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(57) Anotace:

Nehemolyticka cytolytick Einidla volena z peptidi, komplext
provézanych peptidi, smési peptidii nebo nahodilych
kopolymerti peptidi majici selektivni cytolytické i€inky na
patogenni buriky, které se v téle nevyskytuji pfirozen¢,
zahrnujici mikrobidlni patogenni organismy a zhoubné buiiky,
ptidem? tato &inidla jsou nehemolytickd, nemaji Zadné
cytolytické ¢inky na Servené krevni buriky. Peptidy mohou
predstavovat cyklické derivaty piirodnich peptidi, takovych
jako pardaxin a mellitin a jejich &sti, ve kterych L-amino
kyselinové zbytky jsou zaménény odpovidajicimi D-amino
kyselinovymi zbytky, nebo predstavuji diastereomery
linearnich peptidd tvofené riznymi poméry alespoii jedné
pozitivné nabité amino kyseliny a alespofi jedné hydrofobni
amino kyseliny, ve kterych alespot jeden z amino
kyselinovych zbytkd je D-amino kyselina. Faramaceutické
prostiedky. obsahujici nehemocytolyticka &inidla mohou byt
pouity pro eSetfeni riiznych chorob zplisobenych patogeny,
jako bakteridlni, plistiové, virové infekce, mykoplasma a

infekoe zptisobené prvoky a pro odetfeni rakoviny.
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NEHEMOLYTICKE CYTOLYTICKE CINIDLO, PEPTID, CYKLICKY PEPTID,
CYKLICKY DERIVAT NEPRIRODNIHO  SYNTETICKEHO PEPTIDU, LEU/LYS
DIASTEREOMER, KOMPLEX PROVAZANYCH PEPTIDD, SMES, NEHEMOLYTICKY
CYTOLYTICKY NEUSPORADANY KOPOLYMER A FARMACEUTICKY PROSTREDEK.

Oblast vynalezu

Fradlokeny  vyndlez zahrnuje nova nehemolytickd cytolyticka
#inidla, prostifedky obsahujfci tyto peptidy a jejich poufitl pfi
) /&Z}”/{( d AC{/Z&LOCI; ‘),M'wczz a 17

Forndmky v nasleduifcim textu isou vénovany dokumantim POPLSW L
cim soutasny stav techniky, veskerd podrobnosti téchto dokumentd
mohow byt shledany v oddfle "Sexnam literatury" uvedenem v feti,
Ivyduilc! se odolnost mikroorganism@ na dostupnd antimikrobidlnt
léky vedla kb rozsahlému vyzkuml  zam@fenému na  vyvod alterna-
tivnich antimikrobidalnich sloutenin.

V dodatku nebo  jako doplnék ko ovelmi specifické imunitnl  reakcl
rprostredkovanéd bulkami majl obratlovei a jiné organismy obranny
syatém  Lvoren rordllnymi  skupinami  Sirokého  spektra cytoly-
tickyeh latek, napt. antibakteridlinimi ldtkami, peptidy.

Studium  vedajemnyeh  reakcd  lipid@  a  peptidd, takovyoch cytoly-
tickyeh peptidd také znamych  jako cytolysiny, vedse ke zdlraznén
amfipatické s-helikalnd struktury d@ledité pro jejich cytolyticky

G inek. Tento zavér je zalo¥en prfedevdim na vyzkumu cytolysing,

na oba typy uvedenych buné&k. Hlavni skupinouw cytolytickych pepti-
dd  uvedend skupiny Jsou Lratkd  linedrn? peptidy @ obrannym
Géinkem proti hostitel@m (& 40 amino kyseliny), které jsou zbave-

né disulfidovych mastkd (Roman, 199%). Tyto peptidy se podstatng
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méni v délce jejich fetézce, hydrofobnosti a celkové distribuci
ndboid, ale pfi spojeni s tukovou dvojnou vistvou majl obvyklou
atrukturu, jmenovité amfipatickou w~helixovou strukturu (Segrest
a spol., 1990).

Vrarky znamych cytolysind  zahrnujifs (i) antibakteridlni peptidy,
kterd jsou cytolytické pouze k bakteriim, napf. cekropiny izolo-
vané @ ‘'cekropia" mold (Steiner a spol., 1981), magaininy
(Zasloff, 1987) a dermaseptiny (Mor a spol., 1991) izolované

» k@%e %aby (ii) cytolysiny, které Jjsou selektivnd cytotoxickeé

saveim Bl ém, takové Jalko H-hemolysin Lzolovany

i

Staphylococcus aureus (Dhople a NMagaraj, 1993)3 a (1ii) cytoly-
siny, které nejsou selektivnl k  budkém, takove jako  vield
*ivotigny jed - mellitin (Habermann a Jentsch, 19467) a neurotoxin
pardaxin (Shai a spol., 19868), ktery lyzuwje jak save( bufky tak
1o bhakterie.

Antibakteridlnd peptidy byly plvodné  objeveny W herabratlych
a teprve ndsledn® u obratloved a u lidi, Tento drubotny chemicky
imunnd systém, Jako  pomocny  nebo  doplikovy o obranny Gy s tom,
raberpeduie organismus  souborem instrukcl malych peptidd, kterd
jeou syntetizovany ihned po indukci, & kterdé pldsobl proti v ke
t1 nahodilyeh a obligatnich patogen® steiné jako proti nekontro-
Lovanému bujent  komenzdlnich mikroorganismd  (Boman, 1999).
Doposud bylo izolovano a charakterizovano vice jak 100 rQznych
antibakteridlnich peptidd. Nejvéts] shupina a pravdépodobrg

nejvice studovand zabrnuje  peptidy, kterd majil poritivel nabo)

gpoienyeh & raznymi prirodnimi antibakteridlnimi peptidy vede ke
sed@raznént amfipatické oa~helikdlni struktury a ¢istého pozitivni-
ho naboje dile¥itého pro jejich cytolytické O#inky. Fozitivng
naboj  podporuje vzdjemné pAsobeni peptidd s negativné nabitymi
membranami (Andreu a spol., 198%) objevenymi v patogennich
bunéénych membranach ve vy&sich koncentracich v porovnant

g normalnimi eukaryontnimi bufkami, amfipatickd wo~helikalni
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struktura je zakladni pro lyticky u&inek peptidd@ (Chen a spol.,
1988), Takové vrzéjemné plsobeni bylo navr¥eno s cilem potlacit
energii metabolismu ciloveho organismu  zvy&enim propustnosti
membran prenddeifcich energili (Okada a Natori, 1984). Vzhledem
k oamfipatické strukture peptidd bylo navrieno, aby tyto anti-
hakteridlni peptidy pronikaly membranou xplsobem vy tvareni ionto-
vych kandlkd/pérd prostiednictvim mechanismu "sudovych  drudin®
(Rizzo a gpol., 1967). V souladu & tim, modelove
trans-membranové amfipatické o-helixy tvoff uzliky, ve Eterych
avn®  usmérnénd hydrofobni  povechové vestvy  vzdjemne pAsobl se
slo¥kami lipid@ membrany, zatimco vniténi Celnf povrchovée vrstvy
vytvéreil pory. Alternativné, peptidy vadl paralelu na poveeh
membrany, pokryvajl povech membrany "kobercovitym" zplsobem
a rozpoudtéii  tento povech  jako  smadedlo  (Shai, 1998) . Fles
rorsahld  studia neni presnd funkce Gdinkd kratkych Linedrnich
[acarnghdl g neselektivnich paptidd, takovyeh Jako pardaxin
a mellitin, doposud zndmd a neni jasnd, zda podobne strukturaln
tvary jsou pofadovany  pro jejich  cytotoxicitu k gaveim burkam
a bakteriim.

Fardawin, Si-mer peptid, je excitadnl newrotoxin, ktery byl
ziskan  ® mladat platyzQ Carveného more Fardachirus  marmoratus
(Bhai & spol., 1988) a @ pavich platyzQ zdpadnibo Fac i f ik
Fardachirus pavorinus (Thompson a spal., 1986). Fardaxin projevu-
Jw o rlrnd  biologickd Ofdinky v owdvislosti o ona Jeho Loncentraci
(popsdno v Shai, 1994). Fardaxin pri  koncentraci nid$( ned 107
M vyvolava uvolnént nervovyeh medidtord  zpdsobem wAvislym ma

vapniku. F#L koncentracich od 10-7 M do 10-% M je tento zplsob

neravisly na  vapniku a  pri koncentracioh vydd{ch ned 10-E
M pardaxin  vyvoldvd cytolyzu. Fardaxin take ovliviuje Géinky

rAznyeh fyziologickych pfiprav in vitro. Riologickéd funkce parda-—

gystémy v epitelu a presynaptickym Géink@m diky vytvareni ionto-

vyeh kandlk@, které jsou napétové zavislé a nepatrn® selektivni
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na kationty. Mechanismus “sudovych dru%in", kterym je pardaxin
ravadén do membran, byl navrien na -aklad® struktury pardaxinu
a na zaklad® rAznych biofyzikdlnich studif (prehled v Shai,
1994). Fardaxin  ma struktury  helix="kloub"~helix: N=hel ix
zahrnuie zbytky 1-11 a C~helix zahrnuje shytlky 14-26. Helixy jsou
odd&leny prolinovym  zbytkem umfsténym na pozici 13 Tento
strukturalni typ je shledan jak v antibakteridlnich peptidech,
Eteréd mohou plsobit specificky na bakterie (napf. cekropin), tak
i v cytotoxickych peptidech, kiteré mohou lyzovat rdzné bufky
(napt., mellitind.

Mallitin, %6-mer amfipaticky peptid, je hlavni slo¥kou fivodisna-
ho dedu medonosnych véel Apis  mellifera (Habermann a Jentsch,
19647) a je Jjednim @ nejvice studovanych peptidd plsobilicich na
membrany (Dempsey, 1990). Mellitin je vysoce cytotoxicky k saveédim
bulkam, ale Jje také vysoce afinnym antibakteridlnim ¢inidlem
(Steiner a spol., 1981). Byla provedena Fada studif & cflem e nt
viastnosti vidiemného plsobeni! mellitinu a membran pro PO ozumen
molekulérniho mechanismd hemolyzy vyvoland mellitinem a mecle ] ov
studie pro porozuméni  véeobecnych viastnostl struktur proteind
membran & vridijemného  plsobent takovych proteind & fosfolipidy
membran. Ve vétsind popsanyech dokumentech je vymezena skutednost,
we rorxdilng molekuldrnt mechanismy mohow podmifovat rdzné pdsobe-
n{ mellitinu. Nicmén®, amfipatickd w-helikdlni struktura byla
ukdrdna jako nezbytny predpoklad rlznyoh odinkd mel Liting (Fere:
a spol., 1994).

Gtruktura mellitinu byla zkoumdna Fadow technik. Vysledky rentge-
nové krystalografie o jaderné magnetické rezonance jsou dikazem
toho, %e molekula se sestavd ze dvou a-helikalnich Fastl (zhytha
1-10 a 13-96), které se protinajl v Ohlu 120 0, Tyto fasti jsou
spojeny  "kloubem" (11-12 a tvor{ lomené e~helikdlni spojeni
hydrofilni a hydrofobni strany, které Jjsou obraceny v dpaﬁn?ch
smerach. ﬁty#i takové monomerické molekuly mellitinu se diky

vaitrnimu  hydrofobnimu  plsobent seskupuil dohromady, vanika
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tetramer (Anderson a spol., 19803 Bazz a spol., 1988
Terwilliger a Fisenberg, 1982: Terwilliger a Eisenberg, 1982). Na
z4kladé pAvodniho vnitFniho plsobeni na vn&j&l vrstvy membran
bylo shledano, %e tetramer se roz$tépuje do monomerd, ktere
dive, ne¥ vnikajl do membran, i zachovdvajl o-helikdalni
atrukturuy (Altenbach a Hubbell, 1988).

Mallitin a pardaxin majil nékteré podobnosti. Jak pardaxin, tak
i mellitin jsou tvorfeny dvéma helixy s prolinovym kloubem umflsté-
nym mezi nimi. Dale, mellitin i pardaxin  ukazujl VY Znamre
gouhlasné skupiny v jejich N-~helixech, které jsou vétdinouw hydro-
fobni (Thompson a spol., 1986). Avéak, pardaxin (Cisty ndboj +1)
ohsahuie v jeho C-koncové jednotce dodatednych sedm aming kyseli-
novyeh zhytk@ & nabojem -2, zatimco mellitin  (disty ndboj +6é)
koné! amidovou skupinou a obsahuje pozitivné nabitou tetrapepti-
dovou posloupnost  Lys-Arg-Lys-Arg. Mezi pardaxinem a mellitinem
pristuie nékolik funkénfich rozdild. Pardaxin se va¥e podobné jak
Eozwitteriontovym tak 1 ko negativne nabitym fosfolipidim
(Rapaport a Shail, 1994), zatimco mellitin se va¥e lépe k nega-
tivn® nabitym ne¥ Kk zwitteriontovym fosfolipid@m (Batenburg
a spol., 1987: Ratenburg a spol., 1987). Fardaxin se vade
L fosfolipiddm s poritivnd kooperativou (Rapaport a Shai, 1991),
ratimeo mellitin se vad¥e s negativnl kooperativouw (Hatenburg
a spol., 1987y Batenburg a spol., 1987). 1 presto, Jjak pardaxin,
tak 4 mellitin  jsow  antibakteridlnimi peptidy s Odinky proti
grampozitivonim  a  gramnegativnim bakterifim, pardaxin je 40100
Erat ménd  hemolyticky k lidskym eryteocyt@m ne¥ mellitin  (Oren
a Shal, 1994).

Analogy  pardaxcinue s L~ a [~ substitucemi se projevily jako
schopné lyzovat lidské erytrocyty (Founy a Shai, 1992). Fozdéji
bylo uwkdzéno (seznamte se s vysledky, které jsou uvedeny dale
v textu), ¥e dva z peptidd, které Jjsou popsané v Founy a Shai,
1992, Jmenovité [-Fro? -pardaxin a [-Leul8l eul?-pardaxin,

i presto¥e Jjsou hemolytické, maji velmi nizké antibakteridalni
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aéinky. Analogy magaininu s L- & - substitucemi se také projevi-
ly jako postradajici antibakteridlni Géinky (Chen a spoal., 1988) .
V nasledujicim textu bude vysvétleno nékolik  pojmd vytvorenych
pro Gtely rychlého Gtenl a snadnéjgiho porozumé&ni vynalezu. Melo
hy v&ak byt uvedeno, E& Pro celkové porozum@ni téchto pojmd
a ucelenost popisu budouw tyto uvedeny také v nasledujfcim textu.
Foijmy a jejich vyznamy v tomto tevtu jsou nasledujfcl:
Fojem "nesteinorody peptid” pou¥ity v textu ornafduie peptid obsa-
hujfcd - a L- amino kyﬁelinmvé zhytky.
Foiem "steinorody peptid" pouwfity v textu ornaduie peptid obsahu-
jfci pouze prirodni L-amino Lyselinové zbytky nebo pouze [~amino
kyselinové zhythky.
Foimy "stejnorody L-peptid" a "etoinorody [-peptid"  poudite
v textu ornafuif{ steinorody polypeptid zcela obsahujicl pouze bud
L-aming nebo D-amino kyselinové zbytky, Jjednotlivé.
Faimy "steinorody  lezdkladnf peptid" & Hedtwinorody D-zékladni
peptid"  pou¥ité v o textu oznafuif steinorody peptid obsahujfci
Hlavhé  L-amino  kyselinové zhytky, napt. peptidy odvozend @
steinorodych L-peptidd, ve kterych jeden nebo vice L=aming kyse-
Vinavyeh  zhytkd byleo  zaménéno dopléuiicim [=optickym Llxomerean
a steinorody peptid obsahujfci hlavné D-amino kyselinové zbythky,
ve kterém jeden nebo vice [D-amino kyselinovych zbytkad by le @amé-
néno dopliuifcim L-optickym izomerem, jednotlive.

Fojem "helikaln! peptid" poufity v textu oznatuje peptid majfct

podf]l helikalniho peptidu obsabujie zcela  bud L- amino kyselinove
ahytky nebo D-amino kyselinové zbythky.

Fojem "nehelikdlni peptid" pou¥ity v textu oznaluje peptid, ktery
nemd  *adnou s-helixovou strukturu nebo nd nespojité e«—~helixove
struktury rozptylené po své délce. Nehelikdlni peptid v souladu
5 vyndlezem mA¥e mit c~helixovy Usek, ktery v pripadé, jestli¥e
je  kone#ny, ma& délku Oseku mengil ne¥ je polovina &ifhky butiky

membrany, napf. men&i{ ne¥ pFibli¥né 10 a¥ 13 amino kyselinovych
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zbytk@, a Jjestli¥e w—helixova ¢ast neni konedéna, mé délku men&t
ne¥ je plnd &ifka bufky membrany, napt., mendi ne¥ priblifng 20 ai
25 amino kyselinovych zbytkaQ. Nehelikdln{ peptid md¥e byt stejno-
rodym  peptidem & s-helixovou prerusovaci tasti (podivejte se
ddle) nebo m¥e byt nestejnorodym peptidem.

Fojem "a-helixova prerudovaci Cast"  pou¥ity v textu oznafuje
tast, kterd jestli¥e Jje inkorporovana do w~helixovée struktury
preruduie jejl spojitost. Takovouw tasti mi¥e byt napt. aming ky-
gelinovy zbytek prolinu nebo glycinu, w-methyl substituovany
g-amino  kyselinami, ne-x-amino kyselinami jak cyklickymi, tak
i necyklickymi, takovymi jako kyselina b-amino-kapronova, kyseli-
na  Seamino-l-cyklokapronovéd, lkyselina 4amino=-1=-cyklokapronova,
nebo L- nebo D~ opticky izomer inkorporovany do x-helixového use-
ku  tvoreny usekem amino kyselinovych  zhytkd opatného optického
lzomeru.

Fojem  "patogennd bufky"  poudity v fertu ornatuie  butky, kterd
vanikail v téle nepfirozend, tyto butky zahrnuif hutky rakoviny
a patogenni organismy, takové jako bakterie, houby, Prvoci, viry
a mykoplasma, stein® jako savé( bufky napadené patogennimi orga-
nismy, takovymi jako  parazitidtl prvoct, napf. Leishmania

a Flasmocium.,

e jem lektivni cytolytické Ofinky" pou¥ity v textu oznaluje
AFinky #inidla b®hem vyvolané cytolyzy patogenni bufky, el ekt~
vita se projevuie tak, ¥e “inidlo je  schopno vyvolat cytolyzu
patogennich bundk v mnohem ni¥$l koncentraci ned je koncentrace
po¥adovana pro cytolyzu normdlnich nepatogennich bunék, takovych
jako tervend krevnil bufky.

Fojem "nehemolytickd" pouity v otextu  oznaduje Cinddla, které
vyvolavaifci hemolyzu ¢ervenych krevnich bunék v mnohem vy&s]
Loncentraci ne¥ je koncentrace po¥adovand pro vyvoléni cytolyzy
jinyech bund&k, takovych jako patogenni bufhky, nap¥. bufky mikro-
organismi, rakovinné butiky a podobné.

Foiem "diastereomery" poufity v textu pznaduie  synonymum
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"mejste jnorodého peptidu.

Podstata vyndlezu

Fradlo*eny vynale: poskytuie nehemolytickeé cytolytické dinidlo
volend z peptidu, komplexu svazanych peptidd, smési peptidd nebo
nahodilého kopolymery peptidd, wvedené Ginidlo majicl selektivni
cytolytickée ufinky projevuijicl se Vv tom, ¥e ¢inidlo mé
cytolytickdé finky na patogenni budky predstavaifct budky, ktere

s@ v téle nevyskytuil pfirozend zahrnuifici mikrobidlni patogenni

organismy a zhoubné bulkys a ¢inidlo je nehemolytické, toti¥ nema

Yadné cytolytické Gdinky na tervenéd  krevni  bufky nebo  ma

cytolytické Géinky na Cervené krevnl budky v koncentracich, ktere

jsou podstatnd vy&sl ned koncentrace pfi které projevuil uvedene
cytolytickd adinkyy uvedend nehemolytické cytolytické ginidlo je
voleno e skupiny zahrnujifcls

(1) cyklicky derivadt peptidu majicl isty pozitivnl naboj, ktery
je vy%&l ne¥ +1, a obsahuifctd jak L-amino kyselinové zbytly,
tak 1 D=-amino kyselinové zhytky, nebo obsahujlcl bl Le-aming
kyselinové zhytky nebo [-amino kyselinové zbytky nebo oba ty-
to typy a obsahujfcli oc-helixovow prerusovact Sast:

() peptid obsahujfict jak  L=amino  kyselinové whytky, tak
L D-amine  kyselinovée zbytky, majifci ¢isty pozitivonl nabol,
Etery je vysS$i ned +1, a majfcld posloupnost amino kyselin
takovouw, #e odpovidajifcd posloupnost aming kyselin obsahuwjilfcf
pouze L-amino  kyselinové zbytky se v pflirodé nevyskytuwie, a
Jaho cyklickdé derivaty:

(5 komplex obsahujicl velkdéd mno¥stvi 2 nebo vice nehemolytickych
cytolytickych peptid@, ka¥dy pepticd mé disty pozitivni naboj,
ktery Je vy&8{ ned +1, a obsahuje jak L-amino kyselinové
zhytky, tak i [amino kyselinové zbytky, nebo obsahuje bud
lL-amino kyselinové zbytky nebo [D-amino kyselinové zbytky nebo

oba tyto typy a obsahuje o-helixovou peerudovact ¢ast, nebo
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jeho cyklicke derivadty, uvedené peptidy jsou spoleéné provéa-
rané pouXitim spojovacl molekuly kovalentné vdzané ke ka¥dému
2 peptidd;

(4) smés obsahujfci velké mnofstvi 2 nebo vice nehemolytickych
cytolytickych peptid@, ka¥dy peptid ma &isty pozitivni ndboj,
ktery Je vy&81 ned +1, a obsahuje jak L-amino kyselinové
zbytky, tak i D-amino kyselinové zbytky nebo obsahuje bud
L~amino kyselinové zbytky nebo D-amino kyselinové zbytky nebo
oba tyto typy a obsahuje s~helixovou prerufovaci #ast, nebo
Jeilt cyklickeé derivaty: a

(3)  neusporfadany kopolymer obsahujiici rdzné poméry hydrofobnt,
pozitivng nabité a D-amino kyseliny.

