyseliny, mohou
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byt pouzity sodné sole, draseiné sole, hofecnaté sole a vapenaté sole
vySe uvedenych volnych mastnych kyselin, i kdyZ prednost se dava
palmitatu sodnému. Jako alkylestery mastné kyseliny mchou byt pouzity
estery nizsiho alkylu s 1 az 4 atomy uhliku, i kdyZ pfednost se dava
ethylpaimitatu. Monoglycerinové estery mohou byt pouzity jako

glycerinové estery mastné kyseliny, pfednost se dava monopalmitinu.

Jako alkoholy s dlouhym alifatickym Fetézcem mohou byt pouzity
alkoholy s 14 az 18 atomy uhliku, pfednost se pak dava
hexadecylalkoholu. Jako alifatické aminy mohou byt pouzity aminy se 14

az 18 atomy uhliku, pfednost se dava hexadecylaminu.

Vyse uvedené cholinové fasfoglyceridy, kyselé fosfolipidy a
analogy mastnych kyselin mohou byt produkty, isolovanymi z rostlin Ci
sivoéichl, polosyntetickymi produkty ¢&i syntetickymi chemickymi
produkty a pouzity mchou byt komeréné dostupné produkty takovych

latek.

Povrchové aktivni latka podle vyndlezu muze byt vyrabéna
su$enim a ztuzenim (ztuhnutim) za snizeného tlaku smési roztoku
peptidu podle vynalezu a vyse uvedené smési lipidd a suspendovénim-
takto ziskaného zbytku v kapaliné vhodné pro suspendovani a poté

lyofilizaci.

K pfikladim rozpoustédel, kterych Ize pouzit k pfipravé roztoku
peptidu podle vynalezu, patfi kyslina mravenci, TFA, trifluoroethanol,
DMSO, smeés chloroform-methanol, chloroform, methanol,

ethylenchlorhydrin a tetrahydrofuran.

K prikladim, kterych Ize pouzit pro pfipravu roztoku smési lipidd,

patfi chloroform a smés chloroformu a methanolu (1:2 - 5:1, obj./obj.).
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K pfikladim kapaliny vhodné pro suspendovani patfi voda a smési
voda-ethanol (4:1 - 20:1, obj./obj.), i kdyz pfednost se dava smésim
voda-ethanol. Suspendovani se provadi po dobu 5 az 60 minut a lépe po
dobu 15 a2 30 minut pfi teploté 30 - 60°C, s vyhodou pak 40 - 50°C.

Povrchové aktivni latka, vyrobena timto zpusobem, nevyhnuteiné
obsahuje malé mnoZstvi zbytkové vody. Prednost se vSak dava
vysouseni povrchové aktivni latky az k dosazeni hmotnostniho poméru
zbytkové vody 5,0 % (hm./hm.) anebo méné vzhledem k celkové
hmotnosti. Pokud je povrchové aktivni latka vysusena na tuto Groven,
stane se v pripadé pouziti smési voda-ethanol ethanolovy zbytek

nezméfitelnym (nedetegovatelnym).

Suché praskové prostiedky povrchové aktivni latky podle vynalezu
mohou byt stejnomérné suspendovany a rozptyleny v roztoku s vhodnou
fysiologickou koncentraci sole jednomocného nebo dvojmocného kovu,
napfiklad s 0,9% chloridem sodnym &i 1,5 mmol.l"' chloridem vapenatym,
nebo ve fysiologickém roztoku pufru s obsahem takovych soli za pouZiti
protfepavani v ruce nebo mixéru o riznych rychlostech ¢&i pomoci

pristroje, vytvarejiciho ultrazvuk.

Nyni budou popsany povrchova aktivita, suspendovatelnost a
farmakologické viastnosti takto vyrabéné povrchove aktivni latky podle

vynalezu.
M Povrchova aktivita
(1)  Efekt snizeni povrchového napéti
U&inky snizujici povrchové napéti byly méfeny metodou Tanaky a

spol. (Journal of Japanese Medical Society for Biological Interface 13

(2), 87, 1982).




-12 -

Suspenze povrchové aktivni latky podle vynalezu byla nakapana
do fysiologického roztoku (s plochou povrchu 54,0 cm?) tak, ze na 1 cm?
pfipadalo 1,0 - 2,0 ug povrchové aktivni latky podle vynalezu. Uvedena
plocha povrchu byla stiacovana a ponechana expandovat v rozmezi 54,0
- 21,6 cm? v ¢ase od 2 do 5 minut a pfi 37°C bylo nepfetrzité méfeno
povrchové napéti Wilhelmyho povrchovym rovnovaznym zafizenim

(vyrobenym firmou Kyowa Interface Science Co. Ltd.). Maximalni

.

povrchova napéti Cinila 24,7 - 34,1 dyn/cm (= 24,7.10° az 34,1 10

N/m) a minimaini povrchova napéti ¢inila 0,2 - 8,7 dyn/cm (= 0,2.107 az

8,7.10° N/m), coz ukazuje, Ze se schopnost snizovat pavrchové napéti,
pozorovana u povrchové aktivni latky podle vynalezu, projevila snizenim

povrchové napéti fysiologického roztoku.

Vysledkem méfeni schopnasti sniZit povrchové napéti SF-3
stejnou metodou byla maximalni povrchovd napéti 26,8 az 50,3.10°

N.m™ a minimalini povrchova napéti 1,0 az 13,5.10° N/m.

Povrchové napéti samotného fysiologického roztoku pfi 37°C
éinilo 70,5.10° N/m.

(2)  Schopnost rozprostfit se na rozhrani plynu a kapaliny

Suspenze povrchové aktivni latky podle vynalezu byla nakapana
na povrch fysiologického roztoku tak, Ze na 1 cm? fysiologického
roztoku pfipadalo 0,8 - 1,5 nug povrchové aktivni latky a zmeény
povrchového napéti byly metodou svislé plotny méfeny v zavislosti na
Casu od bodu bezprostiedné po nakapani suspenze. Teplota méfeni
¢inila 37°C.

Rovnovazny stav (ekvilibrace) odpovida dobé, nutné k tomu, aby

povrchove napéti dosahlo od bodu bezprostfedné po nakapani stalé
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hodnoty a hodnota, dosaZena pravé v této dobé, je nazyvana

rovnovazné povrchové napéti.

Povrchové aktivni latka podle vynalezu vytvorila na rozhrani plynu
a kapaliny film v kratké dobé 30 - 60 sekund a snizila povrchové napéti

na 26,7 az 34,3 x 103 N/m.

Mé&feni schopnosti SF-3 rozprostfit se na pdvrchu rozhrani
plyn-kapalina, provadéna stejnou metodou, ukazala, Ze povrchove
napéti dinilo po 120 sekundach 38,1 aZ 52,9 x 10 N/m.

To ukazuje, Zze se povrchové aktivni latka podle vynalezu rychle

rozprostfe na rozhrani plyn-kapalina a rychle sniZzuje povrchové napéti.
(3) Efekt adsorpce na rozhrani plyn-kapalina

Pfipraveny byly suspenze fysiologického roztoku, obsahujici 0,2
az 1,0 mg povrchové aktivni latky podle vynalezu na 1 ml pfi 37°C a
méfena byla rychlost adsorpce suspendovanych povrchové aktivnich

latek podle vynalezu na rozhrani plyn-kapalina fysiologického roztoku.

Efekt adsorpce byl méfen metodou Kinga a spol. (American
Journal of Physioclogy 223, 715, 1972).

Suspenze byla pfi ni injikovana na dno teflonového tanku o
priméru 5 cm, obsahujiciho fysiologicky roztok, ktery byl michany
magnetickym michadlem. Efekit adsorpce byl stanovovan ze zmén

povrchového napéti po zastaveni michani.

Povrchové aktivni latka podle vynalezu snizila povrchové napéti
na 28,3 az 36,8 x 10° N/m ve 30 az 100 sekundach po skonceni

michani a poté zlstalo povrchové napéti konstantni.
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To ukazuje, ze se povrchové aktivni latky podle vynalezu, v
podminkach suspenze, vzndSely a adsorbovaly na rozhrani
plyn-kapalina béhem 30 az 100 sekund a vytvorfily film o silné povrchové

aktivité.

PFi méreni stejnou metodou SF-3 vykazal dosazeni konstantnich
povrchovych napéti od 42,2 do 58,3 x 10° N/m béhem 150 ¢i vice

sekund. v

To ukazuje, ze efekt adsorpce SF-3 na rozhrani plyn-kapalina je

nizsi nez tentyz efekt u povrchové aktivnich latek podle vynalezu a ze

povrchové aktivni latka podle vynalezu vykazuje silnou schopnost

podporovat povrchovou adsorpci.
(1)  Schopnost suspendovani

Testy suspendovatelnosti plicni povrchové aktivni latky byly
provadény podle metody, uvedené ve spisu japonského uzitného vzoru

¢. Hei-4-76965.

