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(57) Anotace:
Resen se tyka novych peptidi izolovanych zjcdovych vatkd
samotifskych véel Lasioglossum laticeps nasledujicich vzorci
[a2 11
H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Val-Lew-Gly-Lys-lle-Tle-Lys-V al-
Ala-Lys-NH; (1),
H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-lle-Leu-Gly-Lys-ile-lle-Lys-Val-
Ala-Lys-NH; (1} a H-Val-A sn-Trp-Lys-Lys-le-Leu-Gly-Lys-
lle-lle-Lys-Val-Val-Lys-NH; (10}, zpisobil jejich piipravy a
jeiich pouZiti pro vyrobu lé¢iva pro léfeni mikrobialnich,
virovycha plistiovych onemocnéni a pro lééenf rakovin,
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Peptidy, zpiisob jejich pfipravy a jejich pouditi

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych peptidii izolovanych z ptirodniho materialu nésledujicich vzorcd | az L

H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Val-Leu-Gly-Lys-Ile-Ile-Lys-Val-Ala-Lys-NH; )]
H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-lle-Leu-Gly-Lys-Ile-lle-Lys-Val-Ala-Lys-NH, (I
H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Ile-Leu-Gly-Lys-Ile-Ile-Lys-Val-Val-Lys-NH; (11,

zpisobu jejich vyroby a jejich poutiti jako antimikrobidlnich, antivirovych, protiplistiovych
a protirakovinnych ltek.

Dosavadni stayv techniky

Pro pfeziti v ptirodé se viechny Zivé organismy musi branit proti svym pfirozenym nepfatelim,
jako jsou naptiklad mikroorganismy. Prvni obrana proti mikrobidlni infekci, kterou si ptiroda
béhem evoluce vyvinula, spodivé v sekreci latek peptidové povahy dnes v odborné terminologii
oznatované jako antimikrobilni peptidy [1]. Naptiklad v fi$i hmyzu predstavuji antimikrobialni
peptidy hlavni prosttedek obrany proti mikrobim [2]. S ptihlédnutim k prostfedi, ve kterém se
hmyz pohybuje, se musi jednat o peptidy velmi d¢inné. Tyto peptidy jsou schopny velice rychle
zabijet bakterie a nékteré dal$i mikroorganismy, a to mechanismem zcela odlisnym neZ jaky
vyuZivd imunitni systém vysgich organismi. I kdyZ tento mechanismus jeité neni zcela objasnén,
v podstatd spotiva v narufeni bunééné membrany tvorbou transmembranovych périi nebo ionto-
vych kanild. To zpisobf Gnik metabolitii a zborceni celé mikrobidlni struktury [3]. Obecné je téZ
mamo, %e antimikrobidlni peptidy u bakterii nevyvoldvaji rezistenci, jako tfeba tradiéni antibioti-
ka. Zviétni skupina peptid s antimikrobidlnim G&inkem se nachdzi v jedu hmyzu fadu Hyme-
noptera {4]. V pirodé je antimikrobialni G8inek peptidd izolovanych z jedu vos, veel, Emelaki
a mravenci vétSinou sekundémni, a jejich hiavni Gloha spo&ivé spise v toxicit& &i vyvoléni bolesti
a zanétu, jako tfeba u peptidi patficich do skupiny mastoparani [3].

Podstata vynalezu

Tento vynalez se tykd novych peptidii izolovanych z pfirodniho materidlu nasledujicich vzorci
azlll

H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Vai-Leu-Gly-Lys-lle-lle-Lys-Val-Ala-Lys-NH, M
H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Tle-Leu-Gly-Lys-le-lle-Lys-Vai-Ala-Lys-NH, (Ih
H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Ile-Leu-Gly-Lys-lle-lle-Lys-Val-Val-Lys-NH; (IIT)

zpisobu jejich vyroby a pouZiti peptidii vzorct | az 1l jako antimikrobidlnich, antiviralnich,
protiplisfiovych a protirakovinnych latek.

Podrobny popis vynalezu
Peptidy vzorcii (I, If a II) jsme nazvali lasioglossin [, lasioglossin II a lasioglossin IIL, a byly

izolovény z jedovych vatki samotafskych véel Lasioglossum laticeps. Peptidy I, Il a Il maji
vyrazny antimikrobidlni (¢inek a nfzkou hemolytickou aktivitu.
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Jedn4 se o jedine¥né nové peptidy s vyraznymi antimikrobialnimi d&inky a minimalni hemolytic-
kou aktivitou. Tyto peptidy maji jedine¢nou primarni strukturu, ktera tvofi ¢innou sekundarni
strukturu v pfitomnosti bun&&né membrany a chemickych latek membrané podobnych.

