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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa peptydy do zastosowania w ograniczeniu nadmiernego lokalnego
stanu zapalnego wywotanego przez infekcje bakteryjne, jak rowniez ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej,
jak sepsa, zapaleniu, ktéremu towarzyszy wzrost mediatoréw stanu zapalnego, m.in. cytokin, reaktyw-
nych form azotu. Wynalazek dotyczy peptydéw — koniugatéw majacych zastosowanie w prewencji i le-
czeniu stanu zapalnego.

Organizm ludzki jest stale narazony na dziatanie chorobotwdrczych mikroorganizméw, dzieki
czemu w toku ewolucji wypracowat szereg skutecznych mechanizmoéw zapobiegajacych rozwojowi za-
kazen oraz zwalczajacych infekcje. W wielu przypadkach jednakze organizm nie jest w stanie wyerady-
kowaé patogenu i zahamowac infekcje, czego konsekwencja jest nadmierny rozwdj stanu zapalnego,
ktéry moze przyczyniac sie do postaci ogdlinoustrojowej. W zwiazku z czym poszukuje sie skutecznych
srodkéw leczniczych zapobiegajacych niekontrolowanemu rozwojowi stanu zapalnego.

Pierwsza reakcja uktadu odpornosciowego w odpowiedzi na stan zapalny np. wywotany przez
zakazenie, jest aktywacja komérek immunokompetentnych (makrofagéw, monocytéw, neutrofili, komé-
rek dendrytycznych). Czynnikiem aktywujacym odpowiedz immunologiczng sa tzw. wzorce molekularne
specyficzne dla patogennych mikroorganizméw — PAMP (ang. pathogen-associated molecular pat-
terns), do ktérych naleza np., lipid A (fragment lipopolisacharydu (LPS)), peptydoglikan (PGN), kwas
lipotejchojowy (LTA, ang. lipotechoic acid). Struktury PAMP sa rozpoznawane przez receptory na po-
wierzchni komoérek odpornosciowych, tzw. receptory rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition re-
ceptors- PRR), do ktérych naleza receptory TLR (ang. Toll-like receptors). Rozpoznanie antygendw
przez receptory TLR uruchamia kaskade reakcji biochemicznych w wyniku ktérych zostaja uwolnione
cytokiny prozapalne, m.in. interleukina 1-ai g (IL-1a, IL-1B) interleukina 6, 8, 10 (IL-6, IL-8, IL-10), czyn-
nik martwicy nowotworu o (TNF-a), co opisano w Mogensen, T. H. (2009). "Pathogen recognition and
infammatory signaling in innate immune defenses." Clin Microbiol Rev 22(2): 240-273. Czynniki te
uwalniane sa réwniez w przypadku zapalen spowodowanych przez inne czynniki niz bakterie. Nieduze
stezenie tych mediatoréw zapalnych w organizmie, ktére wydzielane sa w odpowiedzi na komponenty
mikroorganizméw (PAMP), aktywuje prawidiowa odpowied? uktadu immunologicznego neutralizujaca
zakazenie. W przypadku gwattownie namnazajacych sie patogenéw dochodzi jednakze do ogdlnoustro-
jowej nadmiernej reakcji zapalnej organizmu, majacej na celu szybkie sttumienie infekcji. Skutkuje to
uwolnieniem wiekszej ilosci patogennych czynnikdw powstajacych w wyniku rozpadu bakterii i dalsza
aktywacja stanu zapalnego. W konsekwencji dochodzi do rozwoju szoku septycznego. Nadmierne po-
budzenie uktadu odpornosciowego w takim przypadku moze mie¢ skutek letalny lub powodowac trwate
uszkodzenie narzadow wewnetrznych. Istotne jest wiec w przypadku sepsy nie tylko natychmiastowe
zastosowanie antybiotyku o szerokim spektrum dziatania, lecz wprowadzenie takze lekéw neutralizuja-
cych dziatanie mediatoréw stanu zapalnego lub blokujacych receptory komorkowe dla tych mediatorow.

Na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego UG od wielu lat prowadzone sg badania nad pro-
jektowaniem i synteza biologicznie aktywnych peptydéw. W publikacji "Synthesis and Evaluation of Bio-
logical Activity of Antimicrobial-Pro-Proliferative Peptide Conjugates." PLoS One 10(10): e0140377
przedstawiono wyniki eksperymentéw nad analiza wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych oraz pro-pro-
liferacyjnych opracowanych koniugatéw peptydowych sktadajacych sie z wyselekcjonowanych pepty-
doéw przeciwdrobnoustrojowych AMP (ang. antimicrobial peptides) oraz wybranych peptydéw o innych
wiasciwosciach m.in. stymulujacych procesy gojenia ran, gdzie, m.in. przeanalizowano aktywnos¢ ko-
niugatow DAL-PEG-DKS oraz DK5-PEG-DKS. Wspomniane koniugaty sktadajg sie z dwéch sekwencji
aminokwasowych, odpowiadajacych peptydom: dalarginie (DAL) oraz DKS, kowalencyjnie potaczonym
ze sobg przy pomocy linkera PEG (czgsteczka kwasu 8-amino-3,6-dioksaoktanowego). W modelu
in vitro dla tych zwigzkéw potwierdzono aktywnos¢ hamujaca wzrost bakterii gram-ujemnych i gram-
dodatnich oraz drozdzakdéw z rodzaju Candida. Publikacja opisuje jedynie analize wptywu zwigzkéw na
wzrost mikroorganizméw oraz wptyw koniugatéw na proliferacje i migracje ludzkich keratynocytéw i fi-
broblastéw. We wspomnianej publikacji nie analizowano wtasciwosci przeciwzapalnych koniugatéw,
ktérych mechanizm jest odmienny od mechanizmu determinujacego wtasciwosci przeciwdrobnoustro-
jowe koniugatdw i z opisywanej analizy nie wynikaja wtasciwosci przeciwzapalne.