Suspendovatelnost byla tedy stanovovana z efektivit rozptylu

(dispergovani) ve specifickych &asech po zadatku provadéni

suspendovani a z maxima velikosti rozptylené Castice 2 minuty po

zacatku suspendovani.

Testy efektivity rozptyleni byly provadény nasledovné. 60 mg
kazdé z plicnich povrchové aktivnich latek bylo rozdéleno do zkumavek
o objemu 20 mi. Do kazdé z téchto zkumavek pak byly pfidany 2 ml

fysiologického roztoku a zkumavky byly umistény do protfepavadky typu |

lwaki KM Shaker-V-S (vyrobek firmy Iwaki Sangyo Co. Ltd.) a
protfepavany rychlosti 270 pohybd za minutu. Stav rozptylu kazdého

vzorku byl vizuadiné sledovan zvétSovacim sklem kazdych 30 sekund

s i v e 1 e
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béhem prvnich 2 minut po zacatku protfepavani, kazdou minutu v
rozmezi 2 az 4 minut po zacatku protfepavani a kazdych 10 minut v

dobé po 4. minuté od zacatku protrepavani.

Stav suspenze byl hodnocen v kaidém ze stanovenych casd
dvéma osobami, z nichZz kazda hodnotila 10 vzorkd. Vzorky byly
povazovany za suspendované, pokud ve zkumavkach nebyly malé
ko¥sky hmoty a pokud byl prostfedek rozptylen ve fysiologickém roztoku

stejnomérné a vytvarel bilou, soudrznou suspenzi.

Efektivity rozptylu byly stanovovany kazdou osobou ve vsech
uréenych c¢asech jako procentni mozstvi vzorkd s dokoncenym
suspehdovénim vzhledem k celkovému poctu (10 zkumavek) vzorku a

byly vyjadreny jako pruméry hodnat, stanovenych dvéma osobami.

Maximalni velikosti rozptylenych ¢éastic byly méreny nasledovné.
60 mg kazdé z plicnich povrchové aktivnich latek bylo rozdéleno do
zkumavek o objemu 20 ml. Pak byly do kazdé zkumavky prfidany 2 mi
fysiologického roztoku a zkumavky byly neprezrzité protfepavany 2
minuty za stejnych podminek protfepavani, jako byly popsany vyse. Pod
mikroskopem pak byly vyhledavany nejvétsi ¢astice v suspenzi a jejich

prumér byl méfen pomoci odpichovatka. Bylo zjisténo, ze pavrchové

aktivni latky podle vynalezu byly vétiinou suspendovany béhem 2 minut

a jejich maximaini velikosti ¢astic Cinily 0,8 mm nebc méné, coz ukazuje

na dobrou suspendovatelnost,
(I11) Farmakologicke viastnosti
(1)  Akutni toxicita

Akutni toxicity povrchové aktivnich latek podle vynalezu byly

testovany za pouziti 5 tydnd starych mysSich samcu kmene ICR a

s oo Stk o P
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potkanu albind kmene Wistar. Oralni davky LD, a peritonealni davky
LD,, &inily u my§i 2,4 - 10,0 g/kg a 1,0 - 5,0 g/kg, zatimco u potkand
albind éinily 1,5 - 5,0 g/kg a 1,5 - 2,5 g/kg.

(2) Subakutni toxicita

Povrchové aktivni latky podle vynalezu byly podavany
intraperitonealné (do dutiny bfisni) dospélym potkanim albinim kmene
Wistar v dennich davkach 300 - 600 mg/kg po dobu 1 mésice.
Nenastaly 2adné zmény hmotnosti zvifat a pfi histologickych

pozorovanich pouhym okem nebyly zjiStény zadné abnormality.
(3) Efekt uchovani alveolarniho objemu

Nezralé kralici zarodky obtizné produkuji jakoukoli plicni
povrchové aktivni latku v gestaéni periodé (dobé téhotenstvi) 27 dnd a
jsou ve stavu nedostatku plicni povrchové aktivni latky. Pouzivaji se
tedy jako modelova zvifata ke studiu novorozeneckého syndromu

nedostatecnosti respiracniho systému.

Pouzito bylo pét kraliéich zarodk( v gestaéni periodé 27 dnu a
méfeny byly objemy alveolarniho prostoru (uvadéné zde jako plicni

objem) za rizného tlaku v dychacich cestach pfi 37°C.

Krk plodu byl profiznut a vodnim manometrem, pfipevnénym na
tracheu, byla v dobé od 5 minut po podani povrchové aktivni latky podle
vynalezu do dychaciho traktu provadéna nepfetrzita méfeni. Tlak
vzduchu v dychacich cestach byl zvySen na 30 cm H,0 (= 2 941,8 Pa)
dvoukanalovou, nezavisle pracujici vstfikovaci pumpou ¢&. 940
(vyrobenou firmou Harvard Co., USA) k rozifeni alveol. Poté byl tlak v

dychacich cestach snizen na 0 Pa k vyvolani kolapsu alveol (plicnich
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sklipk(), zatimco byly plicni objemy méfeny pfi rdznych tlacich H,0.
Objemy plic pak byly vyjadfeny v mililitrech na 1 kg hmotnosti (ml/kg).

Povrchové aktivni latky podle vynalezu (60 mg/kg) byly podavany
do dychaciho traktu pfimou injikaci 0,05 - 0,5 ml suspenze
fysiologického roztoku s povrchové aktivni latkou v koncentraci 1,0 az

6,0 % (hmotn./objem).

Plicni objem v okamziku, kdy byl tlak snizen na 490,3 Pa (5 cm
H,O) ukazuje zbytkovou funkéni kapacitu a ¢im vétsi je objem, tim vyssi

je aktivita plicni povrchové aktivni latky.

Jako kontrola byl misto povrchové aktivni latky podle vynalezu
podavan fysiologicky roztok. Plicni objemy (pfi 490,3 Pa) nezralych
kralidich zarodkd kontrolni skupiny &inily 1 - 5 ml/kg, coz ukazuje, Ze

alveoly byly stézi rozsirené.

Zralé zarodky v gestaéni periodé 30 dn( mély normalini hladinu
plicni povrchové aktivni latky. Jejich plicni objemy (pfi 490,3 Pa) cinily
35 - 53 mi/lkg, coz ukazuje odpovidajici rozdifeni alveol a moZnost

normalniho dychani.

V pfipadech, kdy byl podavan SF-3, &inily plicni objemy (pfi 490,3
Pa) nezralych zarodkd 15 - 25 ml/kg, coZz ukazovalo odpovidajici

rozsireni alveol.

V pfipadech, kdy byla podavana povrchové aktivni latka podle
vynalezu, plicni objemy (pfi 490,3 Pa) €inily 39 - 55 mi/kg, coz ukazuje,
7e povrchové aktivni latka podle vynalezu zlepSuje plicni objem

nezralych zarodkd na normalni uroven.
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Jak bylo uvedeno vyse, vykazuji syntetické peptidy podie vynalezu
efekt (Gdinek) silného zvySeni povrchové aktivity lipidovych smési. Je
tedy mozné z povrchové aktivnich latek podle vynalezu, zahrnujicich
syntetické peptidy podle vynadlezu a smés lipida, pfipravit |é¢ebna
éinidla, pUsobici proti syndromu nedostatecnosti dychaciho systému,
které jsou uéinné pokud se tyka povrchové aktivity, moznosti uvedeni do

suspenze (suspendovatelnosti) a farmakologickych viastnosti.

Prostfedky, obsahujici povrchové aktivni latku podle vynalezu jako
aktivni slozku, mohou byt rovnéz pouzivany k Ié&bé jinych onemocnéni,
vié&i nimz vykazuji plicni povrchové aktivni latky Ié€ebny GCinek, véetné
pooperadniho respiraédnihao selhani, astmatu, bronchitidy, novorozenecké
nekrotické enteritidy. Zaludeénich a dvanactnikovych viedd, virovych
respiradnich onemocnéni a neprlichodnosti trubic a dale mohou byt
pouzivana k prevenci adhese vejcovodu, pooperaéni adhese organu a

jako expektorans.