Fodle jednoho celku jsouw cyklické derivaty vyde uvedendho bodu

(1) odvoreny =z neselektivniho cytolytického pfirodniho peptidu,

takoveho jako naptf. pardaxin a mellitin, nebo » jebo Easti. Tyto

cyklické diastereomery jsou  ziskavdny bé¥*nymi metodami cyklirace

peptidd. Podle jednobo celku je cyklicky diastereomer odvozen z

casti 1 a¥ 22 pardaxinu, ke kterému byly dodény 1 a¥ 2 Lys zhythky

koN-koncové Sasti  a zbytky cysteinu  byly dodany jak k N-koncove
casti, tak i k C-koncové fdsti z divodu cyvklizace.

Cisty pozitivnl naboj peptidd mQ¥e byt diky prirodnimu amino

kyselinovému  slofenl, diky neutralizaci velnych karbosylovyeh

skupin a/nebo  diky dodan{ pozitivnd nabityech amino kyselinovyceh
by thd nebo pozitivad nabitych chemickyeh skupin.

Vodalsim celkw vyndle: zabezpeduie nehemolyticky cytolyticky

peptid a jeho cyklickd derivaty definovand v bodd& (2) vyde majfe

nasleduilicl charakteristiky:

(a) peptid je nepfirozenym syntetickym peptidem tvorfenym r@znymi

poméry alespod jedné hydrofobni mino kyseliny a alespod jedné po-

zitivneé nabité amino kyseliny, ve kterém posloupnost alespaf
jednoho z amino kyselinovych zbytkd je D~amino kyselinas

(b) peptid md ¢isty pozitivni naboj, ktery je vy&&1 ne¥ +1: a

()  pomér hydrofobnich k poritivné nabitym amino kyselinam je
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takovy, aby peptid vyvolaval cytolytické aéinky k patogennim
bukkam, ale nevyvolaval cytolyzu ¢ervenych krevnich buneék.
Fr{iklady pozitivn® nabitych amino kyselin predstavuifl lysin,
arginin a histidin a hydrofobnich amino kyselin pfedstavuii
leucin, isoleucin, glycin, alanin, valin, fenylalanin, prolin,
tyrosin a tryptofan. Cisty pozitivni ndboj je pritomen diky amino
kyselinovému slo¥*eni, ale dodan{ pozitivng nabitych chemickych
skupin mA¥e byt také zva¥ovano. V dodatku, poldrnl amino kyseliny
takové jako serin, threonin, methionin, asparagin, glutamin
a cystein mohow byt doddny s cflem snifeni hydrofobnosti a/nebo
toxicity molekuly. Ve vyhodném celku je peptid tvofen jednou
hydrofobni  amino  kyselinow, takovou jako leucin, alanin nebo
valin a Jjednou pozitivné nabitou amino Ekyselinou, takovouw Jako
lysin nebo arginin. Synteticky nepff{rodni peptid md¥e mit alespod
b, vyhodn® 10 nebo vice amino kyselinovych zbytkd. Syntetichky
diastereomer podle vyhodného celku pfedstavaie 1E-mer-peptid
tvorfeny leucinem, alaninem nebo valinem a lysinem, s alespod
Jednow tretinow jeho poslowpnosti tvofenow D-aming kyselinami.
Vynaler v Jeho daldim celkuw poskytuje nehemolyticky cytolyticky
kFomples podle definice boduw G2 vyde obsahujficl velké mno¥stvi
2 nebo vice nehemolytickych cytolytickych peptidd spojenych nebo
"svadranych'" dohromady, napf.  poufitim spojovaci nebo "matricové"
molekuly kovalentnd vazané na ka¥dy 2 peptidd. "Svarek" mi¥e byt
sloden ze & nebo vice, vyhodnd 5, molekul stejinédho peptidu nebo
rAznych peptidd. Spojovadem/matric)d mQ¥e byt peptid vyndlezu nebo
badné poudivand spojovadte, napt. polymery, takové jako polyeste-
ry, polyamidy, polypeptidy, polyaminokyseliny (napf. polylysin)
nesouct aktivnl skupiny, takové jako O, SH, COOH, Nk, CHe B,

V dalgim vyhodném celku vyndler poskytuje nehemolytickou cytoly-
tickou smés podle definice bodu (4) uvedeného vyde ziskanou doda-
nim smési tvorfend » 1 ekvivalentu ka¥dé 2 po¥adovanych hydro-
fobnich, pozitivné nabitych a D-amino kyselin v ka¥dém kroku

interakce pevné fazové metody syntézy peptid@. Timto zpQsobem



. ve [ X) oo [ X LX)
*s o . . LY ] . o e .
. (X3 . o oo . L) .
* e e o o L] e o e oo
. . . . LN 2 . . L]
eee oo oo .o .o .0

11

byla ziskana smé&s ze 312 rAznych peptidd promichanim lysinu,
lewcinue  a D-lewcinu a po HF  (vysoko frekvenénim) &tépent,
wtrakci s vodouw a lyofilizaci byla = této smési ziskdna hydro-
filnl smés,
V dalsim celku vynalez poskytuje nehemolyticky cytolyticky
nahodny kopolymer podle definice bodu (%)  vyde obsahujfic{ razné
poméry hydrofobni, pozitivngé nabité a D-amino kyseliny, napt,
Tedal, 2elsl a Zulel (mol) kopolymery posloupnosti Lys:leu:[-Leu.
Frednostnd, nehemolyticky cytolyticky peptid nema  ¥adnou
x-helixovou strukture nebo mad  o-helixovou strukturd, které délka
nent dostatetnd pro preklenut! &{rfky buné®né membriny. Feptid
tedy neobsahuje nepreruseny dsek bud véech I~ nebo véech L- amino
kyselinovych zbytk@ délky schopné tvoFit East transmembranoveého
POru.  Takovd délka je b&¥né pribli¥né 20 a¥ 22 amino kyselin,
pokud tento Gsek neni v konetndéd “asti peptidu a pribli¥*né polovi-
M, tie 10 a¥ 11 amino kyselin, pokud je Osek konetfnou Cdstd
peptidd, protofe v takovém pripadd® dva peptidy mohou spojit
jejich konedné Casti dohromady a pFeklenout bunéénou membranu.
Frerugen! Oseku - nebo L=  amino kyselinovych zbytk@ ml¥e byt
provedeno zaménénim  jednd nebo vice amino kyselin v (seku amino
kyselinou opadéného optického izomeru nebo umf{sténim x-helixové
prerudovacy Casti do spojitého useku, takové jako prolin, glycin,
kyselina a-methyl-x~amino nebo kyselina ME-~X=AMLNCO .

Feptidy podle vyndlezu a peptidy obsa¥end v Eomplexech, smési
a kopolymery vyndlezu majl fisty poritivni naboj vy&&1 ned 1,
&i%ty pozitivinl  ndboi m@¥e byt pritomen diky slo¥ent pELeodnich
aming kyselin  vyndlezu, neutralizaci valnych  COOM skupin, napt.
amidact, neho vrhledem k  doddnf{ pozitivné nabitych amino kyselin
nebo chemickych skupin. Bylo shledano, *e selektivni cytolytickeé
ucinky mohou byt obéas zvyfeny prir@stkem Cistého pozitivniho
naboje, napt. pripojenim molekuly pozitivn® nabité amino kyseliny
a/nebo  pozitivng nabité skupiny na jakoukoliv  pozici. Nap®.

Polyaminovd skupina, alkylamino skupina nebo aminocalkylamino



L]

.0 - A4 ] LR ] L] ] LN ] *
. (X ) . ¢ oo (] [ [
. L] o o o LN ] ¢ LA N oo e
L * . L] LN J . . L]

[ XN ] LR .o [ X ) LX ] o0

L)
e

skupina, atd. mohou byt pripojeny k jedné z jeho koncovych Casti,
b&*né k jeho karboxylové koncové &ésti. Vyhodné skupiny zahrnujl
aminoethylamino skupinu  =NH-CHa~NHz, kterd je dale v textu
pznadovana jako "TA".

Peﬁtidy, kteréd jsou odvozeny =z neselektivnich cytolytickych
prirodnich peptidd, nap¥. pardaxinu a mellitinu, Jjsou amfipa-
tické, co¥ znamend, ¥e tyto majfl Jjednu povrchovou vrstva, ktera
Jje tvorfena hlavné hydrofobnimi amino kyselinovymi zhythky
a opatnou povrchovou vrstvu, kterd je tvorena hlavné hydrofilnimi
amino kyselinovymi  zbytky. Amfipatickd pfirozenost peptidd mdde
ovérena metodami zndmymi ze soutasného stavu techniky. Frikladem
takové metody Je pou¥iti Shiffer-Edmondsonova kruhové projekce,
ve které jsou amino kyselinové zbytky zapsany podle jejich
posloupnosti v krubu tak, ¥e  ka¥dd amino kyselina v posloupnosti
je Ghlové posunuta o 100 @ od jejich sousedicfch amino kyselino-
vyeh ehytk@ (3,6 amino kyselin na  jeden kruh). Fokud je na jedné
strand  kruht nejvy&ss  koncentrace hydrofilnfch amino kyselin
a nejvysst  koncentrace hydrofobnich amino kyselin  je na opalneé
strang kruhu, potom peptid m@¥e byt pova¥fovan za amfipatichky.
Fepticdy vynalezu, kterd Mejsoun odvoreny 2 neselektivnlich
cytolytickych prirozenych peptidd, napt. synteticke diastereomery
tvorend hydrofobnd, pozitivnég nabitow a D-amino kyselinami nejsou
amfipatické. Tyto majl &Eisty poritivnd ndboj vy8&L ned +1 a
vhodny pomée hydeofobnd ko opozitivog nabité aming kyselind takovy,
aby vysledny pepticd byl cytolyticky [ patogennim budkém, ale ne
hemolyticky. Tyto peptidy mohow byt podle vynadlexu zkoumany velmi
Jednoduse pouditim antibakteridlnich a hemolytickych testQ popsa-
nych voodédle tomto textuw. Fodle jednoho celku vynalesuw mA¥e byt
vhodny pomér peptidu  slofeného z leucinu a lysinu  Leuilys 64 4
A6 4 opro diastereomer ze 6 aming kyselinovych zbytkd a 66 4 @
24 % opro diastereomer ze 12 amino kyselinovych zbytkd@.

Je domnénkow, bez: teoretického omezenl, ¥e cytolytické adinky

mohou byt vyvolany nahromadénim Fady peptidd na povrchové vrstvé
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membrany, které spoletn® mohouw byt pti¢inou poskozeni bunédne
membrany. V souladu s tim a podle popisu uvedeného vyse je take
sva¥ovano pou¥it{ velkého mno¥stvi peptidd vyndlezu bud ve smési
nebo spojenéd (nebo svazané) dohromady, napt. poufitim spojovact
molekuly kovalentn® vazané ke kafdému z peptidQ.
Jadnotlivy peptid b&¥né obsahuje alespod é a vyhodn& 10 nebo vice
amino kyselinovych zbytkd. Fodle vyndlezu mAfe ka¥dy Jjednotlivy
peptid mit bé¥ng délku pribli¥né % amino kyselinovych zbytkd.
Fredlo¥eny vynaler také poskytuje farmaceuticky prostfedelk obsa-
hujfe! nehemolyticky cytolyticky peptid vyndlezu jako aktivni
primés a farmaceuticky akceptovatelny nosit. Frostrfedky jsou
urteny  pro o pouXit?  pri ofetifend chorob  a nemoci zpdsobenych
rAanymi patogennimi organismy, takovymi Jjako grampozitivni
a gramnegativni bakterie, viry, houby, mykoplasma a paraziticti
prvoci, napf. drubu Leishmania, které jsou pridinou leischmanidzy
a drubu Plasmodium,  kterdé Jsou prdéinou maldrie. Ve vyhodném
calku  je  antipatogenni prostfedek antimikrobidlnim, prfedevéim
antibakteridlnim prostifedken. V dodatku, prostifedky vynalezu jsou
pou¥itelnéd proti shoubnym bufkam a mohouw byt powdity pei ofetfend
rakoviny.
Fredlo¥eny vynaler také popisuje metodu ofetfeni zahrnuificid podd-
vani uvedendho hemolytického necytolytického peptidu ofetfovanémo
subjektu. Metoda vynalezu stejind jako vyde zminény prostlrfedek
Jsow aplikovatelnd jak v lékarstvi tak i veterindrnl medicing.,
Vosouladu s vyndlerem je  poskytnuto také pouditl! uvedeného nehe-
molytického cytolytického peptidua v pfipravé farmaceutického
prostrfedky  uréenédho pro ofetrfeni chorob nebo nemoct v lidskem
nebo zvifecim téle, detallndji antibakteridalnich prostrfedkad.
V daléim celku mohou byt selektivni peptidy vyndlezu poudity jako
dezinfekéni prostrfedek pro niden{ mikroorganismd, tj. peptid mdfe
byt pou¥it jako ochranny prostfedek v roztoku pro  smafent
kontaktnich doéek, dadle v kosmetickém nebo potravindfském pra-

myslu a také jako pesticid, napf. fungicid, haktericid
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v zemé&d&lstvi nebo pro ochranu zemédélskych produktd, napf. ovoce
a zeleniny.

Soutasni védci pfekvapivé zjistily, %e nestejnorodé L-zakladni
peptidy maji selektivni cytolytické Gdinky projevuiici se
selektivnim nitenim patogennich buné&k, napf. bakterif, s malym
nebo  *adnym  vlivem na nepatogenni budky, ti. dervené krevni
bufky. Tento objev Jje velmi pfekvapujfici = pohledu dosavadni
domnénky vyplyvaijfci ze soutfasném stavu techniky, ¥e cytolyticke
normadlnich savéich bufkdch, vyplyvd = Jjednoduchého skrytého
machanismy  spojeného s s~helixovouw konfiguract.

Studie funkc! a struktury inkorporovanych analogd D-amino kyselin
(diastereomerd) pardaxinu a mellitinu, dvou znamych bungcné nese-
lektivnich cytolysind, provedend ¢ cilem objasnit molekularni
mechanismis skryvajicl se za bunédnou selektivitow ukazujifl, fe
vyaledné diastereomery nemaji zachovanow  jejich o-helikalni
gtrukturu, co¥ je prXifinou potladend jejich cytotoxickyeoh Q&inkd
Eosavedm budkam. Avdalk, diastereomery si zachovédvail vysoké anti-
bakteridlnd adinky, kterdé se projevily uwcelenouw lyzow jak grampo-
zitivnich tak 1 gramnegativnich bakterif{. o-helikadlnl struktura
pardaximt  a mellitinu byla ukdzdna  jako ddleditd podminka pro
cytotoxicitu k  savéim bufkdam, ale ne Jjako nezbytnd podminka
aktibakteridalniho pldsobeni., Avéalk, samostatnd D-amino kyselina
inkorporovana do nehemolytického antibakteridlniho pepticdu
magaininu  eliminovala podle daldfch studifl témé”* zcela jeho
antibakteridlnl Qdinky (Chen a spol., 1988). Vysledky ziskand na
tomto mistd s diastereomery pardaxinu a mellitinu podotykail, ¥e
hydrofobnost a tisty pozitivni naboj davad neselektivrnim
cytolytickym peptiddm selektivnd antibakteridlnd (¢inky, a ¥e
amfipatickd a~helikdlni struktura neni nutné po¥adovéna. Avéak,
diastereomery pardaxinu a mellitinu obsahovaly dlouhé Ulseky
l.~amino kyselin (14 a¥ 17 amino kyselin dlouhé), které zvy&ovaly
mo¥nost vzniku membranové vazby a destabilizace pf{itomnost{ malé,

ale moi¥né dostateéné, zbytkové helicity.
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Fro zkoudku modulace hydrofobnosti a &istého pozitivniho naboje
linedrnich cytotoxickych peptidd, kterd dostatetné ovérl jejich
selektivni antibakteridlni G&inky, byly provéreny diastereomery
peptidd kratkého modelu (12 amino kyselin dlouhé) tvofene rdznymi
poméry leucinu a lysinu s jednou tfetinouw jejich posloupnost{
tvorenou D-amino kyselinami. Délka peptidu a porice D-amino kyse-
lin byly takové, aby byly vytvorfeny kratké peptidy & velmi
kratkymi posloupnymi Gseky 1 a¥ % L-amino kyselin, které nebyly
schopné tvorit e-helikdlni strukturu. Diastereomery byly hodnoce-
ny = pohledu na (1) jejich cytotoxicituw proti bakteriim a lidskym
erytrocytm, (2) jejich strukturu a (3) jejich schopnost veiajemné
pAsobit & rozrugovat morfologiil bakterialnl  hradby a modelove
fosfolipidy membrdn. Udaje ukazujl, ¥e modulace hydrofobnosti
a pozitivniho naboje je dostatednd pro ovérfeni antibakteridlnich
nEinkd a cytolytické selektivity. Dale, vyslednéd antibakterialni
peptidy plsohl aynergloky v ne-asmnertelnych Foncentracich
g dostupnymi  antibakteridlnimi léky, takovymi jako tetracyklin,
a dale jsouw zeela odolné proti  inaktivaci lidskym sérem, kterd
drasticky snifuwje aktivituw pfirodnich antibakteridlnich peptidd.
Dale byly pfipraveny a zkouseny kratké diastereomery (&b aming
kyselin a 8 amino kyselin dlouhdé), které byly shledany Jjako nehe-
molyticke cytolytické.

Obhjev jistyeh cytolytickyech nehelilkadlnich peptidd majicich anti-
patogennt Géinky rahrnuje splsob pfdpravy anti-patogennich ¢indi-
del obsahuwifcich takové nehelikdlnd polypeptidy. Fokud jsou nehe-
Lik&lnt pepticdy nesourodymi pepticdy slo¥enymi jak » L-aming kyse-
in tak i D-amino kyselin, anti-patogenni ¢Einidla majf na jedné
strané dodatednou vyhodu tu, ¥ jsouw vice odolné proti rozklacdu,
napt. protedzou, ne¥ stejnorodé L-peptidy, ale na druhe strang
ne jsou zeela  odolné proti  rozkladu jako plné steinorode
[O-peptidy. Odolnost proti rozkladu m@¥e byt nevyhodou z pohledu
pomalého vylufovani z téla s moinymi pfidrufenymi néslednymi to-

wickymi  postrannimi vlivy. Ne-s-helikdlni antipatogenni peptidy
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mohou byt poufity v rAznych terapeutickych procedurach.
Frotofe je zndameé, ¥e stejnorodé D-peptidy maji plredevéim shodné
cytolytickeé G&inky jako steijnorodé L-peptidy (Bessalle a spol.,
1990),  potom je v souladu s tim  Jasneé, ¥e nestejnorodeé
[I~zalo¥enéd peptidy majl stejiné anti-patogenn’ vlastnosti jako
nesteinorodé L-zalofend peptidy.
Objev, ti. skutednost, ¥ urfité ne-x—helikdlni peptidy majl
cytolytické Géinky proti bakterii{m bez cytolytickym Gé¢ink@m proti
cervenym krevnim bufkam, je zalo¥en na skutefnosti, ¥e bakte-
rialnt  budky se 1igf od dervenych krevnich bunék ve slo¥fent
jejich  buné&énych membran. Rozdily ve slo¥eni buné&né membrany
mohow byt také shleddny mezi *adou patogennich bunék, takovych
jako rakovinné budky a normdlni buiky. Fodle objevu predlo¥eného
vynalezu, tedy ¢inidla pfedlofeného  vyndlesu zaklddaj{ zplsob
vyvoje rdznych lédiv majlcich selektivni cytolytické Ofinky proti
Jadné tFidd  bunék uvnit® téla, takovych jako bakteridlnf bufky,
butiky parazitd, budky hub, busky prvok@ nebo rakovinové budhky,
g malymi nebo ¥adnymi Gdinky proti ne-patogennim budkam normdlnd-
Mo téla.
Ne-hemolytickd cytolytickd Einidla podle vyndlezu majlcl se-
lektivnd cytolytické Gdinky proti patogennim bufkam a majifc{ mno-
Mem i dgo( neho  *adné oytolytické witinky  proti normdlnim,
ne-patogennim budkam, mohou byt pou¥ity pro rlzné terapeutickdéd
aplikace ber nebo s malym toxickym posteannim viivem.
Cyklicke peptidy Jjednéd skupiny v souladu s  vyndlezem jsou
ouvozeny @ ne-e-helikdlnich nesteinorodych peptidd odvozenyeh ze
stejnorodych peptidd & o-helikdln{ strukturou majicich Eirpké
rozmezl cytolytickych Géink@d. Fredlo¥eny vyndler timto poskytuje
v souladu s Jjednim celkem nestejnorody cyklicky derivat peptidu
obsahujfct O~ a L~ amino kyselinové zbytky majfc! posloupnost
takovou, ¥e stejnorody peptid s otevifenym Fet®zcem obsahujfc
pouze L- nebo pouze [~ amino kyselinové zbytky a majic! stejnou

posloupnost  amino kyselin jako uvedeny nestejnorody peptid, ma
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x-helikaln! strukturu a md &iroké spektrum cytolytickych G&inka
projevujlicich se na *adé bundk; uvedeny nestejnorody cyklicky
peptid projevuje cytolytické (&inky pouze bk n&kterym z bun&k, ke
kterym Jje uvedeny stejnorody peptid cytolyticky aktivni. Nap#,
cytolytické Gdinky nesteinorodého cyklického peptidu se projevuii
POUEE ko patogennim budkéam, zatimco tento peptid z8stavé
k normalnim butkam, takovym jako tervene krevni  bufiky,
necytolyticky.