Sekundami struktura lasioglossind, ktera je neuspofadana ve vodném prostiedi, snadno prechazi
na strukturu a-helixu v ptitomnosti latek tuto strukturu podporujicich, jako jsou trifluorethanol &i
SDS [6], ¢i v kontaktu s biologickou membranou. V tzv. Edmundsonové kruhové projekci
(Obr. 1) je patrny amphipathicky charakter [6, 7] lasioglossini s jednotlivymi aminokyselinami
seskupenymi do dobte definovaného hydrofobniho (v $edém poli} i hydrofilnihe sektoru. Rozdé-
leni téchto dvou odlidnych sektord na opa&né strany a—helixu, nebo-li tzv. amphipathicita {7],
hraje vyraznou ilohu pfi interakci antimikrobialniho peptidu s bakterialni membréanou a je tedy
jednim z nejdilezitéj$ich faktor vedoucich k naruleni bakteridlni membrany a v koneéném
vysledku ke smrti bakterie [8]. V tomto procesu se zdroveii uplatiiuje Kationicita peptidu [6],
ktera je v piipadé lasioglossinil zaji¥téna pFitomnosti péti lysind soustfedénych v hydrofilnich
sektorech peptidil. Toto prostorové uspofadani umoziiuje elektrostatickou atrakei kladné nabit¢ho
sektoru peptidii k zaporng nabitym fosfatovym skupindm bakteridlni membrany. Hydrofobni sek-
tor peptidil je poté vnofen do lipofilni ¢4sti membrany a po dosaZeni ur€ité koncentrace peptidu
na bakterialni st&n& dojde k jejimu naruseni. Teoreticky mohou popisované lasioglossiny vzorcil [
az [l v tzv. anisotropnim prostfedi vytvofit strukturu optimalniho c—helixu o &tyfech zavitech.
Tyto helikalni struktury jsou stabilizovany spojenim jednotlivych zavitd pomoci vodikovych
miistkdl mezi kysliky a—karbonylii jednoho zAvitu a vodiky ~NH- skupin zévitu nasledujiciho.
Jakékoliv chemické zmény provedené v molekulach lasioglossint vedou ke zméné jejich sekun-
darni struktury, &imz dojde ke sniZeni &i zvySeni jejich biologickych aktivit.

Ptiklady

Ptiklad 1
Izolace z pfirodniho materialu

Véely Lasiolossum laticeps byly pochytiny a po nékolikadennim skladovani pfi —20 °C byly
vypreparovany jedové vaZky z péti jedincd. Ty byly extrahoviny smési 50% vodného acetonitrilu
s obsahem 0,1% kyseliny trifluoroctové (TFA) (25 ul). Extrakt byl frakcionovan pomoci vyso-
kotdinné kapalinové chromatografie (HPLC) na koloné Vydac C-18 (250 x 4,6 mm) pfi pritoku
1 ml/min za pouZiti gradientu od 5 % acetonitril/voda/0,1 % TFA do 70 % acetonitril/voda/0,1 %
TFA. Hlavni peptidové frakce, které byly detekovany UV absorpci, byly sebrany a koncentro-
vany v rotaénim vakuovém koncentratoru. Jejich primarni struktura byla stanovena pomoci
hmotové spektrometrie a metodou automatického Edmanova odbourdvani. Lasioglossiny pfedsta-
vuji hlavni peptidovou slozku extraktu.

Priklad 2
Syntéza slougenin vzored [, 11, 111

Na zdkladé stanovené sekvence byly tyto peptidy syntetizovany metodou syntézy peptidd na
pevné fazi (SPPS). Syntéza byla provedena manualng v 5 ml polypropylenovych injek&nich stfi-
kakach s teflonovym filtrem na dné stfikaéky s vyuZitim protokolu Fmoc—chemie. Jako pevny
nosi¢ byla pouZita Rink Amide MBHA pryskyfice o substituci 0,7 mmol/g. Chranéné Fmoc—
aminokyseliny byly kondenzovany ve 4-nasobném pfebytku v dimethylformamidu a ke konden-
zaci byl pouzit diisopropylkarbodiimid v pfitomnosti 1-hydroxybenzotriazolu. Lasioglossiny (I,
{I a Ifl) byly ziskiny od§tépenim z pryskyfice a deprotekei plisobenim smési TFA/H;O/TIS (95 :
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2,5:2,5) po dobu 3,5 h a poté precipitaci ferc-butylmethyletherem. Timto postupem bylo ziska-
no 100 az 140 mg surovych peptidu. Cést tohoto materidlu (15 mg) byla v kazdém piipadé
¢iSténa preparativni HPLC na kolon¢ Vydac C—18 (250 x 10 mm) pti priitoku 3.0 ml/min a s vy-
uZitim stejného gradientu, jak je popsano vy3e. Takto bylo ziskano 7-9 mg HPLC &istych pepti-
du, jejichZ identita byla ovéfena hmotovou spektrometrii, jak udava Tabulka 1.
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Ptiklad 3
Stanoveni antimikrobidlni aktivity

Antimikrobialni aktivita byla stanovena jako tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pozoro-
vanim ristu bakterii v pfitomnosti riznych koncentraci peptidl (Tabulka 2). Bakterie v exponen-
cialni fazi ristu byly pfidany k roztoku testovaného antimikrobialniho peptidu o riizné koncentra-
ci (0,5 az 100 pM) v LB médiu v inkubagnich destitkach a inkubovény pfi 37°C po 20h za
stalého tfepani v piistroji Bioscreen C. Absorbance byla méfena pfi 540 nm kazdych 15 min.
V experimentech bylo pouZito 1 x 10* - 5 x 10* CFU bakterii. Jako standard byl pouzit tetra-
cyklin v koncentraci 1 - 50 uM.