Lédebné prostiedky, které poskytuje vynalez, pUsobici vuéi
syndromu nedostateénosti dychaciho systému, obsahuji 50 - 1000 mg
povrchové aktivni latky podle vynalezu na 1 davku pro pouziti u déti a
500 az 5000 mg povrchové aktivni latky na 1 davku pro pouziti u
dospélych. Takové davky aéinné slozky jsou pfipravovany jejim
suspendovanim ve vodé, fysiologickém roztoku nebo v pufrech a
podobné, které mohou byt fysiologicky tolerovany, v koncentracich od
1,0 do 10,0 % (hm./objem). Ty jsou pak pouzivany tim zpusobem, ze se
podavaji béhem 72 hodin po vyskytu respiraéni poruchy injekcné nebo
rozprasovanim do dychaciho traktu jednou az destkrat. Prostredky
mohou byt také vdechovany samy o sobé. tedy jako praskoveé cinidlo bez
suspendovani. Davkovani, zpUsob pouziti a ¢etnast pouziti mohou byt
vhodné obméfovany v zavislosti na pfiznacich u pacienta a soubézné

lécbeé.
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Lécebny prostredek podie vynalezu mze, pokud je to nezbytné,
obsahovat takové farmaceutické pomocné latky, jako stabilizaéni
¢inidlo, ochrané latky, izotonizujici &inidlo, pufracni cinidlo, c&inidio
napomahajici vzniku suspenze, antioxidaéni éinidlo a povrchové aktivni
fatku, nebo takova léciva jako bronchadilatator, protialergické cinidlo,
kancerostatické dcinidlo, protivirové cinidlo, protizanétlivé cinidlo a
éinidlo, pusobici proti houbovym infekcim.

. N

Davkovani je vhodné ve formé kapaliny nebo prasku. Lécebné
prostfedky podle vynalezu mohou byt pinény do uzavfienych zasobnikd, |

jako jsou lahvicky a ampule a chranény jako sterilni prostredky.

Priklady provedeni vynalezu

Vynalez bude nyni podrobnéji popsan ve vztahu k nasledujicim

pfikladam.
(1 Vyroba peptidu

V dale popisovanych prfikladech byla molekulova hmotnost
syntetizovaného peptidu mérena hmotnostni spektrometrickou metodou
ostrelovani rychlymi atomy (FABMS, fast atom bombardment mass
spectrometry). Pouzitym hmotnostnim analyzatorem byl JMS-S102A
(JEOL Ltd.) a jako zdroj iontl cesiové délo (10 KeeV).

Priklad 1

Peptid (peptid A), oznaceny sekvenci &. 5, byl syntetizovan na
povrchu fenylacetoamidomethylové (PAM) pryskyfice postupem syntézy
v pevné fazi podle metody, popsané v knize "The Peptides” (editofi E.
Gross a J. Meinenhofe) autord G. Baranyho a R. Merrifielda, dil 2, str.

1-284, Academic Press, New York 1980.
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Leucinovy zbytek na C-konci byl pfeménén na t-butyloxykarbonyl-
leucin  (Boc-Leu) a navazan na PAM  pryskyfici pomoci
oxymethylfenylacetoamidomethylové vazby. Po navazani C-konce byla
Boc-Leu-PAM pryskyrice (0,70 mol/g, 0,35 g) prevedena do reakéni
nadoby (zasobniku) syntetizatoru (Model 990E, Beckmann Instruments,
Inc.). Aminckyseliny, byly podrobeny ochrannému pusobeni, byly poté
pridany ve sméru N-konce na povrch pryskyfice symetrickou
anhydridovou metodou k syntéze »né chranéného peptidu, navazaného
na pryskyrici pfes kyslikovy atom. Pfi kondenzaci argininu byla oviem
vytvofena dvojna vazba za pouziti N,N-dicyklchexylkarbodiimid/hydroxy-
benzotriazolu (Connie se spol.; Chem. Ber. 103, 788-798, 1970).

N-koncova aminoskupina vsech aminokyselin byla chranéna
skupinou Boc a funkéni vedlejsi retézce byly pred puzitim aminokyselin

v reakci chranény nasledujicimi skupinami:

Arg-Tos . (tosyD)

Lys-2CLZ : (2-chlorobenzyloxykarbonyl)
Cys-4MeBzl . (4-methylbenzyl)

His-Tos © (tosyl)

Jejich kondenzacni reakce byly ovéfeny testovanim ninhidrinovou
metodou. Soustava "plné chranény peptid-O-pryskyfice" (155 mg) byla
po dobu 5 minut ponechana nabobtnat v dichlormethanu. Poté byla
chranici skupina N-u-Boc odstranéna v TFA, obsahujici 1% (obj./obj.)
indol a 0,1 % (obj./obj.) ethandithiol. Peptid byl dale od$tépen z prysky-
fice pusobenim bezvodého fluorovadiku (HF) (11 ml), do néhoz byl
pridan p-kresol (1 ml), p-thiokresol (0,2 g) a OMSO (1 ml), na soustavu
"nechranény peptid-O-pryskyfice” po dobu 60 minut pfi teploté 0°C.

HF a DMSO byly oddestilovany ve vakuu pfi 0°C. Oddéleny peptid




-21 -

a pryskyrice byly trojndsobné promyty studenym diethyletherem (15 mi)
a oddéleny peptid byl extrahovan étyfnasobnym promytim ve studené
TFA (5 ml). Extrahovana kapalina byla okamzité zfiltrovana a pro
vysrazeni suravého peptidu byla pfidana ledové studena voda (150 ml).
Surovy peptid byl odstfedovan pfi 1000 g a 0°C po dobu 30 minut a
znovu ziskan ve formé srazeniny, ktera byla nasledné promyta
diethyletherem (15 mi). Po opakovaném promyti diethyletherem,

ethylacetatem a des#ilovanou vodou bylo ziskdano 84 mg peptidu A.

Tento surovy peptid byl rozpustén v 50% vodném roztoku DMSO a
vycCistén HPLC na reverzni fazi za pouziti kolony p-Bondaspheres a

C8-300 ke shromazdéni Cistého peptidu A.

Eluce probihala 5 minut za pouziti 50% vodného roztoku
acetonitrilu, obsahujiciho 0,1 % TFA, jako eluc¢niho Cinidla. Poté eluce
probihala 30 minut za pouZiti linearniho koncentraéniho gradientu,
tvoreného vyse uvedenym eluénim d&inidlem a 80% vodnym roztokem

acetonitrilu, obsahujicim 0,1 % TFA.

Pfitomnost peptidu v eludtu byla sledovana pfi 245 nm
(spektrofotometrem; Japan Spectroscopic Co. Ltd. Model 870-UV) a
deferencnim refraktometrem (Shimadzu Manufacturing Corporation,

Model RID-6A).
| FABMS (M+H"): 3837,1 (vypocitana molekulova hmotnost: 3835,9)
Priklad 2
Peptid (peptid B) o sekvenci ¢. 6 byl syntetizovan metodou

syntézy v pevné fazi za pouziti multipeptidového syntetického systému v

pevné fazi "Kokku-San" (firmni jméno; Kokusan Chemical Works Co.
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Ltd.) a podie metody, popsané v knize "Solid Phase Peptide Synthesis -
A Practical Approach” autori E. Athertona a R.C. Shepparda (str.
25-189, Oxford University Press, Oxford) a metody Kenichi Akagiho a
spol. (Chem. Pharm. Bull., 37(10), 2661-2664, 1389).

Systém "N-c-9-fluorenylmethyloxykarbonyl-feucin-O-pryskyrice"
(Fmoc-Leu-O-pryskyrice) (0,20 mmol/0,5 g), v némzZ je N-a-9-fluorenyl-
methyloxykarbonyl-leucin (Fmoc-Leu) navazan na 4-(hydroxymethyl)-

fenoxymethyl-kopolymerni (styren 1% divinylbenzen) pryskyfici, byl

pouzit jako pocatecni pryskyfice. Pryskyfice byla ponechana bobtnat 20.

minut v N,N-dimethylformamidu (DMF) a pak byla ¢tyrnasobné promyta
DMF. Pfidan byl 20% piperidin v DMF a smés byla protfepana k
odstranéni chranicich skupin. Tento krok byl k Uplnému odstranéni
chranicich skupin opakovan tfikrat. Nasledovalo trojnasobné promyti
DMF, trojnasobné promyti N-methyl-2-pyrrolidonem a trojnasobné
promyti opét DMF k odstranéni prebytku piperidinu v pryskyfici.

PFitomnost piperidinu byla kontrolovana pouzitim pH papirku.

Poté byly pfidany DMF (6 ml), Fmoc-Leu (0,5 mmol), N-hydroxy-
benzotriazol (0,05 mmol) a N,N’-diisopropylkarbodiimid (0,05 mmol) a

smés byla protfepavana 90 minut k probé&hnuti kondenzaéni reakce.

Pak byla pryskyrice Ctyfnasobné promyta DMF k eliminovani pfebytku

reakénich Ccinidel. Kondenzadni reakce byla testovana ninhydrinovou

metodou.