Friklady nehemolytickych cytolytické cyklickych peptid@ v souladu
s vynalezem jsou odvozeny @ prlrodnich peptidd, kterdéd maji
¢~helikdlni struktury a maji cytolytické Qfinky. Ne-x—-helikdlnf
peptidy podle vyndlezu majfl posloupnost predevéim odpovidajict
cele nebo dastedné posloupnosti prirodniho  peptidu, ve kterém
J-amino kyseliny jsow inkorporovéany podél N- a C- helixd molekuly
a Clisty pozitivnd naboj je ziskdn bud dodénim poritivné nabitého
amine  kyselinového shytka, napf. lysing, argininug, histidinuw,
napf. na N- koncovow jednotku  a/nebo pozitivng nabité skupiny,
napf. aminoalkylamine skupiny, takové jako aminoethylamino, nap,
na G- koncovow jednotku molekuly nebo neuwtralizactd volnych karbo-
wylovyeh skupin, napt., preménou téchto skupin na amidové skupiny.
Friklady takovych pfirozenych peptidd jsou mellitin a pardaxin
a jejich fragmenty.

Nap. ne-g-helikdalni cykliclky peptic m e byt odvoren
@ opardaing, ktery  je Eiemer pepticd, nebo @ omellitinuw, ktery je
2h-mer  peptid, ne-a-helikdlnd cyklicky peptid m@¥%e byt I3-mer
nebo  dé-mer  peptid obsahujifcl! posloupnost  odpovidajfc! celé
posloupnosti pardaxinu nebo melliting, Jjednotlivé, nebo mA¥e byt
nehelikdlnl cyklicky peptid majict posloupnost odpovidajfct
castefné posloupnosti pardaxinu nebo mellitinu, napf. 8 a¥ 27 mer
mellitinovou posloupnost. V  pripadd nestejnorodého cyklického
rpeptidu  odvozeného 2z pardaxinu, nestejnorody cyklicky peptid
v souladu s vyndlezem mi¥e obsahovat ¢astednou posloupnost

odpovidajlic{ posloupnosti pardaxinu obsahujfici nejménd 10 amino
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kyselinovych zbytkd@ a majici rozmezi mezi 10 a 24 amino
kyselinovymi zbythky.
[Nal&!l shkupinou peptid@ v souladu s vyndlezem jsou nehelikalnt
peptidy, které majl posloupnost obsabujfc! nepfirozenéd homology
a ktere jsou tvoreny alespold jednou hydrofobni a alespod jednou
pozitivng nabitou amino kyselinouw, a ve kterych posloupnost
alespoft jednoho amino kyselinového zbythku je D~ amino kyselina.
Frededla studia mode 1@ peptidu vysvetlovaly strukturdlni
a funkéni studie antibakteridlnich peptidd zaméfend na tFi
parametrys helikdln{ struktury, hydrofobnost & néabod  (Anzai
a spol., 19913 Agawa a spol., 1991). Ka¥did zména jednoho z téchto
paramaetrd md  soudasnd za nasledek zmény daldich dvouw, uréit
Jednoznatiny  podfl ka¥dého parametru na celkovych antibakte-
rialnfch adincich je tedy velmi slofité. V souladu s pfedloXenym
vynalezem byl vliv helikdlni struktury vylowden, studie byly tedy
ram@rany poure na dva parametry, jmenovitd hydrofobnost a ¢isty
pozitivnd néboj, ovliivinitelnd zoénou poméru leucinu a lysinu. Fro
neely vyzkumy byly vybrdny modely diastereomerd krdtkych peptidd
(12 amino kyselin dlouhé) obsahujfci Gseky pouze 1 a¥% % navaznych
L= amino kyselin, které jsou pro vytvoreni e-helikdlni struktury
prllidg krathkdé.
CIV spektroskopie ukdzala, ¥e tyto Leuw/lys diastereomery sa-
mozreimé  zeela postradajl  e-helikalni strukture (Qdajie nejsou
uvedeny ), nepodobné kb diastereomerdm mellitinu & pardaxinu podle
vynalezu, ve kterych 20stdvd mald  Cast w-helikdlnd  struktury.
Nicméne, Leuw/lys diastereomery projevuil silné antibakteridlni
ueinky, které jsou  podobné nebo  vetdl ne¥ GEinky pfirozenych

s

antibakteridlnich peptidd, takovych jako dermaseptin & nebo anti-
bioticky lék tetracyklin, Nejvice aéinne peptidy
LOT-1% 2428210~k | o a LDI=LF 428210k y (peptid 25 a 24,
jednotlivé, pff{klad 3 uvedeny v textw) byly zbaveny hemolytickych
a€inkd proti vysoce cytolyticky-ndchylnym lidskym erytrocyt@m.

M&lo by byt zmin&no, ¥e [DI1-L314:8:10-k=le (peptid 22) je zbaven

L s
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¢~helikdlni struktury, ale projevuje znafné hemolyticke adinky,
ktereé jsou srovnatelné s G&inky pf{rodniho cytolytického peptidu,
pardaxinu. Tato skutetnost by mohla znamenat, ¥e rovnovdha mezi
hydrofobnost{ a pozitivnim  nébojem  vyva¥*uje amfipatickou
x~helikaln{ strukturu. Zvysujifct s@ pozitivni naboj véak
drasticky sni¥uje hemolytické O¢inky, pritem? antibakteridlnt
G inky zAdstavail zachovany, co¥ namena, ¥e amfipatickd
sg~helikaln{ struktura nenf{ pro antibakteridln{ Ofinky nezbytnd.
Vnit¥ni pldsobeni Leuw/Lys diastereomerd s negativnd nabitymi
i zwitteriontovymi fosfolipidovymi membréanami bylo zkoufeno s cf-
lem objasnit podstatu jejich selektivni cytotoxicity proti bakte-
rifm. Negativné nabité FPE/FG verikuly byly pou¥ity pro simulaci
lipidového prostifedku E. coli (Shaw, 1974) a rwitteriontové FC
vezikuly byly poufity pro simulaci vnéjiéiho obalu lidskych
erytrocytd  (Verkleij a spol., 197%). Biologické Ofinky Leu/Lys
peptidd na erytrocyty (obrdzek 12) & F. coli  (tabulka %) dobfe
koreluje ve vetahu s jejich schopnost! pronikat modelovou membrd-
nau.  Feptid, ktery pronikl FC verikuly, byl peptidem majfcim
nacné hemolytické Gdinky. Tyto vysledky ukazuifl, ¥e fosfolipido-
ve  sloken! bakteridlnich membrén je funkel d@le¥itou  pro pro-
pustnost teto skupinu  antibakteridlnich peptidd. Schopnost anti-
bakteridlnfch a nehemolytickych peptidd vazat a pronikat nega-
tivné nabité, ne véak zwitteriontové, fosfolipidové vezikuly, je
Charakteristikow pflirodnich antibakteridlnich peptidd (Gazit
a spol., 1994)  prisuzovanou obsahu  lipopolysacharidd  (LFS,
Wogramnegativnich bakterifch) a polysacharidd (kyselina teichoova
W ogrampozitivnich bakterifch) ve vnéjisich vrstvach bakterif
a fosfatidylglycerolu (FG) ve vnitfnich membrandch bakterif,
véechny tyto jsou negativn® nabity, zatimco normdlni eukaryontni
bufiky, takové jako erytrocyty, prevdind obsahujf zwitteriontovy
fosfolipid PC na jejich vn&i%im obalu.

Antibakteridlni peptid magaininu je nehemolyticky peptidem,

zatimco mellitin, pardaxin a modelovy peptid s posloupnosti
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podobnou jako w [D1-L*:4:8+10-k3le, ale tvorfeny pouze L-amino ky-
s@linami, Jjsou hemolytické predevéim diky jejich vysoké hydro-
fobnosti. Fakli¥e s-helikdln{ struktura magaininu byla pferufena
inkorporact t¥{ D-amino kyselin, vysledny diastereomer nemél
fadné antibakteridlni Géinky (Chen a spol., 1988), prestoXe jeho
pozitivni naboj byl podobny pozitivnimu naboii  pfirodniho
magaininu. Optimaln{ rovnovaha, ktera Ji¥ existuje mezi
a-helikdlni strukturouw, hydrofobnostl a ¢istym pozitivnim nébojem
prirodniho magaininu, takto umo¥fuje selektivni antibakteridlni
aCinky a jakdkoliv  zména jedné z téchto t*{ viastnost{ by mohla
byt pfiginou ztraty antibakteridlnich O&ink@ magaininu. V pro-
tikladw, hydrofobnost pravdépodobné hraje d@le¥itou roli pfi
ztraté  o-helikdlnd struktury v mellitinu, pardaxinu a Leuw/lLys
diastereomerd vyndlezu.

Vysledky v souladu s vyndlerem navrbuil novow strategii  vyvoje
novéeho roxsahu kratkych, Jjednoduchyeh a snadno manipulovatelnych
antibakteridlnich peptidd. ka¥dy diastersomericky model Leu/Lys
peptlidd  md jednommadnég  spektrum Adink@  (tabulka 9). Existence
ucelend  Fady diastereomerickych antibakteridlnfch pepticdd bude
umodfovat vybér nejvice efektivioiho peptidu s ohledem na cilovou
butiku.  Dale, soubé&¥nd aplikace slo¥enych forem diastereomerd
peptidd, plsoblcich oddélend nebo spoleénd, md také selektivni

zbytkovow hodnot a zabezpetuje lepd! ochranu proti Siroké &kale

infekdnich mikrobd. Véechny Lew/Lys diastereomery projevovaly

avydend  antibakteridlnd Ofinky proti  grampozitivnim bakterifim
v oporovirant s gramnegativnimi bakteriemi. Tyto vysledky jsou d@-
ledfité uva¥ime-1i zvyéujici se odolnost grampozitivinich bakterif,
takovych dako Staphylococcus aureus, enterococcl & pneumococci na
beé¥na antibiotika (Russell a spol., 199%5). V dodatku oproti pri-
rodnimu antibakterialnimu peptidu - dermaseptinu b,
(O] F24-8210~ke| 7 (peptid 24) si rachovavd své antibakteridlni
aéinky i pri prfitomnosti usazeného lidského séra.

Niastereomerické paptidy by mély mit oproti znéamym
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antibakteridlnim peptid@m né&kolik vyhod: (1) peptidy by nemély
mit FAzneé patologicke a farmakologické  viivy vyvolane
g~helikdlnimi lytickymi cytolysiny. Napt. staphylococcus
E-toxin, antibakteridlni peptid alamethicin, ochranny usmérnény
lyticky faktor a pardaxin vyvolavail nékolik histopatologickych
vliivd na rlzné bulky prostrfednictvim vytvarfeni pdrd a aktivace
kaskady kyseliny

arachidonove. Avéak, diastereomery pardaxinu nevyvolavajfl tyto
aeéinky. VvV  dodatkuw, mnoho amfipatickych wo-helikalnich peptidd se
vate na kalmodulin & vyvoldvajl nékolik bunéénych reakcil, stejné
jako véechny D-amino kyselinové c-helixy zahrnujici mellitin maji
podobné Gdinky (Fisher a spol., 1994). Diastereomery s plrerusenou
e-helikdlni strukturow se pravdépodobné neva¥l na kalmoduling
(2) mistni substituce D-amino kyselinouw by vedla ke kontrolovand-
mu  Eigteénd antibakteridlnich peptidd proteolytickymi enzymy na
roxdll  od celkové  ochrany pofadovand Oplnouw substitucd D-aming
Eyselin (Wade a spol., 1990). Celkova odolnost lytickych peptidd
proti rozpadu je vyhodnd  pro terapeutické powditfl. Dadle, antige-
nita kratkych fragmentd obsahujifcich [, L amino kyseliny je dra-
maticky pozménéna v porovnanl s jejich  plné L- nebo - amino ky-
s@linovymi  vychozimi molekulami (Benkirane a spol., 1993y 5
celkovy atlum  rdstu bakterif{ vyvolany diastereomery Jje spojovan
g celkovow lyzouw bakteridlnd stény, co¥ Jje ukdzéano diky elektro-
nove mikroskopli (obrdazek 14).  Froto bakterie nemohow snacdno vy
vinout odolnost proti 1ék@m a  vyvolat nidivy mechanismusy (4)
LTl @y bl | (peptid 24 md schopnost  proniknout bunédnou
sténl bakterie v koncentracich ni¥s{ich ned je jejich MIC, co¥ vi-
dédt pomocl elektronové mikroskopie (obrdzek 14). Soubéina aplika-
ce klinicky pouwfivanych antibiotik, kitereé nemaji d&inky vzhledem
koojejich neschopnosti  proniknout bunéénow sténou  bakterie, spo-
letned s peptidem 24 mAie davat redfeni tohoto mechanismu odolnosti
hakterie.

Vyndlez bude ddle v textu doplnén pozndmkami k nékterym nakresdm
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a pfiklad@m, kteréd véak nejsou nikterak omezeny.

Frostfedky a metody pou¥ité v prikladech vynalezu

(i) Materidly. Hutyloxykarbonyl-(amino kyselinal)-(fenylacet-
amido)-methylovd pryskyfice byla ziskdna od Applied Bioszstems
(Foster City, CA) a butyloxykarbonyl (Boc) amino kyseliny byly
ziskany od Peninsula Laboratories (Belmont, Ca). Dal&f ¢inidla
poudita pro syntézu peptidd zahrnovala kyselinu trifluorooctovou
(TFA, Sigmal), N,N-diisopropylethylamin (DIEA, Aldrich, destilova-
ny pres  ninhydrin), dicyklohexylkarbodiimid (DCC, Fluka),
I-hydroxybenzotriazol (HOBT, Fierce) a dimethylformamid (peptid
syntézni znatka, Riolab). Vajeény fosfatidylcholin (FC) a fosfa-
tidylserin (FP8) @ michy hovéziho dobytka (sodnd sQl - Oroved 1)
byly zfskany od Lipid Froducts Souwth Nutfield, U.E.).  Vajedny
fosfatidylglycerol (FG)  a fosfatidylethanolamin (FE)  (typ V,
2 Escherichia coll) byly zilskdny ze Sigmy. Cholesterol (extra
cisty) byl dodédn  od Merck (Darmstadt, Némecko) a dvakrdt pre-
krystalizovan @ ethanolw, 35,3 ~diethylthiodikarbocyaninjodic
Ldif-Co-51 byl ziskan od Molecular Frobes (Eugene, OR). FEfrodni
mallitin byl ziskdn ze Sigmy. Obchodné dostupny mellitin obvykle
obsahuje stopy fosfolipdzy Az, kterd vyvolava rychlow hydrolyzu
fosfolipidd., Froto byla vénovéna zv1dgtni porornost odstranéni
celkove fosfolipdzy A 2 mellitinug pouXitim RF-HFLC. Véechna

daldl dinidla méla analytickouw kvalituw. Tlumivé roztoky byly

(1i1) Byntéra a Cidténl peptidd. Feptidy byly syntetizovany poudi-
tim  pevné fdzové metody aplikované pro butyloxykarbonyl-(aming
kyselina)—~(fenylacetamido)methylovou pryskyfici (0,05 me 1)
(Merrifield & spol., 1982). Feptidy vazané na pryskyfici byly
odétépeny od pryskyfic pou¥itim fluorovodiku (HF) a po HF odpare-
ni podrobeny extrakci suchym etherem. Tyto surové peptidové

prfipravy obsahovaly jeden hlavni{ pilk, jak je odhaleno
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prostfednictvim RF-HFLC, pik byl S0 2 a¥ 70 %4 bhmotn. ¢istym
peptidem. Syntetizované peptidy byly ddle ¢igtény pomoci RF-HFLC
na Cig zpétné fadzi Bio-Rad polo-preparativni kolon& (200 A veli-
kost pdrd). Kolona byla eluovdna po dobu 40 minut pouditim p#{mé-
ho spadu 10 % a¥ &0 % acetonitrilu ve vod&, obé smési obsahovaly
0,085 % TFA  (v/v), pFi rychlosti 1,8 ml/min. Ci%téné peptidy,
které se prostfednictvim analytické HFLC ukdzaly jako stejnorodé
(v 95 %) byly podrobeny analyze amino kyselin a hmotnostni
spaktrometrii pro ovéfen! jejich posloupnosti.

(i11)  Transaminace peptidd. Feptidy vdzané na pryskyfice jako
v pfipadé (ii) vy#&e byly transaminovany 30 7 ethylendiaminem
v IMF po  dobu 3 dnd, ndsledovala filtrace pryskyfice, vysra¥en
chrandénych peptidd, jmenovité aminopethylamino (TA) peptidd,
% etherem a odstran#nl chrénicich skupin prostfednictvim HF.
byntetické TA-peptidy byly &idtény () 95 % stejnorodost) zpétnou
fadzl HFLC na Cirg kolond pouitim p*imého spadu 2% 7 a¥ 80 % ace-
tonitrilu v O, 1 % TFA po dobu 40 minut a naslednd podrobeny amino
kyselinové analyze ovéruilicl jejich slofent.

(iv)  Amidace peptidd. Feptid vadrany na prysky®ici (20 mg) byl
Upravovan  po dobu 3 dnd emési slo¥enou @ nasyceného roztoku
Cpavikw (30 Z) v methanolu v pomé&ra 11 v/v oa DMBO (131 v/v), co¥
vedlo k aminaci karboxylatové skupiny  glutaminového zbythku
umfsténého na G=konetnéd jednotce [DI1-VE28, 747 k21 -mel Litinu.
Takto byly peptidy ziskdny, ve kterych véechny chranicl{ skupiny
ataly pripojend, ale jejich¥® C-konetdnéd zhytky byly pleménény
Jadnow  amidovou skupinow. Methanol a  ¢Epavek byly odpafeny pod
proudem  dusfku  a  chranéné peptidy  byly podrobeny wtrakeol
opryskyfice prostfednictvim M5S0 a vysrd¥eny suchym etherem,
Frodukty byly nésledn® podrobeny HF &tépenf! a daldimu Eigténi
pouditim RP-HFLC podle popisu uvedeného vyde.

(v) Friprava lipidovych vezikul. Malé jednotn® lameldrni vezikuly
(8UV)  byly ptipraveny sonikaci FC/cholesterolu  (10:1 w/w) nebo

FC/FS (1:1  w/w) disperzi. Suchy lipid a cholesterol (10:1 w/w)
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byly rychle rozpu&tény v CHClz/MeOH smési (Z:1 v/v). Roztoky byly
nasledne odpafeny pod proudem dusiku a lipidy (v koncentraci 7,2
mg/ml) byly upravovany ve vakuu po dobu 1 hodiny a ndsledn® opét
suspendovany ve vhodném tlumiveém roztokw vifenim. Vysledné lipi-
dove disperze byly naslednd sonikovany po dobu S a¥ 18 minut
v sonikdatore  lazdového typu (GL125SF1  sonikator, Laboratory
Supplies Company Inc., NY) a¥ do okamfiku jejich vytigténi.
Foncentrace lipidd vyslednych pfiprav byla uréena analyzou fosfo-
rem (Barlett, 1999). Vezikuly byly zobrazeny poufitim JEOL JEM
100 elektronového mikroskopu [Japan Electron Optics Laboratory
Co. C(japonsk& elektronovd optickd laborato®), Tokyo, Japanl
nasledovné. Fapka vezikul byl umfsténa na mfliku upravenouw uhl (-
kem a negativné zbarvena uranylacetdtem. Zkouska m¥{¥{ ukazala,
fe verikuly byly Jjednotné lameldrni s prém@rnym pramérem 20 a¥

oo

S0 nm (Fapahadjopoulos a Miller, 1967).