Tabulka 2. Antimikrobialni a hemolytické aktivity lasioglossina (I, If a III)

peptid antimikrobidln{ aktivita hemolytickd aktivita
MIC [uM] ICso [1M]
Bs. S.a. Eec. Pa
Y 1,0 20 2,4 2 >200
(In) 1,0 12,5 2,0 20 >200
() 1,0 54 2,0 23 >200

B.s,. Bacillus subtilis; S.a., Staphylococcus aureus; E.c., Escherichia coli; P.a., Pseudomonas
aeruginosa

Piklad 4

Stanoveni hemolytické aktivity

Peptidy v koncentraci 1-100 (200) uM byly inkubovény s potkanimi Servenymi krvinkami (5%)
v 0,2 ml fyziologického roztoku po dobu 1 h pfi 37 °C. Poté byly vzorky centrifugovany pfi
250 g po dobu $ min. Absorbance supernatantu byla stanovena pti 540 nm. Jako kontrola pro
100% hemolyzu byl misto peptidu pouzit 0,2% roztok TRITONU X100. Vysledky testovani jsou
uvedeny v Tabulce 2.

Pfiklad 5

Cytostaticky u¢inek na rakovinné buitky

Rakovinné butiky byly inkubovany s peptidy v 2-20 mikromoldrni koncentraci v patfi¢nych
ristovych médiich po dobu 24, 48 nebo 72 hodin a poté se pocet zivych bungk stanovoval rutin-
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nimi testy napi. MTT. Stanovovala se koncentrace peptidu IC50, pfi které pfeziva 50 % bunék
vzhledem ke kontrolam (misto peptidu pouze fyziologicky roztok). V pfedb&znych testech byly
pouzity buiiky: my3i lymfatické leukémie L1210, lidské akutni lymfoblastické leukémie CCRF—
CEM T, lidské promyelotické leukémie HL-60, lidského karcinomu déloZniho &ipku Hel.aS3
a buné¢na linie PC 12 odvozena z nadoru pheochromocytomu potkani adrenalni meduly. Peptidy
lasioglossiny (1, II a III) vykazovaly I1C50 4-20 mikromolarni (Tabulka 3).

Tabulka 3. Cytostaticky i¢inek lasioglossini (I, II a III) na rakovinné buiiky

CZ 301654 B6

Peptid [C50 [uM]

L1210 CCRF-CEMT  HL-60 HeLaS3 PC12
)] - - - - 20
(m 7,11 9,06 7,67 >10 15
(1) 472 4,99 4,44 8,40 10
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PATENTOVE NAROKY

1. Peptidy nasledujicich vzorci 1 aZ [I1

H—Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Val-Leu-Gly-Lys-[le-Ile-Lys-Val-AIa-Lys-NHz 1))
H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Ile-Leu-Gly-Lys-lle-lle-Lys-Val-Ala-Lys-NH; {n
H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-lle-Leu-Gly-Lys-Ile-lle-Lys-Val-Val-Lys-NH; (1m .

2. Zplsob pripravy peptida vzorce I aZ Ill podle ndroku I, vyznaéujici se tim, Zese
po vypreparovani jedovych valkd veel Lasioglossum laticeps tyto vatky extrahuji smési 50%
vodného acetonitrilu s obsahem 0,1% kyseliny trifluorooctové (TFA) (25 pl), extrakt se frakcio-
nuje vysokoudinnou kapalinovou chromatografii za pouZiti gradientu od 5 % acetonitrilu/vo-
da/0,1 % TFA do 70 % acetonitrilu/voda/0,1 % TFA a hlavni peptidové frakce se zpracuji, ¢imz
se ziskaji peptidy vzorce I az II1.

3. Zpusob ptipravy peptidii vzorce [ aZ lll podle naroku |, vyznadujici se tim, Zese
syntetizuji metodou syntézy peptidii na pevné fazi, SPPS.

4. Pouziti peptidd vzorch 1 aZ HI podle naroku 1 pro vyrobu légiva pro lé¢eni mikrobidlnich,
virovych a plisfiovych onemocnéni a pro lé¢eni rakovin.

1 vykres
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Obr. 1 HelikéIni kruhové projekce lasioglossind (1, II a 11T)

Konec dokumentu
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