Nasledovala planovana syntéza a aminokyseliny byly pfidavany
krok po kroku ve sméru N-konce na povrch pryskyfice tak, aby vznikala
soustava "peptid-O-pryskyfice" s N-koncem a funkénimi skupinami plné

chranénymi.

Kondenzacéni reakce k zavedeni Arg, Lys, His, Pro a Cys byly

provadény dvakrat, kazda po dobu 120 minut.
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Poté byl k soustavé "chranény peptid-O-pryskyfice” pfidan 20%
pyridin v. DMF k odstranéni chranici skupiny Fmoc na N-konci.
Soustava "peptid-O-pryskyfice" pak byla Sestinasobné promyta DMF a
rovnéz Sestinasobné methanolem a vysudena za snizeného tlaku. Dale
byly k vysuSené soustavé ‘"peptid-O-pryskyfice" za michani a
ochlazovani v ledové lazni pfidany m-kresol (0,2 ml), 1,2-ethandithiol
(0,5 ml), thicanisol (1.2 mi), TFA (7,5 ml) a trimethylsilylbromid (1,4 mi).
Smés byla za stalého ochlazovani v ledové lazni michana 120 minut k
odstranéni chranicich skupin z vedlej§ich funkénich Fetézcl a k uvolnéni
peptidu z pryskyfice. Poté byla zfiltrovana pfes sklenény filtr (G3). |
Filtrat byl zahusStén v odparce za snizeného tlaku na pfiblizné 5 ml. Pak
byl k vysrazeni peptidu pfidan diethylether. Peptidova srazenina byla
shromazdéna pomoci sklenéného filtru (G3), pétinasobné promyta
diethyletherem a béhem suseni za snizeného tlaku bylo ziskdno 60 mg

peptidu B.

N-koncové aminoskupiny vSech aminokyselin byly chranény
skupinami Fmoc a vedlejsi funkéni fetézce byly pfed pouzZitim

aminokyselin v reakci chranény nasledujicimi skupinami:

Arg-Mtr : (4-methoxy-2,3,6-trimethylbenzensuifonyl)
Lys-Boc : (trityl)
His-Trt : (trityl)

Pfiblizné 100 mg surového peptidu bylo rozpusténo v TFA (1 ml) a
CtyFnasobek tohoto mnozstvi rozpoustédia mobilni faze, tj. 10 mmol.I”
B-merkaptoethanolu v soustavé TFA-dichlormethan (5:95, obj./obj.) byl
pfidan k pfipravé roztoku vzorku (20 mg/ml) pro &isténi HPLC za pouziti
kolony Asahipak GS-510 (7,5 x 500 mm) (firmni jméno; Asahi Chemical

Industry Co. Ltd.) pro nashromazdéni éistého peptidu B.
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Jako eluent byl pouzit 10 mmol.I" roztok B-merkaptoethanolu v
soustavé TFA-dichiormethan (5:95, obj./obj.) a eluce probihala pfFi
rychlosti toku 0,8 mi/min po dobu 80 minut. Pritomnost peptidu v eluatu
byla sledovana pfi 245 nm (spektrofotometr firmy Japan Spectroscopic
Co. Ltd., model 870 - UV) a difererenénim refraktometrem (firmy
Shimadzu, model RID-6A).

FABMS (M+H™): 3017.9 (vypocitana molekulova hmotnaost: 3016,9)

Priklad 3

Peptid (peptid C) o sekvenci ¢. 7 byl pfipraven stejnym zplsobem
jako v Prikladu 2.

FABMS (M+H"): 3116,0 (vypocitana molekulova hmotnost: 3115,1)

Priklad 4

Peptid (peptid D) o sekvenci &. 8 byl pfipraven stejnym zplsobem
jako v Pfikladu 2.

FABMS (M+H"): 2663,7 (vypoditana molekulova hmotnost: 2662,5)

Priklad 5

Peptid (peptid E) o sekvenci &. 9 byl pfipraven stejnym zplsobem
jako v Prikladu 2.

FABMS (M+H"): 2211,2 (vypocitana molekulova hmotnost: 2209,9)
Priklad 6

Peptid (peptid F) o sekvenci ¢. 10 byl pfipraven stejnym zpusobem
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jako v Prikladu 2.

FABMS (M+H*): 2647,5 (vypoditana molekulova hmotnost: 2646,4)

Pfiklad 7

Peptid (peptid G) o sekvenci & 11 byl pfipraven stejnym

zplUsobem jako v Prikladu 2.

FABMS (M+H*): 3018,1 (vypocitana molekulova hmotnost: 3016,9)
Priklad 8

Peptid (peptid H o sekvenci ¢. 12 byl syntetizovan metodou
syntézy v pevné fazi za pouziti systému multipeptidové syntézy v pevneé

fazi jako v Pfikladu 2.

N - « - 9 - flucrenylmethyloxykarbonyl - norleucin - O - pryskyfice
(Fmoc-Nle-O-pryskyfice) (0,20 mmol/0,5 g) byla pouzita jako vychozi
pryskyfice. Tato pryskyfice byla ponechana 20 minut bobtnat v DMF a
poté byla étyfnasobné promyta DMF. Nasledné byl pfidan 20% piperidin
v DMF a smés byla protfepavana k oddéleni chranicich skupin. Tato
operace byla tfikrat opakovana k upinému odstranéni chranicich skupin.
Poté nasledovalo devitindsobné promyti DMF k odstranéni pfebytku
piperidinu v pryskyfici. Pfitomnost zbytkového piperidinu byla souc¢asné

ovérovana pouzitim pH papirku.

Pak byly pfidany DMF (6 ml), Fmoc-Nle (0,5 mmol),
N-hydroxybenzotriazol (0,5 mmol) a N,N’-diisopropylkarbodiimid (Q,5
mmol) a smés byla protfepavana 90 minut k probéhnuti kondenzaéni

reakce. Pryskyfice pak byla étyfnasobné promyta DMF k eliminovani




-26 -

pfebytku reagujicich latek. Tato kondenzaéni reakce byla uréena testem

ninhydrinové metody.

Nasledovala planovana syntéza a aminokyseliny byly pridavany
krok po kroku ve sméru N-kance na povrch pryskyfice tak, aby vznikala
soustava "peptid-O-pryskyfice" s N-koncem a funkénimi skupinami piné
chranénymi.

Jr
Kondenzaéni reakce k zavedeni Arg, Lys, His, Pro a Cys byly

provadény dvakrat, kazda po dobu 120 minut.

Poté byl k soustavé "chranény peptid-O-pryskyFfice" pridan 20%
pyridin v DMF k odstranéni chranici skupiny Fmoc na N-konci.
Soustava "peptid-O-pryskyfice" pak byla 3estinasobné promyta DMF a
rovnéz Sestindsobné methanolem a vysuiena za snizeného tlaku. Dale
byly k vysuSené soustavé "peptid-O-pryskyfice" (100 mg) za michani a
ochlazovani v ledové [azni pfidany m-kresol (0,2 ml), 1,2-ethandithiol
(0,5 ml), thioanisol (1,2 ml), TFA (7,5 ml) a trimethylsilylbromid (1,4 ml).
Smes byla za stalého ochlazovani v ledové lazni michana 120 minut k
odstranéni chranicich skupin z vedlejsich funk&nich fetézcd a k uvolnéni
peptidu z pryskyfice. Poté byla zfiltrovana pfes sklenény filtr (G3).
Filtrat byl zahusStén v odparce za sniZeného tlaku na pfiblizné 5 ml. Pak
byl k vysrazeni peptidu pfidan diethylether. Peptidova srazenina byla
shromazdéna pomoci sklenéného filtru (G3), pétinasobné promyta
diethyletherem a béhem suseni za snizeného tlaku bylo ziskdano 65 mg

peptidu H.
N-koncové aminoskupiny v$ech aminokyselin byly chranény
skupinami Fmoc a vedlej$i funkéni rfetézce byly prfed pouzitim

aminokyselin v reakci chranény nasledujicimi skupinami:

Arg-Mtr : (4-methoxy-2,3,6-trimethylbenzensulfonyl)
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Lys-Boc : (t-butyloxykarbonyl)
Cys-Trt : (trityl)
His-Boc : (t-butyloxykarbonyl)

Pfiblizné 10 mg peptidu bylo rozpusténo v 3,0 ml smésného
rozpoustédla chloroform-methanol (C/M) o poméru 2:1 (obj./obj). Poté
byl vzorek Ccistén na koloné Sephadex LH-60 (2.5 cm x 90 cm),
ekvilibrované smésnym rozBoustédlem C/M o poméru 2:1 (obj./obj.) k

ziskani Gistého peptidu H.