(vi) Fiiprava séra. Krev byla ziskdna od péti dobrovolnych dércd
a ponechana se srafet prl pokojové teplotd po dobu 4 hodin. Erev
byla néslednd centrifugovana po dobu 1% minut v 1500 g, sérum by-
lo odstrang&no a spojeno. Sérovy komplement byl inaktivovan zahpf-
vanfim prli teplotd 56 0C po dobu 30 minut.

(vii) CIN spektroskopie. CD spektra peptid@ byla m&rena Jasco
JEH00M gspektropolarimetrem  po rozdélent  stupnice pflstroje
(+)=10-kafrsul fonovouw kyselinouw. Spektra byla zkouména pri teplo-
té 2% 00 ve clondnych krystalovyeh optickych budkich s optickou
delkow 0,5 mm.  Spektra byla ziskana p®*i vinovyech délkdch 250 a¥
190 nm. Fro  ka¥fdy peptid bylo provedeno osm  zkoudek s rychlosti
snimant 20 nm/min. Feptidy byly prohli%eny v koncentraci 1,5
o lO-E ¥ 2,0 W 1O-E M v 40 7 trifluorcethanolu (TFE),
rozpoustédle silné podporujicim §&-helikdalni strukturu. Frakéni
helicity (Greenfield a Fasman, 1969: Wua spol., 1981) byly pro-

potteny nasledovné:

LS
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ke Lelpnn  je experimentdlneg pororovand stfednl zbytkovéa
elipti¢nost pri 222 nm a hodnoty [61Cane a (8119034, kterd
odpovidail O 4 a 100 % obsahu helix@ pri 222 nm, Jjsou odhadnuty
hodnotami 2000 a 2000 deg.om? /dmol (stupid.cm? /decimol),
Jednotlivé (W a spol., 1981).

(viii) Antibakteridln{ d&inky peptid@. Antibakteridlni Géinky
diastereomerd byly zkouseny ve sterilnich deskach s 96 otvory
(Nunc F?6 mikrotitradni desky) v konetnych objemech 100 pl. nédsle-
dovné:  Alikvotnd &asti (50 pl)  suspenze obsahujifci bakterie
v koncentraci 106 "jednotek tvorby kolonii" (Colony~Forming Units
CFUY /ml LB (Lauria broth) média byly dodény do 50 pl. vody nebo
66 4 spojeného normalniho lidského séra v FRS obsahuifciho peptid
ve 2-slo¥kovén  postupném Fedént. Utlum rdstu byl wrden mé&fenim
absorbance pri 492 nm automatickym &tecim pfistroiem mikrodesek

nasledovné po  inkubaci trvajicl 18
ad 20 hodin  pi teploté 37 0C.  Antibakteridlnd Ofinek byl vy-
Jadien jako minimdln{ dtlumovd koncentrace (MIC), koncentrace pii
kFterd byl pororovan 100 % Gtlum  rAstu po 18 a¥ 20 hodindch inku-
bace.  Byly poudity ndsledujfct bakteries Fscherichia coli D21,
Feudomonas  aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter calcoaceticus
Acll,  Salmonella Cyphimarivm T2, Bacillus megaterium  Bmil,
Micrococcus luteus ATCC 9341, Bacillus subtilis ATCC &051.

(ix) Hemolyza lidskych “ervenych krevnich bunék. Byly testovany
hemolytické G&inky peptid@ va#i lidskym Eervenym krevnim budkam
(hREC). Cerstvd hREC & EOTA byla %  krat promyta s FBS (35 mM
fosfatového tlumivého roztoku/0,15 M NaCl, pH 7,3) centrifugact
trvajict 10 minut v 800 g a opét suspendovédna v FES. Feptidy
rozpustené v FES byly ndslednd dodény do 50 pl. roztoku uskladnéné
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hREC v FBS, ¢&im¥ se ziskal kone#ny objem 100 uL (kone&na
koncentrace erytrocytd, & %4 v/v). Vyslednd suspenze byla po dobu
20 minut podrobena inkubaci pti  promichdvéani a teplot® 37 OC.
Vzorky byly nasledn® po dobu 10 minut podrobeny centrifugaci
v mnofstvi 800 g. Uvolnén{ hemoglobinu bylo monitorovéano m&Fenim
absorbance povrchové aktivnl latky pFi 540 nm. Eontrolni hodnoty
pro O 4 hemolyzy (prézdnd) a 100 % hemolyzy byly ziskdny z hREC
suspendovand v FBS a Tritonu 1 %, jednotlivé.

(%) Zviditeln&nl v1ivA peptid@ na bakterie pou¥itim elektronové
mikroskopie. Vzorky obsahuifci £, coli (106 CFU/ml) v LE médiu
byly po dobu 16 hodin podrobeny inkubaci s r@znymi peptidy v je-
Jich MIC, jedno zfed&ni bylo ni¥$( ne¥ MIC, a ndslednd® centrifu-
govany po dobu 10 minut v 3000 g. Feletky byly op#t suspendovany
a kapka obsahuifcl bakterie byla umist®na na m*{¥ povrchové upra-
venou  uwhlfikem, kterd byla ndsledn® negativné zharvena 2 Y
kyselinouw  fosfowolframovou (FTA),  pH &,8. ME(%ky by ly zkoudeny
pouditim JEOL JEM 100B elektronového mikroskopu.

(i) Prachod membrany vyvolany peptidy. Frostupnost membrany byla
odhadnuta  prostfednictvim  analyzy difuzniho potencidlu  (Loew
a spol., 198%5 Sims a spol., 1974) podle popisu  uvedendho vy #e
(Bhai a spol., 1991). Pro b&¥nou zkoudku ve sklenénd trubici by ly
4 pl suspenze liposom® (kone¢nd fosfolipidovd koncentrace =0 WM
v EF tlumivem  roztoku (50 mM Kp80z, 25 oM HEFES-80,~2, pH &, 8)
elfedény v 1oml izotonického K+ volného tlumivého rozxtoku (50 mfvl
N 60a, 25 oM HEFES-S04-2, pH 6,8), ndslednd bylo doddno
fluorescentnd potencidlové-senzitivni barvive dig- Co =%, Valinomy-
cin (1wl 10-7 M) byl dodén do suspenze tak, aby uvnit¥ verikul
pomalu  vznikal negativni  difuzni  potencidl, ktery zplsobuje
prudkeé ochlazovani barvivoveé fluorescence. Jakmile byla
fluorescence stabilizovana, co¥ trvalo 3 a¥ 10 minut, byly dodény
peptidy. Nisledny rozptyl difuzniho potencidlu odra¥eny zvydenim
fluorescence byl monitorovan na Perkin Elmer LS~50E spektro-

fluorometru 8 excitafnim zarfizenim upravenym na 620 nm,
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vyzatovanim pfi 670 nm a prirdstkem upravenym na 100 Z%.
Frocenticky podil normalizace fluorencence Fy byl definovan

taktos

Fe, = (I¢ - To /7 T¢ =~ Io) » 100

kde Is = pAvodni fluorescence, I¢ = celkovd fluorescence

fluorescence

pozorovana  pred dodanim  valinomycinu a Iy,
pozorovana po dodéni peptidu v fase t.

(#ii) Vaxby peptidd b vezxikulam., T jemne pAsoben (
COI-VE28, T17 k2 -mellitinu & verikulami obsahujicimi zwitte-
riontové (FC) nebo negativnéd nabité fosfolipidy (FPC/FS) bylo cha-
rakterizovano mé&fenim zmén  intenzity vyzarfovan? intrinsického
tryptofanu  peptidu pfi SOV titratnich zkouskdch. Btruénéd, SUV
byly pri  teploté 24 0C dodany do stédlého mno¥stvi peptidu (0,5
WMDY rozpusténdho v o tlumivém roztoku  obsahuifcim 50 oM Nas S04, 2%
mM HEFES-G04~2, pH 6,8. 1-cm optické déllky kPfemenné kyvety, kterd
obsahovala konedny reakénd objem 2 ml, byly poufity ve véech
zhouskach.  Intenzita fluorescence byla mé&Fena jako funkce mo-
Larn{ho FEImes L Lipidu/peptidu (4 ool lend 2hously ) &
Ferkin-Elmer LS-5 Spektrofluorometru s excitac! upravenou na 280
nmopouditim % nm ozdfesu a  vyzafovanim upravenym na 540 nm pouXi-
tim 2,3 nm zédfexu. Izotermy vazeb byly analyzovany jako &astednd

Foaviovaha pouditim ndsleduifciho veorce:

kde X je definovano jako moldrn! pomér védzaného peptidu (Cw)
kocelkovému  lipidu (CL), ke odpovidéd rozd&lovacimu koeficientu
a Gy predstavuie rovnovédfnou koncentraci volného peptidu v rozto-
ku. Fraktickym déelovym predpokladem bylo, ¥e peptidy byly p@-
vodne rozdélovany pouze na vnéj&{ vrstvé (60 %) SUV. Odtud tedy

rozdélovaci rovnice:
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Xp* = Ep¥* C¢

kde Xeu* je definovdno jako molarni pom@r vdzaného peptidu na 60 7
celkového lipidu a Ke¥* je  odhadnutd povrchové rozdeélovact
konstanta. Krivka vychdzi z ndkresu Xp* oproti volnému peptidu,
Cs je oznateno jako bé¥nd izoterma vazby.

(%iii) Zkoudky atlumu  (rychlého chlazen() tryptofanu. Tryptofan,
Etery je citlivy na své prostred{, byl poufit v pfechazejicich
metoddch v kombinaci s bromovanymi fosfolipidy (Br-FC) & cflem
ziistit rozmisténd peptidd v membran® (Bolen a Holloway, 19903 e
Kroon a spol., 19900, Br-PC  pouXité jako tlumict (ochlazovact)
latka fluorescence tryptofanu Jjsouw vhodné pro zkousku absorpoe
peptidd v membrand, jeliko¥ tyto plsobl pfi kratké vzdadlenosti
a drasticky neporudujl membranu. Mellitin a Jjeho diastereomer,
jednotlivé obsahuifcd jeden tryptofanovy zhytek, byly dodéany (ko-
netnd koncentrace 0,5 M) do 2 ml  tlumivého roztoku (50 mM
Nap 504, 25 mM  HEFES-504~2, pH  4,8) obsahujfciho 20 pl (50 pM)
Br-FC/FS (1ol w/w) SUV,  takto upravuifcl pomér lipildu/peptidu na
1001, Fo 2 minutdch inkubace prl pokojové teploté bylo zazname-
nano  emisni  spektrum  tryptofanuy  pouditim Perkin-elmer LH-50H
Spektrofluorometru s excitac] stabilizovanow na 280 nm (8 nm za-
Fez). Byly poudity SUV tvorend FC/FS (Lil w/w), které obsahovaly
250 bwd b, 7-Br-FC nebo 9, 10-BrRC nebo L1, 1E2-RBe-FO. Fro kaddy
peptid byly provedeny tFi oddélend  zkousky. Vo kontrolnifch

rlhowskach byly poufity RPC/FS (1ol w/w) SUV ber Be-FC.

Prehled obrazk@ na vykresech

Obrdzek 1 znédzorfuje cyklicky dichroismus (CI) spektra amino-
ethylaminopardaxinu (TApar)-ndvozeného peptidu. Spektra byla
zachycena pri koncentraci peptidu 0,8 a¥ 2,0 x 1078 M v 40 %

o,

2,2, 2-trifluoroethanolu (TFE) /vodé. Symboly: TApar (T

.
L XX

e
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LOIF? -TApar (ewwunls [DILi8Li9-TApar(™ ) a [DIF7L18L 19~
~TApar(. _..)}
Obrazek 2 zndzortuje reakéni kéivky hemolytickych Gé€inkd podle
dadvkovani TOpar-odvozenych peptidd@ v lidskych éervenych krevnich
bufikédch (hREC). FF{loha znadzorfuje vysledky testd pFi nizkych
koncentracich., Symboly: plné &tverce, melliting plné trojdhelni-
kY, TApars plne kruhy, COIF7 ~TApary prazdne kruhy ,
COILA8LAT=TApary prazdné  Etverce, [DIP7LIELIS~-TAparsy prazdne
trojuhelniky, dermaseptin.
Obrdzek 30-R sndzorduje maximdlnid rozptyl difuzniho potencidlu ve
vezikule vyvolany TApar-odvozenymi peptidy. Peptidy byly dodany
do  irotonického kE+  volného tlumivého roztoku obsahujfciho malé
jednotné lamelarni verikuly (SUV) glofend o vajetného
fosfatidyleholin/fosfatidylserinu (FC/FS) (obrazek 3Q) nebo FC
(obrazek 3IB), prfedem vyvadenéd fluorescendnim barvivem dif-—Cp-3
a valinomycinem., Normalizace fluorescence byla méfena 10 ad &0
minut  po promichand peptidu s vezikulami. Symboly: plné troj-
Ghelniky, ThApary plnea Eruhy, [OIF7-THApars prazdné  kruhy,
COILABLAY-TApars prazdné dtverce, [DIF7LABLAIY-TApar:
Obrdzek 40-C ndzorfuje elektronové mikrografy negativneé zbarve-
nych E.coll  bunék neogetfenyech  (obrdzelk  460) nebo odetfenych
FOIFE7 ALY -Thpar v koncentracich ni¥éich ned minimdlnd dtlumovéd
koncentrace (MIC) (48) nebo v MIC koncentracfich (40)3
Obrazek 5  andzorfuje CO spektra mellitinu a mellitin-odvozenych
diastereomerd. Spektra byla zachycena prl koncentraci pepticdu 0,8
af 2,0 w o lo-E oM 40 TFE/voda.,  Symboly:s mellitin, 77 )y
FOT-~VE-8 T17 p24-mellitin, (o « o« « W03 [DI-VE8, 137 k24 -melli~
Lin=-CO0H, (= = = = =)
Obrazelk 6 znazortuje reakéni k¥ivky hemolytickych G&inkd podle
davkovani mellitin odvozenych diastereomer v hRBC. Symboly: plné
kruhy, mellitin, prdzdné kruhy, [DI1-VE-8 117 k2i-mellitin-COOH;
plne trojohelniky, [DI1-VE-8,117 E2i-melliting

Obrazek LA Znazorfuje elektronove mikrografy negativné
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zbarvenych E. coli neofetrenych (obrazek 7A) nebo ofetfenych
[Q1-VE 8,117 K21i-mellitin v koncentraci ni¥s{ ne¥ MIC (7B) nebo
MIC koncentraci (7003
Obrézek B8A-R zndzorfuie maximdlni rozptyl difuezniho potencialu ve
verikuldch vyvolany mellitinem a mellitin-odvozenymi diaste-
reomery. Feptidy hyly dodény do izotonického Ef tlumivého roztoka
obsahujfciho SUV slo¥*ené z FC  (8A) nebo FC/FS (B8E), pledem vyva-
Yand fluorescentnim barvivem di8-Co~% a valinomycinem. Normaliza-
ce fluorescence byla m&Fena 10 a¥ 20 minut po promichani peptidQ
g verikulami. Symboly: plné keuhy, melliting plné trojahelniky,
(O]=-VE8, 717 k23 -mealliting
Obrazek QB anazorfu e 2vysend fluorescence
[OI-VE 8 147 kRi-mellitinu (0,5 pM celkové koncentrace) po titra-
cios PC/FS  vezikulami  (plné  trojahelnfky) nebo FC vezikulami
(prdzdné trojoahelniky), s excitaéni vinovou délkouw sestavenou na
280 nm o a vyzarovanim pri 340 nm. Fokus byl proveden pfi 25 00
v 50 mM Nap&0a, 25 mM  HEFES-S04=%, pH 6,8 (obrazek 94)3 a na-
varnouw isotermu odvorenouw @ obrdszku 90 ndkresem Xp¥* (moldrnl po-
mér  vazaného peptidu na &0 % lipiduw) oproti G (rovnova¥na
koncentrace volného peptidu v roztokw) (obrdxek 98D
Obrdzek 100~B sndzorfuje rychlé ochlazenl tryptofanu senzitiviniho
na  prostfedl  bromovanymi  fosfolipidy. Mellitin (obrdzek 106)
a [DI=-VE8 117, p2l-mallitin (10B) byl dodén do atlumoveho rozxto-
kuw o obsahuwifciho FC/ARS (el w/w)  SUV. UV obsahovalo 250 74 bl
by 7=Br-Fo (o e nebo 9, 10-Be-Fo (- - - =) nebo 11, 12-Br-F(C
(o v w o wdw Po 2 minutdeh inkubace bylo raznamendno spekterum vy-
zatovani tryptofanu pou¥itim spektrofluorometru s vymezenim exci-
tace pri 280 nm. Fro porovodnd bylo pou¥ito  PC/PS (1il w/w) SUY
bez Br-FC (T 7),
Obrdzek 11 zndzorfuje viiv hydrofobnosti Leu/lys diastereomerd na
RF-HFL.C retenéni dobu.
Obrdzek 12 zndzortuje reakénd kéivku hemolytickych Géink@ podle

davkovani Leu/lys diastereomerQ v hREC. FF{loha zndzortuje

.e e
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vysledky testd v nizkych koncentracich. Symboly: prazdne Ctverce,
melliting plné ctverce, (O]~ 22418210~k g3 plneé kruhy,
[OI-L22428210~k|l gy prazdne trojuhelniky, [D]1-L*2418210~fke] 53
plné trojuhelniky, [DI1-L3*24:8910-ky, .

Obrézek 13A-FB zndrzorduje maximdlni rozptyl difuznibo potencialu
ve vezikulach vyvolany Leu/lys diastereomery. Feptidy byly dodany
do izotonického k+  volného tlumivého roztoku obsahujfciho &UV
slo¥end = PC  (obrdzek 12A) nebo PE/FG (13R), prfedem  vyvadend
fluorescen®nim barvivem di&%-Ce~% a valinomycinem. Normalizace
fluorescence byla méfena 2 a¥ 10 minut po promfchant peptidd
g verikulami. Symboly: plné Etverce, [DI1-L324:8210-lx|ey plneé
kruhy , COT-l3F 4280 00— |la] oy Pplné trojuhelniky,
[O]=LF 24280 10wk vy EF{¥kované kruhy, [DI-LF24289210-ky e,

Obrdzek 14A-H zndzorduje elektronové mikrografy negativné zbarve-
nych E. coli neodetfenych a ofetfenych rdznymi Leuw/lys diaste-
reomery v 80 4 jejich MIC. Obrdzek 146, kontrolnfy obrazek 148,
E. coli ofetfend s [DI-LE 24908210kl ey  obrazek 140, &, coll
ofetrfend o [D1-L¥F24800wkylay  obrdzek 140, &. coli ofetfene
g LOI-L3 24280 10|y obrazek 14k, . coll of%etrend
g [T -LE 42800 0mlln| ey obrdrek 14F, kontrolnfy obrazek 1406, E.
coll oSetfend ¢ [DI1-L¥428210~,] 0y obrdzek 14H, E. coll ofetfené

[T g% 0418020k Ly,

Priklady provedeni vvndlezu

Ftfk lad 1o~ Syntérza a biologickd Gfinky diastereomerd odvozenyoh

2 pardaxinu

Lol Syntéza. Fro zkousku funkce o-~helikdlni struktury polyka-
tiontového cytolysinu pfi jeho cytotoxicit® na savEél  bufiky
a bakterie byla syntetizovana fada peptidd odvozenych od pardaxi-
nu podle popisu odstave@ (ii) a (iii) metod zkousek, byla cha-

rakterizovana Jjejich struktura, hemolytické Gfinky na hREC,
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antibakteridlni G#inky a vliv na morfologii bakterie.