Dalargina (Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH), dalej jako DAL, jest syntetycznym analogiem endogen-
nego peptydu opioidowego Leu-enkefaliny. Aktywno$¢ fizjologiczna DAL w tkankach obwodowych wy-
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nika z oddziatywania z receptorami u i 3 —opioidowymi, co zostato opisane w artykule autorsta Pen-
cheva, Pospisek i wspotpracownikow "Activity profiles of dalargin and its analogues in mu-, delta- and
kappa-opioid receptor selective bioassays." Brd Pharmacol 128(3): 569-576 (1999).

DAL w formie natywnej (nie skoniugowanej z nosnikiem nano-molekularnym) nie przekracza ba-
riery krew-moézg. W publikacjach (Grigorevskii, Korotkina i wsp. 1989 "[Dalargin in the prevention of
acute postoperative pancreatitis]." Klin Khir(ll): 9-12.; Georgadze, Fomin i wsp. 1990 [Treatment of pep-
tic ulcer hemorrhage with leucine enkephalin analog dalargin]." Khirurgiia (Mosk)(3): 39-43; Grekova,
Reznikov i wsp. 1994 "[The effect of dalargin on the course of experimental cardiac arrhythmias]." Eksp
Klin Farmakol 57(2): 24—-26.; Dontsov 2015 "[The Antioxidant Effect of Dalargin in Patients with Coronary
Heart Disease and Metabolic Syndrome]." Eksp Klin Farmakol 78(7): 3—6.) ujawniono, ze zwiazek ten
hamuje wydzielanie enzyméw trawiennych, ma dziatanie przeciwbdlowe, zmniejsza obrzek po zabie-
gach operacyjnych trzustki, reguluje rytm pracy serca oraz wykazuje lokalne dziatanie antyoksydacyjne
w przypadku zawatu miesnia sercowego. Nie ujawniono wptywu dalarginy na zmniejszenie stanu zapal-
nego, w tym wywotanego w skutek zakazenia bakteryjnego.

Dalargina znana jest jako lek skuteczny w terapii choroby wrzodowej Zotadka, w leczeniu ostrych
standw zapalnych trzustki. Lek podawany w formie kropléwek lub dozylnie zmniejszat obrzek trzustki
oraz dziatat przeciwbdlowo. Znana jest z patentu RU 2 341 282 mieszanina oktreotydu (0,1 mg/kg)
i dalarginy (0,8 i 0,9 mg/kg) o dziataniu hamujacym aktywnos$é enzymatyczng trzustki.

Peptyd DK5 (lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NH:) jest syntetycznym analogiem
naturalnie wystepujacej temporyny — 1CEb, zwigzku pozyskanego ze $luzu skérnego zab Rana amu-
rensis i Rana dybowskii. W publikacji autorstwa Shang, D., X. Li i wspotpracownikéw "Design of potent,
non-toxic antimicrobial agents based upon the structure of the frog skin peptide, temporin1CEb from
Chinese brown frog, Rana chensinensis." Chem Biol Drug Des (2012) 79(5): 653-662 opublikowano ze
zwiazek posiada wysoka aktywno$¢ hamujaca wzrost szeregu szczepdw gram-ujemnych i gram-dodat-
nich oraz niska aktywnos¢ hemolityczna wzgledem ludzkich erytrocytéw.

Powyzsze badania nie wskazuja, ze zwiazek ten dziata przeciwzapalnie.

W trakcie badan eksperymentalnych prowadzonych we wspétpracy pomiedzy zespotem nauko-
wym Wydziatu Chemii UG (dr inz. Paulina Kosikowska-Adamus, prof. Dr hab. Adam Lesner) oraz ze-
spotem badaczy z Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego (dr hab.
Joanna Koziet, dr Anna Golda), nieoczekiwanie okazato sie, ze koniugaty DAL-PEG-DKS oraz DK5-
-PEG-DAL posiadajg zdolno$¢ do zapobiegania rozwojowi patologicznego stanu zapalnego oraz zwal-
czania stanu zapalanego, w tym ogdlnoustrojowego stanu zapalnego jak sepsa wywotana zakazeniem
bakteryjnym. Skutecznos$é zwigzkéw monitorowana byta poprzez ocene poziomu mediatoréw stanu za-
palnego, m.in. cytokin, reaktywnych form azotu byta potwierdzona w modelach in vitro (DAL-PEG-DK5
oraz DK5-PEG-DAL) i in vivo (wytacznie DAL-PEG-DKS). Badania prowadzone byty na modelu zapale-
nia wywotanego przez bakteryjna endotoksyne — LPS. Wyniki te znalazty odwzorowanie w modelu in
vitro z wykorzystaniem zakazonej bakteria E. coli krwi obwodowej, co dowodzi, ze obserwacje poczy-
nione z wykorzystaniem LPS znajduja zastosowanie podczas infekcji ogélnoustrojowej. Badania eks-
perymentalne potwierdzaja zatem skuteczno$é zwiazkéw w obnizaniu poziomu mediatoréw zapalenia,
zwtaszcza w przypadku zapalenia wywotanego zakazeniem bakteriami Gram-ujemnymi.

Jako ogdlnoustrojowy stan zapalny rozumie sie stan spowodowany, na przyktad, zakazeniem,
ktéremu towarzyszy aktywacja receptoréow odpowiedzi nieswoistej toll-podobnych TLR i/lub uwalnianie
cytokin pro-zapalnych (m.in. TNF-a, IL-6, IL-8) oraz powstawanie reaktywnych form azotu (m.in. tlenku
azotu NO) i innych mediatoréw stanu zapalnego.