Pritomnost peptidu v eludtu byla sledovana pfi 245 nm
(spektrofotometr firmy Japan Spectroscopic Co. Ltd.. model 870 - Uv) a
difererencnim refraktometrem (firmy Shimadzu, model RID-6A).

FABMS (M+H"): 2663,6 (vypocitana molekulova hmotnost: 2662,5)

Priklad 9

Peptid (peptid 1) o sekvenci ¢. 13 byl pfipraven stejnym zpUsobem
jako v Prikladu 8.

FABMS (M+H"): 2560,4 (vypocéitana molekulova hmotnost: 2559,3)
Priklad 10

Peptid (peptid J) o sekvenci ¢. 14 byl pfipraven stejnym zplsobem

jako v Prikladu 8.

FABMS (M+H"): 2663,8 (vypoditana molekulova hmotnost: 2662,5)
Priklad 11

Peptid (peptid K) o sekvenci &. 15 byl pfipraven stejnym zpusobem
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jako v Prikladu 2.

FABMS (M+H"): 2683,5 (vypocitana molekulova hmotnost: 2662,5)
Priklad 12

Peptid (peptid L) o sekvenci ¢. 16 byl pFipraven stejnym zpUsobem

jako v Pikladu 2.

FABMS (M+H"): 2503,6 (vypocitana molekulova hmotnost: 2502,4)

Priklad 13

Peptid (peptid M) o sekvenci & 17 byl pfipraven stejnym

zpUsobem jako v Pfikladu 2.

FABMS (M+H"): 2736,7 (vypocitana molekulova hmotnost: 2735,5)
Priklad 14

Peptid (peptid N) o sekvenci & 18 byl pfipraven stejnym
zpUsobem jako v PFikladu 2.

FABMS (M+H"): 2640,4 (vypocitana molekulova hmotnost: 2639.4) 3

Priklad 15

Peptid (peptid O) o sekvenci & 19 byl pfipraven stejnym

zpUsobem jako v Pfikladu 8.

FABMS (M+H"): 2640,3 (vypoéitana molekulova hmotnost: 2639,4)

Priklad 16
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Fmoc-Pro-VaI-His(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Arg(Mtr)

Peptid (peptid P) uvedeny v nadpisu byl syntetizovan metodou
syntézy v pevné fazi za pouziti zafizeni Peptide Synthesizer System
9050 (firmy Millipore Corp.).

Jako vychozi pryskyfice bylo pouZito N - ¢ - 9 - fluorenylmethyi-
karbonyl - N-m-4-methoxy-2,3,6-trimethylbenzensulfonyl-arginin - 0 -
pryskyrice (Fmoc-Arg(Mtr)-O-pryskyfice) (0,20 mmol), unizje N-a -~ 9- -
fluorenylmethylkarbonyl! - N-m-4-methoxy-2,3,6-trimethylbenzensulfonyl-
arginin (Fmoc-Arg(Mtr)) navazan na 2-methoxy-4-alkoxybenzylalkohol-
pryskyfici (pryskyfice Sasrin, vyrobni jméno firmy Bachem Co., Ltd.) a
postupné byly na povrch pryskyfice pfidavany aminokyseliny ve sméru
N-konce podle protokolu syntézy na zafizeni Peptide Synthesizer
System 9050 k syntetizovani soustavy "peptid-O-pryskyfice” s piné

chranénym N-koncem a funkénimi skupinami.

Soustava "piné chranény peptid-O-pryskyfice" byla pak
pétinasobné promyta methanolem a vysusena za sniZeného tlaku. K
vysusené soustavé "peptid-O-pryskyfice” (330 mg) byl za michani a
chlazeni v ledové lazni pfidan roztok TFA a dichlormethanu (1:99,
obj./obj.). Smés pak byla za chlazeni v ledové lazni michana 30 minut a
nasledné michana 90 minut pfi laboratorni teploté k oddéleni peptidu od
pryskyfice, pfi¢emz chranici skupiny byly na peptidu stale pfipojeny.
Smés byla zfiltrovana pfes sklenény filtr (G3) a filtrat byl zahustén na
odparce za snizeného tlaku na pfiblizné 5 ml. K vysrazeni peptidu byl
pfidan diethylether, srazenina peptidu byla shromazdéna na sklenéném
filtru, pétindsobné promyta diethyletherem a vysusena za snizeného

tlaku. Ziskano tak bylo 180 mg peptidu P.

Pfed pouzitim v reakci byla N-koncova aminoskupina byla u vsech
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aminokyselin chranéna skupinou Fmoc a vedlejsi funkéni fetézce byly

chranény nasledujicimi skupinami:

Arg-Mtr : (4-methoxy-2,3,6-trimethylbenzensulfonyl)
Lys-Boc : (t-butyloxykarbonyl)
His-Trt : (trityl)

K surovému peptidu byl pfidan roztok TFA a dichlormethanu (1:99,
obj./obj.) pro pfipravu roztoku vzorku (10 mg/ml), ktery byl &istén HPLC
za pouziti kolony Asahipak GS-510 (21,5 x 500 mm) (vyrobni jméno;
Asahi Chemical Industry Co. Ltd.) k ziskani &istého peptidu P.

Roztok TFA a dichlormethanu (1:99, obj./obj.) byl pouzit i jako eluent a
eluce byla provadéna po dobu 120 minut pfi rychlosti toku 8,1 mi/min.
Pfitomnost peptidu v eluatu byla sledovana pfi 245 nm (spektrofotometr
firmy Japan Spectroscapic Co. Ltd., model 870 - UV) a difererenénim

refraktometrem (firmy Shimadzu, model RID-6A).

FABMS (M+H"): 1405,0 (vypoditana molekulova hmotnost: 1403,8)
Priklad 17

H-Nle-(Nle),,-Nle-O-pryskyfice byla syntetizovana muitipeptidovym

syntéznim systémem v pevné fazi podle Pfikladu 8.

Dale, po pridavku DMF k syntetizované H-Nle-(Nle),,-Nle-O-
pryskyfici, byl misto Fmoc-Arg(Mtr) pfidan peptid P. Pfidany byly také
N-hydroxybenzotriazol a N,N’-diisopropylkarbodiimid a smés byla
nasledné protiepavana 8 hodin. Tato kondenzaéni reakce byla

provadéna dvakrat a ovéfovana testem ninhidrinové metody.
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Poté byly, podle metody Prikladu 8, eliminovany chranici skupiny
funkénich skupin a peptid byl uvoinén z pryskyfice a &istén HPLC k
pfipravé peptidu (peptidu ) o sekvenci &. 13.

FABMS (M+H"): 2560,2 (vypocitana molekulova hmotnost: 2558,3)

Priklad 18

Peptid (peptid Q) s thiclovymi skupinami peptidu D v
acetoamidomethylované (ACM) formé byl pfipraven stejnym zpdsobem
jako v Prikladu 4 s tou vyjimkou, Ze misto Fmoc-Cys(Trt) byl pouZit
Fmoc-Cys(ACM).

FABMS (M+H"): 2734,7 (vypocitana molekulova hmotnost: 2733,6)

Priklad 19

Peptid R byl prfipraven esterifikaci thiolovych skupin peptidu E
kyselinou palmitovou zpisobem podle Sarina, Virendera a Kumara (EP 0
458 167A1).

FABMS (M+H"): 2448,5 (vypocitana molekulova hmotnost: 2448, 3)

Srovnavaci priklad 1

Peptid (peptid S) o sekvenci ¢. 20 byl pfipraven stejnym zpUsobem
jako v Prikladu 2.

FABMS (M+H"): 2793,8 (vypocitana molekulova hmaotnost: 2792,6)

Srovnavaci priklad 2
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Peptid (peptid T) o sekvenci &. 21 byl pfipraven stejnym zplisobem
jako v Prikladu 2.

FABMS (M+H"): 3018,3 (vypodéitana molekulova hmotnost: 3016,9)

Analyza aminokyselinového slozeni syntetickych peptidu
podle vynalezu
4

Syntetické peptidy podle vynalezu byly podrobeny kyselé
hydrolyze 12 N roztokem HCI-TFA (2:1, obj./obj.), obsahujicim 5%
(hm./obj.) fenol, ve vakuu po dobu 1,2, 4, 6, 12, 24, 48 a 72 hodin pFi
150°C a produkty hydrolyzy byly po odstranéni kyseliny analyzovany na
pristroji Shimadzu Automatic Amino Acid Analysis System (LC-9A). Trp
peptidu M byl podrobem alkalické hydrolyze 4,2 N vodnym roztokem
hydroxidu sodného po dobu 16, 24 a 32 hodin a poté neutralizovan
pomoci HCl| a analyzovan na pristroji Amino Acid Analysis System.
Aminokyselinové slozeni, vypocitané z hodnot pro aminokyseliny,
ukazujicich vy3$Si opétné ziskavani pfi hydrolyzach od 1 do 72 hodin,
udavalo hodnoty v zasadé odpovidajici hodnotam, vypoctenym z

chemickych vzorcd,
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1.
(Hodnoty v Tabulce plati pro pfipad, kdy je obsah His uréen na

1.0; s vyjimkou peptidi N a O, jejichz hodnoty plati pro pfipad, kdy Asx

je uréeno na 1,0)
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Vyroba povrchové aktivnich latek podle vynalezu

Povrchové aktivni latky podle vynalezu byly pfipraveny smisenim
peptidi podle vynalezu se tfemi lipidickymi sloZkami, zahrnujicimi

cholinavy fosfoglycerid, kysely fosfolipid a analog mastné kyseliny.