Fardaxin (par) je 33-mer peptidem s nasledujfci posloupnosti:
Gly-Fhe-Fhe-Ala-Leu-Ile-Fro-Lys~Ile~Ile-Ser-Ser-Fro-Leu-Fhe-lys-
~Thr-Leu-Leu-Ser-Ala~-Val-Gly-Ser-Ala~Leu-Ser-Ser-Ser-Gly-Gly-Gln-
~Glu

Modifikace molekuly pardaxinu s cilem zavést pozitivni ndboj byla
provedena bud zrufenim kyselé C-koncovée Jjednotky pardaxinu nebo
preménou kyselé C-koncové jednotky pardaxinu nebo jeho fragmentu
na pozitivni reakec! obou  karboxylovych skupin  Glu  zhythku
C-koncovée  jednotky s ethylendiaminem (TA)  a/nebo dodanim pozi-
tivn® nabitych amino kyselinovych zbytkd, takovych jako Lys,
E N-koncové jednotce diastereomerd pardaxinu, ve kterych N-helix
a/nebo C-helix byly prem&nény bud zéaménouw zbytkuw Pro na 7 pozici
Tapar nebo fragmentu pardaxinu  za D-Pro  (zde oznatované jako
COF7) nebo dvou  Lew zbytk@ na pozicich 18 a 19 TApar nebo
fragmenty  pardaxinu za D-Lew (zde oznatované jako CDILA8LAT),
nebn spolednou zaménouw téchto dvow (zde oznatiovand [DNF7LA8LLT ),
D-amino kyseliny byly zavedeny do stPfedu N- & C- helixd.
Nasledujfcl diasteresomery odvozend z pardaxinug byly shledany jako
nehemolytické, projevuifced selektivnl cytolytickdé Qlinky (tudne
a podtr¥end uvedend zbytky jsou D-amino kyseliny). Feptidy byly
prnateny v o textu tudnymi ¢islicemi.

1. [DIF7LABLAY-ThApar & posloupnosts
Gly=Fhe-Fhe-A1a-Lea-1le-Prg-lLys-1le-1le~Sar-Ser-Fro-Leu-Fhe-Ly -
=Thr-Leu-Leu~Ser-ala-Val-0ly-Sar-Ala~-lLeu-Ber-ber-Ser-Gly-Gly-

---- GEr=Glue CNH=Clg =Gl =N ) o

2. [DAF7LA8L19 [ a¥ 221-Thpar s posloupnost(s
Gly~Fhe-Fhe-Ala~Leu~]le-Pro-Lys-Ile-1le-Sar-Sar-Fro-Leu-Fhe-Ly s
~Thr-Leu-Leu-Ser-Ala-Val- (NH-CHz ~CHa ~NHz )2

. [DIFP7LA8LA9 01 af 22]1-par s posloupnosti
Gly=-Fhe-Fhe-Ala-Leu~I1le~-Pro-Lys-Ile~Ile-Ser-Ser-Fro-Leu-Fhe-lLys-
~Thr-Leu-Ley-Ser-Ala-Val
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4. EALDIF7LA8L19[1 a¥ 22]1-TApar s posloupnosti:
Lys-Gly-Fhe-Fhe-Ala-Leu-Ile-Pro-Lys—Ile-I]le-Ser-Ser-Fro-Leu-Fhe-
~Lys-Thr-Leu-Leuy-Ser-Ala-Val-(NH-CHz —CHz ~NHz )2

S. EARRLDIF7LABLAY [] a¥ 221-TApar s posloupnostil:
Lys~Lys-Gly-Fhe-Fhe-Ala-Leu~Ile-Pro-lLys-Ile~Ile-Ser-Ser-Fro-Leu-
~Fha-Lys-Thr-Leu-Leu-Sar-Ala-Val - (NH-CHz ~CHa ~NHz2 ) 2

. EARZLDOIF7LA8LAYTL a¥ 281-par s posloupnosti:
Lys=Lys~Gly-Fhe-Fhe~-Ala~-Leu-1le-Pro-l.ys-1le-Ile-Ser-Ser—-Fro-Leu-
~Fhe-Lys-Thr-Leu-Leu-bHer-Ala-Val

7. LOIF7-01 a¥ 111-TApar s posloupnost:
Gly-Fhe-Fhe-Ala~Leu-1le~-Pro-lys—-1le~Ile-Ser~NH-CHa ~CHa ~NHz

Byly syntetizovany ndsledujfc{ derivadty pardaxinu, ktere byly
shledany Jjako hemolyticky aktivni, co¥ Je ukdzdno v tabulce 1
uvedend dale v textu.

8. TApar

2. [RIFVE-TApar

10. [DILELAS-TApar

11, [IVIF7 1A% -TApar

12, [DIF7~TApar

13. [OIF?7 ~par

14, [DNLABLAS~-TApar

15. [DILABLAY —~par

16. [DIF7[ 18[9 —par

17. CIF7 L1 a¥ 221-Tapar

Lo Urdent sekundarni  (odvozend) struktury  peptidd. Sekunddarni
gtiruktury  peptidd 1, 8, 12, 14 byly ohodnoceny 2 jeiich G
spekter v 40 % TFE, rozpoustédle kterd silnéd podporovalo
x-helikdnl strukture, podle popisa metod rkouselk, odstavec (vii),
a v FBS (35 mM fosfdtového tlumivého roztokuw/0,15 ™M NaCl, pH
7,0).

Cll spektra diastereomerd odvozenych 7  pardaxinu jsou znazornény
na obrazkw 1, na kterém (81 (), [121 (vewu), [141 (=———— )

a1l (=o~v=o=). Dramaticky pokles e~-helivového obsahu peptidd je
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podle ofekdvadni pozorovan u peptidd@ s vy&&im obsahem [-amino ky-
selin, co¥ se odrd¥l minimdlnimi hodnotami v 208 a ZE22 nm v 40
n TFE.
Byl pozorovan vice jak 90 % pokles c-helixového obsahu mezi
peptidy 8 (TApar) (50 % w~helix) a 1 (L[DIF7LA8LAT-TApar) (4 %).
Obsahy w~helixd peptidd@ 12 (CDIF7-TApar) a 14 (CDILL8LA9-TApar)
byly 25 % a 15 %, jednotlivé. M&lo by byt poznamenano, ¥e prolin
na pozici 7 neravad{ do struktury ohyb, ale spide se podil{ na
vytvaren!i N-helixu, co¥ je Faimé  podle NMR  spektroskopie
(Zagorski a spol., 1991). Fardaxin v FBS dal nizkou hodnotu ~1d
4 w~-helixového obsahu, zatimco véechny analogy s D-amino kyseli-
novymi  zhytky projevovaly velmi malé znaky, které nemohly byt
prisurovany specifickym strukturdm (Qdaje nejsou uvedeny).
Lo% Hemolytické a antibakteridlnd déinky. Feptidy 1 a¥ 17 odvozre-
né  od pardaxinu byly nasledn® skouseny pro  jejich hemolyticke
Aeinky proti vysoce senzitivodm  lidskym erytrocytQm a pro jejich
vysoké adinky potlatent rdstu rozdilnych druhd bakterif podle po-
pisu metod skouwdek, odstavec (1x)  a (xviii), jednotliveé. V do-
datkuw, coytotoxicky viéely Jed mellitin, antibakterialn{ peptid
dermaseptin & a antibioticky tetracyklin byly pouwdity Jako
kontrolnt latky.
Na obrdzku 2 je zndzornéna  kfiveka hemolytickych aéinkd peptidd
1, 8, 12, 14, Ukaruje se, ¥ D-amino kyseliny inkorporovand do
Tapar dramaticky snifuil jeho hemolytické adinky, kterdé koreluil
s 2bratow  o-helixovéeho obsahu odpovidaifofoh  analogd. Fepticd 8
TApar s nejvy$Sim obsahem oe-helixd@ je nejvice hemolyticky, za-
timeo peptid | [DIF7LABLA9-TApar & nejnifdim obsahem «-helixd je
prakbticky zbaven hemolytickych Géink@ a¥ do maximdlni testované
koncentrace (50 pM). Neschopnost lyzovat RBOC je charakteristicka
pro vetfinu prirozend vznikajicich antibakteridlnich peptidd, ta-
kovych jako dermaseptin (podivejte se na obrdzek 2), magainin
a cekropin.

Tabulka 1 ukazuje hodnoty MIC (v pM) peptidd 1 a¥ 17 pro



L] LRJ L] LX

e [} . LI ]

. oo . . (X}

- L o & o LN 1 L 4
s ® . . e e .
oo e .o o

e

]

predlofenéd druhy testovanych bakterii, které zahrnujl dva
gramnegativni druhy, Escherichia coll a Acinetobacter
calcoaceticus a dva grampozitivni druhy, Bacillus megaterium
a Bacillus subtilis, a také % hemolyzy pro 50 pM peptidd. Tabulka
-

2 ukazuje hodnoty MIC (v pM) peptid@ 1, 8, 12, 14 a mellitinu,

dermaseptinue & a tetracyklinu pro nékterd druhy bakterif. Udaje

afinkd diastereomerickych analog® 1 a¥ 7, i tyto analogy
ponechavail vét&inu silnych antibakteridlnich G¢inkd plvodniho
peptidu  pardaxinw, ktery Je porovnatelny se zndmymi pffirodnimi

antibakteridlnimi peptidy.
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1.4 Destabilizace membrany vyvoland peptidy odvozenymi = pardaxi-
nu. B&¥né doposud studované vlastnosti véech «-helikalnich, pozi-
tivné nabitych, prirodn®& vzniklych antibakteridlnich peptid@ vy-
jadfuif jejich schopnosti vzdjemnéd pdsobit na a pronikat nega-
tivn® nabité fosfolipidy lépe ne¥ zwitteriontové fosfolipidy.
VUyznam téchto objevd pro jejich biologické cilové membrany byl
prisuzovan skutednosti, %e povrch bakterif obsahuje lipopoly-
sacharidy (LF&, v gramnegativnich bakterifch) a polysacharidy
(kyseliny teichoové, v grampozitivnich bakterifch), oba tyto jsou
kyseld, zatimco normdlnl savé{ butky (napf. erytrocyty) obsahuiil
prava*nd na jejich vnitfnich vrstvach zwitteriontové fosfolipido-
véh FC. Rozptyl difuzniho potencidlu uréuwjificiho schopnosti peptidd
pronikat membranami obou FC a FC/FS  fosfolipidovych vezikul
(pripravenych podle metod zkoudek, odstavec v) byl zkouden podle
popisu v metod zkouselk, odstavec xi. Na obrdzku 3 jsou znazornény
vweledky ziskand @  peptidd 1, 8, 12, 14, kterdéd ukazujfl, e
[-amino  kyseliny inkorporovand oo  pardaxinue nijak  podstatne
naovliiviuwi{ schopnost peptidd  pronikat fosfolipidovymi membrana-
mi. Avéak, peptid 1, diastersomer, ktery jediny je zbaven hemoly-
tickyeh Géinkd a ktery si rachovand svoje antibakteridlnl alinky,
pronika negativng nabité fosfolipidy podstatné  lépe ne¥ switte-
riontovée fosfolipidy. Tento diastereomer pdsobl podobné jako pff-
rodnt antibakteridlnd peptidy i presto, ¥e je xbaven w-helikdlni
struktury. Ztrdata podstatnych prechodnyech  Géinkd peptidd 12 a 14
by mohla byt vysvétlena skutetnosti, ¥e oba tyto peptidy majfl jak
Fterd je dostatednd pro podporu silné vazby na  oba typy vezikul
prostrednictvim hydrofobniho vzajemného pdsobend.

1.5 Zviditelnéni lyzy bakteri{ pou¥itim elektronové mikroskopie.
Viiv peptidd odvozenych od pardaxinu na morfologii necofetfenych
a ofetfenych bakterif byl zviditeln&n pouXitim negativni barevne
elektronové mikroskopie podle popisu metod zkoudek, odstavec xix.

Feptidy byly aplikovany na bakterie v hodnotéch jejich MIC nebo



. L] L X ] LR

s o . L] e L] ]
. LX) [ (] oe .
. o * o o LN . s
e e . L] . e .

eee oo .o LX)

40
ni*%ich pti stejnych podminkdch, které byly poudity pro anti-
bakteridlni zkoufku (podiveite se na pfiklad 1.7 vy&el). Vzorky
byly vyimuty po 18 hodindch inkubace, ihned byly ustaleny
a testovany prechodovou elektronovou mikroskopif. Obrazek 4 uka-
TUje snimangé grafy ziskang & nehemolytickym analogem 1
[OIF7LA81 4% -TApar jako pfiklad. Bylo shledano, ¥e pti MIC peptid
1 lyzoval bakterie =zcela a pozorovany mohly byt pouze male
fragmenty (obrdzek 4C). Avéak pri  koncentraci ni¥é{ ne¥ MIC byly
pozarovany stopy na bakteridlni hradbé& (obrazek 4B). Tyto stopy

by mohly indikovat plvodni krok zahrnuty v oprocesy lyey.

Friklad 2 - Syntéza a biologické Gfinky diastereomerd advozenych

oo mellitinu

Sl byntéza. @tyﬁi diastereomery mellitinu byly syntetizovany
g cl{lem provést dald( zkousky funkce o-helikdédlnf struktury cyto-
lysind pfi jejich cytotoxickd reakel proti saviéim bufkam a bakte-
Film oa  také pro vétsl  porozuméni  mechanismu skryvaifcim se pod
témito reakcemi.

Mellitin je 26-mer peptidu s posloupnostis

Modifikace molekuly mellitinu & cflem upravit pozitivni naboj by-
la  provedena preménod C-koncové  jednotky  mellitinu nebo jeho
fragmentd na  pozitivod  reakcl  karboxylové  skupiny  C-koncove
jadnotky s  ethylendiaminem v cdiastereomgrech mellitinu, ve kte-
Fyeh N-helix a C-helix byly prem@nény zaménénim dvou Val zbytkd
na porici % a 8 mellitinu, Ile zbhytkw na pozici 17 & Lys shythku
na pozici 21 za D-Val, D-Ile a D-Lys zbytky, jednotlivé (na tomto
mistd v textu LDI-VEVETLI7ER1),

Nasleduiici diastereomery odvozend z mellitinu byly shledany jako
nehemolytické, projevujic! selektivni cytolytické Géinky (tudna

a podtr¥*end oznafeni zbytkAd jsou [-amino kyseliny);:
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18. [D1-V=V8Ii7k2i-mel s posloupnosti:
Gly-Ile-Gly-Ala-¥al-Leu-Lys-V¥al-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Fro-Ala-Leu-
~Ile~-Ser-Trp-Ile-Lys~Arg-Lys=Arg-Gln-Gln—-NHz
19, [D1-VEVB 1724 -mel~C00H s posloupnostl:
GlymI1e~Gly-ﬁla—yal-Leu~Ly%*Mal*Leu~Thr—Thr“G1y"Leumpro~Qla~L@uw
~11le~8aer-Trp-1le-Lys-Arg-Lys-Arg-Gln-G1n-CO00H
20. [DI-VEY8[17k2i~[1 a¥% 22]1-TAmel s posloupnostis
Gly-Ile-Gly-Ala-VYal~Leu-Lys-¥al-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Fro-Ala-Leu-lle-
~Bar-Trp~11le-Lys-Arg=NH-CHg ~CHz ~NHz
21, [D1-VEVB TL7ERL-[4 a¥ 221-Tamel s posloupnostis
Ala~-VYal-Leu-Lys-Val-Leu-Thr=Thr-G1ly-Leu-Fro-Ala-lLeu-Ile-Ser-Trp-Ilea-
Ly g-Ar g=NH-CHg ~CHa ~NHz
Feptidy 18 a¥ 21 byly naslednd charakterizovany s ohledem na je-
jich struktury, biologickouw funkeci a vzdjemné plsobeni proti
hakteriim a membranovée modely slo¥end bud ze zwitteriontovych
nebo negativng nabitych fosfolipidd.
2.7 L0 spektroskopie. FRozsah e~helikdlnd  struktury peptidd 18
a 19 byl urden @ jejich CO spekter v 40 72 TFE, rozpoudtédle silné
podporuifcim  w~helikdln{ strukturu.  o-helikdlnd  obsah diaste-
reonerd byl podle otekdvéand mnohem ni¥& (B0 7 pokles) ned o me-
Llitinu, urteno podle odrazu minimalnich hodnot v 208 nm a 220 nm
(Obrarek %), Obsah o-helis@ mellitinu byl 72 4 v porovnant s 19
%oa 7 % obsabhem v jeho diastersomerech 18 a 19, jednotlivé.
S0E Antibakteridlng a hemolytickdé afinky diastereomerd mellitinu
18 a¥ 21, Byly zkoumdany hemolytickdé Gfinky pepticdd 18 a¥ 21 proti
MREC a jejich tlumovée adfinky proti rastu rdznyeh deahd bakterif.
Antibioticky tetracyklin slou¥il v antibakteridlnf zkousce jako
kontrolni latka., Byla ziskéna reakéni kefivka hemolytickych QéinkQ
v zavislosti na davkovan! peptid@ (obrazek 6). Tabulka I zna-
zorfuje hodnoty MIC pro predlofené druhy testovanych bakterif.
MA%e byt pozorovano, %*e inkorporace D-amino kyselin do mellitinu
dramaticky sni¥*uje jeho hemolytické (&inky, co¥ odpovidd ztraté

g~helikalniho phsahu u odpovidaiicich analogd. Mallitin
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5 nejvy&&im w«-helikdlnim obsahem byl nejvice hemolyticky a¥ do
maximaln{ testované koncentrace (50 pM), zatimco peptidy 18 a 19
s nejni¥*&im s~helikadlnim obsahem byly prakticky zbaveny hemoly -
tickych G&inkd. Avéak, navzdory drastickému snifeni hemolytickych
aéink@ u diastereomer@ mellitinu 18 a 19, oba tyto diastereomery
si uchovavaly vét&inu silnych antibakteridlnich Gdinkd pavodniho
peptidu. Ddle, antibakteridlni Géinky peptidu 19 byly pouze mirne
ni%&({ ned peptidu 18, co¥ ukazovalo, #e amidova skupina na
C-koncové jednotce mellitinu neptispivd nikterak vyznamn& k anti-
bakteridlnim Gfinkém. Opaén® Jje znéamo, $e cekropin s volnou
karboxylovou C-koncovou jednotkou mél vyrazné ni¥&{ antibakte-
ridlingd  afinky ne¥ pfirodniho cekropin s amidovanow  C-koncovoul

jednotkow (Li a spol., 19288).
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2.4 Studie bakteridlni lyzy elektronovou mikroskopii. Vliv pepti-
du 18 na morfologii neofetfenych a ofettfenych bakterifch byl zvi-
diteln&n pou*itim prechodové elektronové mikroskopie. Fodle uka-
ek na obrdzku 7 zplsobil peptid 18 v MIC celkovou lyzu bakterif
(obrazek 7C). AvEak, pri koncentracich ni¥&fch ne¥ MIC byly pozo-
rovany stopy bakteridlni stény (obrdzek 7H). Tyto stopy by mohly
predstavovat pAvodnil krok lytického procesu.

2,5 ITpfsob vidjemného plsobent s fosfolipidovymi membrénami. Fro-
to¥e biologické utinky peptid® 18 a 19 byly podobné, byla po-
Fovhavana pouze forma veajemného plsobent peptidu 18 a madelovych
fosfolipidovych membrdn s formou plsobent mellitinu s cflem
objasnit podstatu  pozorovand membranové selektivity. Za timto
Ntelem byla méFena schopnost peptidd rozptylit difusni potencial
vytvoreny jak v FC a PC/PS vezikuléch, dale byly urleny rozdélo-
vaci koeficienty peptidd u obouw typd vezikul a rozéitenl peptidd,
pokud jesow tyto vadzany k omembrdéndm.

@il

Frachod membranow  vyvolany  peptidy. Rdzne Loncentrace
mellitinu a peptidu 18 byly promfchavany s vezikulami, které byly
nejdrive ofetreny fluorescendnim barvivem diB~Co-3 a valinomy-
cinem. Kinetika obnovy fluorescence byla zachycena Casem a dale
byla stanovena maximalni Groved dosafend jako funkce koncentrace
peptidu. FPodle wkdzky na obrdzku 18, jak mellitin  tak i peptid
18 mély podobny viiv na  propustnost membran FC/FS veribkul ukazue

Jfefl, Yo inkorporace  Deamino  kyselin doo o mellitinn nikterak

nabité fosfolipidové (FS/FC)  membrany. Avéal, zatimco mellitin
byl vysoce aktivnf s PC vezikulami, diastereomer byl zcela zbaven
sehopnosti pronikat membrany FC overikul (a¥ do maximalni zkousendé
Loncentrace).

2.5%.2 Studie vazeb. Neschopnost diastereomeru 18 proniknout PC
verikuly se mQ¥e projevovat vehledem k jeho neschopnosti se vazat
na FC vezikuly, nebo alternativné se tento mdfe vazat na FC vezi-

kuly, ale jakmile je Jjednou varan nem@¥e se ddle vpravit do
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struktury a tim vyvolat proniknuti{ membranou. Studie vazeb byly
provedeny & cilem rozligit mezi témito dvéma mofnostmi. Sa-
mostatny Trp zbytek na pozici 19 peptidu 18 byl pouiit pro
vnit#ni fluorescenténi zkoudku sledujfci jehno vazby na FC a FC/FS
vezikuly. Ustdlena koncentrace (+ 0,5 pM) peptidu byla titrovana
s po¥adovanymi vezikulami (PC nebo FC/FS) a v pfipadé vazniku
varby bylo pozorovano zvy&eni v intenzity fluorescence. Nakresem
vyslednych zvy&en! intenzit fluorescence Trp jako funkce molarni-
ho poméru lipiduzpeptidu  venikly b&¥né vazebné kiivky (obrazek
98). Vazebnd krivka peptidu 18 na PFC/PS odhaluje, ¥e tem@r
viéechny molekuly peptidu byly vézény na vezikuly v malarnim pomé-
Fu lipiduspeptidu 10021, Avéak, pri zkousce s PC verzikulami neby-
lo pozorovano ¥adné ¢isté zvydeni fluorescence Trp, a to  ani
v pripadé maximalniho testovaneho moléarniho POmeru
lipidupeptidu, co¥ ukazovalo, ¥e peptid se na FC verikuly neva-

2

%o, lsotermy vazeb byly vytvoreny nakresem X¥p (molérni pom@r va-
vaného peptidu na 60 % celkového lipidw) oproti  Ces (rovnovaina
koncentrace volného peptidu v roztokw) (obrdzek SBR). Fovechove
rordélovac! koeficienty byly uréeny extrapolaci plvodnich smérnic
kriviy pro nulové Ce hodnoty. Hodnota odhadu povechového rozdélo-
vaciho koeficientu Kp¥* peptidu 18 byla 1,120,2 x 104 M-1 (ziskdno
e Ctyd méreni). Tato hodnota  Jje podobnd  hodnoté wvedene  pro
vazrby mellitinu kb fosfatidylglycerol/fosfatidylcholinu (4,520, 6

s 04 M) (R

sehiaschvili a Seelig, 19900,

Tvar vazebné isotermy peptidu md¥e poskytovat informace o wspofa-
dani peptidd v membrandch (Schwar: a spol., 1987). Isotermna va-
reh  peptidu 18 ma ohyb smérem dold naznadujfcl negativni
soutinnost. Mo¥né vysvétlen? této negativnl  soudinnosti je, fe
pri nizké koncentraci je peptid 18 vazany na PE/FC obohacen
negativnim ndbojem fosfolipidovych hlavnich skupin, porovnano
g Fdstednou rovnovdhou bez vlivu ndboje. V dodatku, peptid, podle
vazby na membranu, *astefn® neutralizuje negativni ndboj povrchu

membrany. Avak, jakmile je ndboj povrchu membrany neutralizovan,
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dal#{ vazba peptidu 18 neni snadnd, protofe dominantnim faktorem
se  stdva odpudivost podobnych nébojd. Podobné vysledky byly
zigkdany pri studifch vazby mellitinu k. negativn® nabitym
tnsfolipidovym membrandm (Ratenburg a spol., 19873 Beschiaschvili
a Seelig, 1990). Zajimavost{ je, nepodobné u mellitinu, Ltery se
silnd  va¥e také k FC verzikuldm (Kuchinka a Seelig, 1989), e
peptid 18 se na FC verikuly nevaie.

26 Thousky Gtlumu (ochlazeni) tryptofanu. Tryptofanovy zbytek,
prirodnd se vyskytuifc? v posloupnosti proteinu nebo peptidl,
nife sloudit jako intrinsickd sonda lokalizace peptidu  uvnit#
membrany. Mellitin obsahuje tryptofanovy zbytek na pozici 19
N-koncove strany C-helixu. U mellitinu i peptidu 18 bylo pozoro-
vano nejvétdt uwtlumend tryptofanové fluorescence & b, 7-Br-FC/FS
verikulami (obrézeak 10, Ni#esL atlum byl POZOFOVAN
g 9, 10-Er-FC/FS a neini®$l & 11, 12-Br-FC/FS. Tyto vysledky podle
vazrhby na verikuly ukazuif, %e peptidy byly rozmfstény v blirkosti
hlavnich skupin fosfolipidd.

Fefllag 5 - a hiologické Odfinky modelovych Lys/leu dia-

stereomerd

T Specifikace Lys/lLeu diastereomerd. Byly syntetizovano Hest
diastereomerd kratkyeh linedrnfch modelovyeh 12-mer peptidd tvo-
Fenyeh  rdzaymi o poméry  lysinu oa  leucinu s oflem (1) proverit
dostatefnost kriteria rovnovahy me:i hydrofobnost{ a Sistym posi-
tiviim ndboiem nerbytného pro selektivnd bakteridlnt lyzu a  (2)
sigkat prehled o mechanismu, ktery se shryva pod témito Glinky.
V oprvnil Fadé modelovyeh  Lys/lew 12-mer  peptid@ 22 a¥ 29, byla
jedna  tretina jejich posloupnosti tvorena O-amino kyselinovymi
shytky. Rozmisténl D-amino kyselin vytvotfené pro maximdlni rozru-
Sen | K-helikdlni gstruktury z@stavalo ve vEech peptidech
konstantni. D-amino kyseliny byly rozmistény v peptidu tak, aby

-

ponechdvaly pouze velmi kratké seky 1 a¥ 2 posloupnych L-amino
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kyselin. Byly syntetizovény nasledujici peptidy:
22, [[1=-L*:4+8:10-kzle s posloupnosti:
LyE”LEH“LEH:LEH“LGU"LEU“LY%“LEH”LEU'LEU”LEU"LYE“NHﬂ
23. [N1-L314:8210-kle a posloupnosti:
Ly5~Lequeu:Leu-LyamLeu4L@ungquya:Lgu~Leu~LyawNHg
24, [D]-L32418:10-kel v & posloupnostis
Lyﬁ*L@u~Leu;Leu*Lyng@UwLynggquyﬁ—Leu~Ly5“LgumLequy5~NHg
25, [D1-L34:8:10-ky e & posloupnostis
Lys-Lys-Leu-leu-Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Ly&-NHz
V druhé Fadé modelovych Lys/leu 18-mer peptidd 26 a¥ 27 byly dvé
tretiny Jjejich posloupnosti tvoreny D-amino kyselinovymi zbythky
umisténymi na presnych pozicich  L-amino kyselinovych zbytkQ
peptidd 27 a 24 nasledovné:

2h. [[1~EL 529212226970 00~kglg & posloupnosti:

Ve tret{ Fadd modelovych Lys/l.eu  peptidd  byly ayntetirovany

el =

bemer a He-mer diastereomery (peptid 2 a 29, jednotlive):
28, [D]-L2v4~lnlg & posloupnosti:

Lys-Leu~lau-Leu~Lau-Lys

29, l2rdrblinle & posloupnostls

31. Lys~Leu-Leu-Leu-lys-lLeu-Lys-Leu-l.ys-Leu-Leu-l.ys
32. Lys-Leu-Leu-leu-Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-l eu-Leu-l.ys
.9 Byntéra Lys/leu diastereomerd. FPeptidy byly syntetizovany
podle popisu metod zkoudel, odstavec (ii). Feptidy byly néasledne
charakterizovany  ohledem na Jjejich strukturw, biologickou
funkeci a vzdjemné pAsobeni s bakteriemi a modelovymi membranami

tvorfenymi B! zwitteriontovymi nebo negativné nabitymi

fosfolipidy.
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3.3 Hydrofobnost. Hydrofobnost a &isty pozitivni naboj peptidd
27 a¥ 2% jsou uvedeny v tabulce 4. Stredn! hodnoty hydrofobnosti
byly propotteny pou¥itim dohodnuté hodnoty stupnice hydrofobnosti
(Eisenberg a spol., 1984). F¥imd korelace byla podle ukazky na
obrdzku 11 shleddna mezi hydrofobnost!{ a d¢asem retence peptidQ,
tato naznafuje, %e struktura se nikterak vyznamngé nepod{ll na

celkovych hydrofobnich vzdijemnych vliivech se stacionarni fazi.

Tabulka 4

Mydrofobicita a ¢isty ndboj Leu/Lys diastereomerd

<

naboj Hydrofobicita

il
=
e

Oznateni peptidu )

ad + 4 0, 1d

.4 CO spektroskopie. Rozsah e-helikdlnl struktury diastereomerQ
27 a¥ 2% byl uréen z o jejich CD spekter v 40 %2 TFE. Fodle otekavéa-
nl, naslednd po inkorporaci D-amino  kyselin, nebyl ani w Jjednoho
v diasteresomerd pororovan $adny znalk, ktery by prokazoval ztratu
jakékoliv specifické sekunddrni struktury (Qdaje nejsou uvedeny ).
Fodle soufasnych vyzkumnych praci by mélo byt uvedeno, ¥e peptid
g posloupnost] toto¥nou s posloupnost! peptidu 2%, ktery je vsak
tvoren pouze lL-amino kyselinami, obsahuje pribli¥neg 40 7%
g-helikdln! struktury v methanolu a v IMPC vezikulach (Cornut
a spol., 1994).

7.5 Antibakteridlni a hemolytické Gdinky peptidd@ 22 a¥ 29. Byly

testovany hemolytické Gfinky peptid@ 22 a¥ 29 proti hREC. Reakén{
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krivka hemolytickych G&ink@ podle davkovani peptid@ 22 ad 20 je
rndzornéna na obrazku 12, ve kterém hemolytické Ofinky mellitinu
slou*ily jako kontrolni Gdaje. F¥imy vzdjemny vztah byl zjistén
mezi hydrofobnosti (tabulka 4) a hemolytickymi G&inky diaste-
reomerd. Feptid 22, [01-L3:4:8:10-kxle, ktery mad nejvy&&({ hydro-
fobnost, byl nejvice hemolytickym peptidem. Jeho hemolytickeé
aéinky jsou vdak v porovnani s mellitinem velmi nizke (360 krat
ni¥&{ adinky). Véechny dal&{ peptidy a¥ do maximdln{ testovane
koncentrace (100 pM) neprojevovaly vyrazné hemolytické adinky.
Hemolytické Géinky peptid@ 22 a¥ 29 jsou zndzornény v tabulce 9.
M&lo by byt uvedeno, #e atkoliv peptid 23, [D1-LF24:8210-llg,
neni  pri koncentracich rovnajfcich se 100 ndsobku koncentrace
po¥adované pro  vyraznouw hemolyzu  vyvolanow mellitinem hemoly-

ticky, jeho ucelend L-amino kyselinova forma projevila v ne-

malittinu (5 krdt nids0) (Cornut a spol., 1994).

Byly také provedeny testy antibakteridlnich Gdinkd peptidd 22 ad
29 proti predlofenym  deub@m bakterii, ve kterych tetracyklin,
dermaseptin & a melittin  slouXily jake kontrolnd latky. Vysledne
MIC jsou  wvedeny v tabulce 5. Udaje ukazuil, ¥& antibakteridlnf{
aFinky diastereomsrd 28 a¥ 2 byly modulovany rovnovahou meszi
hydrofobnost] a poritivid mabitymi amino kyselinami. Jak nejvice
hydrofobnt peptid 22 tak i nejvice hydrofilnd peptid 29 projevuil
neini¥Es  Grover  antibakteridlnich OCinkd  (tabulka ). Avéalk,
peptidy 2% a 24 projevovaly vysoké antibakteridlnf Qéinky proti
vitding  testovanych bakteri(, dfive wvedeny projevoval olrne
gilndidl Ofinky. Dale, ka¥dy peptid mél jednoznadné spektrum
antibakteridlnich a®ink@ a véechny byly Qéinné&j&é{ proti grampozi-
tivnim bakteriim ve srovnani s G&inky proti  gramnegativnim
hakteriim.

I.6 Synergické vlivy mezi tatracyklinem a Lys/Leu diastereomery
v séru. Fro zkoudky mo¥ného synergického vztahu mezi anti-

biotickym tetracyklinem a diastereomery byl tetracyklin testovan
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pFri 2-nasobném sériové Fedéni proti Fseudomonas aeruginosa (ATCC
2785%) za pritomnosti konstantni ekvimolarni koncentrace (1 M)
peptidu 24 [D1-L*+4+8:10-kely. Antibakteridlni Gfinky smesi byly
urteny podle popisu  metod zkoudek, odstavec (xii).

Synergicky vliv byl pozorovan mezi tetracyklinem a diastereomereamn
24, Tetracyklin projevoval malé &inky proti  F. aeruginosa.
Avéalk, jestli%e je tetracyklin smichan s 1 pM roztokem peptidu
=4, bylo pozorovano, ¥e koncentrace, kterd je 10 krat ni¥sf ne ¥
koncentrace po*adovand pro  lytické Géinky proti F. aeruginosa,
B krat vyduie arinky tetracyklinu (tabulka &). Moine vyavétlend
syneraicky vlivd je, %e peptid lehce naruduje bakterialnt Riacd b,
co¥ rvyduie rorlo¥ent tetracyklinu do  bakterif. Toto vysvétlent
je podpofeno studiemi elektronové mikroskopie, ktera ukazuwie, e
peptid 24, pri koncentraci ni¥%&{ ne¥ je jeho MIC, vyvola morfolo-
gické zmény v bakteridlni hradb® (obrazek 14). V dodathku, viiv
spoieného  lidského séra na  antibakteridlnl Odinky peptidu 24
a prirodniho  antibakteridlnfiho peptidu dermaseptinu  proti  #.
aeruginosa a £, ocoli byl shledén znaéné rozdflnym (tabulka &by
Tatimeo dermaseptin byl za pfitomnosti séra 8 a¥ 10 krat méne

aktivnd, peptid 24 si uchoval jeho antibakteridlnl adinky.
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Tabulka &

Mimimalnt atlumova koncentrace (pM)@ za pFitomnosti lidského séra

a synergické G&inky peptidu 24.

Minimalnt Gtlumovd koncentrace (pM)

Fooaeruginosa (ATCC-2785%) E. ocoll (D21)

Oznaden! peptidu 0 7% séra IR L séra O 7 séra IR L sera

24 10 10 7 7
Nermaseptin S N 200 é 50
Tek =0

Te+24 1 uM) é

“\

& Vysledky jsou  stéednimi hodnotami 2 nezdvislych pokusd, kaddy
proveden dvakrdt se standardnil odchylkow 20 Z.

BoTe - Tetracyklin

T.7  Feptidem vyvoland proniknuti membranou. Rdzné koncentrace
peptidd byly smichany & verikulami, kterdé byly nejdfive upraveny
fluorescentnim barvivem oi8-Co-%5 a valinomycinem. Byla zaznamena-
na  kinetika obnovy fluorescence, maximdlnl droved fluorescence
hyla urdena Jjako funkce koncentrace peptide  (obrazek 173,

PC/cholesterol verikuly (10:1) sloufily jako modelové fosfolipi-
dové  prostéedky vnéigl vrstvy erytrocytd (Verkleii a spol.,
1975y a PE/PG vezikuly (7¢3)  byly pou¥ity jako modely fosfolipi-
dového prostrfedku E. coli (Shaw, 1974). Ffimy vzdjemny vitah byl
7iid&tén mezi (¢inky peptidd, které pronikaj{ modelovymi fosfoli-

pidovymi membranami, a jejich lytickymi G&inky proti erytrocytdm
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a F. coli. Iwitteriontovymi fosfolipidovymi vezikulami pronikl
pouze hemolyticky peptid 22. Dale, schopnost peptidd pronikat
FE/FG  verzikulami byla ve vzdjemném vztahu s antibakterialnimi
Géinky peptid@ proti £. coli  (tabulka 35). Feptid 23, ktery ma
neijnif*sfi antibakteridln{ Géinky, m&l v porovnani s dal&imi tfemi
peptidy 29 a¥ 24 vyrazné snifenou schopnost pronikat FE/FG vezi-
kEulami.
.8 Studie elektronové mikroskopie bakteridlnd lyzy. Vliv diaste-
reomerd 22 a¥ 29 na morfologil ofetfenych E. coli byl zviditelnén
pou¥itim prechodové elektronové mikroskopie. VEechny peptidy vy-
volaly pri jejich MIC celkovou lyzu bakterif (Odaje nejsou uvede-
ny ). Avéak, jestli¥e peptidy byly poudity v koncentracich odpovi-
dajicich 80 % jejich MIC, byly pozorovany néktereé rozdily
v morfologii ofettfenych bakterif{ podle poufitého peptidu. Nejvice
hydrofobni  peptid 22 vyvolal nejvy$81 poskozend bunétne stény

a membrany, zatimco nejméné hydrofobnd peptid 29 vyvolal pouze

lokalnt poruchy (obrdzek 14).

Fedklad 4, - Syntédra a biologickd Ofinky modelovych Lys/Ala a

l.ys/Val diastereomerd.

4.1 Gpecifikace diastersomerd, Fro daldl zkoudky dostatetnosti
modulace hydrofobicity a Eistého pozitivniho naboje linedrnfch
cytotoxickyeh  peptidd vyvolavajfolfch selektivnl antibakteridlni
aitinky, byly syntetizovany dva daldl modelové 12-mer pepticdy 33
a adooak w7 tvorend Lys/Ala nebo Lys/Val zbytky, jednotlivé, kterd
mély alespol jednu  tretinu jejich posloupnosti tvofenow  [-Ala
nebo D-Val zbythky:

33. [N]-AZ 4282100 & posloupnostis
lL.ys—-Ala-Ala-Ala-lys-Ala~Ala~Ala-Lys—-Ala-Ala-Lys—NHz

34, [D]1-VE3:48:8210-k4Vg 5 posloupnostis

Lys-Val-¥al-Val-l ys—-Val-Val-¥al-Lys-V¥al-Val-Lys—NHz

39. Lys-V¥al-Val-Val-lLys-¥al-lLys—-Val-lys-Val-VYal-lLys
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36. Lys-VYal-Val-Val-lLys-Val-Lys-Val-lLys-Val-Val-lys

37. Lys-Val-Val-Val-Lys-Val-lLys-Val-lLys-Val-¥al-Lys

4.2 Syntéza. Lys/Ala a Lys/Val diastereomery byly syntetizovany
podle popisu, ktery je uveden v ¢asti "Metody zkousek" (Experi-
mentalnil procedury), &ast (1i).

4,% Antibakteridlni a hemolytické aéinky. Feptidy 33 a 34 byly
testovany proti E. coli, B. megaterium a hRBC. Vysledky v tabulce
7 ukazuil, ¥e oba modely diastereomerd jsou antibakterialn{ a ne-

hemolytické:

Tabulka 7

Minimalnd Gtlumovd koncentrace (pM) a hemolytické adinky pepticd

28 a @9

Minimalnd Otlumovad koncentrace (pM)

Oenatfent peplidd Fo ool B, megaterium 4 hemolyzy

(f 21 (Bmill) prEd 100 pM

Frfklad 5 ~ Syntéra daldich modelovyeh diastereomsrQ

Byly syntetizovany nésleduiicl modelové diastereomery podle vyna-
lezu  tvofené posloupnost! &, 8, 12, 14, 16, 19, 24, 26 a 30
zbytkd dvou, t*{ nebo vice rdznych amino kyselin:

38. Lys-Leu-Tle-lLeu-lys—-Leu

39. Lys-Val-lLeu-His~Leu-Leu

40. lLeu-Lys-leu-Arg-Leu-Leu
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41. Lys-Fro-Leu-His-leu-Leu

42. l.ys-Leu-lle-lLeu-l ys-Leu-Val-Arg

43. Lys-Val-Fhe-His-Leu-leu-His-Leu

44. His-lys—-Fhe-Arg-Ile-Leu-Lys-Leu

45. Lys-Fro-Fhe~His-]le~lLeu-His~leu

46. Lys=lle-lle-Ile-l.ys-lle-l.ys-lle-l.ys—-Ile~-Ile-lys

47. Lys~lle-lle-Ile-l ys~Ile-Lys~-I1le-l.ys-Ile-Ile-l.ys

48. Lys-Ile-Ile-lle~Lys-Ile~Lys-Ile-Lys~Ile-Ila-lys

49. Lys~lle-Fro-Ile-Lys~Ile-Lys-Ile~lLys~Ile~-Fro-l.ys

90. Lys-Ile~Fro-Ile~Lys~Ile~l.ys~]le~l.ys-Ile~-Val-Lys

2l. Arg-lle-Ile-lle-Arg-Ile-Arg-lle-Arg-Ile-I1le~Ary

22. Arg-lle-lle-Ile-Arg-Ile-Arg-Ile~Arg-Ile-Ile~Ary

23. Arg-lle-lle-lle~-Arg~Ille-Arg-Ile-Arg-Ile-Ile-Arg

4. Arg-lle-Val-Ile-Arg-Ile-Arg-I1le~Arg-Leu-Ile-Arg

23. Arg-lle-Ile=Val-Arg-Ile-Arg-Leu-Arg-Ile-Ile-Arg

26. Arg-Ile-Gly~Ile-Arg-lLeu-Arg-Yal-Arg-lle-Ile-Ary

97. Lys-lle~Val~Ile~Arg-Ile-Arg-Ile-Arg-Leu-I1le-Ary

o98. Arg-Ile-Ala-Val-l.ys-Trp-Arg-Leu-Arg-Phe-I1le~l.ys

29. Lys-Ile-Gly-Trp-Lys-leu-Arg-Yal-Arg-1le-Ile-Arg

60. Lys-Lys-Ile-Gly-Trp-lLeu-I1le~1le-Arg-Yal-Ara-Arg

61l. Aryg-Ile-Val~Ile~Arg-Ile-Arg-Ile-Arg-Leu-I1le~Arg-ILle-Arg
62. —lle-lle-Val-Arg-Ile-Arg-Leu-Arg-Ile-I1le~-Arg-¥al-Arg
63. Arg-Ile-Gly~Ile-Arg-Leu-Arg-Val-Arg~Ile~Ile-Arg-Arg-Yal

65. #Arg-lle=Ile-VYal-lLys—Ile-Ara-Leu-Arg-Ile-Ile~l.ys-Lys=Ile~frg-

66. Lys-lle-Gly-Ile-Lys-Ala-Arg-Yal-Arg-Ille-Ile~Arg-Yal-lys-Ile-

&7. Arg-lle-Ile-Val-His~Ile-Arg-Leu-Arg-Ile-Ile-His-His-Ile-Atrg-

68. His-Ile-Gly-Ile-Lys~Ala-His-Val-Ara-Ile-Ile-Arg-Yal-His-Ile-
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69. Arg-]le-Tyr-Val-lys-Ile-His-Leu-Ara-Tyr-Ile-lys-Lys-lle-Arg-
~Leu
70. Lys-Ile-Gly-His-Lys-Ala-Arg-Val-His-Ile-Ile-Arg-Tyr-Lys-Ile-
-lle
71.  Arg-lle=Tyr-VYal-lys-Fro-His-Pro-Arg-Iyr=Ille-l.ys-Lys=Ile-Arg-
~Leu
72. Lys-Fro-Gly-His-Lys~Ala-Arg-Pro-His-Ile-Ille-Arg-Iyr-Lys~Ile-
~-1le
73. Lys-Ille-Val-Ile-Arg-lle-Arg-Ile-Arg-lLeu-lle-Arg-Ile-Arg-Ile-
~Arg-Lys—-Ile-Val
74. Arg-lle-lle-Val-lys-Ile-Ara-Leu-Arg~lle-Ile-lys-Lys=Ile-Arg-
~Leu-Ile-lys-Lys
75. Lys-lle-Qly-Trp-Lys-l.eu~Arg~VYal-Arg-Ile-I1le~Arg~VYal-lLys~Ile~
~Gly-Ara-Ley-Arg
76. Lys-lle-Val-Ile-Arg-~I1le-Ara-Ile-Arg-lLeu-Ile-Arg-lle-Arg-I1le-
~Arg-l.ys-lle-Val-Lys-Val-Lys-Arg-I1le—-Arg
77. Arg-Phe-Ala-Val-lys-Ile-Arg-lLeu-Arg-I1le-Ile-l.ys~-Lys-Ile~Arg-

84. Lys-lle-Val-Ile-Phe-Thr-Arg-Ile-Arg-Leu-Thr-Ser—-Ile-Arg-Ile-
~Arg-Ser-Ile~-Val
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85. Lys-Pro-lle-His-Lys-Ala-Arg-Pro-Thr-Ile-Ile-Arg-Iyr-Lys-Met-
-1le

Fetklad & - Syntéra a biologickdé Gfinky cyklickych diastereomerd

6.1 Specifikace. Byly syntetizovany nasledujici cyklicke derivaty
diastereomerd fragmentd pardadinu s cysteinovymi zbytky jak na Ne

tak i C~ koncovych jednotkach:

86. Cyklicky ELLDIP7A8LATL] a¥ 221-par s posloupnost:
Cys~Lys-Gly~Fhe~Fhe-Ala-lLeu~Ile-Pra~l.ys—Ile~Ile-Sar-
wSmr*PrmmL@u”Ph@~Lyﬁ«ThrmLeu:Leu-ﬁerwﬁ1amVa1wCTﬁ

87. Cyklicky FAERTDIF7IASLIF[] a¥% 2201-par s posloupnosti:

Cys-Lys-Lyg-Gly-Fhe-Fhe-0]a~.eu-1le-Prog-l.ys-11le-11a-Sap-

Byly syntetizovany nasledujficl derivaty diastersomerd ridznych
amino  kyselinovych zbytkd s cysteinovymi  zbytky jak na N- tak
iona G- koncovyoch jednotkach:

89. Gyklicky Cys-Arg-Ile-Val-Ile~-Arg-Ile-Arg-I1le-Arg-Leu-Ile~
~Arg-lle-Arg-Cys

?0. Cyklicky Cys-Lys—Pro-Gly-His-Lys-Ala-Ara-Pro-His-Ile-Ile-Arg-
-Iyr-Lys-Ile-Ile-Cys

?1. Cyklicky Cys-Arg-Phe-Ala-Val-lLys-Ile-Ara-lLeu-Arg-Ile-Ile-
-Lys-Lyg-lle-Arg-Leu-Ile-lys-Lys=Ile-Ara-lvs-Arg-Yal-Ile-lys-Cys

.o LX)

L3
L] LE N ) L]
oo e
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Q2. Cyklicky Cys-Lys-Leu-Leu-Leu-lys~Leu-lLeu-Leu-Leu-Lys-Cys
93. Cyklicky Cys~Lys—-lLeu-Leu-Leu-lLys—-Leu-Lys~Leu-Leu-Lys-Cys

Byly syntetizovany ndsledujici cyklické derivaty diastereomerQ
radznych  amino kyselinovych zbytkd ber pfitomnosti cysteinovych

rbytk@ jak na N-koncové tasti, tak 1 na C-koncove dastis

4. HN-Lys-lLeu-Leu-Leu-lys-Leu-l.eu-Leu-l.ys-Leu~Leu-lys-C0

25. HN-Lys-l.eu~Leu-Led~lys-Leu-~Lys-Leu~l.ys-Leu-l.eu-Lys-C0

oy

4 0 i byntéza cyklickych diastereaomard., Cyklicke peprtidy
g prlitomnost] cysteinovyeh zhytkQ jak na N- tak i na G~ koncovych
Jadnotkach  peptidd nebo  ber pflftomnosti  téchto  zbytkd byly
syntetizovany pevnou fazovou metodouw podle popisu metod skoudelk,
cast  (ii). Cyklizace bex pflftomnosti cysteinu byla provedena

"

ochranénim N-koncovée ¢asti, aktivaci C-koncové fdsti, deprotelked
N-koncové Sasti  a reakel C- a N-koncovyeh skupin, zatimco tyto
gtale zlstdavaly varzdny na prysky®ici. Fo HF  Stépeni a RF-HFLC
Cidgténd byly peptidy rozpugtény v maléd Lkoncentraci FRS (pH 7,%)
a cyklizace byla dokonéena po 12 hodindach. Cyklické peptidy byly
cale Sidtény na RP-MPLC &  podeobeny  analyee  amino  kyselin
overuifcd jejich slo¥eni a SLE-FAGE ovéruifcd jejich monomericky
Galav.,

bk Antibakteridlnd a hemolytickdé Odinky. Feptidy 86 a¥ 88 byly
testovany proti E. Coll, B, megaterium a hREC. Vysledky v tabulce
8 ukazujf, ¥e viechny trFi cyklickeé diastereomery odvozensé

r pardaxinu jsouw antibalkteridlni a nehemolytické:
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Tabulka 8

Minimdln{ Gtlumova koncentrace (pM) a hemolytické O&inky

cyklickych diastereomerd odvozenych od pardaxinu

Minimalni Qtlumovd koncentrace (pM)

Oenalent pepticdu e ol d B, megaterium 4 hemolyzy

(D1 (Bml1) v 100 pM

87 15 é 4]
#36 7.5 @ 0

.4 Antibakteridlnd a hemolytickd (¢inky. Feptidy 92 a¥ 95 byly
testovany proti £, coli, B. subéilis a F. aeruginosa. Vysledky v
tabulee Ba ukazuif, fe véechny Etyfl cyklickdé diasteremey jsou

antibakteridlni a nehemolytickd,
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Tabulka Ba

Minim&lni Gtlumové koncentrace (UMY & hemolytické Géinky

cyklickych diastersomerd

Minimalni Gtlumové koncentrace (M)

Oaene paptidu Ee colli Be subtilis Fooagruginosa 4 hemolyzry

v 50 pM

") -
3 1 e e

1,2 o 0

o 15 5 ! 0
Y4 Ly 5 1, 50 0

Q5 1E & @t 0

Fefklad 7 -~ Syntéra a biologickd Ofinky "svaranych"  Lys/leu

diastereomerd peptidu

7.1 Gpecifikace., Fou*itim paptice 2% jako vzoru a peptidu 2% nebo

Cl "svdzand" posloupnostis

6. ([LI-LF 1828010y ol)e LOI-LE 2428010~k 0 & posloupnostls

“Lys-lLeu-Leu-ley-Lys-leu-Leu-Ley-lys-Leu-L eu~Lys~NHz

7. (LD1~L*2828 1 00mpe| o C)p~[0]~LF 2418 110mf4 0 & posloupnosti:
(Lys~Lmu~Leu:Lgu~LyawLeumLyEwLeu—Lys*Leu~Leu*Ly5~Cy5—NHg)5”

~Ly5*Leu~Leu:Leu*Ly5—Leu~Leu—Lgu*LyEngu~Leu—Lys~NH2

* s

.
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7.2 Synteéza. DOCC a kyselina bromooctovd v moldrnim pomé&ru 1:1 by -
ly ponechdny reagovat v OMSO pri teploté 25 oC po dobu 1 hodiny
s cilem pFipravit diastereomer vdzany na vzoru. Do reakéni smési
byl dodan vzor (peptid 23) a smés byla ponechana promichavat PO
dobu 12 hodin, DMS0 bylo ndslednd lyofilizovédno. Z8stdvaifct by -
s@lina bromooctovd byla podrobena extrakci se suchym etherem.
Reakini smés byla ndsledn® ponechdna reagovat po dobu 1 hodiny
g prebytkem diastereomerd 23C a 240 obsahujicich cysteinoveé
zhytky na jeijich C-koncovych jednotkdch v FES pH 7,3 pii teploté
25 0C. Diastereomery 96 a 97 varzané na vzoru byly dale Cidtény
pouditim RF-HFLC  a posouzeny prostfednictvim  SOS-FAGE ovéruifct
Jejich soudrinég stavy.

7.3 Antibakteridlnd a hemolytické afinky. Diastereomery 92 a 97
vazané na  vzoru byly testovéany proti E. coli, B. megaterium
& hREC. Vysledky v tabulce 9 ukazujfl, ¥e ob® svarané posloupnostl

Jsouw antibakteridlnt a nehemolytickdé.

Tabulka %

Mirnim&lnd Gtlumovéa koncentrace (MY & hemolytické plsoben

diasteresomard

Mirtimalnd Gtlumové koncentrace (pM)

Denatent peptidu Ea o coll B. megaterium A hemolyza

(I21) (Bml1) ve 100 pM

Qb 0, @ 0, 08 0

Q7 0,1 0,02 0
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Friklad 8 - Syntéra a biologické a€inky smés{ Lys/Leu 12-mer

peptid-diastereomerd

Feptidy byly syntetizovdny pevnou farovou metodou podle popisu
metod zkoufek, odstavec (ii), uvedeném vy¥e v  textu. V ka¥*dém
kroku interakce byla do reakce dodana smés tvofend z 1 ekviva-
lentu  lysinu, leucinu a D-leucinu. Byla syntetizovana smés 6
w42 rdznych peptidd. Fo HF &tépeni byly hydrofilng peptidy podro-
beny extrakci s dvakrdt destilovanou vodou (ddw) a lyofilizovany.
Smés Lys/Leu 12-mer peptid-diastereomer® byla testovana proti E.
coli 21 (MICy 15 pg/ml), B. megaterium Bmil D21 (MIC: = pe/ml)
a hREC (0 % hemolyzy ve 100 pM). Fodle ofekAvan{ méla hydrofilng

ames antibakteridlnd Géinky, ale byla nehemolyticka.

Friklad 9 - Syntéra a biologické utinky Lys/Leu/l-lLeu nahodilych

kopolymerd,

Fraby thy N-karboxyanhydridovyeh zhytkd protl  dndclalizadnim
volnym amino kyselinam byly ponechdny polymerizovat v TIMF g
teploté 25 0C po dobu 4 hodin (Katchalski a Sela, 1998) & cilem
pripravit  diastereomery polymerd  rAanych velikost{. Folymery
obsahujlfct rdzné poméry lysinu, leucinu a [-leucinu byly ptipera-
VEny POWELTIm rdanych Pemé @ lysin=N-karboxyanhydeidu,
leucin=N-karboxyanhydridu  a D=-leuein-N- karbosyanhydericu., Ted ta-
kove polymery a jejich antibakterialn{ a hemolytickd G&inky jsou

uvedeny v tabulce 10,
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Tabulka 10

Mirnimalmn{ atlumovad  koncentrace (uM) a hemolytické adinky

L.ys/l.ew/I-Leuw kopolymerd.

Mindimalnd Gtlumovd koncentrace (pg/ml)

Molarnd pomée Ee coll B. megaterium A hemolyra
amino kyselin (L21) (Bml11) ve 100 pM

Lyssl.eus CINT e

T R Q0 15 §!
A R | ] & ()

Sl oo &80 20 §]

Fdk lad 100 - Utinky diastereomerd proti houbdm

Ulinky pardaxin-odvozenym peptidd 1 a 16 proti houbdm (podive jte
s@  na  pflklad 1 vyde) byly provéfeny ve strerilnich deskach
& Dh-komdrkami (Nunc F9&4 mikrotitradnt desky) pri konetndm b jemu

100 pl nasledovné: S50 pl. suspenze obsahuifc! houby v koncentraci
o 106 Jednotek tvorfcich kolonie (CFUY/ml v kultivaénim médiu
(Babouwraud glukdzové médium) bylo dodéno do 50 pl. vody obsahuifct
peptid v seriovém  2-ndsobném fedén{ ve vod&., Utlum rdstu by 1
uirden méfenim absorbance v 492 nm vyuitim automatického ¢tec{ho
zafizen! mikrodesek E1209 (Rio-ter Instruments) naslednd po inku-
baci trvajici 48 hodin ptfi  teplot& 30 0C. Ufinky prbti houbam
byly vyjadfeny Jako minimaln{ dtlumova koncentrace (MIC),
koncentrace pfi které byl pozorovan 100 % Gtlum réstu po 48 hodi-

nach inkubace. Byly pouXity nasleduifict houby: Candida albicans

LS
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&4
(IFBB6-63) a Cryptococcus neoformans (IF960-67). Jak je ukdzdno
v tabulce 11, oba peptidy 1 a 16 projevovaly antifugalnt inky.

Tabulka 11

Minimdlni Gtlumovd koncentrace (uM) diastereomerd 1 a 16 proti

houbam

Minim&dlnf Gtlumovd koncentrace (pM)

Oenadent peptidd Candida alkbicans Cryptococousneot ormans

(TFE8E &5 ) (TFRPEQ~ET )

1 ) S0

1é 1&0 150

Felklad 11 - Frotirakovinnég Ofinky diastereomerd

Frotirakovinng Ofinky Lys/Leu diastereomerd 23 a 24 (podiveite se
do prikladu 2 vyde) byly provéfeny zkoudkou Proti adenokarcinomu
womysl, Bufky byly wchovany v mnofstvi 5 a¥* 10.000/kom@rka mikro-
titradnich desesk s 94 komdrkami v Dulbecco’ s modifikovandém
Eagle’s médiu. Fo uchycen! bundék bylo do komQrek prensseno 20 M.
Fedenaho  rortoko peptidl v o norodlnim solném Foztoku,  Glm¥ e
ziskala celkovd koncentrace v rozmez{ 20 a¥ 150 M. Nasledovala
inkubace s peptidy po dobu 1 hodiny, ¥*ivotaschopnost rakovinnych
bunek byla mé&fena zkoudkou zbharveni ¥ivych tryptanovou mod®f
(0,1 72 w/v). V kontrolnich pokusech byl do  bunék doddn samotny
roztok peptidu. Frotirakovinné Gdinky byly vyjddFeny jako mini-
malni atlumovd koncentrace (MIC), koncentrace pfi které byl pozo-

rovan 100 7 atlum rAstu po 1 hoding inkubace. Vysledky v tabulce
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12 ukazujf, ¥e oba zvolenéd peptidy jsou aktivni proti savéim
buMk dm.,

Tabulka 12

Minimalni Gtlumovd koncentrace (pM) diastereomerd proti

adenokarcinomu u my&{

Minimalnd Qtlumova koncentrace (pM)

Oenaten! peptidu Adenakarcinom u my&{

&0 G50

24 &0

Frdklad 12 - Utinky diastereomerQ protl Leishmania mesicana

liastereomer peptid 20 odvoreny 3 melittinu (podivejite se na
prELklad 2 vyée) a Leu/lys diastersomer peptidu 23 (podiveite se
na piklad 3 vyée) byly testovany proti Leishmaria. Fromastigoty
Lelshmania mexicana NR kmanu vybrané pro zkousku byly Lultivovany

prL teploté 27 0C v REFMI 1640 médiu doplnéném 10 % fetalnim Feay e

wlm sarem. Farazity byly ziskany centrifugact v 1) g trvajfled

10 minut pri teplotd 4 0C a dvakrat promyty s FES (50 mM fosfatu
sodného, 150 mM NaCl, pH 7). Fromyté promastigoty byly spocteny
hemocy tometrem a upraveny na koncentraci 1 w106 parazit@/ml.
Alikvotnl Casti této suspenze byly analyzovdny v koneéném ob jemu
100 pl propoftenim Zivych (pohyblivych) bun&k po 24 hodindch
inkubace pfi teplotd 26 0C bez nebo za pritomnosti FAznych
koncentrac! diastereomerd, Ukinky proti Leishmaria byly vyjédfeny

Jako minimadlnd Gtlumovd koncentrace (MIC), koncentrace pri kterdé
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bylo pozorovano 100 % mrtvych bun&k po 24 hodinach inkubace. Bylo
shledano, ¥e pro peptid 23 je hodnota MIC 17 oM a pro peptid 20
je hodnota MIC 32 pM.

Frdklad 13 ~ Utinky diastereomeru 27 proti virdm

Sendal virus (2 kmen) byl péstovan v alantoickém viecku 10 a¥ 11
dn{ starych slepidich vejci se zédrodky, viry byly ziskany
48 hodin  po injikovéni a &i&tény. Virus byl opét suspendovén
v atlumovém  roztokw slo¥eném 2 160 oM NaCl, 20 oM tricinu, pH
7,4  a skladovan p#i ~70 0C. Virové hemaglutinaéni Géinky byly
mefeny v hemaglutinadnich jednotkach (HAU)Y. Jeden mikrolitr obsa-
hoval ~ 60,000 HAU. Cerstvad lidskdé hkrev byla ziskdna z krevni
banky a skladovéana a¥ | mésic pti teplotd 4 0C. Fred pou¥itim
byly erytrocyty dvakrat promyty s FRS, pH 7,2 a Fedény na po¥ado-
vanouw  koncentraci (7 v/v) steinym  tlumivym roztokem. Vieiony,
erytrocyty a peptidy byly promichany v réznveh pofadich a rdznych
mnoEstvich,  Fonednd inkubace byla provedena viédy pri 37 00 po
dobu 60 minut, ndsledovala centrifugace v 5700 g po dobu 10 minut
pro odetrangn nedotéenyoh bundk. Ve véech pripadech byly pou¥ity
duplikdtnl viorky a dva alikvotni difly byly odebrény ze superna-
tantu  ka¥dého vzorkw do  dvou  kom@rek desky & 94-kom@rkami.
Mno¥atve uveolnéndédho hemoglobinu by 1o raznamendano  méMfenin
absorbance kom@rek  pouditim ELISA Ctecliho zafizen! desek v 540
[0 Uﬁinky Proti  virdm byly  vyjdddeny jako  minim&lnd atlumova
Foncentrace (MIC), koncentrace prfi  kteréd nebylo pozorovano $adné
uvolneént hemoglobinu po inkubaci. Bylo uréeno, ¥e& hodnota MIC pro

Lys/Leu diastereomer peptidu 2% je B0 pM.
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Seznam posloupnosti

(1) Véeobecnd informace

(i) fadatelu

(M) Jdmeéno: YEDA RESEARCH AND DEVELOFMENT CO. LTI
(B) Ulice: ve Weizmann Védeckém Ustavu

Folo Box 98
()
(E)
(F)
(G)

(H)

Méeto
Stat: lrzrael
Fostovnl kdédd (ZIF);

Tel,

Rehovot

76100
Elsloy 972-08-9470617
Faxs 972-08-947077%9

(11) Nérev vyndlezu: Antipatogenni peptidy a farmareutické

prostredky obsahuifcl tyty peptidy

(i1i) Folet posloupnost{: 95

(iv) Forma ¢teciho média pro poéftad:

(A) Typ méciaz
(B) Fod{tat:

disketa

TEM FC kompatibilnig
() Operatnl systéms FC-D0S/ME-1I0H
(I fadost 1.0,

1y 50 (EPO)D

Hoftware: Fatentova

VEN™ e

(v) Beé¥né informace tykajici se *adosti:

Cislo aplikace:

(vi) Udaj@ 0 priorité *Adostis
(a) Cislo aplikacer PCT/ILI7/00066
(B) Datup poddni: 20-tnor-1997

LI
“
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(2) Informace o posloupnosti SE@ ID &. 1

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délka: 33 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologle: linedarnt

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) FP*{imy zdroj:

(B) Elon: pepticd 1

(i) Charakteristikasy
(A) Jméno/kL{¢s Stranngd modifikovany
(BY Umfsténds skupiny (7, 18, 19)
(I Dald{ informace: /produkts= "D-amino kyselinové

ahythy"

(ix) Charakteristika:
(M) Jméno/kl{¢s Stranné modifikovany
(B)Y Umfisténts 33
(I Dalds informace: /prodakt= "jinaé"
/poenamka= "dvé aminoethylaming skupiny

Jaon pripodeny kb C-koncovée Casti"

(xi) Fopls posloupnostis SEQ ID ¢. 13

GGly Fhe Fhe Ala Leuw Ile Fro Lys Ile lle Ser Ser Fro Leuw Phe

Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val Gly Ser Ala Leu Ser Ser Ser (Oly
(Gly Gln Glu



69

e
o

Informace o posloupnosti SEQ ID ¢&.
(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkaz
(KH)Y Typ:

(C) Vétven{:
(I

e

22 amino kyselin
aming kyselina
Jednoduché
Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

Ftmy =drojs

(B) Elone

(viil)
peptid 2

Charakteristikas:
(A)
(1)
(I Dals(

(i)
Stranné modifikovany
(7, 18, 19)

/produkt= "II~aming kyselinové

Jméno/lkL{é

Umistédnis skupiny

informace:

dhythy"

(i) Charakteristikas
Strannéd mocdifilkovany

(M) Jmémo/k] ¢

gy
i e

(BY Umifsténg:
(I /produk b= g ind!

Daldd informace:

/poznamka= "aminoethylaming skupina
M Ay

At

Jje pripojena kb C~koncové

A
a

(x1) Fopis posloupnostis SEQ ID &,

Gly Fhe Fhe Ala Leuw Ile Fro Lys Ile Ile Ser Ser Fro Leu Fhe

Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val

o0 .
. . LY

. L 4
L Sse oo
. .

(X3 oe
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(2) Informace o posloupnosti SEG@ ID &. 3

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Delka: 22 amino kyselin
() Typ: amino kyselina
() Vetveni: jednoduché

(1) Topologies linearnt

(i1) Typ molekuly: peptid

(vid) FfImy zdroj:

(B) Klon: peptid 3

(ix) Charakteristikas
(A dméno/kli¢s Strannd modifikovany
() Umifsténlis skupiny (7, 18, 19)
(I Dalsgl informaces /produkt= "D-aming kyselinoveé

why tlhy"

(xi) Popls posloupnostis SEQ ID ¢, 3

Gly Fhe Fhe Ala Leu Ile Fro Lys [le Ile Ser Ser Fro Leu Fhe

Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val

CD Informace o posloupnosti SEG TD &, 40

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A Déllkay 2% amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Véatvenl: jednoduché

(I Topologie: linedrni

(ii1) Typ molekuly: peptid
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{vii) FFimy =zdroj:
(B) Elons peptid 4

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{dy Stranné modifikovany
(B) Umfsténi: skupiny (8, 19, Z0)
(I Dals{l informace: /produkt= "D-amino kyselinové

zhytky"

(ix) Charakteristikas
(AY Jméno/kl{i¥: Strannd modifikovany
() Umfsténfs 23
(I Daldl informace: /produkt= "jiné"
/pazndmka= "aminoethylaming skupina

je pripojena kb C~koncovée Sdsti"

(1) Fopls posloupnostis SEQ ID ¢, 4@

Lys Gly Fhe Fhe Ala Leu Ile Fro Lys Ile Ile Ser Ser Fro Leu

Fhe Lys The Leu Leu Ser Ala Val

(2) Informace o posloupnosti SEQ TD &, 5

(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkas 24 amino kyselin
(B) Typ: aming kyselina
(C) Vétvenis jednoduché

() Topologie: linedrnt

(11) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥{my zdroj:

(B) Klon: peptid 5
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(ix) Charakteristika:
(A) Jdméno/kli¢: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (9, 20, 21)
(IN Dalg{ informace: /produkt= "D-amino kyselinové

zhy thky"

(ix) Charakteristikas:
(A) JIméno/kl{¢: Stranné modifikovany
() Umisténis 24
(L) Dald! informace: /produkt= "jing"
/poznamka= "aminoethylamino skupina

Jje pfipojena k C-koncové Casti"

(xi) Fopis posloupnostis SEQ ID ¢, 5

L.ys Lys Gly Fhe Fhe Ala Leu Tle Fro Lys lle Ile Ser Ser Fro

Law Fhe Lys The Led Lew Ser Ala Val

(2) Informace o posloupnosti SEQ TD &, &

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkas 24 amino kyselin
() Typ: amino kyselina
(C) Vétvenls jednoduché

() Topologies linedrnd

(1i) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥{imy zdrojs

(B) Elons peptid é&

(ix) Charakteristika:

(R) JIméno/kli¢: Strann® modifikovany
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(B) Umisténi: skupiny (9, 20, 21)
(I Dalsl informace: /produkt= "I-amino kyselinové

zhytly"

(ui) Fopils posloupnostis SEQ ID ¢, &

Lys Lys Gly Fhe Fhe Ala Leu Tle Fro Lys Ile Ile Ser Ser Fro

Lew Fhe Lys Thre Leu Leuw Ser Ala Val

() Informace o posloupnosti SEQ ID ¢, 7@

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkar 11 amino kyselin
() Typ: amino kyselina
() Vétvent: jednoduché

(I Topologie: linedarnt

(i) Typ molekuly: peptid

(vid) Felmy #=deogs

(B) Elon: pepticd 7

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{ds Strannd modifikovany
(kY Umisténgis 7
(I Daldd informace: /produkt= "D-amino kyselinovy

2hy tek"

(ix) Charakteristika:
(A) Jdméno/kl{i¢: Stranng modifikovany
(B) Umisténi: 11
(I Dalsl informace: /produkt= "jing"

/poznamka= "aminoethylamino skupina
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je pfipojena k C-koncové Casti"

(%1) Fopis posloupnostis SEQ ID &, 7

Gly Fhe Fhe Ala Leu Ile Fro Lys Ile Ile Ser

2) Informace o posloupnosti SEQ 1D &, 8@

(1) Charakteristiky posloupnostis
(M) Dédllkar I3 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétvenis jednoduché

(I Topologie: linedrni

(LL) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu (Ffdsti): linedrn{

(vid) FPLimy zdrogje

(B) Elony peptid 8

(ix) Charakteristikas
(A) Jméno/kl{i¢: Strann®d modifikovany
(BY Umisténis 33
(I Dalssl informace: /produkt= "jing"
/pozndmka= "dvé aminoethylaming skupiny

Jsou pripojeny k C~koncovée Casti"

(xi) FPopis posloupnostis SEQ ID ¢, H:

Gly Fhe Fhe Ala Leu Ile Fro Lys Ile Ile Ser Ser Fro Leu Fhe
Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val Gly Ser Ala Leu Ser Ser Ser Gly
Gly Gln Glu
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(2) Informace o posloupnosti SEQ ID ¢. 9

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Delka: 33 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétvenis jednoduché

(I Topologie: linedrnt

(11) Typ molekuly: peptid

(vii) FfImy zdroj:

(B)Y Klon: peptid 9

(i) Charakteristikas
(A) Jméno/kl{ds Stranné modifikovany
(Y Umfaténds 173
(I Daldl informaces /produkt= "D-amino kyselinovy

rhy telk"

i) Charakteristikas
(M) Jméno/kl{¢: Stranné modifikovany
(BY Umfisténdis =3
(I Taldl informace: /produkt= "jing"
/poanamka= "dvé aminoethylaming skupiny

Jsouw pripojeny bk C-koncove Chasti"
(%i) Fopls posloupnostics SEQ TD ¢, 9@
Gly Fhe Fhe Ala Leu Tle Fro Lys Ile Ile Ser Ser Fro Leu Fhe

Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val Gly Ser Ala Leu Ser Ser Ser Gly
Gly Gln Glu
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Informace o posloupnosti SEQ ID &.

(1) Charakteristiky posloupnosti:
(AY Delkas
(B) Typ:
(C) Vétvent:
(m

a5 amino kyselin
aming kyselina
Jednoduche
Topologies linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu (Casti):
{vii) Ffimy zdroje

(B Elons peptid 10

(i) Charakteristikay
(M)
(K
(I

Stranné mod

(3,

Jméno/ kol
Umistén

[ald(

glupiny
informace: /produ
by thy
(i) Charakteristikas
(A)
(B
(1)

Jméno/kl{éy Strannd mod

Wmistédnis Hx
Daldd informace:

/powrdmbas Melv

jsown pfipojeny k

(xi) Fopls posloupnostis SEG ID &

Gly Fhe Fhe Ala Leuw Ile Fro Lys
l.yes Thr Leu Leu Ser Ala Val
Gly GlIn BGlu

Linedr

. (X3 LX) e
s o . 3 e L]
. e . ¢ se
L LI I ) L) . e
e e . . e L]
LN ] e oy .0

10:

Ny

Lfikovany

1973

ot Ueaming kyselinové

ifikovany

iindg"

aminoethy laming skupiny

C-koncovée Casti"

W 102

Ile Tle Ser Ser Fro Leu Fhe

Gly Ser Ala Leuw Ser Ser Ser Oly
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(i) Charakteristiky posloupnosti:

(A) Délka:r

(B) Type

(C) Vétvent:

(I Topologie:

(ii) Typ molekul

(v)

(vii)

(I4)

i)
(M)
(E)

(I Dalél

(i)
(A)
(F)

(1) Dalsy

Typ fragment

Ermihovra

Jméno/kl (¢

Umfastémdy

Jméno/kl e

B

F3 amino kyselin

amino kyselina

jednoduché

linearnt

yi peptid

W (tastidr linedrnt

Frimy sdrods

peptid 11

Charakteristikasy

iy

Strannd

(7,

modifikovany
glkupiny 19)
Informace:

rhytly"

Charakteristika:

Stranné modifikovany

Lmifstdénds 55

informace: /produkt= "jindé"
/poEndmka= "dvé aminoethy laming skupiny

jsow pripojeny bk C~koncové Casti"

(i) Fopls posloupnostis SEQ ID ¢, 11

Gly Fhe Fhe Ala Leuw Tle Fro
Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val
Gly GlIn Glu

Lys Ile Ile Ser Ser Fro lLeu Fhe

Gly Ser Ala Leu Ser Ser Ser Gly



e o . . LI} .
. oo . . .o
* e o o o LI LI
LI . . e« e .

{ LER ) . LN ] e

78

3

(2) Informace o posloupnosti SEG ID &. 1

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Delkar I3 amino kyselin
(B) Typr amino kyselina
(C) Vétvent: jednoducheé

(I Topologier linedrn{

(i1 Typ molekuly: peptid

(vii) Fdimy zcrogs

(BY Klons peptid 12

(ix) Charakteristikasy
(A) Jméno/kl{ds Strannd modifikovany
(B) Umisténis 7
(I Daldl informace: /produkt= "D-amino kyselinovy

ahy tel"

(i) Charakteristika:
(R) Jméno/k1dy Strannéd modifikovany
(B) Umfsténds 23
(I Daldl informace: /produkt= "jind"
/pornamka= "dvé aminoethylaming skupiny

Jsenl pripojeny kb C-koncove &dsti"

(xi) Fopils posloupnostis SEQ TD &, 15

Gly Fhe Fhe Ala Leuw Ile Fro Lys Tle Ile Ser Ser Fro Leu Fhe

Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val 0Gly Ser Ala Leu Ser Ser Ser Gly
Gly Gln Glu



L3 LR
se o
. e
L .
v e
s oo

79

(2) Informace o posloupnosti SE@ ID ¢. 13:

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délka: 33 amino kyselin
(B) Typr amino kyselina
() Vétveni: jednoduché

(I Topologier linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F*dimy zderod:

(B) Elon: peptid 13

(i) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{id: Strannd modifikovany

() Umfstédnls 7

e (X J
. . .0

. . .o
* o o .0
. . L]

X '

(IN Daldl informace: /produkt= "I-aming kyselinovy

phy telk"

(x1) Popis posloupnosti: SEQ TD ¢, 15

Gly Fhe Fhe Ala Lew Tle Fro Lys Tle [le Ser Ser Pro Leu Fhe

Lys Thr Leu Lew Ser Ala Val Oly Ser Ala Leuw Ser Ser Ser Oly

Gly Gln Gluw

(2) Informace o posloupnosti SEQ ID &, 140
(i) Charakteristiky posloupnostis

(A) Délkar 33 amino kyselin

(BY Typ: amino kyselina

(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologie: linedarnt
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(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥*Imy zdroj:

(B) Elon: peptid 14

(ix) Charakteristikas:
(A) Jmeéno/kl{d: Stranné modifikovany
(B) Umigténfls skupiny (18, 19)
(I Dalgl informace: /produkt= "D-amino kyselinoveé

Fhy tly"

(i) Charakteristikas
() Jméno/klids Strannd modifikovany
(B) Umfsténd{s I3
() Daldl informace: /produkt= "jind"
/pozndmka= "dvé amincethylaming skupiny

R

jsou plfipojeny bk C-koncovée &dstit

(i) Fopils posloupnostis SEQ ID &, 140
Gly Fhe Fhe Ala Lew Ile Fro Lys Tle [le Ser Ser Fro Leu Fhe
Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val Gly Ser Ala Leu Ser Ser Ser Gly

Gly Gln Glu

C2) Informace o posloupnosti SEC T &, 15

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délkar 22 amino kyselin
() Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologie: linedrni
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{1i) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥imy zdroj:

(B) Klons peptid 15

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kli¢: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (18, 19)
(I Dal&il informace: /produkt= "D-amino kyselinové

ahythky"

(%i1) Fopis posloupnosti: SEQ ID ¢, 15

Gly Fhe Fhe Ala Lew Ile Fro Lys Ile Ile Ser Ser Fro Leu Fhe
Lys Thr Leu Leuw Ser Ala Val 0Oly Ser Ala Leu Ser Ser Ser Gly

Gly Gl Glu

(2) Informace o posloupnosti SEQ (D ¢, 1é:

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Deélkars 23 amino kyselin
(H) Typs amino kyselina
() Vétveni: jednoduchd

(I Topologie: linedrnt

(1i) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥{my zdrojs

(B) Klons peptid 1é

(i%) Charakteristikans
(A) Jdméno/kl{¢: Strann® modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (7, 18, 19)
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(I Dald! informace: /produkt= "[D-amino kyselinové

2hythly"

(i) Fopis posloupnosti: SEQ ID ¢, 16w

Gly Fhe Fhe Ala Leu Tle Fro Lys lle Ile Ser Ser Fro Leu Phe

Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val Gly Ser Ala Leu Ser Ser Ser Oly

Gly Gln Glu

() Informace o posloupnosti SEQ ID ¢, 17

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkas 22 amino kyselin
(H) Typ: aming kyselina
(C) Vétvenly jednoduché

(I Topologies linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid

(vial) FMlmy wcdrogy

(B) Elon: peptid 17

(i) Charakteristika:
(R JIméno/klds Strannéd modifikovany
(H)Y Umfsténis 7
(I Daldl informace: /produbkt= "I-amino kyselinovy

phytek"

(ix) Charakteristikas
(M) JIméno/kl{id: Strannd modifikovany
(B) Umisténi: 22
(I Dalsl informace: /produkt= " jiné"

/poznamka= "aminoethylamino skupina



. (X (X3 L] (X}
e @ L] . [N . . .
. oo [ ] . LX 3 L] *
L ) * o 0 [ ] LI ses
L ] L] . .. . .
se LN LX) oe LX ]

83

je pripojena k C-koncové &dsti"

(1) Fopis posloupnostis SEQ ID ¢, 17:

Gly Fhe Fhe Ala Leu Tle Fro Lys Ile Ile Ser Ser Fro Leu Fhe

L.ys Thr Leu Leu Ser Ala Val

() Informace o posloupnosti SEQ ID ¢, 18:

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkar 26 amino kyselin
() Typ: amino kyselina
(C) Vétvent:s jednoduché

() Topologier linedrni

(id) Typ molekuly: peptid

(vii) Ffdmy =cdrogs

() Elon: pepticd 18

(i) Charakteristikas
(A) Jméno/klidr Strannd modifikovany
() Umfisténi: skupiny (5, 8, 17, 20
(I Daldl informace: /produkt= "D-aming kyselinové

ahytly"

(i) Charakteristika:
(A) JIméno/kl{id: Strannd modifikovany
() Umisténis 26
(IN Daldl informace: /produkt= "jiné"
/poznamka= "karboxylovad skupina na

C-koncové ¢dstl je raménéna amino skupinouw”
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(%i) Popis posloupnosti: SEQ ID ¢. 18:

Gly Ile Gly Ala Val Leu Lys Val Leu Thr Thr Gly Leu Fro Ala
Leu Tle Ser Trp Ile Lys Arg Lys Arg Gln Gln

() Informace o posloupnosti SEO ID ¢, 19:

(1) Charakteristiky posloupnosti:s
(A) Délkar 26 amino kyselin
(B) Typr amino kyselina
() Vétveni: jednoduché

(I Topologie: linearnt

(ii) Typ molekuly: peptid

(viid) Ffdimy zdroj:

(E) Elone pepticd 19

(ix) Charakteristikay
(A JIméno/klids Strannd modifikovany
(B) Umisténis skupiny (5, 8, 17, 21)
(IN Daldt informace: /produkt= "D-aming kyselinové

rhytly"

(i) Fopils posloupnostics SEQ TD &, 19

Gly Tle Gly Ala Val Leu Lys Val Lew Thr Thr Gly Leuw Fro Ala

Lew ITle Ser Trp Ile Lys Arg Lys Arg Gln Gln

() Informace o posloupnosti SEQ 1D ¢, 20

(1) Charakteristiky posloupnostis

(A) Délka: 22 amino kyselin
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(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétvenls jednoduché

(1) Topologie: linedrnt

(ii) Typ molekulys peptid

(vii) FrImy zcrogjs

(B) Elony peptid 20

(1) Charakteristikasy
(A) Jméno/klids Strannéd modifikovany
(B) Umisténis skupiny (5, 8, 17, 21)
() Dalst informace: /produkt= “I-amino kyselinové

ahytly"

(i) Charakteristilkas
(A Jméno/kL{Ey Strannéd modifikovany
(B Undstdémfs 20
() Dalde informace: /produkt= "jing"
/poanamba= "aminoethy lamning skupina
Jje pripojena k C-koncovée Cdsti"
(1) Popis posloupnostis SEO ID &, 20
Gly Ile Gly Ala Val Leu Lys Val Lew Thr The Gly Leu Fro Ala

Lt Tle Ser Tep Ile Lys Arg

(2) Informace o posloupnosti SEQ TD ¢. 21

(1) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délkar 19 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina

(C) Vétven!: jednoduché
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() Topologie: linedrnt

- {ii) Typ molekulys peptid
) (vii) Fr{my zdroj:

(BY Elon: peptid 21

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{ds Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (2, &, 14, 1)
() Daldl informace: /produkt= "D-amino kyselinové

ahythy"

(i) Charakteristikas
(MY Jméno/kl1{¢s Strannd modifikovany
() Umisténis 19
(I Dald! informace: /produkt= "jiné"
/pozndmbka= "aminoethy laming skupina
je pripojena kb C-koncové Sasti"
(i) Fopis posloupnostis SEC ID &, 21
Ala Val Lew Lys Val Leu Thre The Gly Leuw Fro Sla Lew Tle Soe
Trp Ile Lys Arg

() Informace o posloupnosti SEQ ID ¢, 290

13

. (i) Charakteristiky posloupnosti:
(R) Delkas 12 amino kyselin

K (B) Typs amino kyselina

() Vétveni: jednoduché

(I Topologies linedrn{
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(1i) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥I{my =zdroj:

(B klon: peptid 22

(i) Charakteristika:
(A) Jméno/kliE: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (3, 4, 8, 1Q)
(I Dald( informace: /produkt= "D-amino kyselinove

zhythy"

(ix) Charakteristikay
() Jméno/kl{i¢s Stranné modifikovany
(B) Umfsténls 12
(I Daldl informace: /produkt= "jina"

/pozndmka= "karboxylovd skupina na

)

Celkoneove Gasti je ram@ndna aming skupinou

L,

(i) Fopis posloupnostis SEG TD ¢, @2
Lys Lew Lew Lew Led Leo Lys Leu Leuw Lew Lew Lys
() Informace o posloupnosti SEQ TD ¢, 25
(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Téllkay 152 amino kyselin
(B) Typr: amino kyselina
(C) Vétvent: jednoduché

(I Topologies linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid
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(vii) FFIimy zdroj:
(B) