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Feliletaktiv mesterséges peptidek}ééialkalmaiésuk'

mesterséges felilletaktiv anyag eldallitasara
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Feluleti;aktiﬁitésﬁ éP—C—anéléd}mesterséges¢beptidekét ta-
wunk- fel és azok alkaLmazé§é¢ mesterséges felliletak-
tiv anyag elééllitéséra; ;meiyékfféséiraférikus disz££é$gz
szindrdéméval (RDS) kapcsolatos féluletaktiv—anyag hidny és

rendellenes miikodés kezelésére alkalmasak.
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Felilletaktiv mesterséges peptidek\és'alkalmazésuk

mesterséges feluletaktiv anyag eldallitasara

KOZZETETELI PELDANY

A taldlmany targyat mesterséges felliletaktiv peptidek
képezik. A taldlmany térgya eldénybésen SP-C-analdgok, ame-
lyek megfeleld lipidekkel kombinalva kiiléndésen hatasosak a
feliileti fesziilltség csokkentésére a levegb-folyadék hatar-
fellileten.

A taldlmany szerinti peptidek tehat lipidekkel kombi-
nalva, vagy ‘opcionalisan SP-B-vel vagy annak aktiv analég-
javal vagy helyettesitéjével kombindlva alkalmazhatdk mes-
terséges felilletaktiv anyagok el&allitasara, amelyek respi-
ratérikus disztressz szindréma (RDS) és egyéb tuddébetegsé-
gekkel - mint példaul tuddgyulladas, bronhitisz, asztma,
mekénium aspirdcidés szindrdéma - és mas betegségekkel is -
mint példaul sulyos kdzéprlg&ﬁlladés (ragadés ful) - kap-
csolatos felulétaktiv—anyag hidny és rendellenes mikodés
kezelésére alkalmasak.

A tud&ben taldlhatd felililetaktiv anyag csdkkenti a fe-
lileti fesziiltséget a 1léghdlyagok faladn 1évé levegd-
folyadék hatarfeliileten, megakaddlyozva a tiudd Osszeesését
teljes kilégzéskor. A felliletaktiv-anyag hidnyossag gyakori
rendellenesség koraszilottekben ami respiratérikus disz-
tressz szindrémédt (RDS) okoz, amelyet hatasosan kezelhet§
dllati tidébdl extrahalt természetes felliletaktiv anyagok-

kal [Fujiwara, T. és Robertson, B., ,Pulmonary Surfactant:

Aktaszamunk: 95067-4023/LT
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From Molecular Biology to Clinical Parctice”, 561-592.
old., szerk.: Roberson, B., van Golde, 1.M.G. és Batenburg,
B., kiad.: Elsevier, Amsterdam (1992)]. A feliletaktiv keé-
szitmények fé komponensei foszfolipidek, mint példaul 1,2,-
dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfokolin (DPPC), foszfatidil-
glicerol (PG) és a B és C jeld hidroféb feliletaktiv fehér-
jék (SP-B és SP-C). Az SP-A és SP-D hidrofil feliletaktiv
fehérjék, amelyek C-tipusu (Ca®*-fiiggd) kollagénszerd
lektinek, és amelyekrd8l ugy tartjak, hogy elsésorban a gaz-
da-védelmi rendszerben jatszanak szerepet, rendes koriulmé-
nyek kozott nem részei a feluletaktiv készitményeknek az
alkalmazott szerves olddszeres extrakcidés eljarasok miatt.
SP-B és SP-C csak koriilbelil 1-2%-at teszik ki a tel-
jes feliiletaktiv anyag mennyiségnek, de még igy is képesek
jelentSs javulast kifejteni a feliilleti aktivitasra a tiszta
lipidkészitményekhez hasonlitva [Curstedt, T. és mtsai.,
Eur. J. Biochem. 168, 255-262. old. (1987); Takahashi, A.,
Nemoto T. és Fujiwara, T., Acta Paediatr. Jap. 36, 613-618.
old. (1994)]. Az SP-B és SP-C elsédleges és masodlagos
szerkezetét, valamint az SP-C harmadlagos szerkezetét meg-
hataroztak. Az SP-B-t két azonos, 79 aminosavbél allo
polipeptidlanc alkotja, amelyeket egy lanckdzti diszulfid-
hid kapcsol 0©ssze [Curstedt, T. és mtsai., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 87, 2985-2989. old. (1990); Johansson,
J., Curstedt, T. és J6rnvall, H., Biochemistry 30, 6917-
6921. old. (1991)]. Mindkét monomer lancban harom 1lancon
beliili diszulfid-hid, és legaldbb négy amfipatikus hélix

van, amelyek egy polaros és egy apolaros oldalt alkotnak,



amelyen keresztiil az SP-B keét lipid-kett&sréteggel 1léphet
kdlcsdnhatéasba, és hozhatja azokat kozel egymashoz
[Andersson, M. és mtsai., FEBS Lett. 362, 328-332. old.
(1995)]. SP-C 35 aminosavbol &llé lipoprotein, egy, a 9-34.
oldallancok kozdtti a-hélixszel [Johansson, J. és mtsai.,
Biochemistry 33, 6015-6023. (1994)]. A hélixet fd&ként va-
lil-oldallancok alkotjak, és lipid-kettdsrétegbe van be-
aAgyazva a lipidek acil-lancaival parhuzamosan
[Vandenbussche és mtsai, Eur. J. Biochem. 203, 201-209.
old. (1992)]. A peptid N-terminalis végén az 5. és 6. cisz-
tein oldallanchoz két palmitoil-csoport van kovalensen kot-
ve [Curstedt, T. és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
87, 2985-2989. old. (1990)]. A 11. és 12. helyen lévé két
konzervalt pozitiven t&ltétt oldallénc, arginin és lizin,
valdszintileg a lipid membran negativ toéltésl fejcsoportjai-
val van kolcsdnhatasban, ezaltal ndvelve annak merevségét.
A lipid-peptid kolcsénhatés merevsége csOkkenhet a C-termi-
nalis felé, mivel az csak kicsi vagy hidrofdéb oldallancokat
tartalmaz, potencialisan mozgékonyabbad téve ezt a részt a
foszfolipid-kett&srétegben. Ugy gondoljak, hogy az SP-C be-
folyasolja a koriilotte lévd lipidek vastagsagat és folye-
konysadgat a rendkivil stabil poli-valil-hélix  révén
[Johansson, J. és Curstedt, T., Eur. J. Biochem. 244, 675-
693. old. (1997)].

Mivel az &allati szévetekbdl nyert feliiletaktiv anyag
preparatumoknak szamos hatrénya van, mint a kis mennyiség-
ben vald elérhetdségiik és annak a lehetésége, hogy fertdzé

anyagokat tartalmaznak, valamint immunolégia reakcidt val-
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tanak ki, torténtek prébalkozasok mesterséges feliiletaktiv
anyagok készitésére [Johansson, J. és Curstedt, T., Eur. J.
Biochem. 244, 675-693. old. (1997); Johansson, J. és
mtsai., Acta Paediatr. 85, 642-646. old. (1996)], é&ltaléaban
szintetikus lipidekbdl és hidrofdb fehérjékbdl.

Korabbi munkak feltartak, hogy a szintetikus SP-C nem
veszi fel az optimalis felileti aktivitashoz szlikséges o-
hélix konformacidt, mint a természtes peptid [Johansson, J.
és mtsai., Biochem. J. 307, 535-541. old. (1995)]1, és ezal-
tal nem megfeleld a kolcsonhatasa a felilletaktiv lipidek-
kel.

Kovetkezésképpen a szintetikus SP-C-analdégok sem ve-
szik fel a megfeleld konformaciét, mint a természtes pep-
tid, és nem megfeleld a kélcsonhatasuk a feliiletaktiv lipi-
dekkel. E probléma kikeritilésére érdekében szadmos proébalko-
,4s tortént a szekvencia médositasara, példaul a természe-
tes SP-C hélixének Osszes Val-oldallancanak Leu-val torténd
helyettesitésével, ami erdsen kedvez az o-hélix konformaci-
6nak. A megfeleld transzmembran analég, SP-C(Leu) Jj6 szét-
teriilést mutatott a leveg8-folyadék hatarfeliileten
DPPC:PG:PA (68:22:9) (w/w/w) elegyével kombinalva. Azonban
ciklikus felszini kompresszié soran a maximalis feliileti
fesziiltség értéke (Ymax) Szignifikansan magasabb volt, mint
a természetes felilletaktiv anyagé. Ezenfelil nem volt le-
hetséges 20 mg-ml-nél toményebb lipid-peptid elegyeket ké-
sziteni, valdszinlileg peptid-oligomerek kialakuldsa miatt
[Nilsson, G. és mtsai., Eur. J. Biochem. 255, 116-124. old.

(1998)]. Masok kiildnbdz8 hosszusagu bioaktiv poli-leucin
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SP-C-analégokat szintetizdltak (Takei, T. és mtsai., Biol.
Pharm. Bull. 19, 1550-1555. old. (1996)]. Ez utdébbi tanul-
manyokban sem oligomerizacidt, sem nagy lipid-koncentracio-
ju mintdk elkészitésével kapcsolatos problémakat nem jelez-
tek.

Kiilénbdz& kozlemények foglalkoznak természetes feliile-
taktiv anyagok peptidanaldégjai eléallitasanak problémaja-
val, szamos kiilénbbz8 megoldast javasolva. E kdzlemények
k6ziil a WO 93/21225. szamu nemzetkozi kozzétételi irat, az
EP 733 645. szamu eurdpai kozzétételi irat és a
WO 96/17872. szamu nemzetkozi kozzétételi irat (Tokyo
Taﬁabe) a természetes SP-C peptidanaldgjait tarja fel, ame-
lyek &altaldban az N-terminalis szekvenciat illetden kuldn-
boznek a természetes peptidtdl.

A Scripps Research Institute WO 89/06657. és
WO 92/22315. szaml nemzetkdzi kozzétételi iratai SP-B-
analégot tarnak fel, amelyek felvaltva hidroféb és hidrofil
aminosav-oldallancokat tartalmaznak. Egyebek kozt lizint és
leucint valtakozva tartalmazdé peptidet (KL,) is igényelnek.

Clercx, A. és mtsai. [Eur. J. Biochem. 229, 465-472.
old. (1995)] a sertés SP-C, valamint a sertés SP-C-bdl és
bakteriorodopszinbdél szarmazdé hibrid peptidek N-termina-
lisdnak megfeleld kiilonbdzé hosszusagu peptideket tarnak
fel.

Johansson, J. és mtsai. [Biochem. J. 307, 535-541.
old. (1995)] a sertés SP-C-tdl néhany aminosav helyettesi-

tésével eltérd szintetikus peptideket téarnak fel.
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WO 89/04326. szamua nemzetkozi kozzétételi irat
(California Biotechnology - Byk Gulden) és a WO 91/18015.
szami nemzetkozi kozzétételi irat (California Biotechnology
- Scios Nova) olyan SP-C-analégot tar fel, amelyben a ter-
mészetes SP-C kezdeti N-termindlis szekvencidjanak ket Cys-
oldallancat két Ser helyettesiti.

Azt talaltuk, hogy az alabbi jellemzdket kombinald SP-
C-analégok kiiléndsen elényts felileti fesziltséget csokken-
t6 tulajdonsagokat mutatnak: i) Val-oldallancokat mas sem-
leges és hidroféb oldallancok helyettesitik; 1ii) Cys-
oldallancokat Ser-oldallancok helyettesitik; 1ii) néhany
semleges aminosav-oldalléancot nagyméretd vagy polaros ol-
dalléancok helyettesitenek. Azt talaltuk, hogy kiilénosen az
utébbi jellemz8, a polaros oldallancok dltal okozott pozi-
tiv tdltések vagy a nagyméretd helyettesitdk miatti térbeli
gatlas segit elkerilni az oligomerizacibt.

Az alabbi els8 megvalésitédsi mdéd szerint a talalmany
targyat képezik az (I) &altalanos képlettel megadott SP-C-

analégok (az egybetlis aminosavkdd alkalmazasaval) :

F.G¢PZZPVHLKR (X.B) n (XcB) n (XcB) mXaGALLMGL (I)

ahol:

X jelentése a V, I, L vagy Nle (norleucin) aminosavak
barmelyike;

B jelentése az Ornitin, K, I, W, F, Y, Q vagy N amino-
savak barmelyike;

Z jelentése az S, C vagy F aminosavak barmelyike, ahol

Ser- vagy Cys-oldallancokhoz opciondlisan 12-22 szénatomot



tartalmazd acil-csoportok vannak

ter-kotéssel.
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kozott
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(X.B) n (XpB) n (XcB) nXg maximum 22 aminosavat,

10-22 aminosavat tartalmazd szekvencia, .

Az
aladbbia

(I

(Ib)

(I
(I
(I

Az

elénydsen

(I) altalanos képlet szerinti elényés peptidek az

k:

a) FGIPSSPVHLKRX;BX;BX;BXGALLMGL

FGIPSSPVHLKRX:BX;BX,;GALLMGL

c) FGIPSSPVHLKRX;BXi,:GALLMGL

d) FGIPSSPVHLKRXgBX,GALLMGL

e) FGIPSSPVHLKRX;,BX,GALLMGL

(Ia) -

(Ie)

szekvenciak koziil azok eldnydsek, ame-

lyekben B jelentése Lys vagy Phe és X jelentése Leu, Ile

vagy N1

e.

Elényds megvaldésitadsi moédok szerint az (Ia)-(If) alta-

lanos képlettel megadott peptidek szekvenciaja sorrendben a

kovetke

z6:
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FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL [SP-C (LKS) ]

FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS):]

FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS):]

FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS)3]

FGIPSSPVHLKRLLILLLLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)4]

FGIPSSPVHLKRLLILFLLLLFILLLFLGALLMGL [SP-C (LFS)]

A talalmadny egy még eldénydsebb megvalédésitasi mddja
szerint a Ser-oldallancokhoz 12-22 szénatomot tartalmazd
acil-csoportok vannak kovalensen kotve.

Az (I) altalanos képlettel megadott peptideket szinte-
tikus vagy rekombinans uton &llithatjuk eld.

Hagyomanyos szintetikus eljarasok talalhaték példaul
az aldbbi publikacidkban: Schroeder ¢és mtsai., ,The
peptides”, 1. kotet, kiad.: Academic Press (1965); Bodansz-
ky és mtsai., ,Peptid synthesis”, kiad.: Interscience
Publisher (1996); Baramy és Merrifield, ,The Peptides;
Analysis, Synthesis, Biology”, 2. kotet, 1. fejezet, kiad.:
Academic Press (1980). Az eljarasok tartalmazzak peptidek
szintézisét szilard fazison, oldatban, szerves kémiai elja-
rasokkal, vagy azok barmilyen kombinacidéjaval.

S- vagy O-acilalt peptideket eldénybsen a nem acilalt
peptidek acil-kloriddal vald kezelésével szintetizalhatunk
tiszta trifluorecetsavban, Yousefi-Salakdeh és mtsai.
[Biochem. J. 343, 557-562. old. (1999)] leirasa alapjan.
Szintézis és tisztitds utan a szintetikus peptidek biokémi-
ai és biofizikai tulajdonsagait meghatarozzuk, amint az

alabbi Szabadalmi Példak részben azt bemutatjuk.



A talalmany szerinti peptidek felileti fesziltséget
csdkkentd aktivitasat lipidekkel és foszfolipidekkel, SP-B
és annak helyettesit&8ivel keverve értékeltik. A peptideket
elényosen DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfoko-1lin) -
/PG (foszfatidil-glicerol)/PA (palmitinsav) elegyével és
polimixinekkel kevertik, SP-B vagy annak aktiv analdgjanak
jelenlétében vagy anélkil.

A pulzalé-buborékos feliileti aktivitasi vizsgalatok
eredményei egyértelmien mutatjak, hogy a taldlmény szerinti
szintetikus peptidek jelent&sen lecsokkentik a minimalis és
maximalis feliileti fesziiltséget (Vamin €S Vmax) ciklikus fel-
szini kompresszidé soran olyan értékre, amely a természetes
feliiletaktiv anyagok alkalmazasaval nyert értékekkel Ossze-
hasonlithatdk.

SP-B vagy annak aktiv analégjanak a peptid/lipid-fosz-
folipid-elegyhez adasa kiilonésen eldényds eredményeket
adott. Ezenkivill meglepd moédon azt taldltuk, hogy polimixi-
nek, kiilénésen a polimixin B, helyettesitik SP-B-t, és hoz-
zdadasuk az SP-B alkalmazasaval oOsszehasonlithatdé eredmé-
nyeket ad.

Masodik megvaldsitasi méd szerint a talalmany targyat
szintetikus feliletaktiv anyag képezi, amely egy vagy tobb
(I) altaldnos képlettel megadott peptidet tartalmaz, lipi-
dekkel és/vagy foszfolipidekkel és opcionalisan SP-B-vel
vagy annak aktiv szarmazékaval vagy polimixinekkel keverve.
Megfeleld lipidek/foszfolipidek a foszfatidilkolinok (elé-