Priklad 20
o N

Sterilizovana mnozstvi 1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfocholinu
(1350 mg), 1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerolu (s acylovou
skupinou, obsahujici 14 az 24 uhlikd; ziskaného od firmy Sigma
Chemical Co., Ltd.) (450 mg) a kyseliny myristové (200 mg) byla
rozpusténa pii laboratorni teploté ve smési chloroformu a methanolu
(2:1, obj./oAbj.. 1000 mi) a 25 mg peptidu A bylo rozpusténo v TFA (1,0
ml). Tyto roztoky byly smichany a poté suSeny a ztuZovany (pfevadény
na pevnou latku) za snizeného tlaku. Ziskané zbytky byly suspendovany
ve smési vody a ethanolu (9:1, obj./obj., 1000 ml) po dobu 15 minut pFi
40°C. Zmrazenim této suspenze na -50°C a poté vysousSenim 36 hodin
ve vakuu 85-100 um Hg, tj. 11,3-13,3 Pa, byla povrchové aktivni latka
(2070 mg) ziskana jako bily prasek.

V tomto prasku nebyla detegovateina mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
¢inil 85,2 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfochalin, 21,7 %
(hm./hm.)  pro  1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol, 9.7 %
(hm./hm.) pro kyselinu myristovou, 1,2 % (hm./hm.) pro peptid A a 2,2 %
(hm./hm.) pro vodu.

Priklad 21

1,2-dipalmitoyiglycero-(3)-fosfocholin (300,0 mg), 1,2-diacyl-sn-

glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (s acylovou skupinou, obsahujici 14-24
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atomd uhliku, vyrobek firmy Sigma Chemical Co., Ltd.) (100,0 mg) a
kyselina palmitova (40,0 mg) byly rozpustény ve smési chloroformu a
methanolu (2:1, obj./obj., 300 ml) a 10,0 mg peptidu B bylo rozpusténo
ve smési chloroformu a methanolu (2:1, obj./obj., 2,0 ml). Oba roztoky
byly smichany a poté suSeny a ztuzovany za snizeného tlaku. Ziskany
zbytek byl suspendovan ve smési vody a ethanolu (9:1, obj./obj., 100
ml) po dobu 20 minut pfi 45°C. Zmrazenim této suspenze na -60°C a
poté S;?/ySOuéenim 40 hodin ve vakuu 60-110 um Hg tj. 7,99-14,66 Pa

bylo ziskano 459,1 mg bilé, praskovité povrchové aktivni latky.

V tomto prasku nebyla detegovatelna mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
cinil 65,3 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfocholin, 21,8 %
(hm./Ahm.) pro 1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol, 8,7 %
(hm./hm.) pro kyselinu paimitovou, 2,2 % (hm./hm.) pro peptid B a 2,0 %

(hm./hm.) pro vodu.
Priklad 22

1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfocholin (280,0 mg), 1.2-dilauroyl-sn-
glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (120,0 mg) a kyselina palmitova (27,0 mg)
byly rozpusStény ve smési chloroformu a methanolu (2:1, obj./obj., 150
ml) a 2,8 mg peptidu C bylo rozpusténo ve smési chloroformu a
methanolu (1:2, obj./obj., 0,5 ml). Oba roztoky byly smichany a poté
suSeny a ztuzovany za snizeného tlaku. Ziskany zbytek byl
suspendovan ve smési vody a ethanolu (8:2, obj./obj., 100 ml) po dobu
45 minut pri 40°C. Zmrazenim této suspenze na -65°C a poté
vysousSenim 36 hodin ve vakuu 50-80 um Hg tj. 6,66-10,65 Pa bylo

ziskano 437,6 mg bilé, praskovité povrchové aktivni latky.

V tomto prasku nebyla detegovatelna mnozstvi ethanolu a obsah
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kazdé ze slozek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
c¢inil 64,0 % (hm./hm.) pro 1,2-dipaimitoylglycero-(3)-fosfochalin, 27,4 %
(hm./hm.) pro 1,2-dilauroyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-giyceral, 6,2 %
(hm./hm.) pro kyselinu paimitovou, 0.6 % (hm./hm.) pro peptid C a 1,8 %
(hm./hm.) pro vodu.

Priklad 23

Kromé toho, Ze byl misto 1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn- -
glycerolu (s acylovou skupinou, obsahujici 14-24 atomU uhliku, vyrobek
firmy Sigma Chemical Co., Ltd.) pouzit 1-palmitoyl-2-oleoy!-sn-glycero-
(3)-fosfo-sn-glycerol, byl pouzit stejny postup jako v Prfikladu 21 k

vytvofeni 451,9 mg bilé praskovité povrchové aktivni latky.

V tomto prasku nebyla detegovatelna mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhiedem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
¢inil 66,4 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfocholin, 22,1 %
(hm./hm.) pro 1-paimitoyl-2-oleayl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn- giycerol, 8,9
% (hm./hm.) pro kKyselinu palmitovou, 2,2 % (hm./hm.) pro peptid D a 0,4
% (hm./hm.) pro vodu.

Priklad 24

1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfocholin (320,0 mg), 1,2-dimyristoyl-
sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (80,0 mg) a kyselina palmitova (60,0
mg) byly rozpustény ve smési chloroformu a methanolu (1:1, obj./obj.,
200 ml) a 14,0 mg peptidu E bylo rozpus$téno v TFA (0,3 ml). Oba
roztoky byly smichany a poté suSeny a ztuZovany za sniZzeného tlaku.
Ziskany zbytek byl suspendovan ve smési vody a ethanolu (10:1,
obj./obj., 50 ml) po dobu 80 minut pfi 45°C. Zmrazenim této suspenze na

-45°C a pote vysousenim 24 hodin ve vakuu 50-110 pum Hg tj.
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6,66-14,66 Pa bylo ziskano 479,2 mg bilé, praskovité pavrchové aktivnj
latky.

V tomto prasku nebyla detegovateina mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
¢inil 66,8 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fos.focholin, 16,7 %
(hm./hm.) pro 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol, 12,5 %
(hm./hm.) pro kyselinu palmitovou, 2,9 % (hm./hm.) pro peptid Eé 1.1 %
(hm./hm.) pro vodu.

Pfiklad 25

Kromé toho, Ze byl misto peptidu B (10,0 mg) pouzit peptid F (22,0
mg) a 1,2-disteraoyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol misto 1,2-diacyl-
sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerolu (s acylovou skupinou, obsahujici 14-24
atomu uhliku, vyrobek firmy Sigma Chemical Co., Ltd.), byl vyuzit stejny
postup jako v Prikladu 21 k vytvofeni 463,9 mg bile praskovité

povrchoveé aktivni latky.

V tomto prasku nebyla detegovatelnd mnozstvi ethanclu a obsah
kazdé ze sloZek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
cinil 64,7 % (hm./hm.) pro 1,2-dipaimitoylglycero-(3)-fosfocholin, 21,6 %
(hm./hm.) pro 1,2-distearoyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol, 8,6 %
(hm./hm.) pro kyselinu paimitovou, 4,7 % (hm./hm.) pro peptid F a 0,4 %
(hm./hm.) pro vodu.

Priklad 26
Kromé toho, ze byl misto peptidu B pouzit peptid G, byl vyuzit

stejny postup jako v Pfikladu 21 k vytvofeni 454,1 mg bilé praskovité

povrchové aktivni latky.
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V tomto prasku nebyla detegovateind mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhiedem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
cinil 66,1 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoyiglycero-(3)-fosfocholin, 22,0 %
(hm./nm.) pro 1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (s acylovou
skupinou, obsahujici 14-24 atomU uhliku, vyrobek firmy Sigma Chemical
Co., Ltd.), 8,8 % (hm./hm.) pro kyselinu myristovou, 2,2 % (hm./hm.) pro
peptid G a 0,9 % (hm./hm.) pro vodu.