Przedmiotem wynalazku jest zatem peptyd o wzorze 1:

Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-O20c-lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NHz do zastoso-
wania w prewencji zapalenia, zwtaszcza do zastosowania w prewencji ogélnoustrojowej reakcji zapal-
nej, w tym do zastosowania w prewencji sepsy. Wynalazek dotyczy zwtaszcza zastosowania w prewen-
cji zapalenia wywotanego zakazeniem bakteryjnym. Zastosowanie do dotyczy ludzi jak i zwierzat.

Wynalazek dotyczy rowniez peptydu o wzorze 1:

Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-O20c-lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NHz do zastoso-
wania w leczeniu zapalenia, zwtaszcza do zastosowania w leczeniu ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej,
w tym sepsy. Wynalazek dotyczy zwtaszcza zastosowania w leczeniu zapalenia wywotanego zakaze-
niem bakteryjnym. Zastosowanie do dotyczy ludzi jak i zwierzat.

Wynalazek dotyczy réwniez peptydu o wzorze 2:
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lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do zastoso-
wania w prewencji zapalenia, zwlaszcza do zastosowania w prewencji ogolnoustrojowej reakcji zapal-
nej, w tym sepsy. Wynalazek dotyczy zwtaszcza zastosowania w prewencji zapalenia wywotanego za-
kazeniem bakteryjnym. Zastosowanie do dotyczy ludzi jak i zwierzat.

Wynalazek dotyczy réwniez peptydu o wzorze 2:

lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do zastoso-
wania w leczeniu zapalenia, zwtaszcza do zastosowania wleczeniu ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej,
w tym do zastosowania w leczeniu sepsy. Zastosowanie dotyczy zwtaszcza leczenia zapalenia wywo-
tanego zakazeniem bakteryjnym.

Aktywnos¢ przeciwzapalna koniugatéow zbadano w modelu linii komérkowych mysich makrofa-
gow (RAW 264.7) i pierwotnych ludzkich makrofagéw (hMDM, ang. human monocyte derived ma-
crophages), stymulowanych bakteryjnym lipopolisacharydem (LPS) wyizolowanym z komérek szczepu
Escherichia coli. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze koniugat DAL-PEG-DKS skutecz-
nie obniza poziom ekspresji mediatoréw stanu zapalnego TNF-q, IL-6, IL-8 oraz redukuje powstawanie
reaktywnych form azotu (NO), towarzyszacych stresowi nitrozacyjnemu komorek. Aktywno$¢ przeciw-
zapalna DK5-PEG-DAL byta nizsza w poréwnaniu do DAL-PEG-DKS. Istotne jest jednak, ze pojedyncze
peptydy DAL i DK5 nie wykazywaty zadnych wtasciwos$ci przeciwzapalnych, gdyz w wiekszosci ekspe-
rymentéw nie miaty one wptywu na poziom wydzielanych cytokin, badz reaktywnych form azotu. Eks-
perymenty in vivo, gdzie wykorzystano mysi model szoku septycznego wywotanego przez LPS, prowa-
dzono z uzyciem najbardziej aktywnej pochodnej koniugatu — DAL-PEG-DKS. W tych doswiadczeniach
udowodniono skuteczno$¢ DAL-PEG-DKS w neutralizacji efektow wywotanych przez toksyne LPS. Podanie
dootrzewnowe LPS z E. coli w stezeniu 0,1 ng/g powodowato 90% Smiertelno$¢ myszy w ciagu 26 godzin.
Natomiast jednoczesnie podanie LPS z badanym koniugatem DAL-PEG-DKS (25 ng/ml) skutkowato 100%
przezywalnoécig myszy oraz obnizonym poziomem mediatoréw prozapalnych (IFN-y, MCP-1) mierzonym
w surowicy krwi. Szczegdtowe wyniki badarn przedstawiono w opisie przyktadéw.

Wyniki tych badan potwierdzity, ze koniugat DAL-PEG-DKS jest zdolny w znacznym stopniu zre-
dukowac poziom uwalniania cytokin prozapalnych w odpowiedzi na obecnos¢ bakteryjnych antygenow
— toksyn (LPS, LTA), sktadnikéw $ciany komérkowej — PGN (peptydoglikan). Ponadto stwierdzono, ze
efekt przeciwzapalny dla zwigzku DAL-PEG-DKS5 wynika ze zdolnos$ci do bezposredniej neutralizaciji
endotoksyny bakteryjnej, ktéra w ten sposéb traci zdolnos¢ do aktywacji komérek gospodarza.

Wyniki badan in vitro réwniez potwierdzaja skuteczno$¢ przeciwzapalng obu koniugatéw —
DAL-PEG-DKS oraz DK5-PEG-DAL — redukowanie poziomu uwalniania cytokin prozapalnych i innych
mediatoréw stanu zapalnego.

Okreslenia i skroty stosowane w opisie maja nastepujace znaczenie:

AMP — peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial petides)

DCM - dichlorometan

DIPEA — N,N-di-izopropylo-etyloamina

DMF- dimetyloformamid

hMDM - linia pierwotnych ludzkich makrofagdw pochodzacych z monocytéw (ang. Human

monocyte derived macrophages)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-perfomance liquid chromatograpy)

ICs0 — stezenie hamujace aktywnosc/proces biologiczny itp. w 50% w stosunku do kontroli

IFN-y — interferon vy

IL — interleukina

LPS - lipopolisacharyd

LTA — kwas lipotejchojowy (ang. Lipotechoic acid)

MCP-1 — biatko chemotaktyczne monocytéw (ang. macrophage chemoattractant protein-1)

MOI — wielokrotno$¢ zakazenia (ang. multiplicity of infection)

NF-xB — jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B

TFA — kwas trifluorooctowy

TLR-toll — podobne receptory (ang. Toll-like receptors)

TNF-o — czynnik martwicy nowotworu o (ang. tumor necrosis factor)

PAMP — wzorce molekularne specyficzne dla patogennych mikroorganizmow (ang. pathogen-

associated molecular patterns)

PEG - kwas 8-amino-3,6-dioksaoktanowy

PGN — peptydoglikan
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Na wzorze 1 i wzorze 2 przedstawiono strukture zwiazkéw wedtug wynalazku, odpowiednio
w konfiguracji od pozycji 1 do 19.

Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-020c-fle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NH;
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Wz6r 1 - DAL-PEG-DK5S
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Wzér 2 - DK5-PEG-DAL

Wynalazek opisano réwniez blizej w przyktadach wykonania i na rysunku: fig. 1-fig. 10, gdzie na
fig. 1-fig. 4 przedstawiono potwierdzenie otrzymania koniugatéw, za$ na fig. 5—fig. 10 skutecznosc ich
dziatania. Szczegétowo na fig. 1 pokazano widmo mas koniugatu DAL-PEG-DKS uzyskane technika
spektrometrii MALDI-TOF. Masa teoretycznie obliczona dla DAL-PEG-DKS wynosi 2277,9 Da, zidenty-
fikowany jon masowy wynosi 2277,9 Da. Na fig. 2 pokazano widmo mas koniugatéw DK5-PEG-DAL
uzyskane technikg spektrometrii MALDI-TOF. Masa teoretycznie obliczona dla DK5-PEG-DAL wynosi
2276,9, sygnat 2277,9 stanowi jon pseudomolekularny [M+H]+. Fig. 3 pokazuje chromatogram
RP-HPLC koniugatu peptydowego DAL-PEG-DKS. Ustalony czas retencji dla DAL-PEG-DKS wynidst
22,735 min. Fig. 4 to chromatogram RP-HPLC koniugatu peptydowego DK5-PEG-DAL. Ustalony czas
retencji dla DK5-PEG-DAL wynosi 19,767 min. Fig. 5 wskazuje na ocene stezenia mediatoréw stanu
zapalnego indukowanych przez wybrane agonisty receptoréw toll-podobnych (TLR) w obecnosci bada-
nych zwigzkéw. A-pomiar stezenia cytokiny TNFa; B-pomiar stezenia NO (posrednie) wg metody
Griessa. Fig. 6 pokazuje analize stezenia uwalnianych cytokin prozapalnych w hodowli ludzkich makro-
fagow (hMDMs) stymulowanych LPS (A); analiza poziomu cytokiny TNFa w prébkach krwi po 20 godzi-
nach od dodania LPS (B); analiza stezenia cytokiny TNFa w nadsaczach komérkowych hodowli hMDMs
zainfekowanej szczepem E. coli (MOl 1:50). Fig. 7 reprezentuje analize poréwnawczg wptywu peptydéw
na redukcje poziomu TNFa oraz NO w obecnosci LPS. A. wyniki uzyskane dla ludzkich makrofagoéw
(hMDMs); B. wyniki uzyskane dla mysich makrofagéw (RAW 264.7). Fig. 8 wskazuje analize wptywu
peptydu DAL-PEG-DKS na wiazanie sie LPS do powierzchni makrofagéw (A) ludzkich, hMDMs, (B)
mysich, RAW 264,7. LPS+DAL-PEG-DKS5 — LPS byt dodawany jednoczes$nie z koniugatem; LPS/DAL-
-PEG-DKS - dodanie peptydu byto poprzedzone 2-godzinna pre-inkubacjg komorek z LPS; DAL-PEG-
-DK5/LPS - dodanie LPS byto poprzedzone 2-godzinna inkubacja komoérek z DAL-PEG-DKS. (C) Ana-
liza wigzania znakowanego fluorescencyjnie LPS (AF488-LPS) do powierzchni komérek RAW 264,7.
Fig. 9 reprezentuje ocene wptywu DAL-PEG-DKS5 oraz SCR na dimeryzacje kompleksu TLR4/MD2 (A)
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oraz aktywacje szlaku sygnatowego NF-«xB (B), a 10 (A) ocene wptywu podania DAL-PEG-DKS5 na prze-
zywalno$¢ myszy szczepu C57BL/6 w modelu szoku septycznego wywotanego przez LPS, 10 (B) ste-
Zenia cytokin prozapalnych w surowicy krwi myszy po 26 godzinach od podania LPS lub LPS z DAL-
PEG-DKS.

Przyktad 1

Synteza chemiczna koniugatéw DAL-PEG-DKS oraz DK5-PEG-DAL

Do otrzymania koniugatéw DAL-PEG-DKS oraz DK5-PEG-DAL wykorzystano strategie syntezy
na nos$niku statym zgodnie z metoda chemii Fmoc/tBu. Uzyto w tym celu zywicy polimerowej TentaGel
S RAM (Rapp Polymere GmbH, Niemcy) o stopniu osadzenia 0,24 mmol/g. Synteze obu zwigzkéw
wykonano manualnie.

Synteza DAL-PEG-DKS i DK5-PEG-DAL sktadata sie z nastepujacych etapow:

1.

Usuniecie ugrupowania Fmoc grupy aminowej zywicy TentaGel S RAM poprzez wytrzasanie
z roztworem 20% piperydyny w DMF. Trzykrotne przemycie zywicy z uzyciem, kolejno: DMF,
izopropanolu, DCM.

Przytaczenie pierwszej Fmoc-chronionej reszty aminokwasowej. W przypadku DAL-PEG-
-DK5 do zywicy dodano roztwér Fmoc-Leu-OH w DMF, dla DKS5-PEG-DAL-Fmoc-Arg(Pbf)-
-OH w DMF. Dodatkowo do roztworu dodano odczynniki aktywujace grupy karboksylowe
Fmoc-chronionych reszt aminokwasowych — HOBtY/HBTU i DIPEA. Stosunek molowy po-
szczegdblnych sktadnikdéw mieszaniny reakcyjnej wynosit (1:1:1:2), tzn. 1 mol chronionego
aminokwasu : 1 mol HOBt : 1 mol HBTU: 2 mole DIPEA. Do reakcji uzyto 3-krotnego nad-
miaru odczynnikéw w stosunku do stopnia osadzenia zywicy. Reakcje acylowania prowa-
dzono wytrzasajac zywice z mieszaning reakcyjng przez 1,5 godziny w temperaturze poko-
jowej. Po trzykrotnym odptukaniu zywicy (DMF/izopropanol, DCM), reakcje powtérzono. Po-
step reakcji acylowania kontrolowano wykonujac test chloranilowy, wykrywajacy na po-
wierzchni ziarna zywicy wolne grupy aminowe.

Deprotekcje osadzonej na zywicy reszty aminokwasowej prowadzono tak jak w pkt. 1 stosu-
jac 20% piperydyne w DMF oraz przemywajac zywice po deprotekcji trzykrotnie DMF, izpro-
panolu, DCM.

Przytaczenie kolejnej reszty Fmoc-chronionego aminokwasu odbywato sie wg. tej samej pro-
cedury opisanej w pkt. 2. Nastepnie usuniecie grupy ochronnej Fmoc przytaczonej reszty
prowadzono wg. procedury opisane w pkt. 1 [ub 3.

Kolejnos¢ przytaczania reszt aminokwasowych w trakcie syntezy DAL-PEG-DKS oraz DK5-PEG-
-DAL przedstawia tabela 1



Tabela 1. Wykaz i kolejnos¢ przytaczania reszt

PL 239 303 B1

koniugatow DAL-PEG-DKS oraz DK5-PEG-DAL

aminokwasowych w przebiegu syntezy

Kolejnos¢ Synteza peptyddw

Previaczania resat - PEG DK DK5-PEG-DAL
aminokwasowych

1 Fmoc-Leu-OH Fmoc- Arg(Pbf)-OH
2 Fmoc-Leu-OH Fmoc-Leu-OH

3 Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Phe-OH

4 Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Gly-OH

5 Fmoc-lle-OH Fmoc-D-Ala-OH

6 Fmoc-D-Lys (Boc)-OH | Fmoc-Tyr-OH

7 Fmoc-Ser(tBu)-OH Fmoc-020¢-OH

8 Fmoc-Leu-OH Fmoc-Leu-OH

9 Fmoc-lle-OH Fmoc-Leu-OH

10 Fmoc-Lys(Bac)-OH Fmaoc-Lys(Boc)-OH
11 Fmoc-Lys(Bac)-OH Fmoc-Lys(Boc)-OH
12 Fmoc-lle-OH Fmaoc-lle-OH

13 Fmoc-020c¢c-OH Fmoc-D-Lys (Boc)-OH
14 Fmoc- Arg(Pbf)-OH Fmoc-Ser(tBu)-OH
15 Fmoc-Leu-OH Fmaoc-Leu-OH

16 Fmoc-Phe-OH Fmac-lle-OH

17 Fmoc-Gly-OH Fmaoc-Lys{Boc)-OH
18 Fmoc-D-Ala-OH Fmoc-Lys(Boc)-OH
19 Fmoc-Tyr-OH Fmoc-lle-OH
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5. Po przytaczeniu ostatniej reszty z sekwencji aminokwasowej (punkt 19 Tabeli 2) i usunieciu
ostony Fmoc peptydy DAL-PEG-DKS5 oraz DK5-PEG-DAL zdjeto z zywicy z jednoczesnym
usunieciem oston bocznych przy uzyciu mieszaniny TFA/Fenol/Triisopropylosilan/Hz20
(88:5:2:5. v/v).

Surowe preparaty peptydéw nastepnie poddano oczyszczaniu za pomoca wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych (RP-HPLC, ang. reverse-phase high-perfomance
liquid chromatography) w celu uzyskania homogennych preparatéw koniugatéw DAL-PEG-DKS oraz
DK5-PEG-DAL.

Masa czasteczkowa koniugatow zostata potwierdzona za pomoca spektrometrii mas z desorpcja
laserowa z udziatem matrycy oraz analizatorem czasu przelotu MALDI-TOF (ang. Matrix-Assisted Laser
Desorpotion lonisation —Time of Flight Mass Spectrometry). Przedstawione we wniosku widma masowe
dla DAL-PEG-DKS i DK5-PEG-DAL (Fig. 1, 2) wskazujg na obecnos¢ jonu dominujacego o stosunku
masy do tadunku (m/z) wynoszacym 2277,9 Da, ktory jest zgodny z teoretyczna masa czasteczkowa
obliczona dla koniugatéw, odpowiednio: 2277,9 Da dla DAL-PEG-DKS oraz 2276,9 Da dla DK5-PEG-
-DAL, dla ktérego dodatkowy tadunek na widmie masowym wynika z obecnosci jonu pseudomolekular-
nego [M+H]*. Jednorodnos$¢ kohcowych preparatéw zbadano z wykorzystaniem techniki wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych (RP-HPLC). Zwigzki poddano rozdziatowi
w gradiencie 1-80% fazy B w fazie A w ciggu 30 min przy przeptywie 1 ml/min. Faza A: 0,1% roztwor
TFA w wodzie, faza B: 80% roztwdr acetonitrylu w fazie A. Detekcje prowadzono przy dtugosé fali wy-
noszacej 226 nm. Do analizy wykorzystano system HPLC marki Shimadzu oraz kolumne Phenomex
Jupiter 4 um Proteo 90A (250 x 4,6 mm). Przedstawione we wniosku chromatogramy (Fig. 3, 4) przed-
stawiaja frakcje analitu odpowiadajace koniugatom DAL-PEG-DKS5 oraz DK5-PEG-DAL o wyznaczo-
nych czasach retencji, odpowiednio: 22,735 min oraz 19,767 min.

Potwierdzenie tozsamos$ci chemicznej oraz homogeniczno$ci preparatéw DAL-PEG-DKS oraz
DK5-PEG-DAL pokazano na fig. 1-fig. 4.

Przyktad 2

Badanie wiasciwosci przeciwzapalnych koniugatéw DAL-PEG-DKS oraz DK5-PEG-DAL — po-
twierdzenia in vitro dziatania prewencyjnego i leczniczego zapalenia miejscowego jak i ogélnoustrojo-
wego

|. Eksperymenty in vitro:

1. Wplyw koniugatéw DAL-PEG-DK5 oraz DK5-PEG-DAL na poziom uwalniania cytokiny TNF-a
oraz reaktywnych form azotu (NO) w modelu mysich makrofagdw w obecnosci LPS, LTA i PGN

Celem eksperymentéw byto okreslenie wptywu DAL-PEG-DKS oraz DK5-PEG-DAL na zmniej-
szenie stopnia odpowiedzi pro-zapalnej mysich makrofagéw (RAW 264.7). w obecnosci LPS, LTA oraz
PGN. Aktywno$¢ koniugatow w tym zakresie zostata poréwnana do aktywnosci ich sktadowych (DKS,
DAL). Komorki byty stymulowane, odpowiednio: 10 ng/ml LPS, 10 ug/ml LTA lub 2 ng/ml PGN w obec-
nosci badanych zwigzkéw w stezeniu 25 ug/ml lub bez peptydéw. Po uptywie 20 godzin mierzono za
pomoca testéw ELISA albo Griess'a, odpowiednio, poziom ekspresji cytokiny TNF-o oraz stezenie uwol-
nionego tlenku azotu (NO). Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze koniugat DAL-PEG-
-DKS5 charakteryzuje sie najlepsza (w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych dla DAL, i DKS) zdolno$cia
do hamowania ekspresji markeréow odpowiedzi zapalnej (najnizsze stezenie mediatoréw stanu zapal-
nego TNF-a, NO) wywotywanej przez wybrane typy agonistéw receptorow TLR (Fig. 5). Aktywno$¢
koniugatu DK5-PEG-DAL w obecnosci LPS byfa poréwnywalna dla wartosci uzyskanych dla DAL-PEG
-DK5 (Fig. 5, panel LPS), natomiast byta znaczaco nizsza(na poziomie préby kontrolnej, bez badanych
zwigzkdéw) w obecnosci LTA oraz PGN, poréwnywalna do wartosci uzyskanych dla DAL i DKS.

2. Wplyw DAL-PEG-DK5 oraz DK5-PEG-DAL na poziom uwalniania cytokin prozapalnych w mo-

delu ludzkich makrofagéw w obecnosci LPS oraz zawiesiny bakterii Escherichia coli

Poziom aktywacji makrofagéow okre$lano przez pomiar stezenia cytokin TNF-a, IL-6, IL-8 oraz
IL-10 uwalnianych przez komérki pod wptywem LPS (10 ng/ml). Analize wykonano po 20 godzinach od
stymulacji bakteryjna endotoksyna. Eksperymenty prowadzono z wykorzystaniem pierwotnej linii ludz-
kich makrofagéw (hMDM), do ktérych dodawano badane zwiazki w stezeniu 10 ug/ml. Uzyskane wyniki
przedstawione na Fig. 6 jednoznacznie wykazaty, ze peptydy DAL-PEG-DKS i DK5-PEG-DAL istotnie
statystycznie hamujg ekspresje cytokin prozapalnych (TNF-a., IL-6, IL-8, IL-10) (Fig. 6A).

Dodatkowo, sprawdzono wptyw obecnosci peptydéw na poziom ekspresji cytokiny TNF-a w pet-
nej krwi obwodowej stymulowanej LPS (10 ng/ml) oraz w hodowli komérkowe| makrofagéw zakazone;
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E. coli (MOI 1:50; MOI, ang. multiplicity of infection). W obu przypadkach koniugat DAL-PEG-DKS naj-
bardziej wydajnie hamowat uwalnianie cytokiny TNF-a. Aktywno$¢ koniugatu DKS-PEG-DAL w tych
eksperymentach byta nizsza, jednak lepsza niz w przypadku wolnej DAL lub DKS5 (Fig. 6B, C).

Wyniki badan jednoznacznie wskazujg na to, ze obecnos¢ koniugatu DAL-PEG-DKS skutecznie
obniza poziom ekspresji markerow stanu zapalnego w hodowli pierwotnych ludzkich makrofagéw
w obecno$ci LPS oraz zakazonych bakteriami E. coli. Co wiecej, koniugat DAL-PEG-DKS wydajnie neu-
tralizuje endotoksyne w srodowisku przypominajacym warunki fizjologiczne — eksperyment prowadzony
z wykorzystaniem petnej krwi ludzkiej.

3. Wyznaczenie warto$ci wspbiczynnika inhibicji ICso ekspresji mediatoréw stanu zapalnego

(TNF-a oraz NO) dla koniugatéw DAL-PEG-DK5 i DK5-PEG-DAL oraz ich skiadowych

W celu okreslenia skutecznosci dziatania przeciwzapalnego dla poszczegdinych zwiazkéw wy-
znaczono stezenie hamujace o 50% (ICso, ang. inhibitory concentration) stymulacje makrofagdéw wywo-
tana przez LPS. Ludzkie (hMDM) i mysie (RAW 264.7) makrofagi byty inkubowane w obecnos$ci LPS
(10 ng/ml) lub mieszaniny LPS (10 ng/ml) z poszczegdlinymi peptydami (analizowany zakres stezenh od
2,5 do 50 ug/ml). Po uptywie 20 godzin przeanalizowano stezenie cytokiny TNF-o oraz poziomu NO
w nadsaczach komoérkowych. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze peptyd DAL-PEG-DKS jest ponad
9-krotnie bardziej aktywny w modelu ludzkich makrofagéw oraz ponad 5-krotnie w modelu mysim niz
wyjsciowy peptyd przeciwdrobnoustrojowy DK5. W przypadku DKS5-PEG-DAL zaobserwowano pozy-
tywny wptyw zwigzku na redukcje poziomu cytokiny TNFa, natomiast jego efekt na stezenie NO byt
poréwnywalny do wartosci uzyskanych dla natywnego peptydu DK5 (Fig. 7 Tab. 2)

Tabela 2. Wartosci wspotezynnika inhibicji (IC50) indukowanej przez LPS stymulagji

makrofagow.
1CS0 fpg/mi] BMDMs RAW264.7
DK5S 18,68 12,70
DAL no” no
DK5-PEG-DAL 15,58 16,83
DAL-PEG-DKS 2,015 3,008
SCR** no no

* no, nie oznaczono

** SCR - ang. scrumbled peptide, peptyd typu mieszanego zaprojektowany na
podstawie sekwencji DAL-PEG-DK5. Stuzy w doswiadczeniach jako kontrola,
potwierdzajaca zwigzek pomiedzy sekwencjg badanych peptydéw a ich aktywnoscia

biologiczna.

Aktywnos$¢ zwigzku DK5-PEG-DAL zostata potwierdzona w testach in vitro — stwierdzono jego
wptyw w stezeniu 10 pg/ml na obnizenie poziomu cytokin prozapalnych TNF-q, IL-6, IL-10.

4. Okreslenie potencjalnego mechanizmu neutralizacji LPS przez DAL-PEG-DK5

a. Blokowanie bezpos$redniego oddzialywania LPS z powierzchnig komérek makrofagéw

W celu ustalenia czy najbardziej aktywna forma koniugatu DAL-PEG-DKS zapobiega rozpozna-
waniu LPS przez makrofagi, przeprowadzono eksperyment, w ktérym komoérki hMDM oraz RAW 264,7
byty pre-inkubowane przez 2 godziny z LPS, po czym do hodowli dodano DAL-PEG-DKS5 w stezeniu 10
ug/ml w przypadku hMDM, lub 25 ug/ml w przypadku RAW 264,7. Alternatywnie, obie linie makrofagoéw
pre-inkubowano w obecnoéci badanego peptydu dodanego w stezeniach jak wyzej i nastepnie komorki
stymulowano LPS. W trzecim wariancie fagocyty stymulowano endotoksyng w obecnosci DAL-PEG-
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-DK5 (stezenia jak wyzej). Poziom uwolnionego TNF-o oraz NO zmierzono po 20 godzinach od stymu-
lacji. Uzyskane wyniki wykazaty, ze uwalnianie TNF-a oraz NO jest znaczaco hamowane w sytuaciji,
gdy DAL-PEG-DKS jest podawany jednoczesnie z LPS lub gdy komérki przed dodaniem LPS byty pre-
inkubowane z badanym koniugatem. Nie zaobserwowano efektu przeciwzapalnego dla DAL-PEG-DKS5,
gdy peptyd byt dodany do komdrek po ich uprzedniej pre-stymulaciji LPS (Fig. 8A, B).

Wyniki te sugeruja, ze DAL-PEG-DKS5 zapobiega oddziatywaniom LPS z powierzchnig komorek
makrofagéw.

Hipoteza ta zostata dodatkowo potwierdzona w eksperymentach z wykorzystaniem techniki cyto-
metrii przeptywowej, w ktorych znakowany fluorescencyjnie LPS (AF488-LPS) inkubowano z makrofa-
gami RAW 264,7 (5 x 10° komérek/ml) bez peptydu lub w obecnos$ci DAL-PEG-DK5 w stezeniu 25
ug/ml. Umieszczony na rys. 8C histogram wskazuje, ze DAL-PEG-DKS skutecznie blokuje oddziatywa-
nia LPS z powierzchnig makrofagéw, gdyz tylko 14% z badanej puli komérek byta LPS-pozytywna. (Fig.
8C). W przypadku komorek kontrolnych (pre-stymulacja LPS bez peptydu) pozytywny sygnat fluore-
scencyjny uzyskano dla 74% makrofagéw.

b. Blokowanie dimeryzacji komplekséw TLR4/MD2 oraz szlaku sygnatowego NF-xB przez DAL-

-PEG-DK5

Receptor TLR4 jest biatkiem transbtonowym nalezacym do rodziny receptoréw TLR, jest on
obecny na powierzchni wielu komérek uktadu immunologicznego (neutrofili, makrofagéw, komoérek
dendrytycznych, limfocytéw B, monocytéw, mastocytéw). TLR4 jest receptorem rozpoznajacym li-
popolisacharyd. Aktywacja receptora TLR4 wymaga m.in. wspoétdziatania zewnatrzkomoérkowego
biatka MD2. Pod wptywem LPS dochodzi do dimeryzacji kompleksu TLR4/MD2, co stanowi poczat-
kowy etap w kaskadzie aktywujacej czynnik jadrowy NF-xB.

W celu okres$lenia wptywu DAL-PEG-DKS na proces dimeryzacji kompleksu TLR4/MD2 uzyto
specyficznych przeciwciat anty-TLR4/MD2 wiazacych sie wytacznie do monomerycznej formy kom-
pleksu TLR4/MD2. Selekcja komérek z wykorzystaniem techniki cytometrii przeptywowej wykazata,
ze obecno$¢ DAL-PEG-DKS w zawiesinie makrofagéw zapobiega aktywacji receptora TLR4 pod
wptywem LPS na etapie dimeryzacji kompleksu TRLR4/MD2 (Fig. 9A).

Wptyw koniugatu DAL-PEG-DKS na aktywacje czynnika NF-xB zbadano uzywajac reportero-
wej hodowli makrofagdw RAW 263.7. NF-xB jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry po wniknieciu
do jadra komorki, indukuje ekspresje gendéw kodujacych cytokiny prozapalne. Wyniki eksperymentu
wykazaty, ze koniugat DAL-PEG-DKS po 6 h od stymulacji komérek LPS istotnie hamuje aktywacje
czynnika
NF-kB. Efekt ten nie wystepuje w przypadku mieszanego analogu DAL-PEG-DKS5 (SCR ang. scram-
bled peptide) (Fig. 9B).

1. Eksperymenty in vivo — badania wtasciwosci prewencji i leczenia zapalenia ogdélnoustrcjowego

typu sepsa

Efekt koniugatu DAL-PEG-DKS na przezywalnos$é transgenicznych myszy szczepu C57BL/6
uwrazliwionych D-galaktozaming (D-GalN) w warunkach szoku septycznego wywotanego LPS. LPS
w stezeniu 0,1 ug/ml byt podany dootrzewnowo. Wyniki doswiadczenia wskazuja, ze podanie wytacznie
LPS wywotato w 90% skutek |etalny, natomiast jednoczesne podanie LPS oraz DAL-PEG-DKS w ste-
Zeniu 25 pug/ml spowodowato, ze wszystkie myszy z tej grupy przezyty (Fig. 10A). Wyniki doswiadczenia
in vivo korespondujg z wynikami eksperymentéw in vitro, gdzie udowodniono, ze jednoczesne podanie
LPS i DAL-PEG-DKS znaczaco redukuje poziom uwalnianej cytokiny TNF-o oraz reaktywnych form
tienku azotu (NO) (Fig. 8A, B).

Analiza poziomu cytokin w surowicy pobranej od myszy, ktérym podano endotoksyne razem
z DAL-EG-DKS5, wykazata spadek poziomu cytokin por-zapalnych IFN-y, MCP-1 (ang. monocyte
chemoattractant protein -1, biatko chemotaktyczne monocytéw). W przeciwienstwie do tego, zaob-
serwowano wzrost poziomu cytokin IL-6 oraz IL-10, a stezenie TNF-a pozostato na niezmienionym
poziomie. Powyzsze dane potwierdzaja potencjalna skutecznos$é koniugatu peptydowego DAL-
PEG-DKS5 w neutralizacji endotoksyny LPS oraz zapobieganiu powiktar towarzyszacych szokowi
septycznemu (Fig. 10.B).
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Zastrzezenia patentowe

. Peptyd o wzorze 1:

Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-O20c-lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NH2

do zastosowania w prewencji zapalenia.

Peptyd o wzorze 1:
Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-O20c-lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NH2

do zastosowania wedtug zastrz. 1 w prewencji ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej.

Peptyd o wzorze 1:
Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-O20c-lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NH2

do zastosowania wedtug zastrz. 2 w prewencji sepsy.

Peptyd o wzorze 1:
Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-O20c-lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NH2

do zastosowania wedtug zastrz. 1-3 w prewencji zapalenia wywotanego zakazeniem bakte-
ryjnym.

Peptyd o wzorze 1:
Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-O20c-lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-NH2

do zastosowania w leczeniu zapalenia.

Peptyd do zastosowania wedtug zastrz. 5 w leczeniu ogdlnoustrojowej reakcji zapalne;.
Peptyd do zastosowania wedtug zastrz. 6 w leczeniu sepsy.

Peptyd do zastosowania wediug zastrz. 5—-7 w leczeniu zapalenia wywotanego zakazeniem
bakteryjnym.

Peptyd o wzorze 2:
lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do za-
stosowania w prewencji zapalenia.

Peptyd o wzorze 2:
lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do zastoso-
wania wedtug zastrz. 9 w prewencji ogdélnoustrojowej reakcji zapalnej.

Peptyd o wzorze 2:
lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do zastoso-
wania wedtug zastrz. 8 w prewencji sepsy.

Peptyd o wzorze 2:
lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do za-
stosowania wedtug zastrz. 9—11 w prewencji zapalenia wywotanego zakazeniem bakteryjnym.
Peptyd o wzorze 2:
lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do zastoso-
wania w leczeniu zapalenia.

Peptyd o wzorze 2:
lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do za-
stosowania wedtug zastrz. 13 w leczeniu ogdlinoustrojowej reakcji zapalne;.

Peptyd o wzorze 2:
lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do za-
stosowania wedtug zastrz. 14 w leczeniu sepsy.

Peptyd o wzorze 2:
lle-Lys-Lys-lle-Leu-Ser-lys-lle-Lys-Lys-Leu-Leu-O20c-Tyr-ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NHz do za-
stosowania wedtug zastrz. 13—15 w leczeniu zapalenia wywotanego zakazeniem bakteryjnym.
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