nybsen DPPC), PG, PA, trigliceridek, szfingomielin barme-

lyike.
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A taladlmany egy még eldnydsebb megvalodsitasi médja
szerint olyan peptidet tartalmazd feliiletaktiv anyag ele-
gyet alkalmazunk, amely a Ser-oldallanchoz O-kovalensen ké&-
tétt palmitoil-lancot tartalmaz. Azt talaltuk, hogy az [SP-
C(Leu)) referncia-peptid dipalmitoilalt formajat tartalmazod
feliiletaktiv anyag elegyek nagyobb feliileti filmbeli stabi-
litast és megnovelt felszini lipid-rezervoar-méretet mutat-
nak a megfeleld nem palmitoilalt peptidet tartalmazd
eleggyel Osszehasonlitva, a visszatartott buborék rendszer
mérései alapjan. Az 5% dipalmitoiladlt peptidet tartalmazd
mintaban Vmna 1,5 mN/m alatt volt és a filmek nagyon stabi-
lak voltak, minthogy a feliileti fesziltség csak 0,5 mN/m-
rel ndvekedett 10 perc alatt, &lland6é buborék térfogat mel-
lett. Ezzel ellentétben a nem-palmitoildlt peptid vymn €rté-
ke 5 mN/m volt és a filmek kevésbé voltak stabilak, amit a
kis feliileti fesziiltségeknél megfigyelt gyakori buboreék-
elpattands mutatott. Ezenfelul a szubfazis kimeritése utan
a nem-palmitoildlt peptidet tartalmazdb mintak zéro-kozeli
stabil feliileti fesziiltség elérésére vonatkozd képessége
elveszett néhany adszorpcidés lépés utan, mig a diplamitoi-
141t peptidekkel a film mindsége nem romlott, még tobb mint
10 expanzi6s lépés és tobb mint két lipidrétegnek megfeleld
tartalék-anyag beépitése utan sem. A dipalmitoilalt pepti-
dek javitott feliileti fesziiltséget pulzalé-buborékos felii-
leti fesziiltségmérével is igazoltuk. Ezenkivil azt talal-
tuk, hogy az acil-csoportok jelenléte tovabb csokkentette
az oligomerek képzésére vald hajlamot. Ez a felismerés na-

gyon fontos, mivel mesterséges feliletaktiv anyagok készi-
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tésekor a peptidek oligomerizacidéja megakadalyozta 20
mg/ml-nél toményebb elegyek készitését [Nilsson, G. és
mtsai., Eur. J. Biochem. 255, 116-124. old. (1998)].

A szintetikus felilletaktiv anyagot petidek és lipidek
oldatainak és szuszpenzidinak Osszekeverésével készithetjik
el, majd az elegyet beszaritjuk.

Az alkalmazaskor a szaraz elegyet felszuszpendalhat-
juk, diszpergalhatjuk vagy porként adhatjuk be feliletaktiv
anyag-hiany miatt kezelésre szoruld alanyoknak.

A szintetikus feliiletaktiv anyagot eldénydsen légcsdvon
keresztiil vagy aeroszolként adhatjuk be. A beadas utdbbi
formaja a feliiletaktiv anyag kis részecskéinek megfelel$
inert hajtégazzal vald keverését igényelheti. A beadas mas
formai, mint példaul stabil oldatok/szuszpenzidk porlasztéa-
sa vagy permetezése szintén a talalmany oltalmi korébe tar-
tozik.

Egy tovabbi megvaldésitidsi méd szerint a talalmany tar-
gyat képezi a feltart peptidek alkalmazasa feliletaktiv re-
agens készitésére, amely tildébetegségekkel - mint példéaul
tudégyulladas, Dbronhitisz, asztma, meké4nium aspiréaciéds
szindréma - és mas betegségekkel is - mint példaul sulyos
kozépfiilgyulladas (ragadds fil) - kapcsolatos minden fel-
nétt és ujszilott feliletaktiv-anyag hiany és rendellenes
mikodés kezelésére alkalmas.

Tipikusan a feliiletaktiv reagenst - eldny&sen légcso-
vén keresztiil beadva - respiratdérikus disztressz szindrodma

kezelésére alkalmazhatjuk, ami gyakran fordul eld koraszu-

16tt csecseméknél.



Az alabbi példakkal részletesen bemutatjuk a talélményt.
1. példa
Peptidek szintézise és tisztitasa

SP-C (LKS)-t, az SP-C analdgjat (1. é&bra) szakaszos
szilardfazisti médszer és terc-butiloxikarbonil kémia alkal-
mazasaval szintetizaltuk [Kent, S.B.H., Annu. Rev. Biochem.
57, 957-989. old. (1988)] Applied Biosystems 430A készulé-
ken. A gyanta és peptid kozti kotés lehasitasa és a védé-
csoportok eltavolitéasa vizmentes hidrogénfluorid/metoxiben-
zol/dimetilszulfid 10:1:1 (v/v/v) elegyével tortént 1,5
6ran at 0°C-on. A védScsoportokat és gyokfogodkat dietilé-
terrel valdé ismételt extrakcioval tavolitottuk el, majd a
peptidet diklérmetan/trifluorecetsav (TFA) 3:1 (v/v) ele-
gyével extrahadltuk ki a gyantabdl, és roticidésan beparol-
tuk. A nyers peptid extraktumot uUjra feloldottuk 100 mg/ml
koncentraciéban kloroform/metanol 1:1 (v/v) 5% vizet tar-
talmazé elegyében. Egy 10 mg-os alikvotot Sephadex LH-60
oszlopra (40 x 1 cm) vittink fel ugyanebben az oldészerben
[Curstedt, T. és mtsai., Eur. J. Biochem. 168, 255-262.
old. (1987)]. 2,5 ml-es frakcidkat gylijtéottink és 214 nm-en
és 280 nm-en mértiik az adszorbancidt. Az azonositast és
mennyiségi meghatarozast aminosav-elemzéssel végeztiuk.

Acilalashoz a tisztitott peptidet (tipikusan kérilbe-
1iil 5 mg-ot) beparoltuk, feloldottuk desztillalt TFA-ban
(100 pl) és acil-kloridot (10-20 ekviavalens a petidhez ké-
pest) adtunk hozza. 10 perc elteltével a reakciét 80%-os
vizes etanollal (1,9 ml) leallitottuk. Az acil-peptidek

tisztitasat kromatografias uton végeztik Lipidex 5000 osz-
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lopon etilén-klorid/metanol 1:4 (v/v) elegyében, amit for-
ditott-fazisu HPLC kovetett C18 oszlopon, linearis gradiens
alkalmazasaval 2-propanol/0,1% TFA és 60% (vizes) meta-
nol/0,1% TFA vagy 75% (vizes) etanol/0,1% TFA kozott.

2. példa

Biokémiai jellemzés

A peptid tisztasagat natrium-dodecilszulfat  (SDS)
poliakrilamid—gélelektroforézissel (PAGE) (PhastSystem,
Pharmacia, Sweden) és forditott-féazisu magasnyomasi folya-
dék-kromatografiaval (HPLC) ellendériztiik, Cis—0szlop és 60%
vizes metanol/ 0,1% TFA és izopropanol/ 0,1% TFA k&zotti
linearis gradiens alkalmazéisaval [Gustafsson, M. és mtsai.,
Biochem. J. 326, 799-806. old. (1997)].

A molekulatdmegeket ,matrix-assisted laser desorption
ionisation-time-of-flight” (MALDI-TOF) tomegspekrometriaval
hataroztuk meg (Lasermat 2000, Finnigan MAT), amit vazoak-
tiv intesztinalis peptiddel (molekulattmege 3326,8) kalib-
raltunk.

A peptidek masodlagos szerkezetét cirkuldris dikroiz-
mus (CD) spektroszképia alkalmazasaval vizsgaltuk (Jasco-
720, Jasco, Japan). Trifluoroetanolban (TFE) vald feloldés
utan a spektrumokat 260 és 184 nm kozott vettiik fel, 20
nm/perc letapogatadsi sebességgel és 2 mérés/nm pontossag-
gal. Kiszémitottuk a rezidudlis molaris ellipticitast, és
kdeg x cm?/dmol értékben fejeztik ki. 208 és 222 nm-nél
mért molaris ellipticitast alkalmaztuk a helikéalis szerke-
zetek aranyanak becslésére [Barrow, C.J. és mtsai., J. Mol.

Biol. 225, 1075-1093. old. (1992].



Az SP-C(LKS) masodlagos szerkezetének vizsgalata CD-
spektroszkdépiaval o-hélixet tartalmazé peptidek tipikus
spektrumat mutatta, és a 208 és 222 nm-es minimumok alapjéan
kdriilbeliil 75%-os o-hélix tartalmat becsiiltink. A masodla-
gos szerkezet stabil maradt vizzel valdé szakaszos higitéast
k6vetden 12% TFE-tartalomig, amennyiben a peptidet tiszta
TFE-ben oldottuk fel.

Az SP-C(LKS) SDS-PAGE-n egy csikot mutatott a termé-
szetes SP-C-hez hasonldéan, mig az SP-C(Leu) - amelyben
nincs Lys a hélixben - oligomereket alkot. Az SP-
C(Leu)/lipid elegyeknél tapasztaltakkal ellentétben - ame-
lyeket nehéz 20 mg/ml-nél toményebben feloldani [Nilsson,
G. és mtsai., Eur. J. Biochem. 255, 116-124. old. (1998)]1 -
’ lehetséges volt 80 mg/ml lipid-koncentraciéju SP-
C(LKS)/lipid elegyet létrehozni 0,03 polipeptid/lipid arany
mellett.

3. példa
Peptid/lipid elegyek eldallitasa

A DPPC-t, PG-t és PA-t a Sigma Chemical Co.-tdol (St.
Louis, MO) szereztik be. A kloroform/ metanol 98:2 (v/v)
elegyben feloldott 1lipideket DPPC:PG:PA 68:22:9 (W/W/W)
vagy DPPC/PG 7:3 (w/w) aranyban elegyitettik. Felliiletaktiv
anyag készitményeket SP-C(LKS)-nek vagy SP-C (LKS) -nek és
SP-B-nek a lipid elegyekhez torténd hozzaadésaval allitot-
tunk eld 0-tdél 0,05-ig terjeds végsd polipeptid/lipid to-
megaranyt eredményezve. Az elegyeket nitrogén alatt bepa-
roltuk és ujra feloldottuk 10-80 mg/ml lipid koncentracié-

ban 150 mmol/l1 NaCl-ban vagy 10 mmol/l Hepes pufferben,
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pH=6,9, ami 140 mmol/l NaCl-t és 2,0 mmol/l CaCl,-t tartal-
mazott. Ismételt fagyasztast és ultrahangos kezelést (50 W,
48 kHz) hajtottunk végre, amig homogén szuszpenzidkat kap-
tunk. Egyes esetekben a végsS szuszpenzdkat 45°C-on inku-
baltuk 1 6réan at.

A 150 mmol/l NaCl-ben felszuszpendalt feliiletaktiv
anyag készitmények pH-ja 3,5-5,5. Az alacsonyabb 3,5-4,5
pH-értékeket az SP-B-t tartalmazd készitményeknél figyeltiik
meg. Mivel a természetes SP-B-t savanyitott szerves o01dé-
szerekkel tisztitjak [Curstedt, T. és mtsai., Eur. J.
Biochem. 168, 255-262. old. (1987)], kis mennyiségl sav ma-
radhat a preparatumokban. Fizioldgiast megkozelitd pH-t ér-
tink el a feliiletaktiv anyag készitmények 140 mmol/1l NaCl-t
és 2,0 mmol/l CaCl,-t tartalmazé 10 mmol/1 Hepes pufferben,
pH=6, 9 valé felszuszpendalasaval (1. tablazat). A megfeleld
nem pufferelt készitményekhez hasonlitva nem volt valtozas
a Vmin €S Ymax €értékekben, amikor DPPC=PG 7:3 (w/w) elegyet
alkalmaztunk lipidként. Azonban amikor PA-t 1s tartalmazott
a lipid elegy, mind Vmn, mind ymx értéke emelkedett maga-

sabb pH-kon (1. és 2. tablazat).
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5. példa
Biofizikai jellemzés

Felilleti szétterjedési kinetikdt mértink 34-37°C-on
Wilhelmy-féle felszini mérleggel (Biegler, Vienna,
Austria). A feliileti fesziltséget 10 percen at kovettuk fe-
sziilés-mérdhoz kotott platinalemezzel, amit 1 mm mélyen
teflon-valytban 1évé 20 ml, 150 mmol/l NaCl hipofazisaba
helyeztiink. Az o6sszesen 1 mg lipidet tartalmazdé szuszpenzi-
6kat cseppenként adtuk a hipofazishoz, 4 cm-re a platinale-
meztdl.

DPPC/PG 7:3 (v/v)-ben szuszpenddlt 3 w$%-os SP-C(LKS)
Wilhelmy-féle mérleg alkalmazasaval toérténd kinetikus méré-
se a gyors széttrejedést mutatott 3 masodperc elteltével 28
mN/m felilleti fesziiltség mellett (2. abra). A szétterjedés
valamelyest lassabb volt 1 w%-os SP-C(LKS) alkalmazasaval
ugyanazon lipid-elegyben (adatokat nem kézlink). 2 wd% SP-B
hozzaadasa nem valtoztatta meg szignifikadnsan a szétterje-
dési sebességet és az egyensulyi felileti feszliltséget (2.
dbra). Nem volt Jjavulas megfigyelhet8 az elegyek 45°C-on
valé 1 oras inkubaciéjat kovetSen sem (adatokat nem koz-
liink) . Hasonldé eredményeket kaptunk DPPC:PG:PA 68:22:9
(w/w/w) lipid-eleggyel is (adatokat nem kozlink) .

A dinamikus feliileti fesziiltséget pulzald buborékos
felileti fesziiltség-mérdvel vettik fel (Surfactometer
International, Toronto, Canada), 37°C-on, a buborékfelszin
50%-s feliileti kompressziéja és 40 ciklus/perc frekvencia
mellett. Minden mérést 5 percig végeztink 10 mg/ml lipid-

koncentraciénal. A buborék faladnak nyomds-gradiensét megha-
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tarozott idSpontokban mértiikk, és a minimalis eés maximalis
buborékméret felilleti fesziiltségének (Ymin, illetve vyma) ki-
szamitasara alkalmaztuk.

A pulzald buboreékos feliileti feszlltség-mérdben a
DPPC:PG:PA 68:22:9 (w/w/w)-ben szuszpendalt 3 w?-os SP-
C(LKS) 1 mN/m-nél kisebb feliileti fesziilltséget hozott létre
a minimalis buborékadtmérdénél (Ymin), Mm1g @ Vmin 9-14 mN/m
volt a DPPC/PG 7:3 (v/v)-ben szuszpendalt 3 w%-os SP-C(LKS)
esetében. A maximalis buborékatmérdénél (ymax) mert felileti
fesziiltség koriilbeliil 40 mN/m volt mindkét esetben. 2 W%
SP-B hozzaadasa 31-33 mN/mM Ymx €s 0-2 mN/m vym, értékeket
adott mindkét lipid-készitmény esetében. Ezek az értékek
nagyon hasonldak a természetes forrasokbél izolalt fellle-
taktiv anyag készitményekéhez [Robertson, B. és mtsai.,
Prog. Respir. Res. 25, 237-246. old. (1990)]. A készitmé-
nyek 45°C-on 1 6ran at vald inkub&dlasanak nem volt szigni-
fikans hatésa a felileti aktivitéasra (1. tablazat). Az SP-B
mennyiségének 0.5 w3-ra vald csokkentése a DPPC/PG 7:3
(v/v) elegyben szuszpendalt 3 w%-os SP-C(LKS) Vmin értékének
névelését okozta, habar az eredmények nem voltak statiszti-
kusan szignifikansak (1. téablazat). Ellentétben az SP-B-
vel, 2 w% KL; hozzdadasa [Cochrane, C.G. és Revak, S.D.,
Science 254, 566-568. old. (1991)] a DPPC:PG:PA 68:22:9
(w/w/w) elegyben szuszpendalt 3 wS%-os SP-C(LKS)-hoz nem

csbkkentette Ymax—oOt, ami viszonylag magas maradt, 41-42

mN/m.
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6. példa

Palmitoiladlt és nem-palmitoildlt referencia-petideket tar-

talmazé elegyek osszehasonlitasa
A feliiletaktiv anyag készitményeket 3 w3 SP-C(Leu)-nak

vagy dipalmitoilalt SP-C (Leu) —nak DPPC:PG:PA 68:22:9

(w/w/w) lipidelegyekhez valé hozzaadasaval allitottuk elS.

Az elegyeket nitrogén alatt beparoltuk és 10 mg/ml lipid
koncentraciéban 150 mmol/1 NaCl-ban ujra felszuszpendaltuk.

Azokhoz a mintakhoz, amelyekben SP-B-helyettesitdét alkal-

1% (w/w) polimixin B-t adtunk.

maztunk,
A dipalmitoilalt SP-C(Leu)-t tartalmazé elegyek - po-

limixin B-vel vagy anélkiil is - szignifikans Jjavulast mu-

tatnak, killondsen a Vmx CsSOkkentésében 5 percnél és a VYnin

csbkkentésében korabbi idépontoknal.

4. Tablazat: Feliilleti tulajdonsagok

Az elegyek feliileti fesziiltségét pulzald buborékos fe-
liileti fesziiltségmérével mértilk. Két perc ekvilibralas utan
az adatokat 37°C-on 50%-s feliileti kompresszié és 40 cik-

lus/perc mellett vettik fel kiilénbozd id&kdzdknél.

v
(X 1)
.