Priklad 27

1,2-dipaimitoylglycero-(3)-fosfocholin (210,0 mg), 1,2-diacyl-sn-
glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (s acylovou skupinou, obsahujici 14-24
atomu uhliku, vyrobek firmy Sigma Chemical Co., Ltd.) (90,0 mg) a
kyselina stearova (33,0 mg) byly rozpu$tény ve smési chloroformu a
methanolu (3:1, obj./obj., 100 ml) a 1,9 mg peptidu H bylo rozpusténo v
methanolu. Oba roztoky byly smichany a poté su$eny a ztuzovany za
snizeného tlaku. Ziskany zbytek byl suspendovan ve smési vody a
ethanolu (9:1, obj./obj., 90,0 ml) po dobu 15 minut pfi 50°C. Zmrazenim
této suspenze na -55°C a poté vysousenim 28 hodin ve vakuu 100-120
um Hg, t. 13,32-15,98 Pa, bylo ziskano 340,2 mg bilé, praskovité

povrchové aktivni latky.

V tomto prasku nebyla detegovateina mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze sloZek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
€inil 81,7 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfocholin, 26,5 %
(hm./Am.) pro 1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol, 9.7 %
(hm./hm.) pro kyselinu stearovou, 0,5 % (hm./hm.) pro peptid H a 1,6 %
(hm./hm.) pro vodu.

Priklad 28

v
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1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfocholin (210,0 mg), 1-paimitoyl-
2-oleoyl-sn-glycero-(3)-fosfo-L-serin (90,0 mg) a kyselina palmitova
(33,0 mg) byly rozpu$tény ve smési chloroformu a methanolu (4:1,
obj./obj., 100 ml) a 11,0 mg peptidu | bylo rozpusténo v TFA (0,5 ml).
Oba roztoky byly smichany a poté suSeny a ztuzovany za snizeného
tlaku. Ziskany zbytek byl suspendovan ve smési vody a ethanolu (9:1,
obj./obj., 110 mi) po dobu 25 minut pfi 45°C. Zmrazenim této suspenze
na -55°C a poté vysouSenim 28 hodin ve vakuu 100-120 um Hg, tj
13,32-15,98 Pa, bylo ziskano 348,7 mg bilé, praskovité povrchové
aktivni latky.

V tomto prasku nebyla detegovatelna mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
¢inil 60,2 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoyiglycero-(3)-fosfocholin, 25,8 %
(hm./hm.) pro 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-(3)-fosfo-L-serin, 9,5 %
(hm./hm.) pro kyselinu paimitovou, 3,2 % (hm./hm.) pro peptid | a 1,3 %

(hm./hm.) pro vodu.

Prikiad 29

Kromé toho, ze byl misto peptidu B pouzit peptid J, byl vyuZit
stejny postup jako v Pfikladu 21 k vytvofeni 459,3 mg bilé praskovité
povrchové aktivni latky.

Priklad 30

Kromé toho, ze byl misto peptidu B pouzit peptid K, byl vyuzit
stejny postup jako v Pfikladu 21 k vytvofeni 4525 mg bilé praskovrte

povrchove aktivni latky.

Priklad 31
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Kromé toho, 3e byl misto peptidu B pouzit peptid L, byl vyuzit
stejny postup jako v Pfikladu 21 k vytvofeni 456.6 mg bilé praskovité

povrchové aktivni latky.
Pfiklad 32

Kromé toho, Ze byl misto peptidu B pouzit peptid M, byl vyuzit
stejny postup jako v Pfikladu 21 k vytvofeni 453,9 mg bilé praskovité

povrchové aktivni latky.
Priklad 33

Kromé toho, ze byl misto peptidu B pouzit peptid N, byl vyuZit
stejny postup jako v Pfikladu 21 k vytvofeni 452,5 mg bilé praskovite

povrchové aktivni latky.
Priklad 34

Kromé toho, ze byl misto peptidu B pouzit peptid O, byl vyuzit
stejny postup jako v Pfikladu 21 k vytvofeni 458,1 mg bilé praskovite
povrchové aktivni latky.

Priklad 35

1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfocholin (30,0 mg), 1,2-diacyl-sn-
glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (s acylovou skupinou, obsahujici 14-24
- atom( uhliku, vyrobek firmy Sigma Chemical Co., Ltd.) (10,0 mg) a
kyselina palmitova (4,0 mg) byly rozpustény ve smési chloroformu a
methanclu (2:1, obj./obj., 30 ml) a 1,0 mg peptidu Q bylo rozpusténo ve
smési chloroformu a methanolu (2:1, obj./obj., 2,0 ml). Oba roztoky byly
smichany a poté suseny a ztuzovany za snizeného tlaku. Ziskany zbytek

byl suspendovan ve smési vody a ethanolu (9:1, obj./obj., 10,0 mi) po
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dobu 20 minut pfi 45°C. Zmrazenim této suspenze na -80°C a poté
vysousenim 36 hodin ve vakuu 60-120 um Hg, tj. 7,99-15,98 Pa, bylo

ziskano 45,4 mg bilé, praskovité povrchové aktivni latky.

V tomto prasku nebyla detegovatelna mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
¢inil 66,1 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfochalin, 22,0 %
(hm./hm.) p‘)ﬁ'?o 1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol, 8,8 %
(hm./hm.) pro kyselinu palmitovou, 2,2 % (hm./hm.) pro peptid Q a 0,9 %
(hm./hm.) pro vodu.

Prikiad 36

Kromé toho, Zze byl misto peptidu Q pouzit peptid R, byl vyuzit
stejny postup jako v Prikladu 35 k vytvoreni 45,7 mg bilé praskovité

povrchaové aktivni latky.
Srovnavaci priklad 3

Kromé toho, Zze byl misto roztoku peptidu B (10.0 mg) ve smési
chioroformu a methanolu (2:1, obj./obj., 2,0 ml) pouzit roztok peptidu S
(10,0 mg) v TFA (0,3 ml), byl vyuzit stejny postup jako v Pfikladu 21 k

vytvoreni 455,2 mg bilé praskovité povrchové aktivni latky.

V tomto prasku nebyla detegovatelna mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
¢inil 65,9 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoyiglycero-(3)-fosfochalin, 22,0 %
(hm./hm.) pra 1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (s acylovou
skupinou, obsahujici 14-24 atom( uhliku, vyrobek firmy Sigma Chemical
Co., Ltd.), 8,8 % (hm./hm.) pro kyselinu palmitovou, 2,2 % (hm./hm.) pro
peptid S a 1,1 % (hm./hm.) pro vodu.
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Srovnavaci ptiklad 4

Kromé toho, Ze byl misto roztoku peptidu B (10,0 mg) ve smési
chloroformu a methanolu (2:1, obj./obj., 2,0 ml) pouZit roztok peptidu T
(10,0 mg) v TFA (0,3 ml), byl vyuZit stejny postup jako v Pfikladu 21 k
vytvoreni 456,0 mg bilé praskovité povrchové aktivni latky.

V tomto prasSku nebyla detegovatelna mnozstvi ethanolu a obsah
kazdé ze slozek vzhledem k celkové hmotnosti povrchové aktivni latky
¢inil 65,8 % (hm./hm.) pro 1,2-dipalmitoylglycero-(3)-fosfacholin, 21,9 %
(hm./hm.) pro 1,2-diacyl-sn-glycero-(3)-fosfo-sn-glycerol (s acylovou
skupinou, obsahujici 14-24 atomd uhliku, vyrobek firmy Sigma Chemical
Co., Ltd.), 8,8 % (hm./hm.) pro kyselinu palmitovou, 2.2 % (hm./hm.) pro
peptid S a 1,3 % (hm./hm.) pro vodu.

Tabulka 2 ukazuje vysledky testl povrchové aktivity a efekt
uchovani objemu alveolarniho prostoru u povrchové aktivnich latek

podle vynalezu.

Jak bylo popsano vySe, nové syntetické polypeptidy podle
vynalezu jsou snadno isolovateiné a snadno se Ccisti, mohou byt
vyrabény metodami, umoZiujicimi produkci ve vét3im objemu, jsou
vysoce rozpustné v obecnych rozpoustédlech a ve srovnani s béznymi
prostredky vykazuji lep$i rovnomérnou suspendovatelnost a odpovidajici

silné povrchové aktivity.

Prostfedky podle vynalezu tedy mohou byt pouzity jako lééebna
inidla pro syndrom nedostateénosti respiraéniho systému, coz je

onemocnéni, pusobici silné dychaci obtize.
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Tabulka 2: Povrchové aktivity a efekt uchovani alveolarniho

objemu povrchové aktivnich latek podle vynalezu

povrchova aktivita efekt udrzeni
efekt snizeni Irozprostfeni na roz- | absorbovatelnost alvealarniho
&islo |Povrch. napéti lhrani plyn-kapal. narozhr. plyn-kapal. | °Piemu |
piikla- | max min ;doba rovnavaz. [doba rovnovaz.| objem plic
du (mN/m) |(mN/m) |ekvilibra- |povrch. ekvilibra- | povrch. (pfi 490 Pa)
ce (s) napéti ce (s) napéti mi/kg
(mN/m) (mN/m)
20 29,0 02 | 30 27,5 65 30,3 48
21 24,7 05 | 30 26,7 30 29.2 55
22 | 326 4.3 80 | 331 90 34,8 41
23 | 268 | 25 a0 | 285 50 323 | st
24 ‘ 33.1 73 60 33,5 100 346 | 39 .'
25 | 337 7.4 i 60 32,8 100 34,2 39 |
26 | 272 1.1 s0 | 283 40 209 | 49
27 | 272 | 87 | s | 275 50 283 | 46
28 | 341 | 39 0 | 343 | 95 36,8 40
29 | 280 | 08 | a0 276 | 30 29,9 53
30 31.5 16 | 50 28,0 80 32,1 47
31 34,2 12 | 60 33,1 100 34,5 40
32 33.7 30 | 30 32,6 60 33,9 44
33 | 287 3.2 30 | 269 50 30,2 51
34 30.8 2.1 50 29.8 70 31.9 49
35 30,1 2.5 40 30.4 50 31.7 49
36 33,4 39 | 80 31.3 90 32.9 45
STov- 31 401 | 103 | 90 37.2 180 41,5 28
srov. 4| 390 2.5 95 | 36.4 150 39,7 29
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Tabulka sekvenci

sekvence ¢.: 1

délka sekvence: 35

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence
Phe Gly Ile Pro Cys Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Ile Val
1 5 10 15
Val Val Val Val Val Leu lle Val Val Val lle Val Gly Ala Leu Leu
20 25 30

Met Gly Leu

35

sekvence ¢.: 2

délka sekvence: 34

forma sekvence: aminokyselindvé
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence
Leu lle Pro Cys Cys Pro Val Asn lle Lys Arg Leu Leu lle Val Val
1 S 10 15

Val Val Val Val Leu Leu Val Val Val lle Val Gly Ala Leu Leu Met

20 25 30
Gly Leu




am
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sekvence &.: 3

délka sekvence: 35

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Leu Arg lle Pro Cys Cys Pro Val Asn Leu Lys Arg Leu Leu Val Val

1 5 10 15
Val Val Val Val Val Leu Val Val Val Val lle Val Gly Ala Leu Leu
20 25 30
Met Gly Leu
35

sekvence C.: 4

délka sekvence: 32

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu lle Val Val Val Val Val

1 5 10 15

Val Leu lle Val Val Val lle Val Gly Ala Leu Leu Met Gly Leu His
20 25 30

sekvence ¢.: 5

délka sekvence: 35
forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid
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sekvence

Phe Gly lle Pro Cys Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Leu Leu

1 5 10 15
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Ala Leu Leu
20 25 30
Met Gly Leu .
35 A

sekvence ¢.: 6

délka sekvence: 27

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Ala Leu Leu

20 25

sekvence ¢.: 7

délka sekvence: 27

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu

20 25
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sekvence ¢.: 8

délka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys A" Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu

20

sekvence ¢.: 9

delka sekvence: 19

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15

Leu Leu Leu

sekvence ¢.: 10

délka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny fetézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu

1 5 10 15
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Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu

20

sekvence ¢é.: 11

délka sekvence: 27 -
forma sekvence: aminokyselinova

typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys Arg Nie Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle
1 5 10 15
Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle Gly Ala Leu Leu
20 25

sekvence ¢.: 12

délka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys Arg Nie Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle
5 10 15
Nle Nle Nle Nle Nie Nle Nle
20 .

sekvence &.: 13

delka sekvence: 22
forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid
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sekvence
Pro Val His Leu Lys Arg Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle Nle
1 5 10 15
Nle Nle Nie Nie Nle Nle
20

sekvence ¢.: 14

délka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence
Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Nle
1 5 10 15

Nlie Nie Nle Nle Nle Nle Nle
20

sekvence é.: 15

délka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny fetézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu lle Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15
lle Leu Leu Leu Leu lle Leu

20

sekvence ¢.: 16

delka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
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typologie: rovny fetézec

typ sekvence: peptid

sekvence
Cys Pro Val His Leu Lys' Arg Leu Leu Leu Leu Vai Leu Nva Leu Val
1 5 10 15
Leu Nva Leu Leu Leu Leu Val

20

sekvence ¢.: 17

délka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny fetézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 : 15
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Trp

20

sekvence ¢.: 18

délka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny fetézec

typ sekvence: peptid

sekvence
Cys Pro Val Asn Leu Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu

20




-
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sekvence ¢.: 19

délka sekvence: 23

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence
Cys Pro Val Asn lle Lys Arg Nle Nie Nle Nle Nle Nie Nle Nle Nie
1 5 10 15
Nle Nle Nle Nle Nie Nle Nle
20

sekvence ¢.: 20

délka sekvence: 27

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence
Cys Pro Val His Leu Lys Arg Val Val Val Val Val Val Val Val Val
1 5 10 15
Val Val Val Val Val Val Val Gly Ala Leu Leu
20 25

sekvence ¢.: 21

délka sekvence: 27

forma sekvence: aminokyselinova
typologie: rovny retézec

typ sekvence: peptid

sekvence

Cys Pro Val His Leu Lys Arg lle lle lle lle lle Ile lle lle Ile
1 5 10 15



-52-

lle lle lle lle lle lle lle Gly Ala Leu Leu
20 25

Zastupuje:

oy




-53 -

PATENTOVE NAROKY

-

1. Syntetické peptidy, vyznaéujici se tim, ze

obsahuji nasledujici specifickou sekvenci:
Xaa-Pro-Val-Xbb-Xcc-Lys-Arg-W

kde Xaa je bud chybéjici nebo pfedstavuje Cys Ci Ser, Xbb pfedstavuje
His nebo Asn, Xcc pfedstavuje Leu r2bo lle a W predstavuje hydrofobni

peptidovou &ast, sloZzenou z 12 az 20 zbytku Leu a/nebo Nle.

2. Syntetické peptidy, vyznacéujici se tim, ze 12
az 20 hydrofobnich aminokyselin, vytvarfejicich hydrofobni peptidovou
gast syntetického peptidu podle naroku 1, zahrnuje 1-5 zbytku lle, Vali,

Nva a/nebo Trp.

3. Syntetické peptidy podle ndaroku 1 nebo 2, vyznacujicis
e tim, Zze synteticky peptid se specifickou sekvenci je pfedstavo- van
kteroukali ze sekvenci &. 5 az 19, nebo je S-acetamido- methylovanym
produktem peptidu o sekvenci ¢. 8 ¢&i S-palmitoylovanym produktem

peptidu o sekvenci ¢. 9.

4. Peptid pro syntézu, vyznacujici se tim, Ze, byly
chranény jeho N-konec i funkéni vedlejsi fetézce v hydrofilni peptidové

¢asti, pfedstavované nasledujici specifickou sekvenci
Xaa-Pro-Val-Xbb-Xcc-Lys-Arg

kde kde Xaa je bud chybé@jici nebo predstavuje Cys &i Ser, Xbb

pfedstavuje His nebo Asn, Xcc predstavuje Leu nebo lle.

5. Peptid pro syntézu podie naroku 4, vyznacujici se
t i m, Ze je tvofen Fmac-Pro-Val-His(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Arg(Mtr),
Fmoc-Pro-Val-Asn-Leu-Lys(Boc)-Arg(Mtr) nebo Fmoc-Pro-Val-Asn-lle-
Lys(Bac)-Arg(Mtr).
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6. Zpusob vyroby syntetickych peptid( podle naroku 1 ¢i 2, vy -
znadujici se tim, ze jde o kondenzaci hydrofobni peptidové casti
syntetického peptidu podle naroku 1 &i 2 a peptidu pro syntézu podle

naroku 4 nebo 5.

7. Plicni povrchové aktivni latka, vyznacujici se tim,
Ze zahrn«uje ‘synteticky peptid podle naroku 1, 2 nebo 3, cholinovy

fosfoglycerid, kysely fosfolipid a mastnou kyselinu.

8. Farmaceuticky prostiedek vUGé&i syndromu nedostatecnosti
respiraéniho systému. vyznaéujici se tim, Ze obsahuje jako
aktivni slozku plicni povrchové aktivni latku, zahrnujici synteticky peptid
podle naroku 1,2 nebo 3, cholinovy fosfoglycerid, kysely fosfolipid a

mastnou kyselinu.

Zastupuje:




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

