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{54) Nézev pihlasky vynalezu:
Cisténa polypeptidova sloudenina, postup
jeji ptipravy a farmaceuticky prostfedek
obsahujici tuto slouéeninu

,.(57] Anotace:
- Cisténé polypeptidové slouéenlny vyskytujlci
se v jedu pavouka Agelenopsis aperta, které
jsou vhodné jako antagonisté excitaénich
aminokyselinovych neurotransmiterfi a/nebo
jako blokovaci ¢inidla vapnikovych kanalkd.
Do rozsahu fedeni rovnéZ néalezi postup pfi- .
pravy téchto ¢isténych polypeptickovych slou-
¢enin a farmaceutické prostfedky obsahujici
tyto polypeptidové slougeniny.
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Cisténa polypeptidova sloudenina, postup jeji pfipravy

a farmaceuticky prostfedek obsahujici tuto slouceninu.

Oblast vynalezu tiyd

TIA
Vynalez se tykd ¢isténych polypeptidovych slouéenln “JH‘

PRSP P

vyskytujicich se v jedu pavouka Agelenopsis aperta——ktefe——__m
jsou vhodné jako antagonisté excitacnich amlnokysel?ﬁ?vxfh .

. A o
neu:o;ransmiterﬁ a/nebo jako blokovacich ¢inidel Yépnikovych

kanalk. Vynialez se rovnéZ tykd postupu pripravy téchdigid

!

i
&isténych polypeptickovych sloudenin a farmaceutickych }
prostfedkd obsahujicich tyto polypeptidové sloucenihy.f . § 0

o

Dosavadni stav techniky a i’

Podle dosavadniho stavu techniky bylo zjisténo, Ze jed
pavouka Agelenopsis aperta obsahuje pfinejmensim dva toxiny.
které pusobi na prichod vapniku, viz. publikace Jackson, H.
2 kol., Soc. Neu. Sci. Abstr. 12:1078 (1987). Podle této
publlkace byl objeven toxin, oznadeny jako AG2, ktery ma
molekulovou hmotnost mensi nez 1 000, piicemz se
pfedpoklad4, Ze tento toxin potlacuje priichod vapniku
v mnoha tkanich. Kromé toho se v publikaci : Jackson, H.,

a kol., Soc. Neu. Sci. Abstr. 12:730 (1986), uvadi dalsi
toxin pavouka Agelenopsis aperta pifedstavujici slozku

s molekulovou hmotnosti asi 6 000. Tento toxin zplsobuje

B it il

- presynaptickou blokddu transmise a pfedpokladd se, Ze tento

toxin blokuje vapnikové kandlky souvisici s uvolfiovanim

TormTrem T ""“—'“'neurotransmiterfl“." T T e e S e e

Sloudeniny, které jsou antagonisty excitacénich

aminokyselinovych neurotransmiteri, maji celou fadu pouziti.




Antagonisté excitac¢nich aminokyselinovych neurotransmiterd
nachiazeji klinické pouziti pfi léceni takovych stavi, jako
jsou zachvaty, mrtvice, mozkova ischemie, nervové
degenefativni poruchy, jako je Alzheimerova choroba

a epilepsie, a jako psychoterapeutika, viz. publikace
Excitatory Amino Acids in Health and Disease, D. Lodge, -£d.., . . .
John Wiley and Sons Ltd., New York, NY 1988. Tyto slouceniny
~ jsou déle uZiteéné pfi studiu fyziologie bunék, napfiklad

nervovych bunék a prfi hubeni bezobratlych $kidcd a hmyzu.

Sloudeniny, které plisobi jako antagonisté véapniku,
maji celou fadu pouziti. Napfiklad mohou antagonisté vapniku

nalézat klinické vyuZziti pfi léc¢eni anginy. hypertenze.-

;_kardlomyopathle supraventrlkularnl arytmie, ezofagealnl
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achalasie, pfedéasny zacdtek porodu, Raynaudovy choroby
a dal$ich nemoci,; viz. W.G. Nayler, Calcium Antagonists,
Academic Press, Harcourt Brace Javanovich Publishers, New
York, NY 1988, které zde slouzi jako odkazovy material.
Kromé toho jsou tyto sloudeniny vhodné pro studium
_fyziologickych_procesﬁ v burikdch, napriklad v nervovych

a svalovych buikach a. pro hubeni bezobratlého hmyzu.

Podstata vynalezu
Podstatu predmétného vyndlezu pfedstavuje C¢isténa -

polypéptidové sloudenina vybrana ze skupiny zahrnujici

polypeptid (I), ktery mé nésledujici identifika¢ni | j
charakteristiky: ' B
‘(a) je pfitomen ve frakci ze surového jedu pavouka
‘Agelenopsis apérta, Kterd S€ eludje’ na‘kolone C=18 Vydac;> - —
rozméry 22 milimetrd x 250 milimetrd, velikost péri
3 . 10-6 cm. velikost é4stic 10 pm, za pouziti prito&ného

mnozstvi 15 mililitrd/minutu a rozpoudtédlového systému




Ty

s linearnim gradientovym programem 5 % —> 20 % B,

95 % ———> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom

20 % ————> 70 % B, 80 % —> 30 % A v pribéhu 30 az
55 minut, kde A je 0,{1%k&ﬂ vodny roztok kyseliny
trifluoroctové a B je acetonitril, pfi asi 38 minutéch:

(b) je ptitomen ve frakci z frakce popsané ve vyse
uvedeném odstavei (a), kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac
rozméry 22 milimetri x 250 milimetrt, velikost poért
3 . 1076 cm, velikost Sastic 10 pm, za pouziti prito&ného
mnozstvi 10 mililitrd za minutu a rozpou$tédlového systému
s nelinedrnim gradientovym programem 20 % ———> 30 % B,
80 % —> 70 % A v prubéhu 0 aZ 40 minut, Vatersova
kfivka 6, kde A je 0.{@%Pﬂﬂ vodny roztok kyseliny
trifluoroctové a B je acetonitril, pri asi 22 minutdch;

(c) sekvence aminokyselin s koncovou aminoskupinouije
nasledujici: "

N

HyN-glu-lys-gly-leu-pro-glu-gly-ala-glu-cys-asp-
gly-asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-ala-gly-gln-trp-
ile-lys-cys-arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-ile-thr-
gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-glu-arg-gly-leu-lys-
1ys-thr-cys-ile-éer-lys—leu—seraasp—pro—asn-arg¥
asn-glu-trp-leu-ser-;

(d) FAB MS: 7267;

a polypeptid, ktery ma v podstaté stejnou sekvenci
aminokyselin a v podstaté stejnou ucinnost tykajici se

blokovani vépnikovych kandlkl jako uvedeny polypeptid (I),

»~_§~“~w""~""-poLypeptidn{IIJ—vzorce+ﬂhw~"~w-w_mh"“~f"~ — e



asp-cys-valfgly—glu-ser-gln-gln-cys-ala-

Tr ro-his-cys-cys-asp-gly-tyr-

"l:J

asp-
tyr-cys-thr-cys-arg-tyr-phe-pro-lys-cys-ile-cys-
.val-asn-asn-asn-CONH,
" a polypeptid, ktery mi v podstaté stejnou sekvenci
aminokyselin a v podstaté stejnou iuéinnost tyka31c1 se
w-- —-----blokovéani -vdpnikovych-kanalku- jako -uvedeny polypeptid (II),
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polypeptid (III), ktery md niasledujici identifikacdni
charakteristiky: | '

(a) je prltomen ve frakci ze surového jedu pavouka

Agelenopsis aperta, ktera se eloue na kolone C 18 Vydac

~«~m~uwmﬁnozméryﬁzzwmilimexru~x~250*m111meIruTHvellkost-poru ; s

3‘._10'6 cm, velikost &4stic 10 pm, za pouziti.pritokového

mnozstvi 15 mililitrt/minutu a rozpoustédlového systému,

s linedrnim gradientovym programem 5 % =—————>20-% B,
95 % *-———f—> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom -
20 % > 70 % B, 80 P ————> 30 % A ¥ prubehu 30 az

55 minut, kde- A je 0, 1‘%}nﬂ vodny roztok kyseliny ‘
trifluoroctové a B je acetonltrll pfi asi 39 mlnutach

(b) je piitomen ve-frakci. z frakce. popsané:vyse.
v odstavei (a), ktéré se eluuje na koloné C-18 Vydac rozmeéry
22 milimetrdt x 250 milimetrd, velikost port 3 . 1070 cm
velikost ¢dstic 10 pm, za pouziti pritoéného mnozZstvi 10

mililitrd/minutu a rozpoudtédlového systému s nelinearnim

- gradientovym programem 20 % ———> 25 % B, .
80 % ——> 75 % A v pribéhu 0 az 30 minut, Vatersova
ktivka ‘6, potom 25 % ————> 50 % B, 75 % ———> 50 % A

f—*u;*~—mv—prubehufBOAai—45—minut-~Vatérsova4kfivka 11;--kde-A-je-

0, lk%ka&kvodny roztok trifluoroctové kyseliny a B Je

aceton1tr11 pri asi 36 mlnutach a
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(c) sékvence aminokyselin s koncovou aminoskupinou je

nasledujici:

HZN—ala-1ys-a1a-leu-pro-pro-gly-ser-val-cys-
asp-gly-asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-tyr-
.gly-lys-trp-his-1ys—cys-arg-cys—pro-trp-lys—'
trp-his-phe-thr-gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-
glu-lys-gly-met-lys-his-thr-cys-ile-thr-lys-
1eu~his—cys-pro-asn-lys-ala-glu-trp-gly-leﬁ-

‘asp-Ttrp-;

(d) ion-spray MS: 7793 ;
a polypeptid, ktery m& v podstaté stejnou sekvenci .

aminokyselin a v podstaté stejnou ucinnost pri blokovani

Te

vapnikovych kanalkl jako uvedeny polypeptid (III),

polypeptid (IV) vzorce: ' &

H,N-asp-glu-pro-cys-ile-pro-leu-gly-lys-

ser-cys-ser-trp-lys-ile-gly-thr-pro-tyr- 2 R
Ccys-cys-pro-his-pro-asp-asp-ala-gly-arg- : 2 T
'arg;thr-trp-cyé-leu-val-asp-tyr-ser—arg- ‘ o i

phe-val-thr-ile-cys-ser-gly-arg-lys-tyr-CONH,,

a polypeptid, ktery mid v podstateé stejnou sekvenci
aminokyselin a v podstaté stejnou uU€innost pri blokovéani

‘ vapnikovych kanalkl jako uvedeny polypeptid.(IV),

polypeptid (V), ktery ma nasledujici identifikacni

e i S

e - =——- - —charakteristiky:—— : A e = e e
(a) je pfitomen ve frakci ze surového jedu pavouka
Agelenopsis aperta, ktera se eluuje na koloné C-18 Vydac,

rozméry 22 milimetrd x 250 milimetrd, velikost péri



3 . 10°% cm, velikost &astic 10 pm, za pouZiti prdtoéného

e s 21273
mnozstvi 15 mililit

[ R S
LW/ ALlld L

a rozpousStédlového systému
s linearnim gradientovym programem 5 % > 20 % B
95 % —————> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom

20 % ———> 70 % B, 80 % ———> 30 % A VvV prubehu 30 az

55 minut, kde A je O, 1\%}%% vodny roztok kyseliny
trifluoroctové a B je acetonltrll pfi asi 43 minutéach:

~-<-- - - (b)) je pfitomen ve-frakci z frakce-popsane ve vyse - R

uvedeném odstavci (a), ktera se eluuje na koloné C-18 Vydac
rozméry 10 milimetrd® x 250 milimetrt, velikost poéra

3 . 10°% cm, velikost &astic 5 pm, za pouziti priitoéného
mnoZstvi 3,5 mililitru/minutu a rozpoustedloveho systemu

s linearnim gradientovym programem 25 % ——> 40 % B,

i oran 7. 5 %-———v—m=> 60-%-A~v. pribéhu-0~az~30-minut ,«kde -A-je o o wom o mmo

0 ll% vodny roztok trifluoroctové kyseliny a B je
acetonltrll pri asi 20,25 minuty;

{(¢) sekvence aminokyselin s koncovou aminovou skupinou

je néasledujici:

H,N-ile-val-gly-gly-lys-thr-ala-lys-phe-gly-
asp-tyr-pro-trp-met-val-ser-ile-glu-glu-lys-
asn-lys-lys-gly-gly-phe-asp- -;

, (d) molekulovdé hmotnost je asi 20 000;
a polypeptid, ktery md v podstaté stejnou sekvenci
aminokyselin a v podstaté stejnou Udinnost pfi blokovani

A e

vapnikovych kanalkd jako uvedeny polypeptid (V),

polypeptid (vI), ktery ma nasledu31c1 1dentlf1kacn;”

——— T T

charakterlstlky B
(a) je pfitomen ve frakci surového jedu pavouka

Agelenopsis aperta, kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac,

rozméry 22 milimetrd x 250 milimetrf, velikost péri
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3 . 1076 cm, velikost &astic 10 um, za pouziti pritocného

mnoZstvi 15 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému

s linedrnim gradientovym programem 5 % —> 20 % B,

95 % ————> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom

20 % ———> 70 % B, 80 % ——> 30 % A v pribéhu 30 az

55 minut, kde A je 0.{1%Fﬁﬂ vodny roztok kyseliny

trifluoroctové a B je acetonitril, pfi asi 48,3 minuty; .
(b) sekvence aminokyselin s koncovou aminovou skupinou

je nasledujici:

'HzN—glu-ala-thr-glu-ala-ala-lys-val-1eﬁ-ser—

asn-leu-asp-glu-thr-val-asp-pro- .

(¢) molekulovia hmotnost asi 80 000
a polypeptid, ktery ma v podstaté stejnou sekvenci
aminokyselin a v podstaté stejnou Ucéinnost pfi blokovani=

vapnikovych kanalkd jako uvedeny polypeptid (VI), =

a farmaceuticky pfijatelné soli odvozené od téchto

sloucenin. _ : 3.

KTl

Ve vyhodném provedeni podle vyndlezu je tato cisténa

polypeptidova slouCenina vybrana ze skupiny zahrnujici

polypeptid (I), ktery mé nasledujici identifikadni
charakteristiky:

(a) je pritomen ve frakci surového jedu pavouka
Agelenopsis aperta, ktera se eluuje na koloné C-18 Vydac,

rozméry 22 milimetrf x 250 milimetrd, velikost pord

pnoZstvi 15 mililitrd/minutu a rozpouitédlového systému
s linearnim gradientovym programem 5 % —> 20 % B,
95 % ———> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom

;‘jl i

=3 106 sm, veTikost ¢astic 10w za-pouziti-pritodného
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% ————> 70 % B, 80 % ——> 30 % A v prib&hu 30 az
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trifluoroctové a B je acetonitril, pfi asi 38 minutach;

(b) je pfitomen ve frakci z frakce popsané ve vyse
uvedeném odstavci (a), kterda se eluuje na koloné C-18 Vydac
rozmery 22 miiimétrﬁ X 250 milimetrn, véiikdst-p6£ﬁ o
3 . 106 cm, velikost €astic 10 um, za pouziti prito¢ného

== -mnoZstvi -10-mililitrd/minutu-a rozpoustédlového systému

s
J TR

s nelinedrnim gradientovym programem 20 % —> 30 % B,
80 % ——> 70 % A v pribéhu 0 az 40 minut, Vatersova
krivka 6, kde A je 0,{1%}&% vodny roztok trifluoroctové
kyseliny a B je acetonitril, pri asi 22 minutach;

‘(c) sekvence aminokyselin a koncovou aminovou skupinou

. -----------J' e “nasle d-u-j~i-~c ot e e , s res ot e a4 . b A B S R M AR, i,

HZN-glu-lys-gly-ieu-pro-glu-gly-ala-glu-cys—aspf
gly-asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-ala-gly-gln-trp-
ile-lys-cys-arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-ile-thr-
gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-glu-arg-gly-leu-lys-
lys-thr-cys-ile-ser-lys-leu-ser-asp-pro-asn-arg-

asn-glu-trp-leu-ser-;
(d) FAB MS: 7267;
polypeptid (II) vzorce:

asp-cys-val-gly-glu-ser-gln-gln-cys-ala-

LRI |

lasp-trp—ala-gly-pro4his-cys-cys-asp-gly-tyr-
tyr—cys-thr-cys-arg-tyr-phe-pro—1ysﬂcys-ile-cys-

—_ PR care e e e va_]___asn_asn_aSn_eeNH_zT_\....,,_ fa @ me s m ke, o m ek s L. mme s oea f mietekh e e e e - - - .

polypeptid (III), ktery md nasledujici identifikalni

charakteristiky:
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‘je nasledujici:

(a) je ptitomen ve frakci surového jedu pavouka
Agelenopsis aperta, ktera se eluuje na koloneé C-18 Vydac,

rozméry 22 milimetrd x 250 milimetrd, velikost pdort

3. 10°6 cm, velikost ¢astic 10 pm, za pouziti prutocéného

mnoZstvi 15 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému
s linearnim gradientovym programem 5 % ——> 20 % B,

95 % ——> 80 % A v prabéhu 0 aZ 30 minut, potom

20 % ——> 70 % B, 80 % —> 30 % A v pribéhu 30 az
55 minut, kde A je 0, 1|%}aq vodny roztok kyseliny
trifluoroctové a B je aceton1tr11 pfi asi 39 minutach;

(b) je ptitomen ve frakci z frakce popsané ve vyse
uvedeném odstavei (a), kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac
rozméry 22 milimetrd x 250 milimetri, velikost pérl
3 . 10-6 cm, velikost ¢astic 10 um, za pouziti priitoéného
mnoZstvi 10 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému

s nelinedrnim gradientovym programem 20 % —_— 25 % B.

80 % ———> 75 % A v pribéhu 0 aZ 30 minut, Vatersova N
KFivka 6, a potom 25 % ———> S50 % B, -
75 % —> S0 % A v prubehu 30 az 45 minut, Vatersova
ktivka 11, kde A je 0, ll%kaq vodny roztok trlfluoroctove

kyseliny a B je acetonltrll pfi asi 36 minutach, a

(c) sekvence aminokyselin a koncovou aminovou skupinou

-

_HZN-ala-lys-ala-leu—pro—pro-gly-ser-val—cys-
asp-gly-asn-glu-ser-asp—cys-lys-cys-tyr- |
gly-lys-trp—his-lys-cys-arg~cys-pro-trp-lys-
trp-his-phe~thr-g1y-g1u-gly-pro-cys-thr-cys—

A S A

_glu-lys-gly-met-lys-his-thr-cys-ile-thr-lys-
'leu-his-cys-pro-asn-lys-ala-glu-trp-gly-leu-
asp-trp-; ' '

(d) ion-spray MS: 7793,



polypeptid (IV) vzorce:

HoN-asp-glu-pro-cys-ile-pro-leu-gly-lys-
ser-cys-ser-trp-lys-ile-gly-thr-pro-tyr-
cys—cys—pro-his-pro-asp-asp—ala-gly-arg-'
arg-thr-trp-cys-leu-val-asp-tyr-ser-arg- 3
' phelﬁélltthilé-b§§4§éf-eg¥afgllyéﬁiyr-CONHZ, S

polypeptid (V), ktery mad nasledujici identifikacni
charakteristiky:
(a) je pritomen ve frakci surového jedu pavouka

Agelenopsis aperta, kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac,

= T s st

rozméry 22 milimetrt X 250 milimetrd, velikost port™
3 . 1076 cm, velikost &4stic 10 um, za pouziti pritoéného
mnoZstvi 15 m11111tru/m1nutu a rozpoustedloveho systému
s linedrnim gradientovym programem 5 % —> 20 % B,
95 % ——> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom
20 % —> 70 % B, 80 % —> 30 % A v pribéhu 30 az
55 minut, kde A je 0, 1\%%&4 vodny roztok kysellny
trifluoroctové a B je acetonltrll pfi asi 43 minutéch;

.(b) je ptitomen ve frakC1 z frakce popsané ve vyse
“uvedeném odstavci (a), ktera se eluuje na koloné C-18 Vydac
rozméry 10 milimetrd x 250 milimetrl, velikost pdéri

3 . 1076 cm, velikost ¢astic 5 pm, za pouziti pritoéného

.

mnoZstvi 3,5 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému
s linedrnim gradientovym programem 25 % ——> 40 % B,
75 % ——> 60 % A v prabéhu 0 aZ 30 minut, kde A je
0, 1\%Fn4 vodny ‘roztok trifluoroctové kysellny a B Je

i acetonltrll pii asi 20,25 manty'.=p_”

(c) sekvence aminokyselin a koncovou aminovou skupinou

je nasledujici:




HzN-ile—val-gly-gly—1ys-thr-a1a-lys-phe-gly-
asp-tyr-pro-trp—met-val—ser—ile-glu-glu-lys-

asn-lys-lvs-gly-gly-phe-asp- |

a

(d) molekulova hmotnost je asi 20 000,
5 polypeptid (VI), ktery m& nasledujici identifikacni
- charakteristiky:

i ‘ (a) je prltomen ve frakeci surového jedu pavouka
Agelenopsis aperta, kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac
rozméry 22 milimetrlt x 250 milimetr, velikost porh

3 . 1070 em, velikost &astic 10 pm, za pouZiti prﬁtoéného'

mnozstvi 15 mililitrd/minutu a rozpoudtédlového systému

s linedrnim gradientovym programem 5 % ~——————> 20 % B,
95 % ———> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom :
20 % ———> 70 % B, 80 % > 30 % A v pribéhu 30 4z

+f) S T~

55 minut, kde A je O, lk%k&ﬂ vodny roztok kyseliny
trifluoroctové a B je aceton1tr11 pii asi 48,3 minuty;
(b) sekvence aminokyselin s koncovou aminovou skup1nou

je nasledujici:

HZN-glu-ala-thr-glu-ala-ala—lys—val—leu-ser-
asn-leu-asp-glu-thr-val-asp-pro- ;

(c) molekulovd hmotnost je asi 80 000,

a farmaceuticky pfijatelné soli odvozené od téchto latek.
Do rozsahu predmetneho vynélez urovnéz nalezi
e i farmaceuticky--prostEedek-pro.-blokovani v vapnikovych _ kanalkt

v burikdch savct, JChDZ podstata spoCivd v tom, Ze

obsahuje nékterou z ¢isténych polypeptldovych slouc¢enin nebo

farmaceuticky pfijatelnych soli odvozenych od téchto

sloudenin v mnozstvi blokujicim vapnikové kanalky
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a farmaceuticky pfijatelné fedidlo nebo nosicovou latku.

Podstata postupu pripravy ¢isténé polypeptidové

slouéeniny vybrané ze skupiny zahrnujici polypeptidy (I),
(LI}, (III), (1V), (V) a (VI) a farmaceuticky pfijateln¢

soli odvozené od téchto sloucdenin, podle uvedeného vynalezu

spoc¢iva v tom, 2Ze

(a) v pripade,

Ze je pozadovan ¢istény polypeptid (I),

se cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta eluuje na

koloné C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetri x 250 milimetrti,

velikost pdra 3

1076 cm, velikost &astic 10 um za pouZiti

prito¢ného mnozstvi 15 mililitrd/minutu a rozpouétédlového

IR TN AT L i R, B

systému s linearnim gradientovym programem
5 % —————> 20 % acetonitril, 95.%:

vodny roztok trifluoroctové kyseliny.v ﬁrﬁbéhu 0.az 30

minut, potom-20 %
80 % —> 30 % 0,

> 70 % acetonitril,
1\%%&4 vodny roztok trifluoroctové

kyseliny v prtbéhu 30 ai 55 minut, p£i monochromatické

detekci piku v rozmezi.od 220 .do.230 nm,.pficdemz frakce,.

kterd se eluuje pfi-asi 38 minutich se jimd:a potom se vioZi.

na kolonu C-18 Vydac

o rozmérech 22 milimetrd

x 250 milimetr, velikost portt 3 . 1076 cm, velikost &astic

10 pm, a eluovani se provadi za pouziti prltokového mnozstvi
10 mililitrﬁ/minutu a rozpoustédlového systému s nelinearnim

gradientovym programem 20 %

80 $ —> 70 % 0,

> 30 % acetonitril,
1\%kn1{vodny roztok kyseliny

trifluoroctoveé v prubehu 0 az 40 minut, Vatersova krivka 6.

pfi detekci piku v rozsahu 220 az 230 nm, pricemz frakce,

pripadrié lyofilizuje,

~a lyofilizuje;

(b) v pfipadé,

"kterad se eluuje pri asi 22 minutach, se jima a potom se’

opétné se suspenduje ve vodé

Ze je pozadovan ¢istény polypeptid

i U e B THPIT DT LS e kM ek, ™ . Gl

——>-80.% 0,1 %-ni.

PR




-

(I1). se cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta eluuje
na koloné C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetrd x 2350
milimetr, velikost pérd 3 . 10°% cm, velikost éastic 10 pm
za pouziti prdtoéného mnozstvi 15 mililitrd/minutu

a rozpoustédlového systému s linedrnim gradientovym

programem 5 % ——> 20 % acetonitril, 95 % ——> 80 %
0,<E%kaé{vodny‘roztok trifluoroctové kyseliny v pribéhu 0 azZ
30 minut, potom 20 % ————> 70 % acetonitril,

80 % —> 30 % O.ﬁzﬁ}aé\vodny roztok trifluoroctové

kyseliny v pritbéhu 30 az 55 minut, pfi monochromatické

detekci piku v rozmezi od 220 do 230 nm, pficemz frakce,

' ktera se eluuje pfi asi 40 minutéch se jimd a potom se vlozZi

[ —

na kolonu C-4 Vydac o rozmérech 22 milimetrd x 250

milimetrd, velikost port 3 . 10°% cm, velikost &astic 10

e
]

um, pricemz eluovdni se provadi za pouZiti priitokového

mnofstvi 10 mililitr@/minutu a rozpoustédlového systému

s nelinedrnim gradientovym programem 20 % ——3 30 %
n )

acetonitril, 80 % —> 70 % 0.1\%}aﬂ vodny roztok
V4

kyseliny trifluoroctové v prib&hu 0 az 30 minut, Vatersovah.: -

Ln . AT N
K L R T

kfivka 6, potom 30 % TR____"> 50 % acetonitril,
70 % ——> 50 % 0,%&%}&4{vodny roztok kyselinﬁ? :'?mw
trifluoroctové v prubéhu 30 aZ 45 minut, Vatersova kfivka -
11t a pfi detekci piku v rozsahu 220 az 230 nm; pricemz
frakce, ktera se eluuje pfi asi 22 minutach, se jima a pofom
se pripadné lyofilizuje, opétné se suspenduje‘ve vodé
a lyofilizuje;

(c) v pripadé, Ze je pozadovan ¢istény polypeptid
(II1), se cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta eluuje

milimetrd, velikost poérl 3 . 10'6 cm, velikost &astic 10 pm
za pouziti priitoéného mnozstvi 15 mililitrd/minutu
a rozpousté&dlového systému s linedrnim gradientovym

programem 5 % ———> 20 % acetonitril, 85 % ——> 80 %
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0'£i%f“4 vodny roztok trifluoroctové kyseliny v pribéhu 0 a2z

30 ;inut, potom 20 % ~ 70 % acetonitril,

80 % ——> 30 % 0,1)%}wi| vodny roztok trifluoroctové

kyseliny v pribéhu 30 aZz 55 minut, pri monochromatické

detekci piku v rozmezi od 220 do 230 nm, pticemz frakce [ -

ktera se eluuje pri asi 39 minutdch se jima a potom se vlozZi

na kolonu C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetrti x 250

milimetrd, velikost pért 3 . 10°% cm, velikost &astic

10 pm, a eluovdni se provadi za pouziti prdtokového mnoZzstvi

10 mililitrﬁ/ﬁinutu a rozpoustédlového systému s nelinearnim

gradientovym programem 20 % ———> 25.- % acetonitril,

80 % ————> 75 % O, fT%}a# vodny roztok kyseliny
wwmﬂﬁ“wmﬁgiflugqegfgvgnyaprubehu 0 az 30 minut, Vatersova kfivka 6,

potom 25 % —————> 50 % acetonitril, 75 % —> 50 %
O,iT%rﬂq vodny roztok kyseliny. trifluoroctové: v pritbéhu 30
b ;

aZz 45 minut, Vatersova krfivka 11 a pfi detekci piku
v rozsahu 220 aZ 230 nm, prilemz frakce, ktera se eluuje pfi.
asi 36 minutich se jima a potom se pripadné lyofilizuje,
opétné se suspenduje ve vodé a lyofilizuje;

(d) v prfipadé, Ze je pozadovan &i3tény polypeptid
(IV), se cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta eluuje
na koloné C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetr x 250
milimetrl, velikost pérti 3 . 10-6 cm, velikost Castic 10 um
za pouziti pritoéného mnoZstvi 15 mililitrd/minutu
a rozpoustédlového systému s linedrnim gradientovym
programem 5 % ———> 20 % acetonitril, 95 % ———> 80
% O,fT%knﬂ vodny roztok trifluoroctové kyseliny v prabéhu -
0 az gb minut, potom 20 % —> 70 % acetonltrll'
80 % —> 30 % 0, 1\%}nﬂ vodny roztok trifluoroctové
kysellny v pribéhu 30 aZ 55 minut, pfi monochromatické
detekci piku v rozmezi od 220 do 230 nm, pfidem2Z frakce,
kterd se eluuje pri asi 40 minutich se jimd a potom se vlozi

na kolonu C-4 Vydac o rozmérech 22 milimetrd x 250




&

—-acetonitril, 80 %:

milimetrd, velikost pért 3 . 10°% cm, velikost éastic

10 pum, pridemz eluovani se provadi za pouziti pritokového
mnozstvi 10‘mi1i1itrﬂ/minutu a rozpous$tédlového systému

s nelinearnim gradientovym programem 20 % ————> 30 %
—_—> 70 % 0, {L%fﬁ&{vodny roztok

kyseliny trifluoroctoveé v pribéhu 0 az 30 minut, Vatersova

acetonitril, 80 %
kfivka .6, potom 30 % > 50 % acetonitril,
70 % ———> 50 % 0, 1‘%}n4{vodny roztok kyseliny
trifluoroctové v prubehu 30 az 45 minut, Vatersova krfivka
11 a pfi detekci piku v rozsahu 220 az 230 nm, pficemz
frakce, ktera se eluuje pfi asi 27,5 minuty se jima
a popripadé lyofilizuje, opétné se suspenduje ve vodé
a lyofilizuje;

~ (e) v ptipadé, Ze je pozadovan v podstaté ¢isty
polypeptid (V), se cely podil jedu pavouka. Agelenopsis .,
aperta eluuje na koloné C-18 Vydac o rozmérech
22 milimetrd x 250 milimetrd&, velikost pérd 3 .“10'6,cm
velikost &astic 10 pum za pouziti priitoéného mnozstvi
15 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systemu s linedrnim
gradientovym programem 5 g ——> 20 % acetonitril, Y
95 % —> 80 % O, ll%}a&{vodny roztok trifluoroctové,.
kyseliny v pribéhu 0 az 30 minut, potom 20 % > 70°.%
———> 30 % 0, l\%}aﬂ vodny. roztok

trifluoroctové kyseliny v pribéhu 30 az 55 minut, pri

monochromatické detekci piku v rozmezi od 220 do 230 nm,
pridemz frakce, kterda se eluuje pri asi 43 minutach se jima
a potom se vlozi na kolonu C-18 Vydac o rozmérech

10 milimetrt x 250 milimetrt, velikost pérd 3 . 10'6 cm,

e vellkost ¢astic 5 pm a eluovani se provad1 za pou21t1

prutokového mnozstvi 3,5 mililitru/minutu a. rozpoustedloveho

systému s linedrnim gradientovym programem
25 % ———> 40 % acetonitril, 75 % ———> 60 % O, 1]%\—ﬂ4

vodny roztok kyseliny trifiuoroctové v prubéhu 0 az 30 minut
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"metodami samy o sobé znamymi.

ER Y

a pri detekci piku v rozsahu 220 az 230 nm, ﬁfiéemi frakce,
kterd se eluuje pfi asi 20,25 minuty se jima a potom
pripadné lyofilizuje, opétné se suspenduje ve vodé
a lyofilizuje;

(f) v pripadé, Ze je pozadovan &istény polypeptid _
(VI), se cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta eluuje
na koloné C-18 Vydac olrozmérech 22 milimetrd x 250
milimetrd, velikost pérd 3 . 1076 cm, velikost &astic 10 pm
za pouziti pratoéného mnozstvi 15 mililitrd/minutu s
a rozpoustédlového systému s linedrnim gradientovym
programem 5 % ———> 20 % acetonitril, 95 % ——> 80 %
0,1T%fﬁﬂ vodny roztok trifluoroctové kyseliny v pribéhu 0 az
30‘;inut} potom 20 % —> 70 % acétonitril,.
80”%"::1:3:15”30*%"OT{T%Fiﬂ“Vaany“?dE¥6k”friflﬁ3fBEfEVér”"m“”1”"““mb“JT““”'
kyseliny v.prﬁbéhu.30iZE;55 minut;.pfivmonochromatické
detekci piku v rozsahu od 220 do 230 nm,. pricemz. frakce,
kterd se eluuje pri asi 48,3 minuty se jima a potom se
popripadé lyofilizuje, opétné suspenduje ve vodé
a lyofilizuje; _ |
nebo v alternativnim provedeni. se kterykoliv z vyse
uvedenych polypeptidl synteticky pfipravi metodami samy .
o sobé& znamymi; _ '
a v pripadé, kdy jsou poZadovany polypeptidy, které maji
v podstaté stejnou sekvenci aminokyselin jako libovolny
z vysSe uvedenych polypeptidﬁ; potom se tento polypeptid nebo
polypeptidy synteticky pfipravi metodami samy o sobé
znamymi ; ’
a pripadné se prevedou vyse uvedené polypebtidy na

farmaceuticky prijatelné soli odvozené od téchto sloudenin

e e e e e e S VN U0 U S,

Obecné je vynalez zaméfen na urc¢ité polyaminy

a polypcptidy. vyskytujici se v jedu pavouka Agelenopsis




e _Nyynalezu _jsou TYTO:

aperta. Tyto polyaminy a jejich farmaceuticky pfijatelné
soli antagonizuji excitacéni aminokyselinove
neurotransmitery. které plisobi na bunky. véetné nervovych
bunék, fady rtznych organizml, véetné bezobratlych

a obratlovecl. Uvedené polypeptidy a jeden z uvedenych
polyaminti a jejich farmaceuticky pfijatelné soli blokuji
vapnikové kanalky v burkach, véetné nervovych a svalovych
bunék rfiznych organizmi, véetné bezobratlych a obratlovci.
Vynalez je rovnéz zaméfen na pouziti téchto polyamini

a jejich soli pro antagonistickeé plisobeni na excitadni
aminokyselinové neurotransmitery, pficemz tyTo
aminokyselinové neurotransmitery puisobi na builky nervového
systému organismu, pro lédeni chorob a stavul
zprostrfedkovanych excitaénimi aminokyselinovymi

neurotransmitery u savct a k hubeni bezobratlého hmyzu

a $kidct. Vynalez je rovnéZ zaméfen na prostiedky LN
obsahujicich uvedené polyaminy a jejich soli. Dale®je vLUETT
vynilez zaméfen na pouziti uvedenych polypeptidd a jednoho

z uvedenych polyaminii a jejich soli k blokovani vapnikovych .. -

vanalki v buiikéch nervového a svalového systému organismu - - -=©

pro lééeni chorob a stavi zprostiedkovanych vapnikovymi

kandlky u savcd a pfi hubeni bezobratlych $kadci a hmyzu

~a prostredkd ObS&hUJlClCh uvedene polypeptldy polyamin |

+ -

a jejich soli.

Jak jiZ bylo uvedeno je vynédlez zaméfen na urdité
polyaminy a polypeptidy, pfitomné v jedu pavouka Agelenopsis

aperta. Polyaminy a frakce ve kterych jsou pititomny podle
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Polypeptidy podle vyndlezu a frakce ve kterych jsou

w podle vynalezu pritomny, jsou tyto:

Frakce G:

Koncovy amin aminokyselinové sekvence obsahuje:

HoN-glu-lys-gly-leu-pro-glu-gly-ala-glu-cys-asp-

gly-asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-ala-gly-gln-trp-
ile-lys-cys-arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-ile-thr-
gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys—glu-a:g-gly—1éu-ly5—
lys-thr-cys-ile-ser-lys-leu-ser-asp-pro-asn-arg-

asn-glu-trp-leu-ser-;

molekulovd hmotnost celého peptidu podle FAB MS: 7267.

Frakce H2 :

.-~ Koncovy amin- aminokyselinové sekvence obsahuje:

H,N-ala-lys-ala-leu-pro-pro-gly-ser-
val-cys-asp-gly-asn-glu-ser-asp-cys-lys-
cys-tyr-gly-lys-trp-his-lys-cys- -
‘arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-phe-thr-"~
gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-glu-lys-gly-
met-1ys-his-thr-cys-ile-thr-iys-leu-his-

¢ys-pro-asn-lys-ala-glu-trp-gly-leu-asp-trp-;

molekulova hmotnost celého peptidu podle zjisténad metodou

Ion-Spray MS : 7793.
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Frakce 1:

HoN-asp-cys-val-gly-glu-ser-gln-glin-
cys-ala-asp-trp-ala-gly-pro-his-cys-cys-
e .. ._asp.-g.ly.-'Iy.r.-.tyr-cy.s-th_r__cy.s,-arg.-.fy.r-._ R, )

phe-pro-lys-cys-ile-cys-va1>asn-asn~asn—CONHz;

FAB MS: 4158.

P U S Vg S U Y SRS PPy

Frakcé J:

QHZN:aSp:glu:prp-cys:ilezpro-leﬁ-gly-lyS}."@ﬁ S S —
ser-cys-ser-trp-lys-ile-gly-thr-pro-tyr-
cys;cys-pro-hiprro-asp-asp-ala-gly-arg-'

arg-thr-trp-cys-leu-val-asp-tyr-ser-arg-

phe-val-thr-ile-cys-seregly-a:g-1ys-tyr-CONH2;
..molékuloyé"hmoinosi_celéhompeptidu metodou.FAB .MS: 5506.

Frakce L4 ‘

. Koncoﬁi amin aminokyselinové sekvence obSahuje:
‘ HzN-ile-yal-g1y~g1y-1ys~th;-ala-lysfphe-
‘gly-asp-tyr-pro-trp-met-val-ser-ile- "

gln-gln-lys-asn-lys-lys-gly-gly-phe-asp-;

priblizna molekulova hmotnost celého polypeptidu je asi

20 000.

Frakce L, :
Polypeptid ziskany postupem podle pfikladu 9.
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Frakce M:

Koncovy amin aminokyselinové. sekvence obsahuje:

HZN—glu-ala-thr-glu-ala-ala-lys-valeleu—

ser-asn-leu-asp-glu-thr-val-asp-pro-:

pfiblizna molekulova hmotnost celého polypeptidu je asi
80 000.

. uvedeny¢polyam1n By.a polypeptidy. jsou vhodné k blokovanl

 funkci. védpnikového kandlku v bunkéch.

Tyto polyaminy a jejich farmaceuticky pfijatelné soli
antagonizuji excitaéni aminokyselinové neurotransmitery., '
pfidemz tyto neurotransmitery plsobi na bunky. To znamena,
ze uvedené polyaminy jsou sami o sobé vhodné
k antagonizovani neurotransmiterid. Tyto polyaminy jsou
rovnés vhodné k hubeni bezobratlych ikiidctt a hmyzu
a k lédeni chorob a stavd u savci zprostfedkovanych
excitaénimi aminokyselinovymi neurotransmitery. Uvedené
polyaminy jsou také vhodne jako psychotérapeuticky uéinné

latky pro savce.

Polyamin B, uvedeny vyse, a polypeptldy podle

vyndlezu blokuji vapnikové kandlky v buikach. To znameni, Ze

vapnlkovych kanalkt v buiikdch. Polyamin By a ‘uvedené
polypeptldy jsou dale vhodné k hubeni bezobratlych gkhdch

a hmyzu a k léceni chorob a stavi u savcid zprostiedkovanych

Do rozsahu vynalezu naleZi rovnéZz polypeptidy, ktere
maji stejnou aminokyselinovou sekvenci a v podstaté stejny
blokujici udinek na vépnikovy kanalek jako vyse uvedene

polypeptidy.
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Vynalez je rovnéz zaméren na farmaceutické prostfedky

obsahujicich uvedené polyaminy a polypeptidy.

Jed pavouka Agelenopsis aperta se ziskava o sobé
znamym zpusobem bézZné znamym a pouzivanym z dosavadniho
stavu techaniky vyluovénim elektrickou stimulaci. Je vhodne,
aby se 'pfi pouZitém postupu ziskavdni jedu zabranilo
kontaminaci jedu obsahem Zaludku nebo hemolymfou. Takové
zplisoby jsou odbornikim z dosavadniho stavu techniky dobfe
zndmé. Ziskany jed se skladuje ve zmrazeném stavu pfi
teploté priblizné -78 °C. Nasledné se pred pouzitim jed

vyéisti'postupem, popsanym v dal3im popisu. I

Frme

:Corpordtion, Vaters: Chromatography: Division, 34 Maple

~provadi 1yof1112ac1 eluovaneho podllu pr1éemz potom

. s gradientovym systémem, ktery je isckratictéj3i nezZ systém,

‘nasleduje 1yoflllzace z vody Clstota vyslednych frakc1 se

e i et - " bl R e e A L b dmtmtie R ws 1 e mmagn ey o,

Clstenl Jedu se provadl vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografll (HPLC) s reverzni fézi na ruznych:
preparatlvnlch nebo semlpreparatlvnlch kolonéch, Jako Jjsou
‘kolony C 4 a C-18 Vydac (Rainin Instrument Co. Inc., Mack
Road, Voburn Massachusetts 01801). Stanoveni piku se provadi
mopﬁqh;dmaticky_pfi.2;0—230_nm. Dal$i analyza frakci.se .mizZe.
provadét napfiﬁlad pomoci“polychromomatick?ch hodnot UV,

stanovenych diodovym detektorem Vaters 990 (Millipore

Streét, Milford,. Massachusetts 01757). Jednotlivé frakce ze
slogpcﬁ se jimaji,znémymi_postupy,,napfiklad za pomoci
frakéniho kolektoru ISCO *FOXY" a pikového detektoru ISCO .
2159 (ISCO, 4700 Superior, Lincoln, Nebraska 68504). Frakce
se jimaji do nadoby o vhodném.objemu,_ﬁapfiklad‘do nadob - ze ‘ J

sterilniho polyethylenu. Zahusténi frakci se nasledné

stanovi chromatografickou analyzou na analytické koloné

pouzivany k findlnimu ¢i$téni frakci
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- zbytku poljpeptidu miZze probihat v roztoku, nacez se provede

- hodiny. Po inkubaci se pfidaji 2 pl 4-vinylpyridinu (&erstvé AR
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Struktury odpovidajicich frakci se stanovi znamymi
analytickymi postupy, napfiklad hmotnostni spektrometrii
a nuklearni magnetickou resonanci. Polypeptidy podle
vynalezu se sekvenuji béznymi postupy znamymi z dosavadniho

stavu techniky. Napriklad S-pyridyl-ethylace cystinového

sekvenovani aminokyselin polypeptidu. Pfikladem takové
S-pyridyléthylace mize byt tento postup. Asi 1 aZ 10 g
polypeptidﬁ se rozpusti nebo zredi v az 50 ul pufru, ktery
se pripravi smiSenim 1 dilu 1M TrisHC1l, pH 8,5, obsahujici
4 mM EDTA a 3 dild 8 M guanidin.HCl. Nasledné se prida

2,5 pl lqi%rﬁihq‘vodného roztoku 2-merkaptoethanolu a smés

se inkubuje pri teploté mistnosti ve tmé a pod argonem dvé.

latky, uchovavané pod argonem pfi teplot -20 °C), a smés se
inkubuje dalsi dvé hodiny pfi teploté mistnosti ve tmé a pod e
atmosférou argonu. Nédsledné se smés odsoli, vyhodné
chromatografickym zpracovanim na kratkém koloné s reverzni
fazi. Regenerovany alkylovany polypeptid se potom sekveﬁhje

A L iy

0 sobé& znamym zpisobem. b T

_ Pri provadéni postupu podle vynéiezu vyse popsanym * -
obecnym zpusobem se zjistilo, Ze vhodnou ndplni kolony pro
pocatedni frakcionovéni jedu je napli kolony C-18 Vydac

22 mm x 250 mm, o velikosti pért 30 nm (300 A) a o velikosti
¢astic 10 um. Tato kolona se eluuje rychlosti vymyvani 15
mililitrd/minutu pfi pouziti linedrniho gradientového
programu 95 % —> 80 % A, 5 % —> 20 % B [0 —> minut]
a dale 80 % —> 30 % A, 20 % —> 70 % B [0 —> winut] kde

A je O,i&% vodny roztok kyseliny trifluoroctové (TFA) a B je

acetonitril. Tyto frakce byly shromazdé&ny postupem uvedenym

vyse. Timto Zpﬁsobeﬁ bylo ziskéno 10 frakci oznadenych A, B,
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E. G, H.L I, J, K, L'a M, které byly vybrany pro dalsi

analyzu a/nebo vydisténi. Kromé& toho bylo zjisténo, zZe

frakcionace celého podiiu jedu pfi pouziti kolony C-18 Vydac

23 mm x 250 mm o velikosti pérd 30 nm (300 A) a velikosti
_.&astic 10.pm, pti eluovéni rychlosti 135 mi}i}i;gﬁ/migu}?_
a pfi pouziti linearniho gradientového programu : S
5 % — 10 % B 95 % A— 90 % A [0 —> 30 mlnut]

oznaéovanou v tomto popisu A’ Vymyva01 doby frakeil JSOU

uvedeny v pfikladech 1 a 2.

 Frakce A, B, G, H, 1/] al byly potom podrobeny

01sten1 za - pOUthl riznych kolon s riznym gradlentovym

g

programem. Podrobné udaJe pro Kazdou' subfrak01ona01
a ziskané vysledky jsou uvedeny v pfikladech 3, 4, 6,.7,
8 a 10, ‘

Tak jé uvedeno v nasledujicich bfikladebh; frakce A',
‘Al, Ay, By, By a E obsahuji polyaminové sloudeniny. Tyto
slouéeniny a frakce ve kterych jsou obsaZeny, jsou

charakterizovany nasledujicim zplisobem :
Frakce ‘A’ (AGEL 452):

.

\ : _ , .
y/“\/’\\N/’\v/*\N//\v/“\N/f\v/N\,/N\v/ﬁx/’Nh
H

1
OH H H : | ‘

e e e L

" Frakce AI“(AGELHKK§Y?“~”

B .
' ' ' N
_NMNMNMN/\//\/NWL H2

t .
OH H H

C et amm o e e = cae ma
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Frakce A, (AGEL 448):

HO g
t
WNWNW\NN
, R )

Frakce By (AGEL 505):
HO H HO i " H
2 ‘N\/ﬁ\J/N\J/\V/N\v/\v’N’ﬁ\df\u/’N/ﬁN/ﬁ\Nﬂz

. H
SUR

Frakce B, (AGEL 504):
FAB MS: s vysokou rozliSovaci schopnosti: 505,3861

.vypoéteno pro CoqH gNg05.

Frakce E /AGEL 489/:

H T .
N
liiII:;;:f(\jT/Nﬁxzf\va\V/”\V(N\v(“\w’ \g{f\v/~§g/’§~/“\yﬁz
| :
o}

H

Jak je uvedeno v nésledujicich ptikladech, frakce G,
H,., I, 1, Ly, Loa M'opsahuji polypeptidy. Tzfgwpolypeptidy

S

a frakce ve kterych se vyskytuji, jsou ¢harakterizovany

nasledujicim zplsobem :
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Koncovy amin aminokyselinové sekvence obsahuje:

HZN glu lys gly leu pro- glu gly -ala- glu cys-asp- - -
gly asn- glu ser- asp cys- lys cys- -ala- gly gln- trp-
‘ile-lys-cys-arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-ile- thr-
== s gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-glu-arg-gly-leu-lys-
lys-thr-cys-iie-ser-lys-leu-ser-asp—pro-asn-arg-

asn-glu-trp-leu-ser-;

molekulovéd hmotnost celého peptidu podle FAB MS: 7267.:

ewwmmmqufakce#sz:

Koncovy amin aminokyselinové sekvence .obsahuje:

H2N ala- lys -ala-leu-pro-pro-gly-ser-
val-cys-asp- gly asn-glu-ser-asp- cys lys-
cys-tyr-gly-lys-trp-his-lys-cys-
arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-phe-thr- -
gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-glu-lys-gly-
met-lys-his-thr-cjs-ile-thr—lys-1eu¥hi5—
cyé-proﬁasn-lys;ala-glu—trp-gly-leu-aspetrp-;

molekulovd hmotnost celého peptidu podle 231sténa metodou
Ion-Spray MS : 7793. '

Frakce I:

cys-ala-asp-trp-ala-gly-pro-his-cys-cys-
asp-gly-tyr-tyr-cys-thr-cys-arg-tyr-
phe-pro-lys-cys-ilefcys-val-asn-asn-asn—CONHz;

-----

r~——*~*7%~fr—~+H2N~asp-eys-va}-gly—giu_serﬁglnigln-~¢¥~L—A—u¢-¥~»~“~~+~¥A—~—f~
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mfmmvmmHEngluvalauthrwglu-aiawala—&ys-vaLAleu-wﬂmnwm
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FAB MS: 4138.

Frakce J:

HZN-asp—glu—pro—cys—ile-pro—leu-gly—lys-
ser-cys-ser-trp-lys-ile-gly-thr-pro-tyr-
cys-cys—pro-his-pro-asp-asp-ala-gly-arg-
‘arg-thr-trp-cys-leu-val-asp-tyr-ser-arg—

phe-val-thr-ile-cys-ser-gly-arg-lys-tyr-CONHy;
molekulova hmotnost celého peptidu metodou FAB MS: 5506.

Frakce Ll
Koncovy amin aminokyselinoveé sekvence obsahuje:

HzN—ile-val-gly-gly-lys-thr-ala-lys-phe-
-gly-asp-tyr-pro-trp-met-val-ser-ile-
gln-gln-lys-asn-1lys-lys-gly-gly-phe-asp-:

pfibliZzna molekulovd hmotnost celého polypeptidu je asi

20 000.

Frakce L, : - -
Polypeptid ziskany postupem podle prikladu 9.

Frakce M:
Koncovy amin aminokyselinové. sekvence obsahuje:

ser-asn-leu-asp-glu-thr-val-asp-pro-:

pfibliZna molekulovd hmotnost celého polypeptidu je asi

80 000.




Podle predmétného vyndlezu, na zakladé vyse uvedeného
popisu a analyzovanych slouc¢enin pfitomnych ve frakcich jedu
pavouka Agelencpsis aperta, je nyni mozné ziskat tyto
slou¢eniny rovnéZ jinymi postupy neZ izolaci/vyéisténim ze
surového jedu. Viechny takové postupy nalezi do rozsahu
predmétného vynalezu. Napfiklad polyaminy, obsaZené ve G e
frakcich A, Ay, A5, By, B, a E, je moZno pfipravit pfimo
syntetickymi postupy. Polypeptidy, obsazZené ve frakcich G,
Hy, I, J, Ly, Ly, a M a u kterych je popsdna celd sekvence
aminokyselin, mohou byt pfipraveny synteticky in vitro

0 sobé znamymi postupy. Tyto polypeptidy mohou byt

_Mwwww"uwpfipxayenymn_Pfikladwyupcptidoyém*synrexizétorubnanpevnémw o e . 25
fazi ABI 430A (Applied Biosystems, Inc., 850 Lincoln Center
Drive, Foster City, California 94404) pri pouziti
standardniho postupu podle Merrifielda nebo jinych .bézné
znamych postupl z dosavadniho stavu techniky provadénych
s pevnou fazi. Polypeptidy je mozZno pfipravit rovnézZ pomoci
rekombinantnich DNA postupt klonovanim kédovanych sekvenci
pro polypeptidy nebo jejich ¢asti. Takové polypeptidy,

u kterich je znama pouze Cdst aminokyselinové sekvence,
mohou byt klonovany napriklad hybridizaénimi sondami
vyuZivajicimi informaci zndmé aminokyselinové sekvence.

K vyrobé polypeptidl podle vyndlezu je mozno pouZit

kombinaci DNA postupl a syntézy proteinu in vitro.

Z dosavadniho stavu techniky je znamo, Ze urdité ‘
aminokyselinové substituce je mozno v polypeptidech provadét
Lﬁhm_xak,.abxuneoyliyﬁoyalydhnebo“yﬁpodsxaxé_neoyliyﬁoyaly_funkci..nm“ . -
téchto polypeptidd. Pfesné provedeni téchto substituci se
méni v zdvislosti na urcitém polypeptidu. Urceni moZnosti
provedeni takovychto substituci se provadi o sobé& znamymi

postupy. Do rozsahu predmétného vynalezu tedy naleZzi vsechny
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polypeptidy, které maji v podstaté stejnou sekvenci
aminokyselin a v podstaté stejné vlastnosti tykajici se

blokovéani vépnikového kanalku.

V nasledujicim popisu je uvedeno schema syntetického
postupu piipravy uréitych vyse uvedenych polyamini obecného

vZorce

R g fO 5 E

M~ I I AN A~
T H N

y .

H

ve kterém R znadi vodik nebo skupinu OH. Jednotlivé stupné

tohoto reakéniho schematu jsou oznadeny pismeny A az D.
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- REAKCN { SCHEMA A

421 »
: H
2 N + Br/’\\/’\\N_BOC —_—
. , H
N\ H
H , o h
(II%)
[Bocjzo
v
' BOC
EOC-N/’\wf’\\wzf\yz’\\/’N\\/f\\cv
t h
~ . ,H . .. BOC . . . ' - —. . v _— ) - .'-.r e e e -y
(IV)
‘ v
BOC
]
e “__H_,Z RW_WN/\/\N_BOG“”_}; - H@--.‘Tﬁﬁ_—mﬂmmm“h_ N
. Boc i




- 31 -

- REAKCNI SCHEMA A (pokraCovani)
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REAKCNI{ SCHEMA B
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REAKGNI SCHEMA C
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REAKCNI SCHEMA D
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REAKOCNI SCHEMA E
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REAKCNI SCHEMA G

X + XXVIII or XXXI —>
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REAKCNI{ SCHEMA G (pokracovani)
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Podle reakiniho schematu A se sloucenina polyaminového
meziprdduktu vzorce X pripravi fadou krokil, zac¢inajici
diaminobutanem. Reakéni podminky, vhodné pro pripravu tochoto
meziproduktu vzorce X podle reak¢niho schematu A jsou
. uvedeny v dastech.A az I pfikladu 11. V reakénim schematu o -
B je ilustrovan postup pripravy meziproduktu vzorce XIII.
Reakcnl podmlnky, vhodné pro prlpravu tohoto me21produktu
c podle reakéniho schematu B Jjsou uvedeny v prlkladu i1,
¢astech J az L. Postup prfipravy meziproduktu vzorce XXI je
uveden v reakénim schematu C. Reakéni podminky, vhodné pro
pripravu slouceniny vzorce XXI podle reakéniho schematu
C jsou uvedeny v &astech A -az F prikladu 12. Postup pripravy
. polyaminovych sloucenin podle vynalezu vzorcd XVI a XXV jsou
7 " uvedeny v reakénim schematu D. Reakéni podminky, vhodné pro
vzajemné adovéani meziproduktl vzorce X a XIII nebo X a XXI
a pro nasledujici postup pripravy sloudenin vzorce XVI a XXV
jsou uvedeny v prikladu 11, ¢asti M az 0 a prikladu 12,

casti G az I.

V reakcénim schematech E a F jsou iluétrovény pOsStupy
pfipravy meziprodukti XXVIII a XXXI. Reakéni podminky,
vhodné pro pfipravu meziproduktu podle reakCniho schematu
E jsou uvedeny v Gastech A az C prikladu 13. Reakcni.

“ podminky, vhodné pro pfipravu meziproduktu podle reakéniho
schematu F jsou uvedény v prikladu 14, ¢astech A ai C.
"Postup pripravy polyaminovych sloudenin podle vynalezu
vzorce XXXVI a XXXVII jsou uvedeny v reakénim schematu G.
Reakéni podminky, vhodné pro vzdjemné adovani meziproduktl
vzorce X a XXVIII nebo X a XXXI a naslednou pfipravu

sloudenin vzorce XXXVI a XXXVII Jsbu u#e&ény_v prlkladu 13,
¢astech D az F a'v pfikladu 14, &astech D az F.
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V reakénim schematu H je ilustrovan postup pripravy
polyaminové slouCeniny podle vyndlezu vzorce XLI. Reakéni
podminky, vhodné pro pfipravu meziproduktu vzorce XXXVIII,
adovéani této sloudeniny na meziprodukt vzorce XXII
a ndsledna priprava polyaminové sloudeniny podle vyndlezu

vzorce XLI jsou uvedeny v pfikladu 15.

Jak jiz bylo uvedeno uvedené polyaminy antagonizuji
vratnym zpusobem excitadni aminokyselinové neurotransmitery,
které plisobi na buiiky, napfiklad na budky nervového systému
fady organismil, v¢etné bezobratlych a obratlovef. Termin
obratlovci zahrnuje savce. Termin bezobratli zahrnuje
v daném pripadé napfiklad hmyz, ektoparazity a endoparazity.
Polyaminy vy$e uvedené frakce B, rovnéZ vratnym zplisobem
blokuji vapnikové kandlky, pfitomné v radé bun&k, napfiklad
v bufikdch nervového systému a ve svalech, véetné

kardiovaskularniho systému bezobratlich a obratlovci.

Schopnost téchto polyamind antagonizovat excitaéni
aminokyselinové neurotransmitery Je prokazana jejich
schopnostl blokovat zvy3ovani obsahu cGMP vyvolané kysellnou
N-methyl-D-asparagovou v malém mozku neonatalnich krys podle
~ nasledujiciho postupu Malé mozky 8-14 dni starych krys
Vistar se rychle vyjmou a umisti pEi teplote 4 °C v pufru,
tvoieném Krebsovym roztokem a hydrogenuhlic¢itanem sodnym
o pH 7,4 a ndsledné se rozfeZou na segmenty 0,5 mm x 0,5 mm
pomoci pristroje McIlwain na fezdni tkadni (The Nickle
,Laboratbry Engineering Co., Gomshall, Surrey, Anglie) .
Segmenty malého mozku se vlozi do Krebs/hydrogen-

e — e m i e b S S —

uhllcltanoveho pufru pr1 teplote 37 °C. Pufr se kontlnualne
udrZuje v rovnovaze smési 02/C02 v poméru 95 : 5. Segmenty
malého mozku se popsanym zpisobem ihkubuji po dobu

devadesdti minut pfi tfech vyménich pufru. Zavérem se pufr
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dekantuie, tkan se odstfedi (1 minutu pfi 3200 otackach za
minutu), nadeZ se tato tkan opétné suspenduje ve 20
mililitrech Krebs/hydrogenuhli&itanového pufru. Niasledné se
alikvotni podil 250 pl (pfibliZné 2 mg) vyjme a umisti do
1,5 mililitrovych mikrozkumavek. Prida se '10 pl testované
sloucéeniny ze zdsobniho roztoku a potom 10 ul 2,5 mM roztoku
—. . . NMDA.k zahadjeni reakce. Findlni koncentrace NMDA je 100 uM.
Do kontrolnich smési se nepfiddvd NMDA. Zkumavky se inkubuji

Jednu minutu pfi teploté 37 °C na protfepavané vodni lézni

a nasledné se k ukondeni reakce pfida 750 pl 50 mM roztoku
Tris-Cl, 5 mM EDTA. Zkumavky se okamzité ponofi na pét minut
do vrouci vodhi lazné. Obsahy kaZdé zkumavky se nasledné

zpracovava31 ultrazvukem 15 sekund pomoci ultrazvukové sondy

A L T L S P A A e T i e, - —
J———

o m——e

nastavené na vykonovy stupef tii. Dale se odebere deset
mikrolitrt a obsah proteinu se stanovi postupem podle‘
Lowryho, viz. 4dnal. Biochem. 100:201-220 (1979). Zkumavky se
potom podrobi odstiedovani (po dobu 5 minut. pfi

10 000 x g), 100 pl supernatantu se odstrani a obsah
cyklického CMP (cGMP) se stanovi‘postupemupodle?téstu New
England.Nuclear cGMP RIA-test (Boston, Massachusetts).
Ziskané udaje jsou se uvedou v pmol cGMP, generované jednim

mg proteinu.

Polypeptidy podle vynalezu nevratné blokuji védpnikoveé
kanalky, pfitomné v riznych bunikdch, napfiklad v burikach .

nervového a svalového systému bezobratlych a obratlovci.

Farmakologické testy

Schopnost polyaminu-frakce- Bl-a polypept1dﬁ frakei . G, .. ... . ...
Hy, Hz, I, J, K, Ly, Ly a M blokovat vapnikové kanalky, se

stanovi nasledujlclm postupem._Dlsoc1ovanc krysi

neokortikalni neurony se suspenduji v Krebsove

hydrogenﬁhliéitdnovém pufru o pH 7,4, obsahujicim 2 mM
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CaCl, a 1 % bovinniho sérového albuminu (BSA). Neurony se
odstfedénim usadi a potom se opétné suspenduji ve stejném
pufru, ktery ddle obsahuje 1 puM fura2/AM (Sigma Chem. Co.,
P.O. Box 14508, St. Louis, Missouri 63178). Buriky se
inkubuji po dobu dal$ich 15 minut ve stejhém pufru ale bez
fura2/AM. Nasledné se builky promyji v uvedeném pufru, ale
tentokrat s obsahem 1,5 mM CaClz a udrzuji v rovnovaze pri
teploté mistnosti ve formé koncentrované bunééné suspenze
5 az 10 minut. Do kyvety z krfemenného skla se nalije 1,2 ml
prfedehrdtého (37 °C) pufru prostého BSA obsahujiciho 1,5 m
CaCl, a 10 mM glukézy a potom 0,3 ml koncentrované bunééné
suspenze, pfipravené vyse uvedenym postupem. Tato kyveta se
umisti do termostatované (37 °C) jednotky opatfené

magnetickym michadlem a fluorescence se zmé&ri fluorescenénim s

v

i

‘spektrofotometrem, napfiklad Perkin Elmer 650-40 (Perkiny T
Elmer, Vilton, Connecticut 06897). Fluorescenc¢ni signal se R -

ponechd stabilizovat po dobu asi jedné minuty. Nasledné se e fraF
do kyvety pfidaji 1 az 4 pl zasobniho roztoku testované S -
sloudeniny v Krebsové hydrogenuhli¢itanovém pufru o vhodné Oz
koncentraci. Kalibrace fluorescenénich signald a korekce:
rozbtylu fura-2 se provedou postupem podle Nemetha a kol+, e
~viz. J. Biol. Chem. 262:5188 (1987). Po ukondéeni kazdého
. testu se stanovi.maximdlni hodnota fluorescence {(Fmax) - -
pfidavkem iénbmycinu a minimdlni hodnota fluorescence (Fmin)
se stanovi néslednﬁm pridavkem 5 mM EGTA k chelataci
vapniku. Pfi pouZiti popsaného postupu se blokovani
vipnikového kandlku téinkem testované slouéeniny projevi

snizenim fluorescence po pridavku testované slouéeniny..

S

Vysledky :

Pfi provadéni téchto testl za pouziti polypeptidovych

sloucenin podle predmétného vynalezu bylo zjisténo, Ze tyto
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polypeptidy vykazuji hodnotu ICsp Vv rozmezi od 100 nm do
10 pm. '

Do rozsahu daného vynalezu nalezi rovnéz polypeptidy.
majici v podstaté- stejnou sekvenci aminokyselin jako
polypeptidy frakci G, Hy, I,J, L;, Lpala které maji
‘stejny blokujici uinek na vapnikové kanalky jako uvedené

polypeptidy.

. Uvedené polyaminy pisobi antagonicky na excitacni
amlnokysellnove neurotransmitery. Proto jsou tyto polyaminy
vhodné k hubeni bezobratlého hmyzu a k 1é¢eni chorob a stavu
zprostredkovavanych excitadénimi aminokyselinovymi

R e Y
b i ket I PRSI R S RN

neurotransmitery u savcu,‘aaﬂg“jg mrtvice, zachvaty, mozkova
ischemie, . nervové. degeneraéni. poruchy, napfiklad.
Alzheimerova choroba a epilepsie. Uvedené.polyaminy ' je- mozno
rovnéz pouzit jako vhodna psychoterapeuticka. ¢inidla

u savcl, Uvedené polyéminy jsou rovnéz vhodné ke studiu-
fyziologie bunék,znapfiklad bunék nervového systému, Cimz

ovéem neni tento vydet nijak omezovan.

Polyaminy frakce B, a polypeptidy podle vynalezu jsoﬁ
vhodné k blokovani vépnikovych kanadlkid a proto nachazeji
uplatnéni pifi hubeni bezobratlého hmyzu a k 1é¢eni chorob
a stavil zprostfedkovdvanych funkci vapnlkovych kanalku
u savctl, jako je angina, hypertenze, kardiomyopatie,
supraventrikularni arytmie, ezofagedalni aéhalasie, predcasny
porod a Raynaudova choroba. Kromé toho jsou tyto slouéeniny

_ vhodné pii studiu fy21ologle bunek véetné bunek nervoveho

e e e
e -

a svalového systému.

Do rozsahu predkladaného feSeni nalezi rovnéz

farmaceuticky pfijatelné soli polyamini a polypeptidl podle

e A AT A M




predmétného vynalezu. Tyto soli se pfipravuji o sobé znimymi
postupy. BézZnymi metodami znamymi z dosavadniho stavu
techniky mohou byt napfiklad timto zplsobem pripraveny
adiéni soli s kyselinami odvozené od polyamini podle
vyndlezu a bazické soli odvozené od polypeptidd podle

vyndlezu.

Polyamin nebo polypeptid podle vyndlezu miZe byt
savcim poddvdn jako samotny nebo ve smési s farmacéuticky
prijatelnou nosidovou ldtkou nebo fedidlem ve formé
farmaceutickych prostfedkt bézné pouzivanych pro dany tcel.
Polyaminy a polypeptidy mohbu byt podavany peroralné nebo

parenteralné, prifemz v pfipadé polypeptidi je davana
pfednost parenterdlnimu zplsobu podavani. Parenterdlni "
poddvani zahrnuje intravendzni, intramuskularni, & i

intraperitonealni, subkutanni a topické podavani. &

bR

t
Pfi perordlnim zplsobu podéavéani polyaminu nebo . -

polypeptidu podle vyndlezu mohou byt uvedené slouceniny.y , -

napriklad obsaZeny v tabletidch nebo kapslich nebo ve vb@nych R
roztocich nebo suspenzich. V pripadé tablet pro peroréiﬁi C Lo
aplikaci se bézZné pouzivaji nosicde, jako je naprfiklad

laktéza a kukufiény Skrob a maziva, jako je napiiklad _

‘stearat hofeénaty. Pro peroralni aplikaci v podobé kapsli

jsou vhodnymi fedidly laktéza a suseny kukufiény Skrob. Ve

vodnych suspenzich je Géinna slozka smi3ena s emulgaéniﬁ
prostredkem nebo suspendacnim ¢inidlem. Do vysledného

ptipravku je moZno pfidavat v pripadé potfeby sladidla

a/nebo ‘ptichuté

g N

Pro intramuskuldrni, intraperitonealni, subkutanni

a intravendzni pouziti se prfipravi sterilni roztoky Géinné

slozky a pH roztokll se upravi pufrem. Pro intravendzni
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- pouziti je nutno zajistit, aby byl roztok isotonicky.

Pfi pouziti polyaminu nebo polypeptidu nebo jejich
soli podle vynalezu Vv humanni mediciné uré¢i denni davku
od%etfujici lékai. Davka se bude ménit Vv zévislosti na véku,
hmotnosti a individudlni odezvé kazdého pa01enta stejné
jako v_;§y1§lost1 na symptomech pacienta a a¢innosti

konkrétniho pEipravku.

Pii pouziti polyaminu nebo polypeptidu nebo JCJlCh
soli podle vynadlezu k hubeni bezobratlého hmyzu se uvedena
sloudenina aplikuje primo na hmyz nebo se umlstl v prostredi
_vyskytu tohoto bezobratlého hmyzu. Napiiklad miize byt

T

sloucenlna podle vynalezu nastrikana na hmyz ve" forme

s s o

roztoku. MnoZstvi slouCeniny, nezbytné. k hubeni bezobratlého.
hmyzu ‘se bude ménit Vv z4dvislosti na konkrétnim.typu
bezobratlého organismu a okolnich podminkach, pfiCemz tOTO
aplikované mnozstvi musi byt urceno osobou;odpovidajici za

aplikaci. této slouCeniny.

Pri pouziti polyaminu nebo polypeptidu nebo jejich
soli ﬁodle vyndlezu ke studiu fyziologie bunék se uvedené
slouceniny apllku31 na bufiky o sobé znamymi postupy.
Napfiklad mohou byt uvedené slouceniny ‘aplikovény ve vhodném
fy21olog1ckem pufru. Vhodnéd koncentrace slou¢enin podle X
vyndlezu pro takova studia je 100 pM. Koncentrace techto
1atek v3ak miZe byt vys3i nebo naopak mnohem niZsi nez
uvedenych 100 pM. Konkrétni mnozstvi pouZzité slouéeniny se

pro dany uéel stanov1 individualné.

SN U UUO VU AU VU SO S SO

A e AR PR MG W, ST




- 40 -

Pfiklady provedeni vynialezu

Cisténé polyaminy a polyamidy podle predmétného
vynalezu a postupy jejich prfipravy budou v dals$im blize
popsany a vysvétleny pomoci ndsledujicich priklada
provedeni, které jsou ovsem pouze ilustrativni a nijak

neomezuji rozsah pfedmétného vyndlezu..

Pfiklad 1
PoCate¢ni frakcionace surového jedu pavouka Agelenopsis

aperta.

Surovy jed pavouka Agelenopsis aperta, ziskany 6d
firmy Natural Product Sciences Inc., Salt Lake City, Utah
84108 a uchovéivany ve zmrazeném stavu pri teploté asi fﬂéﬁc
byl rozmraZen a podily 10 aZ 60 pl tohoto jedu, zredénéina
200 pl, byly vloZeny na kolonu C-18 Vydac (22 mm x 250 mm,
velikost pdru 3.107% cm a velikosti Gastic 10 pm), pficemzZ
eluovani byld provadéno pfi pritoéném mnozZstvi 15
mililitrd/minutu a za pouZiti rozpou$tédlového systému
>'2q% B, ¥

s linedrnim gradientovym programem %%
9 > 806 A (v prﬁbéhu 0 > 30 minut) a ndsledné’
2 > 70% B, s% A (v pribéhu 30 —> 55

minut) kde A znadi 0 ll%knﬂ vodny roztok TFA a B znadi

acetonitril. Stanoven1 piku bylo provddéno monochromaticky

pri 220-230 nm a frakce byly jimany ve sbéraci frakci
ISCO/"FOXY" a detektoru piku ISCO 2159. Frakce byly jimany
20 az 60 minut. V zdvislosti na detekci piku byly jimény

ndsledujici frakce:




R
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Frakce Doba eluovani

asi 21 minut
asi 22,75 minut
asi 27,5 minut
asi 38 minut
Jagi 39 minut
asi 40 minut
asi 40 minut

asi 43 minut

eI ST - I o B

asi 48,3 minut

_lyofilizace

— . etz 1
B s T e )
R L e b

Pfriklad - 2° ST

Frakcionace surového jedu pavouka Agelenopsis aperta..

Cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta, ziskany
stejnym zplsoben jako v pfikladu 1, byl vloZen na kolonu
C-18 Vydac stejného typu jako. v prikladu 1, pfidemz eluovéani
bylo provédéno pfi pritoéném mnoZstvi 15 mililitrd/minutu
a za pouiiti'rozpouétédlového systému s linearnim
gradientovym programem > 1@% B, 9 ~ > 90% A
(v prab&hu 0 > 30 minut) kde A znaéi O'HM%FEQ vodny

roztok TFA a B znaci acetonitril. Detekce piku a jiméani

frakci bylo provedeno stejnym zpisobem jako v pfikladu 1.
Ziskana byla frakce A’, ktera byla eluovéna asi 12,5 minuty.
Tato frakce A' byla potom pfipravena pro spektralni analyzu,
pticemZz byla lyofilizovdna z eluentu, nacez nasledovala

e Z destilované vody, coZ bylo provedeno

et el
- —am

standardnimi metodami.

Struktura této slouceniny, kter4d byla obsaZena ve

frakci A’, byla potom urCena za outiti metody hmotové
Yy P

e P
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spektroskopie s rychlymi atomy FAB MS. Data takto ziskana

a odvozend struktura jsou nasledujici

A'
FAB MA : M/Z 453 (M+1)
Struktura : N-(2-amino-4-hydroxy-4.8,12,17-
tetraazeikos-1-yl)-4-hydroxy-benzamid.
°, ' o,
L NH,.
N/“\,/\\N/”\w/\\N/*\V/«\N/f\xfﬁ\’,N~»/“\J’ 2
A OH i H
HO
Prxriklad. 3

Subfrakcionace frakce A a stanoveni jeji struktury. K

Frakce A, ziskand stejnym zplisobem jako v piikladu 1
byla vloZena na kolonu C-4 Vydac (10 mm x 250 mm, velikost
péra 3.10° 6 cm oa velikost Castic 5 pm) a eluovéni by101
provadéno za pouziti pritoéného mnozstvi 4,0
m11111try/m1nutu rozpoustédlovym systemem s linearnim

ik 5. 100 — o &

> 30 minut], kde A znaéi 0,1%kad vodny

gradientovym programem q%

{v intervalu O

‘roztok TFA a B znadi acetonitril. Stanoveni piku bylo

provedeno pri pouziti diodového detektoru Vaters 990

a jimani frakci‘bylo provadéno stejnym zplsobem jako

v pfikladu 1. Timto zpisobem byly ziskény dvé frakce, _které

e

vykazovaly nasledujici charakteristiky:

o
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Frakce Doba eluovani
Aq asi 7 minut
A2 ' asi 9 minut

Frakce A; a A, byly nasledne upraveny pro spektralni
analyzu, pficemz byly 1y0f11120vany z eluentu a potom Z vody

podle standardnich metod.

Struktura sloucenin, obsazenych ve frakcich A; a Ajp

byla nasledné urcena pomoci. FAB MS. Ziskané hodnoty jsou

nasledujici: _

e e e b
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A B
1 _
FAB MS : M/Z 469 (M+l), vysoké rozliSeni: 469 .3863
vypolteno pro C23H45N60 S chybou 2,0 mmp:
Struktura: N—(20—amino-4-hydroxy-4.8;12.17-
tetraazeikos-l-yl)—2.5-dihydroxy-benzamid;
OH H NH,.
N/\/\NMNMN/\N \/\/
OH
OH
Azi

FAB MS : M/Z 449 (M+1), 433, 376, 260, 203:
§truktura: N-{(16-amino-4-hydroxy-4, 8,13-
triazahexadec-1- yl) 4- hydroxy lH 1nd01 3- acetamld

B e

OH H HO oy
NN NN W\N/\/\N "
0 .




Priklad 4

Subfrakcionace frakce B a stanoveni jeji struktury.

Frakce B, ziskana stejnym zpldsobem jako v pfikladu 1
byla vlozena na kolonu C-4 Vydac (22 mm x 250 mm. velikost
pért 3.107% cm, velikosti Gastic 10 pm). pficem? eluovani
bylo provadéno za pouZiti prétoéného mnozstvi 15
mililitrd/minutu rozpoustédlovym systémem s nelinearnim
> é& B, 100% - > 109% A

gradientovym programem q%

[v intervalu O > 5 minut], potom Of > 106 B,
10@% > 90% A [v intervalu § > 20 minut] (Vatersova
kfivka 1), potom 1 > 2@% B, 9@% > 806 A

> 30 minuf] (Vatersova krfivka 6),

(v intervalu 20
N
> 5@% B, 80%

a potom 2@%

> S@% A (v intervalu

30 > 40 minut] (Vatersova kfivka 11). kde A znamenay BEE
0,1% vodny roztok TFA a B je acetonitril. Stanoveni piku S
bylo provedeno pfi pouziti diodového detektoru Vaters 990 e

a jimani frakci bylo provddéno stejnym- zptisobem jako
v prikladu 1. Timto zplsobem byly ziskéhy dvé frakce, které = .

vykazovaly nasledujici charakteristiky:

. A
Frakce Doba eluovani
By "~ asi 18,5 minuty )
. B, asi 21,5 minuty

Tyto frakce byly nasledné upraveny pro spektralni

analyzu, pricéemz byly lyofilizovany z eluentu a potom z vody )

podle standardnich metod.

Struktura slouceniny, kterd byla obsaZena ve frakci

B, byla urcena pomoci metody FAB MS. Ziskané hodnoty jsou




nasledujici:

FAB MS : M/Z 506 (M+1) : 489. 461, 433. 378, 333.
260. 231, 215, 203, 155, 119 '

vysoka rozlisovaci schopnost : 506,3810 vypocteno pro

C26H4gN703-
Struktura: N- (20 amino-4- hydroxy 4,8,12.17-
tetraazeikos-1- yl) -4- hydroxy 1H-indol-3-acetamid

BO
H ) H
N N\/\/N\/\/M N/\/\NH 2

Molekulova hmotnost sloudeniny. obsazené ve frakci By
byla stanovena pomoci metody FAB MS, pricemz byly ziskany.

nasledujici vysledky:

FAB MS: vysoké rozliSeni: 505.3861 vypocteno pro

Ca7HagNe03-

Priklad 5

Struktura sloucenina obsaZené ve frakci E.

Frakce E, ziskana postupem podle pfikladu‘l, byla
upravena pro spektralni analyzu lyofilizaci z eluentu
a nasledné lyofilizaci z vody, ptidemZ bylo pouzito

standardnlch postupil. Struktura slouceniny, obsazené ve

et e b PR

frakci E byla stanovena pom001 metody FAB MS, “TyoNMR
a 13C-NMR. Ziskané hodnoty a odvozena struktura jsou

nasledujici




22,65, 22,65, 22,45,

FAB MS : M/Z 490 (M+1), 472, 433, 362. 333, 260,
215, 203, 177, 155, 119,

vysoké rozliseni: 490,3860 vypocteno pro CpeHyoN-50,.

s chybou 0,6 mmp

1H_.NMR (500 MHz, d6-DMSO); 10,89 (s, 1H), 8,90-7,85
(m, 6H), 7,55 (d. I=8,0 Hz, 1H), 7,34 (d, J=5.0 Hz, 1H).
7,19 (s, 1H), 7.08 (dd., J=8.0 Hz. J=8,0 Hz. 1H), 6,98 (dd,
J=8,0 Hz, J=8,0 Hz, 1H). 3,50 (s, 2H), 3,13 (m, 2H).
3,03-2,82 (m, 18H). 1,88 (m, 6H), 1,78 (m, 2H), 1,62
(m, 4H),

13c_NMR (125,76 MHz, d6-DMSO): 170,94. 136,10,
127,17, 123,75, 120,92, 118,67, 118,26, 111,33,
108,97, 57,39, 57,07, 46.12, 46,12, 44,06, 42,89,
43,89, 36,52, 36,22, 32,78, 26,71, 23,79, 23,06,

X
«
ip

Struktura: N-(20-amino-4-hydroxy-4,8,12,17- -

tetraazeikos-1-yl)-1H-indol-3-acetamid

NP NP 2 VN

N\/\/
ﬂ]iillﬁ. v .
N .0 :

H

H -
NNHZ .

Alternativné, a podle vyhodného provedeni, byl surovy

jed frakcionovdn stejnym zplisobem postupem jako je uvedeno

...y _ptikladu 1 s_tou_vyjimkou,_ze bylo pouzito. . .. .

rozpouétéd{?véhb systému s linedrnim gradientovym programem
q% > 2q? B, 100 % > 30
minut ] a s detekci piku pfi 220 nm. Frakce, kteria byla

eluovana pribliZné béhem 26,0 minut, byla vloZena na kolonu

> 8 A [v intervalu ¢




"""""" Fenvl (4.6 mm X 250 mm,. s velikosti porh 6.10'7 cm
a velikosti céastic 8 um) a eluovani bylo provadéno za
pouziti pratocneho mnozstvi 1 ml/minutu a pii isokratickych
podminkach lq% B, 9%? A, kde A a B maji stejny vyznam, jako
v pfikiadﬁ 1. Stanoveni piku bylo provedeno pomoci diodového
detektoru Vaters 990 (lambda = 220 nm) a frakce byly jimany
stejnym"zpﬁsobem.jako v pfikladu 1. Frakce, které byla
eluovana pEibliZné béhem 55,27 minuty byla lyofilizovana

z vymyvaciho roztoku a potom z vody, pficemz bylo pouzito

b&znych standardnich postupl, &imz byla ziskana pozadovana

sloucenina podle tohoto prikladu.
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Subfrakcionace frakce G.

Frakce G, ziskand stejnym zplsobem. jako v pitikladu 1
byla vloZena na kolonu C-18 Vydac (22 mm x 250 mm, velikost
porl 3.10'6 cm a velikost ¢astic 10 pm) a eluovani bylo
provadéno za pouziti pritoéného mnozstvi 10,0 o

mililitra/minutu rozpoudtédlovym systémem s nelinearnim

> 3@% B, 8@% — 7@% A

> 40 minut] (Vatersova krivka 6), pricemz

gradientovym programem 2

{v intervalu O
bylo pouzito diodového detektoru Vaters 990 a jimani frakci

bylo provéddéno stejnym zplisobem jako v ptikladu 1. Frakce G.

ktera byla podrobena subfrakcionaci uvedené vyse, byla potom .
eluovana na uvedené koloné po dobu asi 22 minut. Tato

frakce, ktera obsahovala polypeptid, byla potom. pifipravena ‘ .
'pro sekvénovéni lyofilizaci z eluentu, pficemz nasledovala

e 'Iyofi}izaeemzfvodmicoi*bleNP£9Y§ﬂ§Q91R9T991 bézné znamych

postuptl.

Analyza aminokyselin alkylovaného polypeptidu v této

frakci byla provedena metodou Waters Pico-Tag, pric¢emz bylo




pouzito instruktdzniho manudlu dodavaného s touto metodou.
Sekvencni hodnoty byly stanoveny sekvencergm Protein/Peptid
model 470A (vyrobce Applied Biosystems, Inc.. 850 Lincoln
Center Drive, Foster City, California 94404) s konverzi
vodnym roztokem TFA. Analyza vyslednych
fenylthiohydantoinovych aminckyselin byla provedena on line
s analyzatorem model 120A PTH, vyrobce Applied Biosystems,
nebo off line na koloné DuPont Zorbax PTH (Biomedical
Product Department, Chromatography Products, E. I. duPont de
Nemours and Co., Inc., 1007 Market Street, Vilmington,
Delaware 19898/.

Analyza aminokyselin metodou FAB MS celého polypeptidu
prokazaly nasledujici strukturu koncoveho aminu
aminokyselinové sekvence &asti polypeptldu, obsazeného ve
frakeci G: ®

HoN-glu-lys~gly-leu-pro-glu-gly-ala-glu-cys-asp-
gly-asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-ala-gly-gln-trp- ¢
ile-lys-cys-arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-ile-thr- ¢
gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-gl--arg-gly-leu-lys- f.
lys-thr-cys-ile-ser-lys-leu-ser-asp-pro-asn-arg-

"asn-glu-trp-leu-ser-; - . ;
a FAB MS: 7267,

Pfiklad- 7
Subfracionace frakce H a stanoveni jeji struktury.

S

Frakce H, ziskand stejnym zptsobem jako v pfikladu 1
byla vlozZena na kolonu C-18 Vydac (22 mm x 250 mm, velikost
porl 3.10°% cm a velikosti &astic 10 um), pficemz .eluovani

bylo provédéno za pouziti priitoéného mnoZstvi 10




e

mililitrd/minutu rozpouatedlovym systcmem s nellncarnlm
>2%‘\70B 8 0
> 30 mlnut] (Vatersova krlvka 6), a potom’
> S%% A (v intervalu 30 > 45

de - A znamena 0..1% vodny .

gradientovym programem 2 > 7Dm A

[v 1nterva1u 0

v
2%:1 oB.7o

minut] (Vatersova kfivka-11)

roztok TFA a B je acetonitril, pficemZ stanovenl piku bylo
‘provedeno. pEi. pouziti diodového detektoru Vaters 990

a jimani- frakeci bylo provadeno stejnym zpusobem Jako'

v pfikladu 1. Z jimanych frakci jsou diilezité tyto:

-‘Frakce Doba eluovani
o H,. .~ asi 36 minut
Hy asi 41 minut, N *

Frakce HZ a H3, ObsahUchl polypeptidy. byly naslednée
upraveny Ppro sekvenovanl, prlcemz T0t0 sekvenovan1 bylo
'provedeno postupem popsanym v pfikladu 6. Amlnova koncova
céast amlnokysellnovc sekvence castl polypeptldu obsazene ve

frakql-Hz,.byla stanovenqltgkto

H2N—a1a-1ys—ala-1eu-bro—pro-g1y-ser
val-cys-asp-glyfasn-glu-scr-asp-cys-lys
cys-tyr-gly-lys- trp-his-lys-cys
arg-cys-pro- trp-lys-trp-his- phe-thr-
gly-glu- gly pro-cys-thr-cys- glu-lys-gly ’ x -
met-lys-his-thr-cys- ile-thr-lys-leu-his k

;stlpgg;asn—lys-ala-glu-t;p-gly 1eu asp trp-;

-t e e b b e s e
e 4 e et T
[

a molekulova hmotnostléelého polypeptidu byla stanovena
pomoci metody Ion-Spray MS, pEigemz bylo zjisténo. ze tato

molekulové hmotnost je 7793.



P

Pfiklad 8

Subfrakcionace frakci I a J a stanoveni jejich struktur:

Frakce I a J, ziskané postupem podle prikladu 1. které
nebyly dostate¢né oddéleny v diisledku podobnych vymyvacich
intervald, jak je uvedeno v pfikladu 1, byly spolec¢ne
umistény na sloupec kolony C-4 Vydac (22 mm x 250 mm,
velikost poért 3.107% cm a velikost éastic 10 pm) a tato
kolona byla potom eluovéna za pouziti pritocného mnoZstvi

10 mililitrd/minutu rozpoustédlovym systémem s nelinearnim

> 3@% B, 80 > 7%% A

v
gradientovym programem Zq?

[v intervalu 0 ——> 30 minut] (Vatersova kfivka 6) a dale
3@% > Sq% B, 7@% > 50 A [v intervalu 0 > 45
minut] (Vatersova kfivka 11 ), kde A znaéi 0,1%rd vodny tE

roztok TFA a B je acetonitril. Stanoveni piku a jiméani
frakci bylo provédeno stejnym postupem, jako je uvedeno i

v prikladu 6. Z jimanych frakci byly zajimavé tyto:

Frakce Doba eluovani ' C

1 asi 22 minut

J .. asi 27,5 minuty = .

Frakce I a J, které obsahovaly polypeptidy,'byly
pripraveny pro sekvenovani, pricemz toto sekvenovani bylo

provedeno stejnym postupem jako v prikladu 6.

e

—— O S,

Aminokyselinov4 sekvence a hodnof§'FAB ﬁéugglypeptidu,

e e e e mmmade e = b

obsaZeného ve frakci I, byly stanoveny takto:




HzN—asp—cys-val~gly-g1u-ser-gln-gln-
cys-ala-asp-trp-ala—gly-pro-his-cys—cys—
asp-gly-tyr-tyr—cys-thr-cys-arg—tyr-
phe-pro—lys—cys-ile-cys-val—asn—asn-asn-CONH2

a FAB MS: 4158.

»

Koncovy amin aminokyselinové sekvenbé“éésfi
polypeptidu a hodnota FAB MS celého polypeptidu, obsazeného

ve frakci J byly stanoveny takto:

HoN-asp- glu-pro-cys-ile-pro—leu—gly—lys—
ser-cys-ser-trp- lys- 1le gly-thr-pre-tyr-

BT b S T R

-
TN TR e b e [ e i1 L W A e g sl N e 41

cys-cys-pro-his-pro-asp-asp- ala-gly-arg-
arg-thr-trp-cys-leueval asp-tyr-ser-arg-
phe-val-thr-ile—cys»ser-gly-arg-1ys~tyr¥C0NH2;

a FAB MS: 5506.

Pfiklad 9

Subfrakcionace frakce L a stanoveni jeji struktury.

Frakce L. ziskanad stejnym zplsobem jako Vv pfikladu 1
byla vlozena na kolonu C- 18 Vydac (10 mm x 250 mm, velikost
pord 3.107 6 em a velikosti éastic 5 um), pEidemz eluovéani
bylo provadeno za pouziti prutoéného mnozstvi 3,3
mililitru/minutu rozpoustédlovym systémem s linedrnim
> 4% B, 7%@ > 6

> 30 minut], kde A znamena 0,1% vodny

gradientovym programem 2

_[v intervalu 0 ——> 30U m
roztok TFA a B je acetonitril. Stanoven1 plku a Jlmanl
frakci bylo provadeno stejnym zplsobem jako v pfikladu 6.

Z jimanych frakci jsou dilezité tyto:




A

=

e

Frakce Doba vymyvani
Ly asi 20,25 minuty
L,y asi 22,5 minuty

Frakce Ly a L,, obsahujici polypeptidy, byly nasledné
upraveny pro sekvenovani, pricemZz toto sekvenovdani bylo

provedeno postupem popsanym v piikladu 6.

Aminova koncovd Cast aminokyselinové sekvence Casti

polypeptidu, obsaZené ve frakci L;, byla stanovena takto:

H,oN-ile-val-gly-gly-lys-thr-ala-lys-phe-
gly-asp-tyr-pro-trp-met-val-ser-ile-
gln-gln-lys-asn-lys-lys-gly-gly-phe-asp

Molekulovd hmotnost celého polypeptidu byla stanovena
gelovou elektroforézou, pficemz bylo pouiité'béiné metody,

a tato hodnota ¢inila 20 000.

Priklad 10

Stanoveni struktury sloudeniny. obsaZzené ve frakci M.

Frakce M, ziskana postupem podle pfikladu 1
a obsahujici polypeptid, byla pfipravena pro sekvenovani,
pfi¢emz toto sekvenovani bylo provedeno stejnym zplsobem
Jjako v prfikladu 6.

- e

Koncovy amin aminokyselinové sekvence c&asti

polypeptidu, obsazeného ve frakci M, byl stanoven takto:




VAN

'f

n HoN-glu-ala- lu-ala-ala-lys-val-leu-

+h
i

012

-
LA

ser-asn-leu-asp-glu-thr-val-asp-pro

a molekulova hmotnost, stanovend béZné znamym postupem

gelovou elektroforézou, byla asi 80 000.

CP Emickdrand o oLl ec e s e e . I
N~(20-amino44<hydroxy-4,8,12,17-tetraazeikos-1-y1)-1H—

indol-3-acetamid.

Synteticky postup pripravy této sloucenlny uvedené

v zahlavi, o ktere bylo predpokladano zZe Je obsazena ve

frakcr“E“popsanew wprlkladu*4-*bylwprovedcn nasledu31c1m

zpusobem

Postup A :

HéN/WNHZ ot ‘HC/\\\ - -——-—'—"—‘)

- H _.‘
I -

V atmosféfe dusiku bylo promichévéno 13,22 gramu
(0,15 mol) diaminobutanu a 3,5 ml méthanolu, prlcemz potom
bylo- pfidano 9 94 mililitru (0,15 mol) akrylonltrllu
prostrednlctV1m 1nJekcn1 strikacky; coZ bylo provadéno po.
*dobu*dvou*hodln—awprl _chlazeni-na0.- 5 °C..Asi po 18 .
hodinach byla takto ziskany reakéni smés podrobena’ ‘
chromatografickému zpracovani na 600 gramech silikagelu za
pouziti systému rozpoustedel CHZClZ/MeOH v poméru 3 @ 1

(2 litry) a nasledné smési CHZClz/MeOH s obsahem 5

I3




objemovych procent isopropylaminu (2 litry). Frakce
obsahujici adovany produkt byly zkoncentrovany odpatfenim ve
vakuu za vzniku viskdzniho oleje. NMR analyza potvrdila, ze

ziskanym produktem byl adi¢ni produkt obecného vzorce I,

uvedeny déle

Fostup B :
. ) -
H'N/ﬂ\w/ﬁ\w//N\\//\\CN +  BrN"N\y-poC ‘
2 ) H
(1) (XII)
H
BOC-N" N\ oS e
f H . ' "
(IIT)°

N

Pod atmosférou dusiku bylo piidéno 5,78 g (0,041 mol)

sloudeniny vzorce I, pfipravené postupem A, viz. vyse, k 75

mililitram CH,CN a 11,48 g KF Celitu a reakéni smés byla

promichdna. K takto promichané smési byl potom pridan roztok .

obsahujici 9,75 g (0,041 mol) slouceniny vzorce II, ktera |

byla pfipravena postupem uvedenym v ¢asti A, ve 25

'mililitrech CH3CN. Takto ziskand reakéni smés byla potom

zahrivéna pri teploté varu pod zpétnym chladidem, pricemz
d monitorovani reakéniho pribéhu bylo provedeno metodou TLC

(CH,C1,/MeOH v poméru 3 : 1). Po tfech hodinach byla
K ponechédna reakéni smés ochladit a stat pfi teploté

mistnosti. Nasledné byl Celit odfiltrovan a filtraéni kolac
——mrem—s~byl -doble--promyt-dichloermethanem ~Filtrat--byl-zkoncentrovan - e
ve vakuu. Surovy produkt, obsazZeny ve zkoncentrovaném:
filtrdatu byl podroben chromatografickému zpracovani na
silikagelu, pficemz jako eludniho ¢inidla bylo pouzito 2

litrd smési CH,Cl,/MeOH v poméru 3 : 1, potom 2 litrd smési




CH,C1l,/MeOH v poméru 3 : 1 obsahujici 10 mililitrd
1sopropy1am1nu a nasledné 2 litrl smési obsahujici
CH,C1,/MeOH v poméru 3 : 1 a obsahujici 30 mililitrd

isopropylaminu. Produkt, byl eluovan z této kolony poté, co

byla kolona nasycena isopropylaminem, ovsem Tento _produkt

nebyl stile ¢isty. VSechny frakce obsahujlcl produkt byly
spojeny a zkoncentrovany Silikagel byl ptipraven tak. Ze
bylo 500 grami 5111kagelu suspendovano v CH2C12 a 125

mililitrech isopropylaminu a potom byl tento produkt pouzit

jako napli kolony, coz bylo provedeno bé&Zné znamym zpisobem.

Surovy produkt byl nanesen na kolonu pomoci dichlormethanu.
Nasledné byla kolona eluovany 500 mililitry dichlormethanu

a potom 'ednim litrem smési CH,Cl /MeOH v poméru 3 : 1.
P J 2712 P
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Frakce obsahujici produkrt byly spOJeny ‘a zahustény ve vakuuT
&¢im# bylo ziskéano 1,5 gramu produktu vzorce I11. Dalsi 2

- gramy produktu vzorce III byly eluovany z kolony jednim
litrem CH2C12/MeOH v poméru 3 : 1 a 30 mililitrd

isopropylaminu.
Postup C :
III - + [BOC]zo —p
?OC
BOC-N”\\//\‘N//\\/f\”//N\\/f\‘CN
H BOC

(IV) -

1 Pod atmosferou dusiku byla potom promichdvdna smés
obsahuiigihgpgnézéaﬁ“fll 8 mﬁol) slouéenlny vzorce 11T,
ktera byla pripravena podle postupu B, viz. vyse, a 150 ml
dichlormethanu, nadez bylo pfidéno 5,2 gramu (23,6 mmol)

di-t-butyldiuhli¢itanu. Takto ziskand smés byla potom

T e L T e A 4 bk




promichavédna po dobu pfibliZné 68 hodin pfi teploté
mistnosti., V dalSim postupu byla tato smés zkoncentrovana ve
vakuu a podrobena chromatografickému zpracovani za pouziti
400 gramld silikagelu, pficemz jako eludéniho ¢éinidla bylo
pouzito smési hexan/ethylacetdt v poméru 60 : 40, a timto
zplisobem bylo pripraveno 5,62 gramu slouceniny vzorce IV

v podobé oleje.

Postup D :
?OC
Nc//\\/’N\“/\\//\\§’/\\/f\\N—BOC B
BOC H
(IV)
#
§Oc ; o
Hy NS S I S N\N-B0C m F(
BOC ; :
(V)

Pod atmosférou dusiku byly rozpuitény 3,0 gramy °

slouCeniny vzorce IV, ktera byla pfipravena postupem C, viz.
vySe, ve 30 mililitrech kyseliny octové ve 250-ti

mililitrové Parrové banice. K roztoku byly potom prfidény 3,0

. gramy Pd(OH),/uhliku a tato smé&s byla hydrogenovana pfi
tlaku 345 kPa vodiku po dobu dvou hodin. Nasledné byl
. katalyzdtor odstranén odfiltrovanim a filtraéni kolad byl

dobfe promyt kyselinou octovou. Takto ziskany filtrat byl
. ZkOncentrovén, vlozen_do_ 75 mililitrd_dichlormethanu, promyt . .. ..
dvakrat 75 mililitry 1IN NaOH a vysusen pomoci uhliditanu
draselného K,C03. Roztok byl zkoncentrovan ve vakuu za

vzniku 2,86 gramu produktu vzorce V, viz vyse.




- Postup E
r
v + NC- N —»
H BOC
1 -
. ) e BOC H .
(vi) " SRR

' Pod atmosférou dusiku bylo rozpusténo 2, 86 gramu (5.7
mmol) sloucenlny yvzorce V, ktera byla piipravena postupem D.

b

VizZ. wxyscrmym75 mllllltrech methanolu. Za mlchanl bylo potom

ptidano 0,41 m11111tru (6,3 mmol) ak:ylonltrllu a takto
ziskand reakcnl smes byla potom promichdvana po dobu pres
noc. V dal$im postupu byla tato reakéni smés zkoncentrovana.
opétné koncentrovana trlkrat ze 30 mililitr® dichlormethanu
- a podrobena stripovéani rozpoudtédla ve vakuu, pricemz tlmto
_postupem bylo ziskano 3,18 gramu slouceniny vzorce. VI

v podobé oleje.

Postup F . :
‘ BOC BOC
. : . ' 1 ‘ _
VI —>. NCA NS I SN TN N=-BOC
: ; g
BOC . *
(VII)
ﬁ“*ﬁ“%-_*d-n—— ‘Pod_atmosférou_dusiku bylo smichano_ 3,18 gramu (5 7

et T e e s kit e

mmol) slouceniny vzorce VI, pripravené vyse uvedenym
postupem E, se 100 mililitry dichlormethanu a takto ziskana
reakéni smés byla promichavéna az do rozpudténi. K takto

ziskanému roztoku bylo potom prldano 1,37 gramu (6,3 mmol)




di-t-butyldiuvhlid¢itanu a takto ziskana reakcni smés byla
promichavana 90 minut pfi teploté mistnosti. Nasledné byla
tato reakdéni smés zkoncentrovana a podrobena
chromatografickému zpracovani na 300 gramech silikagelu,
pti¢emz jako elu¢niho ¢inidla bylo pouzito smési
hexan/ethylacetat v poméru 60 : 40. Frakce obsahujici
produkt byly spojeny, zkoncentrovany, extrahovany tfemi
podily dichlormethanu po 20 mililitrech a rozpoustédlo bylc
odstranéno stripovanim ve vakuu, pric¢emz timto zpisobem bylo

ziskano 3,12 gramu produktu vzorce VII.

Postup G :
BOC BOC
' ' watn
VII —p HN S NN =B0C Y.
. [}
BOC 1y T g
(virz) . . .z

Postupem podle schematu D bylo roipusténo'3512 grgmu SR
(4,76 mmol) slouceniny vzorce VII, pfipravené postupem F ve
30 mililitrech kyseliny octové a tato reakéni smés byla
hydrogenovana pri tlaku vodiku 380 kPa po dobu 2 hodin
v pFitomnosti 3,0 gramd Pd(OH),/uhliku, pfidemz timto
postupem bylo ziskano 3,02 gramu produktu vzorce VIII

v podobé oleje.

Postup H :

SR

VIII . 4+ NCTN e
5 BOC - BOC
L} I
NC SN I I oS ™ Ny-B0C

BOC H

(IX)




mmol) sloudeniny vzorce VIII, kterd byla pfipravena postupem
podle postupu G, v 10 mililitrech methanolu. K tomuto

roztoku bylo potom prfidéno 0,1 mililitrd (1,67 mmo1l)
“akrylonitrilu a takto ziskana reakéni’ smés byla Promichavand -

po dobu pftes noc. V dalsim postupu byla tato reakéni smés

o

-zkoncentrovana,--opétné rozredéna a koncentrovana tiikrat za ... ...
pomoci 20 mililitrd dichlormethanu, pficemz pouzZiteé
rozpoudtédlo bylo odstranéno siripovanim ve vakuu a timto

postupem bylo pfipraveno 1,0 gramu produktu vzorce IX.

'Postup I
MI_X PURURICY u-w-ww ‘ u. _._,‘. it g B+ =ﬂ_____ - PO . L
" ?OC ?OC
HZNWNWNWN\-/\\/\\.N/\/\N-BOC
BOC i

(x)

Stejnym zpisobem j;ké je Lve&énowy éoééupu D byl . ..
rozpudtén 1,0 gram. (1,4 mmol) sloufeniny. vzorce IX, ktera .
byla pripravena postupem H, ve 30 mililitrech kyseliny
- octové a takto\ziskéni reak¢éni smés byla potom,hydrogenovéna
po dobu. 2,5 hodiny p#i tlaku vodiku 345 kPa za vzniku 0,85

gramu produktu vzorce X, viz vySe. - o - | .
Postup J : 2 - ' ‘ ' B .
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Podle tohoto provedeni byl pripraven roztok. ktery
obsahoval 6,78 gramu (20 mmol) tetrabutylammonium-
hydrogensiranu a 75 mililitrech vody. nacez bylo pfidano
3.36 gramu (40 mmol) hydrogenuhli¢itanu sodného NaHCO5
a tato reakéni smés byla ponechéna napénit. V dal$im postupu
bylo pridano 3,3 gramu (20 mmol) kyseliny indoloctové,

. 2iskana reak¢éni smés byla promichdavana po dobu 5 minut

. ~a potom bylo pfidédo‘§'75 mililitrd CHCl;. Tato reakéni smés
byla promichavana po dobu dalsich § minut a dvé spodni
vrsivy byly oddéleny. Vodni vrsiva se byla vysolena siranem
sodnym Na,S0, a extrahovéna trichlormethanem CHCl;. Viechny
trichlormethanové extrakty byly spojeny a vysudeny za pomoci.
siranu sodného Na,S80,. Vysledny &iry jantarové zbarveny
roztok byl zkoncentrovan, zpracovan tremi podily acetonu po
75 mililitrech a nakonec byl tente podil rozpustén v 75
mililitrech acetonu. Nasledné bylo pridénc 1,9 mililitru g

(22 mmol) allybromidu a tato reakéni smé&s byla ponechana

stdt po dobu 30 minut. Takto ziskanad reakéni smés byla

zkoncentrovdna a zpracovana chromatografickou metodou na
silikagelu, pficdemZ eluovani bylo provadéno smési - i
hexan/ethylacetdt v poméru 3 : 1, pridemz timto zplsobeh N
bylo ziskéno 3,57 gramu produktu vzorce XI, viz vyse, ve .

" formé svétle 2zlutého oleje..

- Postup K :

i __.,@[_]/V

U SV BOCM_T__._,.__.V-.. -

(XII)




et

Sk

Podle tohoto postupu bylo postupem popsanym
v publikaci : Angew. Chem. [nt. Ed. Engl. 23:298 (1984)
smichano 2,15 gramu (10 mmol)} sloucCeniny vzorce XI, ktera
byla pEipravena postupem podle postupu J, viz vysSe, s 20
mililitry acetonitrilu a k takto ziskané smési bylo potom
pifidano 2,61 gramu (12 mmol) di-t-butyldiuhlic¢itanu.
V dalsim postupu bylo pridédno.0,122 g (1 mmol)
4-(N,N-dimethylamino)pyridinu a reakce byla ponechina
probihat po dobu 15 minut. V dalsi fazi tohoto postupu byla
tato reakéni smés zredéna na objem 125 mililitrt
ethylacetdtem, promyta dvakrat zfedénou kyselinou
chlorovodikovou HCl, tfemi podily vody po 25 mililitrech.
jednou solankou a potom byla ususena a zkoncentrovana.
Ziskany produkt byl potom vyc¢idtén chromatografickou metodou
na silikagelu, pfi¢emZ jako elu¢niho ¢inidla bylo pouzito
smési hexanu a ethylacetatu v poméru 14,5 : 1 za vzniku
2,87 gramu slouceniny vzorce XII, viz vysSe, v podobé

bezbarvého oleje.

Cen
| |
XI11 : > - W 0o L
1
BOC

(XIIT)

Postup L :

m“%51'5-?_656{'6'";36"§7c‘ﬁ'15h"—b"§1‘6""1£€ 73,27 gramu (10,4 mmol)
slouceniny vzorce XII, ktera byla pripravena postupem K, ve
20 mililitrech dichlormethanu. pgiddno 7,4 mililitru
2-ethylhexanoiatu sodného v etylacetatu (0,231

gramu/mililitr). V dalsim postupu bylo pridano 0.5 gramu




iclkand raaldni cmAac h}ﬂa

potom promichévana po dobu 60 minut. Tato reakéni smés byla
potom zkoncentrovana, vloZzena do 150 mililitrl ethylacetatu
a promyta péti podily 25 mililitrd vody. Vodné extrakty byly
potom spojeny a .tento spojeny podil byl potom znovu
extrahovan jednim podilem 25 mililitr( ethylacetdtu a jednim
podilem 25 mililitru diethyletheru. K vodné vrstvé bylo
potom pfiddno 75 mililitrld erstvého ethylacetaru a tato
smés byla potom okyselena na hodnotu pH 3. Ethylacetatova
vrstva byla oddélena a vodnd vrstva byla extrahovana jednim
podilem 50 mililitrd Cerstvého ethylacetatu. Takto ziskané
dva ethylacetatové extrakty byly spojeny a tento spojeny
“““““““““podil“byl“potom*p:omyt*dvéma:podilyuZO«mililitrﬁ~v0dy;mpoxommm;w“ﬂnw&mmmu
jednim podilem 20 mililitrd. solanky, vysusen, zkoncentrovan

a promyt tfemi podily 30 mililitrd hexanu, pficCemz se b&hem

druhého promyti vytvofily krystaly. Tato reakéni smés byla

potom zfedéna 75 mililitry hexanu. Podily pevnych létek byly

zfiltrovany, dobfe promyty hexanem a vysu$eny na vzduchu,

¢imz bylo Ziskano 1,37 gramu bilé pevné ldtky. NMR analyzou

byla potvrzena struktura slouceniny uvedené v zahlavi,

tT zn. sloudenina XIII..
(U . , .

Postup M :

XIIT +




Podle tohoto postupu bylo pod atmosférou dusiku
smichano 200 miligramd (0,73 mmol) sloucdeniny vzorce XIfI
s 25 mililitry dichlormethanu, 84 miligramy (0,73 mmol)
N-hydroxysukcinimidu a 150 miligramy (0,73 mmol)
dicyklohexylkarbodiimidu, naceZ se vytvofila témér okamzité
srazenina. Takto ziskana reakéni smés byla potom
promichavana po dobu 3 hodin. V daldim postupu byla
odfiltrovana dicyklohexylmodovina a k ziskanému filtratu
bylo potom prikapavédno 40 mililitrd roztoku sloudeniny
vzorce X, pripravené postupem podle prikladu 11, postupy
A-i, v dichlormethanu. Tato reakéni smés byla promichavana
po dobu 12 hodin a nésledné byla promyta 0,1 N roztokem

hydroxidu sodného NaOH a usu$eha za pomoci uhliditanu

.draselného K,C045, potom zkoncentrovéna a zpracovdna

chromatografickym postupem za tdelem odstranéni neéiszé& na
150 g silikagelu, pricemz jako eluéniho ¢inidla bylo pouzito
smési dichlormethanu a methanolu (0,5 litru) v poméru..

9 : 1. a potom za pouziti smési dichlormethanu, methanolu

a isopropylaminu (2 litry) v pOméru.Q :1 : 0,1. Ziskany
produkt byl potom v nésledujigim postupu zkoncentrOVén%

promyt dichlormethanem a opét zkoncentrovan, ¢imz bylo.

ziskano 400 miligramd sloudeniny vzorce XV, coz bylo

- potvrzeno analyzou NMR 300 -MHz.

Postup N :

X1V

1

B8CC H

(xv)
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Podle tohoto provedeni bylo pod atmosférou dusiku
smichano 0,34 gramu (0,35 mmol) sloudeniny vzorce XIV, kteréd
bylé ptipravena postupenm podle vyse uvedeného schematu. se
30 mililitry acetonu, Tato smés byla promichana az do vzniku
roztoku a ochlazena na teplotu asi 0 °C za pouziti lazné
ledu a acetonu. V dalsim postupu bylo po dobu 8 az ld.mihut
ptikapavano 0,212 gramu (1,05 mmol) 85 % kyseliny
3—chlorperoxyﬁenzdové ve 20 mililitrech acetonu. Tato
reakéni smés byla potom promichavana po dobu asi 30 minut
a nasledné zfedéna na objem 150ﬂmililitrﬁ diethyletherem
a potom promyta dvéma podily IOlﬁknihn{roztoku uvhli¢itanu
draselného K,COz © objemu 25 mililitrd, dvéﬂa podily vody po
25 mililitrech a potom op&t dvéma podily 10&%}aéhe{roztokq
uhlig¢itanu draselného o objemu 25 MiTilitria " nadez bylass e e
vysugena uhliéitanem draselnym. Takto ziskana reakéni sm3s
byla potom zkoncentrovana, promyta dvéma podily
dichlormethanu po 30 mililitrech a zkoncentrovana za pouziti
vakua na stadlou hmotnost 0,33 gramu. NMR analyza prokéazala,
ze produkt byl smési pozadovaného produktu vzorce XV,
vychoziho materialu a vedlej$iho produktu. Tato sSmés
obsahujici produkt byla potom pfidéna ke 3 mililitrdm

kyseliny octové, naceZ bylo ptidano 20 miligrémﬁ NaCNBH3.

Tato smés byla potom promichavana po dobu pfes noc, nacez
byla kyselina octova odstranéna stripovanim ve vakuu a tato
smés byla rozpudténa Vv 50 mililitrech dichlormethanu

a promyta jednim podilem vodného pufru po 75 mililitrech

o hodnoté pH 7. V piipadé potfeby byla hodnota pH upravena

na hodnotu 7 pfidavkem 1 N roztoku hydroxidu sodného NaOH,

_prigem2 dichlormethanova vrstva byla oddélena a promyta

LTI U PSP DRSO FFYSS SO

jednim podilem vodného pufru po 30 mililitrech o hodmoré -~ oo -
pH 7 a jednim podilem 25 mililitrd solanky, pficemZz tento
produkt byl potom vysuden za pomoci siranu sodného Na;304

a zkoncentrovan za pouziti vakua az do ziskani konstantni
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hmotnosti 0,31 gramu. Takto ziskany produkt byl potom
zpracovan chromatografickou metodou za pouziti 100 grami
silikagelu, pricemz jako-eluéniho ¢inidla 'bylo pouZito smési
ethylacetdatu a methanolu v poméru 95 5, a eluovany

a jimany frakce o objemu 25 mililitrd. Vycistény produkt
vzorce XV byl pritomen v jimanych frakcich 18-25. Tyto
frakce byly spojeny, pficemZ spojeny podil byl
zkoncentrovan, promyt dvéma podily dichlormethanu po 25

mililitrech a zkoncentrovan ve vakuu, ¢imz bylo ziskano

miligramd bilého pénového produktu,
teploté -80 °C. Frakce 26-40, které
pozadovany produkt, obsahovaly také

26-40 byly spojeny. zkoncentrovany,

ktery byl uchovavan

pii

rovnéz

uréité

obsahovaly

nec¢istoty. Frakce

promyty dichlormethanem

a zkoncentrovany za pouziti vakua do konstantni hmOInOSti;
66 miligrami. Takto ziskany produkt byl potom spojen 3
s piedchozim produktem‘(6 miligramd), ktery byl pouiit.pro

. NMR analyzu, a se smési, pfipravenou vyse uvedenym postupem.
Vysledna smés byla zpracovéna chromatografickou metodou na
75 gramech silikagelu, pricemz jako eluéniho ¢inidla bylo
pouzito smé&si ethylacetédtu a methanolu v poméru 9 5
k eluovéni a zachyceni frakci o objemu 25 mililitr.
Vy&istény produkt vzorce XV byl pfitomen v frakcich 16-21.

“Tyto frakce byly spojeny, zKoncentrovdny a promyty dvéma
podily dichlormethanu po 5 mililitrech a potom byl tento
produkt znovu zkoncentrovan ve vakuu do konstantni hmotnosti
46 miligrami. Takto ziskany produkt byl potom uchovéavan pri

teploté -80 °C.

- ———Postup~0- - B o e e e
XV —>
. OH H H
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H

(XVI)
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Podle tohoto postupu bylo pod atmosférou dusiku
rozpuiténo 108 miligramd (0,109 mmol) slouCeniny vzorce XV,
ptipravené vyse uvedenym postupem, v 1,5 mililitru
dichlormethanu. V dal$im postupu byly pfidéany 2 mililitry
kyseliny trifluoroctové a tato reakéni smeés byla
promichavéna po dobu jedné hodiny pri teploteé mistnosti.
Takto ziskana reakéni smés byla potom zkopcentrovana do
formy filmu a ddle bylo pfidano 15 mililitrd dlethylethefu
Tento film byl potom preveden na pevnou latku a po 30
minutach michani vznikl bily prasek. Tento préasSek byl potom
zfiltrovan, dobfe promyt diethyletherem, vysusen pod
atmosférou dusiku a nédsledné odplynén ve vakuu do konstantni

Rt oL L PR

hmotnosti_109 miligrami, &imz byla ziskana slouc¢enina

T A e T AR i A, o g e I L AT Yy e |

uvedena v zahlavi tohoto prlkladu.

Pfiklad 12 _
-(20-amino-4-hydroxy-4,8,12,17-tetraazeikos-1-yl)-4- .
hydroxy-1H-indol-3-acetamidu. '

Postup ptipravy této sloudeniny uvedené v zahlavi,
jejiz pritomnost byla pfedpoklddina ve frakei B,. viz postup
podle pfikladu 3, byl proveden podle nasledujiciho reakéniho

schematu :
Postup A :
OCH20CH3 _
I :
N
g - . - e




Podle tohoto postupu byly pod dusikovou atmosférou ve
sklenéné aparatufe, vysuSené plamenem, smichany 4,0 gramy
- (30 mmol) 4-hydroxyindolu s 25 mililitry Aldrlchova
bezvodého DMF a tato smés byla michana za vzniku roztoku.
Potom bylo prldano 1,44 gramu (30 mmol) hydrldu sodného NaH
ve formé SOl%}aq disperze v oleji. Po ukonceni pénéni bylo
- pridéano-2,35 m11111tru chlormethylmethyletheru (Aldrich)

%

a vysledny tmavo-zeleny roztok byl promichavan po dobu pres

RN

W

noc. Botom byl tento roztok Zredén na~objem—125 miliditE i — e
ethylacetatem, promyt péti podily vody po 25 mililitrech

a jednim podilem solanky o objemu 25 mililitrd, nacez byl

usuden siranem sodnym Na,50, a Zpracovan chromatografickym
postupem za pouziti smési hexanu a ethylacetdtu v poméru

4 : 1 jako elucniho ¢inidla. Frakce obsahujici produkt byly
spojeny a zkoncentrovany, &imz bylo ziskano 2,70 gramu

sloudeniny XVII ve formé oleje.

Postup B :
ocn ocn
H.,C -
3TN
XviI  + P — \\ u g
H,C CH,. ,
(XVIII)

Podle tohoto provedeni bylo v 30 mililitrové,
—;rlhrdlove nadobé s kulatym dnem, kterd byla vybavena
mechanickym michadlem, chlazeno 1,3 gramu vodného roztoku
formaldehydu (37 %) a 2,28 gramu kyseliny octové. Potom byloc
pfiddno 3,23 mililitru chladného dimethylaminu (25{%#&4

roztok ve vodé). K tomuto vyslednému ochlazenému roztoku

bylo ptidano 2,7 gramu (15,2 mmol) slougeniny vzorce XVIT1,




pficemz bylo pouzito 1,5 az 2,0 mililitrd tetrahydrofuranu
jako rozpoustédla pro pfevedeni poz2adované latky. Tato
reak¢éni smés byla potom zahfivana prfi teploté mistnosti

_a promlchavéna po dobu pres noc. Potom bylo pfidédno 40
mllllltru 10\%}&*he{roztoku hydroxidu sodného NaCH, &imz
bylo dosazeno vzniku srazeniny. Po promichéni byla tato
srazenina odfiltrovéna, promyta vodou a ususena na vzduchu,
pricemz timto postupem bylo ziskano 3,26 gramu sloucéeniny

vzorce XVIII.

Postup C :
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OCHZOCH

3

(XIX) ’ {XX)

" Podle tohoto provedeni bylo pod atmosférou dusiku
smich&no 4,62 gramu KCN s 10 mililitry vody a tato smés byla
promichévénﬁ za vzniku roztoku. Potom byio pfidano 30
mililitrd ethanolu a 3,26 gramu (14 mmol) slouéeniny vzorce
XVIII a tato reakéni smés byla promichdvana a zahfivana pri
teploté varu pod zpetnym chladicem po dobu asi 65 hodin.
‘Ziskana reakéni smes ‘byla potom ochlazena a zkoncentrovana.
Vysledna srazenina obsahujici sloudeninu XX byla
zfiltrovdna, promyta vodou a usudena na vzduchu. Vodna
vrstva byla extrahovana 4 podily dichlormethanu po. 15

mililitrech, pficemz byly uchovédny organické extrakty. Vodna




vrstva byla potom prekryta 50 mililitry ethylacetatu a
okyselena na pH 2. Ethylacetdtova vrstva byla potom
oddélena, odplynéna probublavanim dusikem touto
ethylaceté{bvou vrstvou, potom susena a zkoncentrovana, ¢imz
byla ziskana pevna latka, ktera byla triturovana
diisopropyletherem, a timto zplsobem bylo ziskéno 1,03 gramu

slouceniny XIX ve formé 3edavé bilé pevné latky. Potom byly

véechny extrakty ze zakladni vodne vrstvy spojeng a tento

—F o - - spojeny-podil-byl -usuien; -spojen-s vyse uvedenym.filtratem.. _ ...

a'zkoncentIOVén, ¢imz bylo ziskano 0,4 gramu slouceniny XXV

ve formé& pevné latky.

Postup D :

XX — > XIX

Podle tohoto provedeni bylo pod atmosférou dusiku 1.6

gramu slouceniny vzorce XX spojeno se 7,5 mililitru
“ethanolu, 30 mililitry vody a 1,3--gramu-hydroxidu -

draselného. Tato smés byla potom zahfivana prfi teploté varu

pod zpétnym chladicem a potom promichéavana po dobu pfes noc.
V dals$i fazi byla potom tato reakéni smés ochlazena,
extrahovéana dvéma podily ethylacetdatu po 15 mililitrech,
pievrstvena &erstvym ethylacetdtem a okyselena na hodnotu
pH 2. Spojené ethylacetdtové vrstvy byly ususeny

a zkoncentrovany. Timto zpisobem byla ziskana pevna latka,
ktera byla potom triturovéana IPE, ¢imz bylo ziskéno 1.1

gramu slouceniny XIX.

Postup E : ‘
OCH,OCH




Podle tohoto provedeni bylo v 10 mililitrech vody
rozpu$téno 1,44 gramu (4,25 mmol) TBAHSO,4. Potom bylo
pfidénd 714 miligrami (8.5 mmol) hydrogenuhliditanu sodného
NaHC03 Poté co ustalo pénéni byl pfidén k této reakéni
smési 1,0 gram (4, 25 mmol) sloucenlny XIX a tato reakéni.
smé&s byla potom promichavéna po dobu jedné minuty, nadez
bylo pfidano 40 mililitrd chioroformu. Tato reakéni smés
byla potom promichavana po dobu 5 minut, chloroformova
vrstva byla oddélena a potom byla tato vodnd smés

~extrahovéna jednim podilem chloroformu po 15 mililitrech.
Chloroformové extrakty byly spojeny a tento spojeny podil
| byl usuéeﬁ' zkoncentrovan a zpracovan dvéma podlly acetonu

po 30 m11111trech _Potom byl takto 21skany produkt opetne

N .
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rOZpuéten ve 30 mllllltrech acetonu coz bylo provedeno pod
atmosférou du51ku a potom bylo pfidano 0,37 mililizra
(4,25 mmol) allylbromldu a tato reakéni smés byla
zkoncentrovéna a zpracovéina chromatografickym zplsobem za -
‘ﬁouiiti ethylaéetétu jako elucniho éinidla.‘Ziskany produkt

byl-potdmlspojen s 25 mililitry dichlormethanu a potom bylo

ptidano 0,98 gramu: (4,5 'mmol) di-t<buryldiuhli¢itanu a 51

" miligram& (0,425 mmolu) 4-(N,N-dimethylamino)pyridinu. Tato
reakéni smeés byla potomuzkoncenfrovéna a zbracovéna
chromatografickou metodou za pouiiti smési hexanu
a ethylacetatu v poméru 9 : 1 jako eludniho &inidla, pridemz
- po zkoncentrovdni bylo ziskéno 1,33 gramu pozadovane

sloucenlny vzorce XXI ve formé viskézniho oleje.

Postup F. :

OCH20CH3

XXI ——

il - i, bl
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Podle tohoto postupu bylo ve 2 mililitrech methanolu
rozpusténe 64 miligramd (0,17 mmol) sloudeniny vzorce XXI.
K takto ziskanému roztoku bylo potom pfidano 1,7 mililitru
0,1 N roztoku hydroxidu sodného NaOH a vysledna reakéni smés
byla promichdvana po dobu pies noc. Tato reakéni smés byla
potom okyselena, ususena, extrahovana ethylacetatem
a zkoncentrovana. Analyzou metodou NMR bylo zjisténo, zZe
veskery allylester slouceniny vzorce XXI vymizel, prticemz
oviem dodlo do urdité miry k transesterifikaci a urcity
podil methylesteru byl stédle pfitomen. Z tohoto dtvodu byl
tento produkt spojen se zbyvajicim podilem sloudeniny vzorce
XXI (priblizné 1,26 gramu), tento podil byl rozpusStén v 5
mililitrech tetrahydrofuranu a ochlazen na teplotu 0 °C.
Potom bylo pfidéno 3,8 mililitru 1 N roztoku hydroxidu
sodného a tato reakéni smés byla promichdvadna po dobu 5
minut pri teploté 0 °C, naceZ byla ohfata na teplotu
mistnosti. Po provedené reakci vznikly dvé faze, pricemz
k jejich eliminovani bylo nutno pfidat 5 mililitra
methanolu. Tato reakéni smés byla potom promichavana po dobu
prfes noc. Potom byly tetrahydrofuran a methanol odstranény
stripovdnim a zbyvajici vodny roztok byl prevrstven 50 -

mililitry ethylacetdtu a okyselen na pH 2. Ethylacetdtova

‘vrstva~byla potom oddélena, promyta jednim podilem 20 .

mililitrd vody, jednou solankou, a potom byl tento produkt
ususen siranem sodnym, zfiltrovén a zkoncentrovan na

gumovity produkt, ktery vykrystaloval po trituraci

s hexanem, pridemZ podle tohoto postupu bylo ziskdno 1,08
gramu bilé pevné latky. Tato pevna latka byla potom
zpracovana chromatograficky, kdy jako..eluéniho-&inidla bylo---
pouzito smési ethylacetatu a hexanu v pom&ru 70 : 30, nacdeZ
frakce obsahujici éisty produkt byly spojeny a tento spojeny
podil byl zkoncentrovan a vykrystalovan ze smési

ethylacetdtu a hexanu, a timto shora uvedenym postupem bylo




ziskano 0,884 gramu slouCeniny vzorce XXIT.

Postup G :
XXII o+ o
- E _ R
H N,ﬂ\,/“\\,/“x//\\h/’\\/”\\N/’\v/\\v/N\v/“\v/V -BOC
. EOC " - -BOC : -
(I)
. H BOC  BOC o |
- M A AN AN AN NyB0e
BOC

(XXIII)

Podle tohdto provedeni bylo pqd'atmosférou”dusiku
rozpudténo 271 miligramu (0,81 mmol) slouéeniny onrée XXI1I
za soucasného promichavani ve 4 ‘mililitrech bezvodeho
tetrahydrofuranu. Potom bylo prldano 93 mlllgramu (0,81
mmol) N-hydroxysukcinimidu a 167 miligramd (0,81 mmol)
dicyklohexylkarbodiimidu a tato reakéni smés byla potom .
promichavéna. Po asi jedné hodiné a padesati mlnutach bylo
pfidano 0,58 gramu (0 8 mmol) sloudeniny vzorce X ktera
byla pfipravena postupem popsanym v pEikladu 11, ve 30

- mililitrech dlchlormethanu a tato reakéni smés byla potom

. promichavéana pres vikend. V dal3im postupu byla odfiltrovéana

— i et . .
e b D e S

emuﬂ_m-A_dlcyklohexylmocov1na a vznikla s smeés byla extrahovana dvéma
| podily 1 N.roztoku hydroxidu sodného 'NaOH po 3 mllllltrech
potom byla suSena uhligitanem draselnym K,CO,
a zkoncentrovéna. Ziskany produkt byl potom zpracovan

chromatografickym postupem na 100 gramech silikagelu;




pticemz jako eluc¢niho €inidla bylo pouzito smé&si
dichlormethanu a methanolu v poméru 9 : 1 k vymyti vsech
slozek krome poiadovaﬁého produktu. nacez byla provedena
eluce smési obsahujici dichlormethan, methanol

a isopropylamin v poméru 90 : 10 : 1 za ucelem eluovéni
produktu. Frakce obsahujici produkt byly potom
zkoncentrovany, zpracovany nékolikrat dichlormethanem,
pfiéeﬁi rozpous$tédlo bylo edstranéno stripovanim, a timrto
shora uvedenym postupem bylo ziskdno 349 miligrami

sloudeniny vzorce XXIII ve formé bilé pény.

V alternativnim provedeni, pfedstavujicimu vyhodné
provedeni, bylo 50 mililitrd roztoku obsahujiciho 0,480
gramu {coz je 1,43 mmol) sloudeniny vzorce XXT1I
v dichlormethanu zpracovano 0,165 gramu (1, 43 mmol)
N-hydroxysukcinimidu, nacez nasledovalo pridani 0,294 gramu
(1,43 mmol) dicyklohexylkarbodiimidu a tato reakéni smés
byla potom ponechdna michat po dobu 5 hodin. Tato reakéni

sm€s byla zfiltrovdna a filtrat obsahujici surovy

" hydroxysukcinimid byl potom. prfidavan pomalu po kapkidch béhem

intervalu 20 minut do 100 mililitr& roztoku obsahujiciho

1,03 gramu (1,43 mmol) slouceniny vzorce X, kterd byla

_ pfipravena postupem podle piikladu 11, v dichlormethanu.

Tato reakéni smés byla promichavdna po dobu 72 hodin. Potom
bylé tato surova reakéni ‘smés promyta dvakrat 20 mililitry
1 N roztoku hydroxidu sodného NaOH, nadeZ byla ususena
uhlic¢itanem draselnym K,CO5, zfiltrovana a zkoncentrovana.
Ziskany produkt byl zpracovan chromatografickou metodou na

silikagelu, prlcemz Jjako elu¢niho ¢inidla bylo pou21to sme51
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dichlormethanu a methanolu v pomeru 4 : 1 a potom smési
dichlormethanu, methanolu a diisopropylaminu v poméru
9 : 1 : 1, ¢imz bylo ziskdno 912 miligram@ sloudeniny vzorce

XXIIT.




Postup H :

XXIII 4

OH BOC BOC
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(XXIV)

Pfi provadéni tohoto postupu byl pod atmosferou dusiku
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rozpustén indolacetamid vzorce XXITII (900 mlllgramu . 0.87
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mmol) ve 40 mililitrech dichlormethanu. K tomuto roztoku byl
potom pfidan 2- (fenylsulfonyl)-3-fenyloxaziridin (500
miligrami, coZ je 1,92 mmol). Reakéni pribéh byl monitorovéan
chromatografickou metodou v tenké vrstveé! Po 1 hodiné byla.
tato reakéni smés zkoncentrovdna ve vakuu, prlcemz timto
zpisobem byl ziskén hlavné prfevazujici nitron, ktery byl
potom rozpustén ve 35 mililitrech kyseliny octové. K této
reakéni smési byl pfidan velky pfebytek kyanoborohydridu .
sodného (1,00 gram, coz je 15,9 mmol) a tato reakéni sSmes
byla promichdvana po dobu asi 2 hodin. Ziskana reakéni smés
byla potom zkoncentrovdna ve vakuu, potom byla vlozena do

) dichlormethénu (50 mililitrd) promyta pufrem o pH 7 (jeden
podil po 50 mililitrech) a hodnota pH byla potom upravena na R

7 za pomoci 1 N roztoku hydroxidu sodného NaOH. Organicka

vrstva byla potom promyta znovu pufrem. o pH 7 (Jeden pod11

po 50 mililitrech), ususena uhliéitanem draselnym a T
zkoncentrovana ve vakuu, ¢imz byl ziskan surovy produkt,

ktery byl zpracovan chromatografickou metodou na silikagelu,

pfi které bylo jako eluéniho ¢inidla pouzito smési



ethylacetdtu a methanolu v poméru 95 : 5, a timto shora
uvedenym postupem bylo prfipraveno 612 gram (vytézek 67 %)

slouceniny XXIV ve formé bilé pény.

Postup I
’ XX IV ‘ : p
OH " oH W
N\J”\g/N\¢f\V/N\/’\V/N\vf\y/“\nxﬁ\v/“\\NH
I g ‘ H 2
N
H
(XXV)
Pfi provadéni alternativniho postupu byly pri IS -
udrzovani vakua a trojim promyti argonem odplynény 3 @ il

mililitry kyseliny trifluoroctové. Potom byla pouzita T

nadobka obalena hlinikovou £61lii a pfidédno bylo 98 miligrémﬁ
slouéeniny vzorce XXIV za pouziti asi 2,5 mililitru Rt 3 *
dichlormethanu jako prevaAdéciho ¢inidla. Po 45 minutach byla = ¥4
tato reakéni smés zkoncentrovéna, Gimz byl ziskan olejovy BN
produkt, ze kterého bylo po trituraci diethyletherem ziskano
~-88 miligramd slouceniny vzorce XXV ve formé& bilé pevné
latky, ktera byla uchovavana pri teploté -80 °C.
V alternativnim provedeni, které predstavovalo vyhodné
. provedeni, bylo k roztoku obsahujicimu 100 mililitrd dioxanu
nasyceného chlorovodikem, ktery byl vyéistén argonem,
e —--PEidano behem intervalu 1,5 minuty 0,520 gramu (coZ ... __ - . . _..___
predstavuje 0,495 mmolu) slouceniny vzorce XXIV, kterd byla
pripravena metédou podle postupu H, viz vyse, v 10

mililitrech dioxanu. Po tomto pfidavku se okamZzité vytvofila

srazenina a tato reakcni smés byla potom promichavana po




dobu 1 hodiny. V dal3im postupu byl pfidan diethylether a po
5 minutach byl ténto roztok zfiltrovan. Timto zpisobem byla
'ziskana pevna latka, kterda byla promyta diethyletherenm,
usudena pod atmosférou du51ku a potom za sniZeného tlaku,
eim2 bylo ziskano 345 miligramu-kyseliny. vzorce .XX1V', krerd.
byla uchovavéna pri teploté -78 °C. V dalsim postupu bylo
k. vodnému roztoku, ktery byl ¢istén argonem, pr1dano 150
miligramd (coz je O, 205 mmolu) této kyseliny vzorce XXIV'
Reakéni prubéh byl monitorovan metodou kapalinoveé
chromatografie za vysokého tlaku HPLC. Po dokoncen1 reakce
po asi 7 hodinach byla tato: rcakcn1 smés sufena vymrazenim,

prlcemz timto zpisobem bylo ziskéno 103 mlllgramu slouceniny

e T

vzorce XXV ve formé hydrochlorldove soli.

L M

Prfriklad 13.
N-(20- -amino-4-hydroxy-4,8,12,17-tetraazeikos-1- yl) 4-
hydroxy-benzamid.

Postup piipravy této slouceniny uvedené;v:zéhlavi,
o které bylo pfedpokladano, Ze je pritomna ve frakci A’ jak

je uvedeno.v.ptikladu, 2, byl p:pveden.néslgdujicimwzp&sqbem.

~ Postup A1 : _ , .
‘ 0 ' . o - .
{1 ' i
A QH - OCHZCH=CH2
S ——D , ‘
. HO .

HO
‘ (XXVI)

U S U L T U L "
: . o e e & e e+ e e 1

Podle tohoto provedeni bylo ve 400 mililitrové bance

spojeno 6,78 gramu (20 mmol®) hydrogensiranu
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tetrabutylamonného se 60 mililitry vody a tato smés byla
promichavana za vzniku roztoku. Potom bylo prfidano 3,36
gramu (40 mmol) hydrogenuhlic¢itanu sodného NaHCO; a jakmile
to umoznilo pénéni bylo dale pfidano 40 mililitrd roztoku
obsahujiciho 2,76 gramu (20 mmoll) p-hydroxybenzoové
kyseliny, 0,8 gramu hydroxidu sodného NaOH a 40 mililitrl
vody. Takto ziskana reakcni smés byla potom promichavana po

dobu 5 minut a potom bylo priddno 200 mililitrd

" dichlormethanu. Vysledna smés byla promichavana po dobu

dalgich 5 minut, pfidemz vzniklé vrstvy byly ponechany
oddélit. Vodna vrstva byla extrahovana dvakrat 50 mililitry
dichlormethanu. Spojeny podil dichlormethanovych extrakth
byl potom usuSen siranem sodnym Na,S0,, zkoncentrovan

a zpracovan dvakrat 73 mililitry acetonu a tento podil byl

potom opét rozpustén v 50 mililitrech acetonu. Potom bylo

. ptidédno 1,9 mililitru (22 mmold) allylbromidu a tato smés -

byla promichdna. Ziskand reakéni smés byla zkoncentrovana,
vlioZzena do 100 mililitrl ethylacetatu, promyta dvakrat 30
mililitry vody, jednou 50 mililitry nasyceného roztoku “
hydrogenuhliditanu, jednou 30 mililitry vody, jednou ¥
solankou, jednou vodou a jednou solankou. Vysledny produkz

byl usuden a zkoncentrovdn za vzniku oleje. Tento olej byl

-potom triturovan 50 mililitry petroletheru po dobu jedné

hodiny. Potom byla tato reakcni smés zfiltrovéna, dobre
promyta petroletherem a ususena na vzduchu, ¢imZ bylo

ziskano 1,7 gramu slouceniny vzorce XXVI, viz vyse.

Postup B

e e e e e [

OCH.CH=CH
XXVI 2 2

»

CH3OCHZO

{XXVII)
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50 mililitry vody, jednou 30 mililitry 1 N roztoku hyerX1du

Podle tohoto postupu bylo pod atmosférou dusiku 1.7
gramu (9,55 mmolu) sloudeniny vzorce XXVI, ktera byla
pfipravena podle postupu A, viz vyse, spojeno s 50 mililitry
Aldrichova vysuseného DMF a tato smés byla promichavana az
do vzniku roztoku. Potom bylo pfidéno 0, 38. gramu. (9.55
mmolu) hydridu sodného NaH ve formé 60]%F&H disperze v oleji
a tato reakéni smés byla potom promlchavana po dobu pries
noc. V dals$im postupu bylo prldano 0.76 mililitru '
chlormethylmethyletheru (Aldrich), prxcemz po tomto piidavku
se okamzité vytvorila srazenina. Ziskana reakéni smés byla
promichavana po dobu 18 hodin. Potom byla tato reakéni smés

pracovana 200 mililitry ethylacetdtu ve 100 mililitrech

vody. EthylaCCtatﬂﬁﬁﬁffﬁfXE,PX&E”Pdd31ena promyta tiikrat
sodného, Jednou 50 mililitry vody a jednou .solankou.
Vysledny roztok byl ususen, zkoncentrovan a zpracovan
chromatografickou metodou -na silikagelu, pricemz jako
eluéniho ¢inidla bylo pouZito smési hexanu a ethylacetatu

v poméru 4 : 1, pfidemz timto -shora uvedenym postupem bylo

ziskano 1,63 gramu sloucCeniny vzorce XXVII, viz vyse.

Postup C :

CH
XXVII .

CHBOCHZO'

(XXVIII)

Pri provédéni tohoto postupu bylo v 75 mililitrech
tetrahydrofuranu rozpusténo 1,62 gramu (coz je 7.3 mmolu)

sloudeniny vzorce XXVII, ktera byla pfipravena metodou podle
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postupu B, viz vySe. Potom byl k této smé€si prfidan roztok
obsahujici 0,4 gramu (10 mmolid) hydroxidu sodného NaOH v 15
mililitrech vody, coZ se projevilo ve vytvoreni dvou vrstev.
Potom byl pridavan methanol tak dlouho, dokud nebyla ziskana
homogénni smé&s., Tato reakéni smé€s byla potom promichavana po
dobu pfes noc. Tetrahydrofuran a methanol byly potom
odstranény stripovanim ve vakuu a zbyvajici vodny roztok byl
extrahovan dvakrdat 15 mililitry ethylacetatu. Potom byla
vodné vrstva pEevrstvena 50 mililitry Cerstvého ethylacetatu
a okyselena na pH 2.5 pomoci 6 N roztoku kyseliny '
chlorovodikové. Ethylacetdtovad vrstva byla potom oddélena,
promyta jednou 10 mililitry vody a jednou 25 mililitry
solanky. Z&skany roztok byl zkoncentrovéan, &imZz byl ziskéan
podil pevnych latek. ktery byl triturovan hexanem,
zfiltrovan a ususen na vzduchu, pricemz timto postupemjbyio
pfipraveno 1,2 gramu sloudeniny vzorce XXVIII, viz vyse:.

P

Postup D :
X + XXVIII >
BOC
é\N/A\V/N-BOC
N/*\J/\\N/f\v/“\N,f\v/\\N/ﬂ\V/\\,f H
. Ty
H- BOC BOC :
{(XXX11I)

Podle tohoto postupu bylo 20 mililitrl

dichlormethanového roztoku, ktery obsahoval O,EQS-é;ahu (0.7
mmolu) sloudeniny vzorce XXVIII, pfipravené postupem C, viz
vyse, zpracovavano 0,081 gramu (0,7 mmolu)

N-hydroxysukcinimidu. nadeZ nasledoval prfidavek 0,144 gramu




(0,7 mmolu) dicyklohexylkarbodiimidu a tato reakéni smés
byla promichdvana po dobu 4 hodin. Potom byla tato reakéni
smés zfiltrovana a filtrat obsahujici surovy
hydroxysukcinimid byl pridavéan pomalu po kapkach béhem

- jntervalu 20 minut do- 80 mililitrd- dichlormethanového = _
roztoku obsahu3101ho 0,50 gramu (0,7 mmolu) slouceniny
__wvzorce X, pfipravené postupem podle shora uvedeného prlkladu
11, postupy A-I. Tato reakéni smés byla potom promichéna. o
7{skana reakéni smés byla promyta 1 N roztokem hydroxldu
sodného NaOH (dva podily po 20 mililitrech), ususena za
pomoci uhlicCitanu draselného, zfiltrovana a zkoncentrovana.
Vznikly koncentrat byl zpracovan chromatograflckou metodou

na 5111kagelu za pouZLtl smési dichlormethanu a methanolu

RS

Fugined,

v poméru 9 : 1 Jako eluéniho 01n1dla pricemz nasledovalo )
eluovani smes1.d1chlormethanu. methanolu.a dxlsopropylamlnum‘.
v poméru. 9.: 1 : 0,25 a timto postupem bylo pripraveno, 370 |

miligramu slougeniny XXXII, viz vyse.

" Postup: E .

XXXII &~ ———— ‘ —

0 | . BOC
N-BOC
NN
N/\\,/\N,/\/\N/\/\ N’/\/\../\’I
B OH BOC BOC
OCHZOCH3
- {XXXIV)

Pfi tomto postupu bylo pod atmosferou dusiku 0,335

‘gramu (0,38 mmolu) sloudeniny vzorce XXXII, ‘ktera byla
prlpravena shora 11ustrovanym postupem D, rozpusSténo ve 30
mililitrech dichlormethanu. K tomuto roztoku bylo potom

pfidéno 0,230 gramu (0,88 mmolu) 2-(sulfonylfenyl)-3-fenyl-

S S Uy S

4;1
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oxaziridinu. Po 0,5 hodiné byla tato reakéni smés
zkoncentrovana za pouziti vakua a ziskany koncentrat byl
rozpustén v 15 mililitrech kyseliny octové. K této reakéni
smééi byl pridan velky prebytek kyanoborohydridu (0,100
gramu, coZ je 1,6 mmolu) a tato reakéni smés bvla potom
promichavana po dobu 2 hodin. V daldim postupu byla tato
reakéni smés zkoncentrovana ve vakuu, produkt byl vloZen do
50 mililitr® dichlormethanu, promyt jednou 50 mililitry
pufru‘o hodnoté pH 7, nadeZ byla hodnota pH upravena na 7 za
pomoci 1 N roztoku hydroxidu sodného NaOH. Organicka vrstva
byla promyta znovu S0 mililitry pufru o hodnoté pH 7,
ususena uhli¢itanem draselnym a zkoncentrovana ve vakuu.
Ziskany koncentrat byl zpracovan chromatografickou metodou

na silikagelu, pridemz jako eluéniho ¢inidla bylo pouzito

smé&si acetonu a hexanu v poméru 50 : 50, a timto zpusobem R
bylo pfipraveno 253 miligramu slouceniny vzorce XXXIV, viz LR
vyse. : ' - gt
Postup F : ' L
{(XXXIV) - S
_o| e o e e e e s, - ‘_. H- . NE
N/“\v/“\N/’\\/“\N/"\/“\¢/N\“’A\’/ 2
L[]
| H OH H H
HO
{XXXVI)

_Podle tohoto_postupu bylo pod atmosférou dusiku pri
teploté mistnosti spojeno 0,20 gramu (0,223 mmolu) o
sloudeniny vzorce XXXIV, kterd byla pfipravena postupem E,

viz vyse, s 5 mililitry kyseliny trifluoroctové. Tato

reakéni smés byla promichévéna po dobu 1,5 hodiny. K této



reakcéni smési byly pridany dals$i 2 mililitry kyseliny
trifluoroctové k omyti stén této nadobky. Potom byla
ponechana probihat reakce po dobu 1,5 hodiny. V dals$im
postupu byla tato reakéni smés zkoncentrovana ve vakuu,
triturovana ethyletherem, zfiltrovana a usuSena pod
atmosférou dusiku, pfidemz timto postupem bylo pripraveno
218 miligraml slouCeniny vzorce XXXIV, coz je slouéenina

uvedend v zahlavi tohoto pifikladu.

Pfikilad . 14
-(20-amino-4-hydroxy-4.8,12,17-tetraazeikos-1-yl)-2,5-
dihydroxy-benzamid.

—|
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Postup pripravy této sloucdeniny uvedené v zahlavi,
o které bylo predpokladano, -Ze "je obsazena: ve.frakci Aq
ziskané postupem podle prlkladu 3, byl proveden nasledujicim..-

zplsobem.

Postup A :

OCHzCH=CH2

oH

(XXIX)

e i .V tomto prikladu byle pouzite stejného postupu jako
v prlkladu 12, postup A, pficCemz se ovsem vychazelo ze 3,08
gramu (20 mmold) 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny a ziskany

byly 3,0 gramy sloueniny vzorce XXIX, viz vyse.




Postup B :
OCHZOCHB
0 .
i -
OCH2CB=CH2
XXIX >
(XXX)

T

Podle tohoto postupu byly pod atmosférou dusiku
spojeny 3,0 gramy (15,5 mmolu) sloudeniny vzorce XXIX s 50
miiilitry Aldrichova suchého DMF a tato smés byla potom
promichavana tak dlouho, dokud nevznikl roztok. V daléééﬁﬂ;
postupu bylo pfidéano 1,24 gramu (31 mmold) hydridu sodgé@@i
NaH ve formé 6dT%Pﬁi{disperze v oleji a tato smés byla;;j?
promichéana. Po‘§ hodinach bylo pfidéno 2,5 mililitru (33
‘mmol) chlormethylmethyletheru a tato reakdni smés byla. . .,
promichdvdna po dobu 18 hodin. Ziskana reakéni smés byla..
potom pridana do 300 mililitrd ethylacetatu a 100 mililitrh
vody. Vznikla ethylacetétové vrstva byla potom oddélena-

a promyta tfikrat 75 mililitry vody, dvakrdtr 75 mililitry
1 N roztokem hydroxidu sodného, dvakrat 50 mililitry vody
a jednou solankou. Vysledny roztok byl potom usu$en

a zkoncentrovan, ¢imZz bylo ziskino 2,9 gramu oleje, ktery
byl zpracovan.chromatografickym postupem na_ silikagelu za.
pouziti smési hexanu a ethylacetatu v poméru 4 : 1 jako
eluéniho ¢inidla, ¢imz byly ziskany dvé frakce, pficemz
druha frakce obsahovala 1,16 gramu sloudeniny obecného

vzorce XXX, viz vySe.




; tetrahydrofuranu ptidano 1, 16 gramu (coz je 4,1 mmolu)

PR —

Posfup C:

OCHZOCh3

v

XXX

Podle tohoto postupu bylo do 10 mililitrh

s i it v ks

S s T — g

slouccnlny vzorce XX, viz vyse' Potom bylo prldano 0724

UV

gramu (coz je 6 mmold) hydroxidu: sodného NaOH v 107

mllllltrech vody, pficemz po tomto pridavku vznlkly dveé

faze. V dal$im postupu byl do této reakéni smési pfidavén

methanol tak dlouho, dokud se nevytvofila jedna faze, nadez
byla tato smés promichdvana po dobu 18 hodin. Pouzita

rozpoustédla byla potom odstranéna a zbyvajici vodny roztok
byl extrahovan dvakrat za pom001 15 mililitrda ethylacetéatu.
Vodné vrstva byla potom pievrstvena 35 mililitry ¢erstvého

ethylacetatu a hodnota pH byla upravena na 2, 5 pridavkem 6 N

‘roztoku kysellny"chloroqulkovc ‘Ethylacetétova vrstva byla

potom oddélena, prbmyta‘jednou 10 mililitry vody a jednou

solankou, usuéena a zkoncentrovana, pricemZz timto shora

‘uvedenym postupem byl pkipraven 1, 0 gram sloucdeniny vzorce

XXXI, ve fo;mé oleje.




Postup D :
X + XAXI ) »
OCH20CH3 BOC
L N—30C

, N/\/\/N\/\/H

N/*\/’\\h/’\v/“\ﬁ/”\v/“\'
A BOC BOC

o ‘{XXXIil)WV S

V tomto provedeni bylo vyuZito stejného posrﬁpu jako
v prikladu 13, postup D, pfic¢emz bylo pouzito 0,17 gramu
(0,7 mmolu) sloudeniny vzorce XXXI, kteri byla pfipravena
postupem C uvedenym vyse, 0,081 gfamu (coz je 0.7 mmolu) -«
N-hydroxysukcinimidu, 0,144 gramu (0,7 mmol) s
dicyklohexylkarbodiimidu a 0,50 gramu (0,7 mmol) sloudeniny
vzorce X, kterd byla pfipravena postupem popsanym v prikladu
11, postupy A-I, pfiéemi timto zpusobem bylo po
chrométografickém zpracovani ziskano 370'miligramﬁ

slouceniny vzorce XXXIII, viz vyse.

Postup E : - : .
XXXIII >
CCH OCH3
BOC
N N-BOC
N/ﬁ\,/\\N/”\V/“\N/’\\/“\h/”\w/\»/’ \V’"\//H
BOC ‘
OCH OCH3
(XXXV)

V tomto provedeni bylo vyuzito stejného postupu jako

v prikladu 13, postup E, pfiéemZ bylo pouzito 0,308 gramu
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(0,33 mmol) slouceniny vzorce XXXIIT, ktera byla pfipravena
postupem popsanym v postupu D, viz vyse, a 0,250 gramu
(0,96 mmol) 2- (sulfOnylfenyl)-3-fcnyl—oxaziridinu a po
 chromatografickém zpracovani na 5111kagelu pr1 kterém bylo
. pouzito jako eluc¢niho c1n1dla nejdiive - ethylacetatu a ‘potom
smési acetonu a hexanu v pomcru 50 : 50, bylo ziskano 210

miligram& slouc¢eniny vzorce XXXV, viz vyse.

Postup F :

XXXV — >

_,____,_,.“_.____OH q______ IR LS S S S -
| NP ) O S —
R /\/\Nmmmx_wmm_w“ o

H OH

(xx;wzz)

Podle tohoto provedeni. bylo pouZito stejného poOsSTupu.
ktery je popsan v prlkladu 13, postup F. prlcemz pti tomto

proveden1 bylo pouzito 0.100 gramu (0 104 mmol) sloucCeniny

, vzorce XXXV kterd byla prlpravena postupem E, viz vyse,
a tlmto postupem bylo prlpraveno 108 mlllgramﬁ sloucenlny

vzorce XXXVII, coz je pozadovand vysledn&d sloudenina uvedena

v zahlavi tohoto prikladu.

Pfiklad 15 ‘ s
N«(16-amino-4-hydroxy-4.8,13-triazahexadec—1—y1-4—hydroxy-

1H-indol-3-acetamid.

Postup pfipravy této sloudeniny uvedené v zahlav1
[} které bylo pfedpokladéno, Ze je obsaZena ve frakci A,

ziskané postupem podle piikladu 3, byl proveden nasledujicim
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zptisobem.
Postup A :
BOC
&\//\\//N-BOC
VI —_— sz/\/\}/\/\m B
i BOC
{XXXVIII)

Pri tomto postupu bylo pouiito.stejného postupu jako
v pfikladu 11, postup D, pfidemZ se ovSem vychézelo ze 1,15
gramu (coZ je 2,07 mmolu) slouCeniny vzorce VI, ktera byla
pfipravena postupem podle prfikladu 11, viz postupy A-E,
pficemz timto zpisobem bylo ziskdno 1,10 gramu surové

sloudeniny vzorce XXXVIII, viz vyse.

Postup B :

XXXVIII + XXII —p

QCH OCH BOC A . ‘»;::.7 vt
PR T H ; » s
NI

-BOC
Cmim—iee mrr s e - - CBOE- - -H . ,

{(XXXIX)

Podle tohoto provedeni bylo pouzito alternativniho

-provedeni -postupu -podle pfikladu 12, -viz postup.G,.piicemz

ale byl pouzit dichlormethanovy roztok (15 mililitrd)
obsahujici 0,228 gramu (6,8 mmol) slouceniny vzorce XXII,
kterd byla prfipravena postupem podle prikladu 12, viz
postupy A az F, dale 0,380 gramu (6,8 mmol) slouCeniny



vzorce XXXVIII, kterd byla pripravena stejnym zplsobem jako

v postupu A, viz vyse, 0,078 gramu (6,8 mmol)
N-hydroxysukcinimidu a 0,140 gramu (6,8 mmol)
dicyklohexylkarbodiimidu, a timto shora uvedenym zplisobem
”bylﬁ”pb“éﬁromatografickém zpracovdni na silikKagelu, pri ™ ™ °
kterém bylo pouzito jako eluc¢niho ¢inidla smési
dichlormethanu a methanolu v poméru 9 : 1 alpotom smési
dichlormethanu, methanolu a diisopropylaminu v poméru

9 : 1 : 0,5, pripraveno 0,407 gramu sloucCeniny vzorce XXXIX.

Postup C :

ik 4

| XXXIX

OCH

2bcH ' - OK BOC

(XL)

Podle tbhoto"provedeni'bylo pouzito stejného postupu
jako v p¥ikladu 12, viz postup .H, pficemz se vychézelo ze
0,350 gramu (0,4 mmol) sloudeniny vzorce XXXIX a 0,230 gramu
(0,88 mmol) 2-(sulfonylfenyl)-3-fenyloxaziridinu a timto
postupem bylo po chromatografickém zpracovani na silikagelu,
pri kterém bylo pouzZito jako éluéniho ¢inidla smési acetonu
a hexanu v pqméru'SO : 50, ziskano 0;274 gramu slouceniny
vzorce XL, viz vyse. Tento produkt obsahoval malé mnozstvi

_fenylsulfonamidu a z tohoto diivodu bylo.nutno jej.dale . ., _ _. .

precistit na silikagelu, pricemz jako elu¢niho ¢inidla bylo

pouzito smé&si acetonu a hexanu v poméru 50 : 50.




OH- '
K : H
N\/’\gfN\/*\¢/N\V/“\,/\\N/ﬁ\,n\NH
‘ 2
| 1 H
i © | '
4
(XLI)

-tohoto provedeni bylo pouzito alternativniho

je postup uvedeny v prikladu 12, postup I.
ychazelo z 0,166 gramu (0,186 mmol) slouceniny
terd byla pripravena postupem C, viz vyse, a po
mési dioxan/HCl1l byla ziskéna surova kyselina.

a vzorce XL’ byla potom rozpusténa ve vodé.?
rozpousténi trvalo 8 hodiny, nacez byla suSena

, ¢imz bylo ziskano 88 miligramb slouceniny

Br "y BoC
H

tochoto provedeni bylo pod atmosférou dusiku.

5 gramu (157,6 mmol) hydrobromidové soli

_.enaminu,. t. zn. 3-brompropylenamin.HBr, v.600_ _ . .

N,N-dimethylformamidu. Do tohoto roztoku bylo
0 34,4 gramu (157,6 mmol) . |
uhli¢itanu, nacez nasledoval pfidavek 32,3

36 mmolll) triethylaminu. Timto zplsobem se
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- : ‘vtvofila srazenina. Tato reak¢ni smés byla potom
na po dobu pfes noc. V dals3im postupu byla tato
és zfedéna na objem 1,5 litru ethylacetatem, potom
dnou 500 mililitry 1 N roztoku kyseliny
kové, trikrat 500 mililitry vody. jednou solankou
la usus$ena za pomoci siranu sodného Na,S04. Fo
vani byl ziskany produkt zpracovan
‘afickou metodou na 800 gramech silikagelu, pficemz
:iho ¢inidla bylo pouzito smési hexanu
tdtu v poméru 4 : 1, a frakce byly monitorovany

-* afickou analyzou v tenké vrstveé (KMNO4/15) . Frakce

produkt byly potom spojeny, tento spojeny podil

e s = i e NELOVAN wVE . vakuu, .zpracovan .dvakrdr 50 _mililitxy
hanu a pre¢i3tén va vysokého vakua, piicemz timto

ylo pfipraveno 25,8 gramu produktu.




PATENTOYVYE NAROUKIX

L6\

téna polypeptidovd sloucenina vybrana ze skupiny Sha
' 03A

ptid (I), ktery ma nasledujici identifikacni

iky:

pfitomen ve frakci ze surového jedu pavouka
aperta, kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac,
ilimetrd x 250 milimetrd, velikost pori
velikost gistic 10 pm, za pouziti pritocného
mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému
gradientovym programem 5 % ——————> 20 % B,
> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom
> 70 % B, 80 % ———> 30 % A v pribéhu 30 aZ
e A je 0,{E?}né{vodny'roztok kyseliny
vé a B je acetonitril, prfi asi 38 minutdéch;

pfitomen ve frakci z frakce popsané ve vyse
tavei (a), kterd se eluuje na kolon& C-18 Vydac
ilimetrd x 250 milimetrd, velikost pérd_ . . .
velikost &astic 10 pm, za pouziti priétocného
nililitrd za minutu a rozpoustédlového systému
n gradientovym programem 20 % ———> 30 % B,
> 70 % A Yﬂprﬁbéhu 0 az 40 minut, Vatersova
A je 0,%L%}ﬁi{vodny roztok kyseliny
vé a B je acetonitril, pfi asi 22 minutéch;

- [P - Jep— - e — cHe s e — ek Wb mm = m wae

(]

kvence aminokyselin s koncovou aminoskupinou je



—4 -

Zlu-iys-gly-leu-pro-glu-giy-ala-giu-Ccys-asp-
asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-ala-gly-gin-trp-
lys-cys-arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-ile-thr-
zlu-gly-pro-cys-thr-cys-glu-arg-gly-leu-lys-
thr-cys-ile-ser-lys-leu-ser-asp-pro-asn-arg-

glu-trp-leu-ser-;
FAB MS: 7267; ' o - e -

id, ktery ma v podstaté stejnou sekvenci
in a v podstaté stejnou U¢innost tykajici se

vapnikovych kandlkll jako uvedeny polypeptid (I),

s s e p@PTLd (L) VZOL e e T I T 2 s St s S S p

cys-val-gly-glu-ser-gln-gln-cys-ala-
trp-ala-gly-pro-his-cys-cys-asp-gly-tyr-
cys-thr-cys-arg-tyr-phe-pro-lys-cys-ile-cys-

.asn-asn-asn-CONHZ

id, ktery ma v podstaté stejnou sekvenci
in a v podstaté stejnou uéinnost tykajici se

vapnikovych kandlki jako uvedeny polypeptid (II},

peptid (III), ktery ma nasledujici identifikaéni

stiky: E

je pritomen ve frakci ze surového jedu pavouka

5§ aperta, kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac,
milimetrd x 250 milimetrd; velikost péri - o e

m, velikost &&stic 10 pm, za pouziti pritokového

5 mililitrd/minutu a rozpou$tédlového systému

m gradientovym programem 5 % ——> 20 % B,




3

b -

's-trp-his-lys-cys-arg-cys-pro-trp-lys-
" s-phe-thr-gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-

—¢a -

4 QW 0 N Y PLaUCiald Vo de Y el oy e e

> 70 % B, 80 % —> 30 % A v pribéhu 30 az
N

A je 0,1‘%Lﬁé{vodny roztok kyseliny
Y

vé a B je acetonitril, pfi asi 39 minutdch;

W

pfitomen ve frakci z frakce popsané vyse

a), kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac rozméry
x 250 milimetr, velikost pérd 3 . 1076 cm,

tic 10 um, za pouziti pritoéného mnoZstvi 10

nutu a rozpousStédlového systému s nelinedrnim

programem 20 % —> 25 % B,
> 75 % A v pribéhu 0 az 30 minut, Vatersova
tom 25 @ —> S50 % B, 75 % —> 30 % A

az 45 minut, Vatersova kfivka 11, kde A je
ny roztok trifluoroctové kyseliny a B je
pfi asi 36 minutach, a

¢

kvence aminokyselin s koncovou aminoskupinou je -

a-lys-ala-leu-pro-pro-gly-ser-val-cys- =

y-asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-tyr-

's-gly-met-lys-his-thr-cys-ile-thr-lys--
s-cys-pro-asn-lys-ala-glu-trp-gly-leu-

P

spray MS: 7793 ;
{, ktery ma v podstaté stejnou sekvenci-
. a v podstaté stejnou tGéinnost pfi blokovani

kandlkl jako uvedeny polypeptid (III),




asp-glu—pro—cys-ile-pro-leu-gly-lys-

cys-ser-trp-lys-ile-gly-thr-pro-tyr-
 cys-pro-his-pro-asp-asp-ala-gly-arg-

thr-trp-cys-leu-val-asp-tyr-ser-arg- .

val-thr-ile-cys-ser-gly-arg-lys-tyr-CONH,,

id, ktery ma v podstaté stejnou sekvenci
in a v podstaté stejnou u¢innost pri blokovani

h kanalkdl jako uvedeny polypeptid (IV),

“”“*““****W**ﬁ“”vwmwpeptldm(V).Jktery?maanasledu31c1JldcntiflkaqniummmMﬁh-mr, i

stiky:

. ptitomen ve frakci ze surového jedu pavouka

s aperta, ktera se eluuje na koloné C-18 Vydac,

 milimetrt x 250 milimetrd, velikost porh

m, velikost Gastic 10 pm, za pouziti pritoéného

5 mililitri/minutu a rozpoustédlového systému

m gradientovym programem 5 % ——> 20 % B,

—> 80 % A v pribéhu 0 aZ 30 minut, potom

—> 70 % B, 80 % ————> 30 % A v prubéhu 30 az

kde A je 0, 1\%ynﬂ vodny roztok kyseliny

;tové a B je acetonltrll pti asi 43 mlnutach ' v

L

je pEitomen ve frakci z frakce popsané ve vyse

,dstavei (a), ktera se eluuje na koloné C-18 Vydac

e o eeen e —eccgepilimetrd- x--250 milimetrd,-wvelikost.pori.. . . . ..
m, velikost ¢astic 5 um, za pouziti pritocného

.5 mililitru/minutu a rozpou$tédlového systému

m gradientovym programem 25 % ——> 40 % B,




iy

g0l

- 60 % A v priabéhu 0 az 30 minut, kde A je
-oztok trifluoroctové kyseliny a B je

pfi asi 20,25 minuty;

N
:nce aminokyselin s koncovou aminovequkupinou

01
:-val-gly-gly-lys-thr-ala-lys-phe-gly-

--pro-trp-met-val-ser-ile-glu-glu-lys-
35-lys-gly-gly-phe-asp- ;

lekulova hmotnost je asi 20 000;

, ktery wd v podstaté stejnou sekvenci
a v podstaté stejnou uc¢innost pfi blokovani

<analkl jako uvedeny polypeptid (V),

>tid (VI), ktery ma nasledujici identifikaéni

iky:

itomen ve frakci surového jedu pavouka

‘aperta, kterd se eluuje nd koloné C-18 Vydac, =~

ilimetrd x 250 milimetrd, velikost péri
velikost &astic 10 pm, za pouZziti pr&toéného
mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému
gradientovym programem 5 % ———> 20 % B,

> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom

> ‘70"_%‘,B", -80. % ——>_30_% .A_v.-pr.ﬁbéhu 30, az ... .. ..

0N
z A je 0,11?}ni{vodny roztok kyseliny
vé a B je acetonitril, pfi asi 48,3 minuty;

T
2nce aminokyselin s koncovou amlnoveqbskuplnou




) .‘?_4.02.'_"

ci:

lu-ala-thr-glu-ala-ala-lys-val-leu-ser-

eu-asp-glu-thr-val-asp-pro- ;

.ekulova hmotnost asi 80 000

P - e . Qome . - e = e e e e e

d, ktery md v podstaté stejnou sekvenci

n a v podstaté stejnou Gu¢innost pfi blokovani

. kanalkd jako uvedeny polypeptid (VI),

icky prijatelné soli odvozené od téchto

Ao L . PULE

[T

‘§ténd polypeptidova sloucenina podle naroku 1,

brana ze skupiny zahrnujici

eptid (I), ktery ma nasledujici identifikaéni

tiky:

2 pritomen ve frakci surového jedu pavouka .
aperta, kteri se eluuje na koloné C-18 Vydac,

milimetrd x 250 milimetrd, velikost péri

', velikost &astic 10 pm, za pouziti pritoc¢ného

mililitrd/minutu a rozpou$tédlového systému
gradientovym programém S % ——> 20 % B,

~> 80 % A v probshu 0 a% 30 minut, potom

-> 70 % B, 80 % ——> 30 % A v pritbéhu 30 a2

"ie_ﬁ‘je‘OTlf%Faﬂ*vodnﬁfroztok“kyseIiny“““‘ T T e
o
vé a B je acetonitril, pfi asi 38 minutdch;

: pritomen ve frakeci z frakce popsané ve vyse

stavei (a), kterd se eluuje na koloné C-18 Vydéc
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rozméry 22 milimetrl x 250 milimetrd, velikost porh

3 . 106 cm, velikost dastic 10 pm, za pouZiti priitoéného
mnozstvi 10 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému

s nelinedrnim gradientovym programem 20 % —> 30 % B,
80 % —> 70 % A Vv prubehu 0 az 40 minut, Vatersova

kfivka 6, kde A je 0, 1l%kﬁ4 vodny roztok trifluoroctové

kyseliny a B je acetonltrll pfi asi 22 minutéch;

: : A = /.\ -
(c) sekvence aminokyselin & koncovou aminoveu|skupinou -
y [

je ndsledujici:

HZN glu-lys-gly-leu-pro-glu-gly-ala-glu-cys- asp-
gly-asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-ala-gly-gin- trp-
ile-lys-cys-arg-cys-pro-trp-lys-trp-his-ile- thr-
gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-glu-arg-gly-leu-lys-
lys-thr-cys-ile-ser-lys-leu-ser-asp-pro-asn-arg-. “

asn-glu-trp-leu-ser-;

a
(d) FAB MS: 7267;
polypeptid (II) vzorce:

.;asp -cys-val-gly-glu-ser- gln gln-cys-ala-
asp-trp-ala-gly-pro-his-cys-cys-asp- gly- tyr—
tyr-cys-thr-cys-arg-tyr-phe-pro-lys-cys-ile-cys-
val-asn-asn-asn-CONH,, :
polypeptid (III), ktery mé nadsledujici identifikadni

charakterlst1ky

_ . A - - . = e e . T T T T T - 4 . -

(a) je ptitomen ve frakci surového jedu pavouka
Agelenopsis aperta, kterd se eluuje na koloné C-18 Vydac,

rozméry 22 milimetrt x 250 milimetrd, velikost pord
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3 . 1070 cm, velikost ¢astic 10 pm, za pouziti priitocéného
mnozstvi 15 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému

s linearnim gradientovym programem 5 % —> 20 % B,
95 % ——————> 80 % A v prubéhu 0 az 30 minut, potom

20 % ———> 70.% B, 80 % ————> 30 % A v pribéhu 30.az.

55 minut, kde A je 0, 1(%Fﬂ4{vodny roztok kyseliny

trifluoroctové a B je aceton1tr11 pfi asi 39 minutéach; .
(b) je ptitomen ve frakci z frakce popsané ve vyse K

uvedeném odstavci (a), ktera se eluuje na koloné C-18 Vydac
rozméry 22 milimetrd x 250 milimetri, velikost pori
3 . 1076 cm, velikost Gdstic 10 um, za pouZiti pritocného

mnozstvi 10 mililitrﬁ/minutu a rozpoustédlového systému

A e UORSY, MM S T e,

s nelinearnim gradientovym programem 20 % — > 25 % B,
80 % —> 75 % A v -pribéhu 0 az 30 minut, Vatersova
ktivka 6, a potom 25 % —> 50 % B, ,

75 % —————> 50 % A v pribéhu 30 az 45 minut, Vatersova

kEivka 11, kde A je 0, 1‘%}n§\vodny roztok trifluoroctové
kyseliny a B je acetonltrll pri asi 36 mlnutach a

. . A . e~ .
(c) sekvence aminokyselin & koncovou aminovew|skupinou

je néasledujici:

HyN-ala-lys-ala-leu-pro-pro-gly-ser-val-cys-
asp-gly-asn-glu-ser-asp-cys-lys-cys-tyr-
gly-lys-trp-his-lys-cys-~arg-cys-pro-trp-lys-
trp-his-phe-thr-gly-glu-gly-pro-cys-thr-cys-
glu-lys-gly-met-lys-his-thr-cys-ile-thr-lys-
leu-his-cys- pro asn- lys ala glu trp gly leu-
‘asp-trp-:

(d) ion-spray MS: 7793,
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polypeptid (IV) vzorce:

HZN-asp-glu-pro—cys-ile-pro—leu-gly-lys-
ser-cys-ser-trp-lys-ile-gly-thr-pro-tyr-
cys-cys-pro-his-pro-asp-asp-ala-gly-arg-
arg-thr-trp-cys-leu-val-asp-tyr-ser-arg-

phe-val-thr-ile-cys-ser-gly-arg-lys-tyr-CONH,,

. polypeptid (V), ktery md nasledujici identifikacni

charakteristiky:

.(a) je pritomen ve frakci surového jedu pavouka

Agelenopsis aperta, kterda se eluuje na koloné C-18 Vydac,

rozméry 22 milimetr® x 250 milimetrti, velikost péri L

3. 1076 cm, velikost Cdstic 10 pum, za pouziti pritocného -

mnozstvi 15 mililitri/minutu a rozpoustédlového systému

s line4drnim gradientovym programem S5 % —> 20 % B,
95 % ———> 80 % A v priubéhu 0 aZ 30 minut, potom
20 % ————> 70 % B, 80 % —> 30 % A v pribéhu 30 az

Al
55 minut, kde. A je 0,1|%knd vodny roztok kyseliny
b

trifluoroctové a B je acetonitril, pfi asi 43 minutéach;

(b) Je prltomen ve frak01 z frakce popsane ve vyse

" uvedeném odstavei (a), ktera se eloue na koloné C-18 Vydac

rozmé&ry 10 milimetrt x 250 milimetrd, velikost pori

3 . 107 cm, velikost ¢astic § pum, za pouziti pritocného
mnozstvi 3,5 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému
s lineadrnim gradientovym programem 25 % —> 40 % B,
75 % —————> 60 % A v pribéhu 0 az 30 minut, kde A je
"OTfi%FﬁélVdﬂﬁ?"fbit6E"TEETIUbbetéﬁé“stéliﬁy“a"B“jé”‘”'
- acetonitril, pfi asi 20,25 minuty;

. . A . 0 .
(c) sekvence aminokyselin & koncovou amlnougulskuplnou
er”

;"& H
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rozméry “22 milimetrd x"250 " Milimetrd, “velikost pord’
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je nasledujici:

HoN-ile-val-gly-gly-lys-thr-ala-lys-phe-gly-
asp-tyr-pro-trp-met-val-ser-ile-glu-glu-lys-

asn-lys-lys-gly-gly-phe-asp- ;

(d) molekulova hmotnost je asi 20 000,
polypeptid (VI), ktery m& nasledujici identifikaéni
charakteristiky:

(a) je pritomen ve frakci surového jedu pavouka

Agelenopsis aperta, ktera se eluuje na kolon& C-18 Vydac,

3 . 10°% cm, velikost &astic 10 pm, za pouziti prutodného

mnozstvi 15 mililitrd/minutu a rozpoustédlového systému

s linedrnim gradientovym programem 5 % ——> 20 % B,
95 % ——> 80 % A v pribéhu 0 az 30 minut, potom
20 % —> 70 % B, 80 % ———> 30 % A v prib&hu 30 az

A
55 minut, kde A je 0,1|%psd vodny roztok kyseliny
St

trifluoroctové a B je acetonitril, pri asi 48,3 minuty;

A . . o ;
(b) sekvence aminokyselin s koncovou am1n0¥oﬁLskuplnou

je nasledujici:

HyN-glu-ala-thr-glu-ala-ala-lys-val-leu-ser-
‘asn-leu-asp-glu-~thr-val-asp-pro- ;

(c) molekulova hmotnost je asi 80 000,

B U P Py -

a farmaceuticky pfijatelné soli odvozené od téchto latek.

&

R st P o et
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3. Farmaceuticky prostfedek pro blokovani vapnikovych
kanalki v buikéch savcdl, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje ¢isténou polypeptidovou slouceninu podle naroku 1
nebo farmaceuticky pfijatelnou sl odvozenou od této
sloudeniny v mnoZzstvi blokujicim vapnikové kanalky

a farmaceuticky ptijatelné fedidlo nebo nosicovou latku.

4. Farmaceuticky prostifedek prd blokovéani vépnikov?ch‘
kanalkt v burkach savcl, vyznadujici se tim, zZe
obsahuje ¢isténou polypeptidovou slouceninu podle naroku 2
nebo farmaceuticky pfijatelnou si]l odvozenou od této
sloudeniny v mnoZstvi blokujicim véapnikové kanalky
a farmaceuticky pfijatelnédfedidlo nebo nosicovou latku.

¥

5. Zpisob pripravy ¢i3téné polypeptidové sloudeniny -
vybrané ze skupiny zahrnujici polypeptidy (1), (11), (IIT1),
(IV). (V) a (VI) a farmaceuticky pfijatelné soli odvozené od

téchto sloudenin, podle néaroku 1, vyznadujici se tim, zZe

(a) v pfipadé, Ze je pozadovan ¢istény polypeptid (1),

se cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta eluuje na# -

‘koloné C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetr x 250 milimetrd,

~ velikost périt 3 . 107 -6 cm, vellkost éast1c 10 pm za pou21tl

pritoéného mnozZstvi 15 mllllltru/mlnutu a rozpoustedloveho -
systému s linearnim gradientovym programem

5% > 20 % acetonitril, 95 % ———> 80 % 0,1 %-ni
vodny roztok trifluoroctové kyseliny v pribéhu 0 az 30

minut, potom 20 % ——————~> 70 % acetonitril,
80 $ ————> 30 % 0, 1|%Laﬂ vodny roztok trifluoroctové

[

-‘kyséilny v pr&behu 30 az 55 mlnut "pfi monochromatické "

detekci piku v rozmezi od 220 do 230 nm, -ptiéemz frakce,
ktera se eluuje pfi asi 38 minutdch se jima a potom se vlozi

na kolonu C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetri
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x 250 milimetrd, velikost pért 3 . 1079 cm, velikost Gastic

10 -pm, a eluovéni se provadi za pouziti prlitokového mnoZstvi
10 mililitrd/minutu a rozpoudtédlového systému s nelinearnim
gradientovym programem 20 % —> 30 % acetonitril,

80 % ——> 70 % 0, ll%knﬂ vodny roztok kyseliny.
trifluoroctové v pribéhu 0 aZ 40 minut, Vatersova kfivka 6,
pfi detekci piku v rozsahu 220 a 230 nm, pfidem# frakce,
ktera se eluuje pfi asi 22 minutéch, se jim4 a potom se
pfipadné lyofilizuje, opétné se suspenduje ve vodé

2 lyofilizuje;

(b) v pfipadé, Ze je pozadovan &igtény polypeptid
(II), se cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta eluuje
y P

na“koloné C-18 Vydac o rozméréch 22 milimetrd x 250
milimetra, velikost pora 3 . 106 cm, velikost &astic 10 um

za pouZiti prlto¢ného mnozstvi 15 mililitr/minutu.

a rozpousté&dlového systému s linedrnim gradientovym

programem 5 % ————> 20 % acetonitril, 95 % ——> 80 %
0, 1\%Pﬁi vodny roztok trifluoroctové kyseliny v priibéhu 0 az
30 minut, potom 20 % --———> 70 % acetonitril,

80 % —>.30% 0 1\%Fﬁ§ vodny roztok trifluoroctové
kyseliny v prubéhu 30 aZ 55 minut, pfi monochromatické
detekci piku v rozmezi od 220 do 230 nm, pfidemz frakce,
kterda se eluuje pfi asi 40 minutdch se jima a potom se vlozi
na kolonu C-4 Vydac o rozmérech 22 milimetrd x 250
milimetrd, velikost poérd 3 . 106 cm, velikost ¢astic 10

pm, pficemz eluovdni se provadi za pouZiti pritokového
mnozstvi 10 mililitrd/minutu a rozpoustéﬁlového systému

s neli@earnim gradientovym programég 20 % ———> 30 %

acetonitril, 80 % ————> 70 % 0, 1‘%}&4 vodny roztok

kyseliny trifluoroctové v prubehu 0 az 30 minut, Vatersova
kfivka 6, potom 30 % ———> 50 % acetonitril,
70 % ———> 50 % 0,1\%}aﬂ vodny roztok kyseliny

&

TP R

.

@
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trifluoroctové v priubéhu 30 az 45 minut, Vatersova krivka

11 a pfi detekci piku v rozsahu 220 aZ 230 nm, pricemz
frakce, kterz se eluuje pfi asi 22 minutdch, se jima a potom
se pripadné lyofilizuje, opétné se suspenduje ve vodé

a Iyofilizuje;

s (c) v pripadé, Ze je pozadovén ¢istény polypeptid -
(I111), se cely podil jedu pavouka Agelenopstis aperia eluuje

.8 na koloné C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetrd x 250 '
milimetrti, velikost pdrt 3 . 10'6 cm, velikost Castic 10 pm
za pouziti prititoéného mnozstvi 15 mililitrd/minutu

‘a rozpoustédlového systému s linedrnim gradientovym

programem 5 % ———> 20 % acetonitril, 95 % ———> 80 %
O,fY%Faﬂ vodny roztok trifluoroctové kyseliny v pribéhu 0 az
30l;inut, potom 20 % —> 70 % acetonitril, kA
80 % ————> 30 % O,ll%}nﬂ vodny roztok trifluoroctové '

kyseliny v pribéhu 30 az 55 minut, pfi monochromatické
detekci piku v rozmezi od 220 do 230 nm, pficemz frakce,
kterd se eluuje pfi asi 39 minutdch se jimd a potom se vlozi
na kolonu C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetrd x 250
milimetrd, velikost pért 3 . 10°% cm, velikost Gastic  ®
10 pm, a eluovédni se provddi za pouZiti prﬁtokovéhb mnozstvi
10 mililitrd/minutu a rozpous$tédlového systému s nelinearnim
gradientovyﬁ programem 20 % ———> 25 % acetonitril,
80 % —> 75 % 0,%&%}n§\vodn§ roztok kyseliny
trifluoroctové v pribéhu 0 az 30 minut, Vatersova kfivka 6,
potom 25 % ——> 50 % acetonitril, 75 % ———> 50 %
0, 1\%}ai\vodny roztok kyseliny trifluoroctové v pruibéhu 30
az 45 minut, Vatersova krlvka 11 a pri detek01 plku

Al
- §

S

v rozsahu 220 az 230 nm prlcemz frakce, ktera se eluuje pr1
asi 36 minutach se jima a potom se pfipadné lyofilizuje,

opétné 'se suspenduje ve vodé a lyofilizuje;




~na-kolonu-C-4-Vydac~0-rozmérech-22~milime tri=x=250~== -

A T
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(d) v pfipadé, Ze je pozadovan ¢igtény polypeptid
{IV), se cely podil jedu pavouka dgelenopsis aperta eluuje
na koloné C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetrdl x 250
milimetrd, velikost pértt 3 . 1075 cm, velikost &astic 10 um

Zza pouzZiti prutocneho mnozstv1 15 mllllltru/mlnutu'

a rozpouétedloveho systemu s linedrnim gradlentovym
programem S%H—> 20 % acetonitril, 95 % ———> 80
% 0, 1\%%&4 vodny roztok trlfluoroctove kyseliny v pribéhu
0 az 30 minut, potom 20 % ——> 70 % acetonitril,

80 % ———> 30 % O 1[%yaq vodny roztok trifluoroctové:
kyseliny v pribé&hu 30 az 55 minut, pfi monochromatické
detekci piku v rozmezi od 229 do 230 nm, prlcemz frakce,

kterd se eluuje pfi asi 40 minutdch se jimd a potom se vlozi

-

‘milimetrd, velikost pérd 3 . 107 cm, velikost gastic

‘10 pm, pfidemz eluovani se provadi za ppuiifi pritokového
mnoistﬁi 10‘mi1i1itrﬁ/minuru a rozpoustédlového systému -
s nelinedrnim gradlentovym programem 20 %9 —> 30 %
acetonitril, 80 % ———> 70 % O, ll%}aﬂ vodny roztok
kyseliny trlfluoroctove v pribéhu 0 az 30 minut, Vatersova
krivka 6, potom 30 % ———*———> 50 % acetonitril,

70 % ————> 50 % 0, 1\%}ﬂﬂ vodny roztok kyseliny
trifluoroctové v prubehu 30 a2z 45 minut, Vatersova krivka
11 a pfi detekci piku v rozsahu 220 a2 230 nm, pfidemz:
frakee, kterd se eluuje pfi asi 27,5 minuty se jima

a popripadé 1yof1112uge, opétné se suspenduge ve vodé

a lyofilizuje; .

‘(e) v pripadé, ze je pozadovéan v podstaté Cisty
aperta eluuje na koloné C-18 Vydac o rozmérech

22 milimetrd x 250 milimetrd, velikost pérd 3 . 10'6.cm

velikost Castic 10 pm za pouziti pritoéného mnoZstvi

L3

.19
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15 mililitrG/minutu a rozpoustédlového systému s linedrnim
gradientovym programegﬂs % ———> 20 % acetonitril,

95 % ———> 80 % 0,1{%}nd vodny roztok trifluoroctové
kyseliny v prbéhu 0 a; 30 minut, potom 20 % ——> 70 %
acetonitril, 80 % ~———> 30 % 0.1T%pa# vodny roztok
trifluoroctové kyseliny v pribéhu 56 az 55 minut, pfi

monochromatické detekci piku v rozmezi od 220 do 230 nm,

pficemz frakce, kterid se eluuje prfi asi 43 minutdch se jima
a potom se vlozi na kolonu C-18 Vydac o rozmérech
10 milimetrd x 250 milimetrd, velikost pérd 3 . 1076 cm,
velikost €4stic 5 pum, a eluovdni se provadi za pouziti
pritokového mnozstvi 3,5 mililitru/minutu a rozpouitédlového
systému s linedrnim gradientovym programem A
25 % ———> 40 % acetonitril, 75 % ———> 60 % O,lL%Fﬂﬁ
vodny roztok kyseliny trifluoroctové v pribéhu 0 aZ 30 minut
a pri detekci piku v rozsahu 220 az 230 nm, pfidemz frakce,
kterd se eluuje pfi asi 20,25 minuty se jima a potom
pfipadné lyofilizuje, opétné se suspenduje ve vodé
a lyofilizuje;
(f) v pfipadé, Ze je pozadovan distény polypeptid -
(VI), se cely podil jedu pavouka Agelenopsis aperta eluuje:
na koloné C-18 Vydac o rozmérech 22 milimetri x 250
‘milimetrd, velikost pérd 3 . 10°% cm, Velikost &&stic 10 pm .~

za pouZiti pritoéného mnozstvi 15 mililitrd/minutu

. a rozpoustédlového systému s linearnim gradientovym
programem 5 % ——> 20 % acetonitril, 95 % ———> 80 %

d o.{l@pnﬂ vodny roztok trifluoroctové kyseliny v priib&hu 0 aZ

30 minut, potom 20 % ——> 70 % acetonitril,

.

n .
wmee oo -80. % ————>30-%-0, 1| %}ad}- vodny-roztok trifluoroctové- - - -
~/ .

kyseliny v pribéhu 30 aZ 55 minut, p#i moncchromatické
detekci piku v rozsahu od 220 do 230 nm, pridemz frakce,

kterd se eluuje pfi asi 48,3 minuty se jima a potom se
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popripadé lyofilizuje, opétné suspenduje ve vodé

a lyofilizuje;

nebo v alternativnim provedeni se kterykoliv z vyse

uvedenych polypeptidl synteticky pfipravi metodami samy

© sobé zndmymi; | |

a v ptipadé, kdy jsou pozadovany polypepti&§;.kféfé“méji

v podstaté stejnou sekvenci aminokyselin jako libovolny a
" z vyse uvedenych polypeptidi, potom se tento polypeptid nebo '

polypeptidy synteticky pfipravi metodami samy o sobé

B

ZNamymi ;
a pripadné se pfevedou vy3e uvedené polypeptidy na
farmaceuticky pfijatelné soli odvozené od téchto sloudenin

metodami samy o sobé znamymi.
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