Feliiletaktiv anyag készitmény Feliileti fesziltség (mN/m)
Dipalm. 7,5 s 1 perc 5 perc
SP-C (Leu) PxB
SP-C (Leu)
(% W/W) (% W/W) Vmin Ymax Ymin Ymax Ymin Ymax
(3 W/wW) _
1 11 39 6,2 39 2 42
1 1 3 37 3 38 0 40
1 1 34 1 35 1 36
1 1 0 29 0 34 0 35
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7. példa
In vivo jellemzés

A feliiletaktiv anyag-terdpia éretlen tidé mechanikai
tulajdonsagaira gyakorolt hatasat kilenc - 27 napos vemhes-
ség utan - korasziilott nyudlon értékeltik. Az &llatokat szi-
letéskor légcsémetszésnek vetettitk ala, és kozliluk ot ka-
pott kétszer 2,5 ml/kg mesterséges feliiletaktiv anyagot
légcsdkaniilon keresztil. A feliiletaktiv anyag DPPC-t, PG-t
és SP-C(LKS)-t tartalmazott a fentiekben megadott aranyban,
polimixin B-vel vagy anélkil. Az exogén felilletaktiv anyag
total foszfolipid koncentraciéja 40 mg/ml volt. Két, nega-
tiv kontrollként szolgalé allat nem kapott semmit a légcsé-
kaniilén keresztiil, és két masik, pozitiv kontrollként szol-
galdé allat moédositott természetes feluletaktiv anyagot
(Curosurf, Chiesi Farmaceutici Spa, Parma, Italy) kapott
ugyanabban a doézisban, 40 mg/ml-re higitva. Egy allatot
DPPC és PG elegyével kezeltiink fiziolégiads sdoldatban (fen-
tivel megegyezd koncentréciéban), 2,5 ml/kg dbézissal. Az
bsszes allatot test-pletizmograf dobozban tartottuk 37°C-os
hémérsékleten 60 percen at, és 100% oxigénnel lélegeztettik
Servo Ventillator 900B (Siemens-Elema, Solna, Sweden) ké-
sziilék alkalmazasaval 40/perc frekvencidra és 50% beléleg-
zési id8re allitva. A légzési térfogatokat a pletizmogra-
fokhoz kapcsolt pneumotachigraffal mértik. Az dllatokat 8-
10 ml/kg-es standardizalt légzési térfogattal lélegeztettiik
pozitiv  kilégzésvégi nyomas (,positive end-expiratory

pressure”, PEEP) nélkul. A tiiddé-mellkasi teljesitményt a
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légzési térfogat és a belégzési csucsnyomas aranyaként de-
finiadltuk, és ml/cm H,o kg egységben fejeztiik ki.

A nem kezelt kontroll &llatokhoz hasonlitva a telje-
sitmény szignifikansan Jjavult a mesterséges fellletaktiv
anyaggal kezelt &llatokban, kiildndsen a polimixin B-t tar-
talmazé feliiletaktiv anyagot kapott &llatokban. Figyelemre
méltéd mdédon a javulas nagyobb mértékd a hasonld ddzisd, mo-
dositott természetes felilletaktiv anyaggal torténd kezelés-
nél megfigyeltnél (3. abra).

Az alabbiakban roéviden ismertetjiik a leirashoz tartozé
abrakat:

Az 1. aAbran az SP-C és analdgjai aminosav-szekvencia-
janak csigavonalas abréazolasat mutatjuk be.

Az emebri SP-C szekvenciajat Johansson, J. és mtsai.
[FEBS Lett. 232, 61-64. old. (1998)] kozleményébdl, az SP-
C (Leu) szekvenciajat Nilsson, G. és mtsai. [Eur. J.
Biochem. 255, 116-124. old. (1998)] kozleményébdl vettik.
Az SP-C(LKS) az SP-C elsddleges szerkezetén alapul, de min-
den 16-28 kozotti Val-oldallancot a 17. kivételével Leu-
oldallanccal helyettesitettiik, Lys-oldalléncokat épitettink
be a 17., 22. és 27. helyen, és a palmitoilalt Cys-eket az
5. és 6. helyen Ser helyettesiti.

A 2. abréan a szintetikus feliletaktiv anyag-készitmé-
nyek felszini szétterjedését mutatjuk be.

3 wg-os SP-C(LKS) (teli négyzetek, folyamatos vonallal
jeldlve) és 3 w%-os SP-C(LKS) 2 w% SP-B hozzéadasaval (lres
haromszdgek, szaggatott vonallal jelolve) szétterjedési ki-

netikaja. Minden készitményt 10 mg/ml koncentracidban vizs-
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galtunk DPPC/PG 7:3 (v/v) elegy és 150 mmol/l NaCl szusz-
penzidéjaban. A méréseket Wilhelmy-féle mérleggel végeztik
és minden pont harom kiilénbczd mérés atlaga.

A 3. abran az in vivo eredményeket mutatijuk be.

Ot - 27 napos vemhesség utan - koraszilott, 8-10
ml/kg-es standardizalt 1légzési térfogattal és pozitiv ki-
légzésvégi nyomas (PEEP) nélkul 1lélegeztetett nyul tddé-
mellkasi teljesitménye. A teljesitmény szignifikansan Jja-
vult a kezelt &llatokban. Polimixin B (PxB) hozzaadasa no-
velni latszik a mesterséges feliiletaktiv anyag hatéasat. A

foszfolipidek koncentraciéja ugyanaz minden feliiletaktiv

anyag-készitményben, 40 mg/ml.
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Szekvencialista

<210> 1

<211> 35

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia
<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirdsa: szintetikus peptidek

<400> 1

Phe Gly Ile Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Ile Leu

1 S 10 15

Lys Leu Leu Leu Leu Lys Ile Leu Leu Leu Lys Leu Gly Ala Leu Leu

20 25 30

Met Gly Leu

35

<210> 2

<211> 35

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia
<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: szintetikus peptidek

<400> 2

Phe Gly Ile Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Ile Leu
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15

Leu Lys Leu Leu Leu Leu Ile Lys Leu Leu Ile Leu Gly Ala Leu Leu

20

Met Gly Leu

35

<210> 3
<211> 35

<212> PRT

25

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

<400> 3

30

szintetikus peptidek

Phe Gly Ile Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Ile Leu

1

10

15

Lys Leu Leu Leu Leu Leu Ile Leu Leu Leu Ile Leu Gly Ala Lez Leu

20

Met Gly Leu

35

<210> 4
<211> 35

<212> PRT

25

30
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<213> Mesterséges szekvencia
<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirédsa: szintetikus peptidek

<400> 4

Phe Gly Il Epro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Ile Leu

1 5 10 15

Leu Leu Leu Leu Lys Leu Ile Leu Leu Leu Ile Leu Gly Ala Leu Leu

20 25 30

Met Gly Leu

35

<210> 5

<211> 35

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia
<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: szintetikus peptidek

<400> 5

Phe Gly Ile Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Ile Leu

1 5 10 15

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ile Lys Leu Leu Ile Leu Gly Ala Leu Leu

20 25 30



Met Gly Leu

35

<210> 6

<211> 35

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia
<220>

<223> Mesterséges szekvencia leirédsa: szintetikus peptidek

<400> 6

Phe Gly Ile Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu Ile Leu

1 5 10 15

Phe Leu Leu Leu Leu Phe Ile Leu Leu Leu Phe Leu Gly Ala Leu Leu

20 25 30

Meg Gly Leu

35



Szabadalmi igénypontok

1. Az (I) &ltalanos képlettel megadott szerkezetl

SP-C-analdg, az egybetlls aminosavkod szerint:

F.G¢PZZPVHLKR (X.B) (XpB) » (XcB) X qGALLMGL (I)

ahol:

X jelentése I, L vagy Nle (norleucin) aminosavak
barmelyike;

B jelentése K, W, F, Y vagy Ornitin aminosavak
barmelyike;

Z jelentése S, és opcionalisan 12-22 szénatomot

tartalmazd acil-csoporttal kapcsolddhat észter- vagy tio-

észter—-kodtésen keresztil;

a értéke egész szam 1 és 19 kozdott;
b értéke egész szam 1 és 19 kozott;
c értéke egész szam 1 és 21 kozott;
d értéke egész szam 0 és 20 kozott;
e értéke 0 vagy 1;
£ értéke 0 vagy 1;
n értéke 0 vagy 1;
m értéke 0 vagy 1;

az alabbi feltételekkel:

- n+m> 0;

- f 2 e;

- (X.B) (XpB) 1 (X.B) (Xa maximum 22 aminosavbdél &llo

szekvencia, elénydsen 10-22 aminosavbél all6 szekvencia.



2. Az 1. igénypont szerinti SP-C-analdgok, amelyek
az (Ia) altalanos képlettel adhatdk meg:

(Ia) FGIPSSPVHLKRX,BX4BX;BXGALLMGL

3. Az 1. igénypont szerinti SP-C-analdgok, amelyek
az (Ib) altalanos képlettel adhatdok meg:

(Ib) FGIPSSPVHLKRX:sBXsBX,GALLMGL

4. Az 1. igénypont szerinti SP-C-analdgok, amelyek
az (Ic) &ltalanos képlettel adhatdk meg:

(Ic) FGIPSSPVHLKRX,BX;;GALLMGL

5. Az 1. igénypont szerinti SP-C-analbgok, amelyek
az (Id) altalanos képlettel adhatdk meg:

(Id) FGIPSSPVHLKRXgBX;GALLMGL

6. Az 1. igénypont szerinti SP-C-analdgok, amelyek
az (Ie) altaléanos képlettel adhatdk meg:

(Ie) FGIPSSPVHLKRX;;BX,GALLMGL

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti SP-C-
analégok, amelyekben a Ser-oldallancok acilaltak, eldénydsen
palmitoil-csoportokkal.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti SP-C-
analégok, amelyekben B jelentése lizin vagy fenilalanin és
X jelentése leucin, izoleucin vagy norleucin.

9. A 8. igénypont szerinti SP-C-analdg, amely az
alabbiak:

[SP-C (LKS)] FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL;

[SP-C (LKS)1]
FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL;
[SP-C (LKS) ]

FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL;



[SP-C (LKS) 3]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL;
[SP-C (LKS),]

FGIPSSPVHLKRLLILLLLLLLIKLLILGALLMGL;

[SP-C (LFS)] FGIPSSPVHLKRLLILFLLLLFILLLFLGALLMGL
barmelyike.
10. Szintetikus feliiletaktiv anyag, amely legalabb

egy, (I) altaléanos képlettel megadott SP-C-analdgot tartal-
maz lipidekkel és foszfolipidekkel elegyitve.

11. A 10. igénypont szerinti szintetikus fellletak-
tiv anyag, amelyben a lipidek/foszfolipidek elegye DPPC-t,

PG-t vagy PA-t tartalmaz.

12. A 10 vagy 1l1. igénypontok szerinti szintetikus
feliiletaktiv anyag, amely SP-B-t vagy annak aktiv szarmazé-

kat, vagy polimixint is tartalmaz.

13. A 10-12. igénypontok barmelyike szerinti szin-
tetikus feliiletaktiv anyag, oldat, diszperzid, szuszpenzid

vagy por alakban.

14. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti SP-C-
analog alkalmazasa barmely feliiletaktiv anyag-elégtelenség
esetén alkalmazhatdé szintetikus feliiletaktiv anyag eldalli-
taséara.

15. Polimixin, elényésen polimixin B alkalmazasa
barmely feltletaktiv anyag-elégtelenség és rendellenesség
vagy sulyos k6zépfiilgyulladads (ragadés fil) kezelésére al-
kalmas 10-13. igénypontok barmelyike szerinti mesterséges

feliiletaktiv anyaqg elfallitésara.



16. A 14 vagy 15. igénypontok szerinti alkalmazas,
feliiletaktiv anyag-elégtelenségként respiratérikus disz-
tressz szindrbéma kezelésére alkalmas mesterséges fellletak-

tiv anyag eldallitasara.

A meghatalmazott:

DANUBIA

Szabadal Védjegy Iroda Kft.

Molnar Imre

szabadalmi tgyvivd
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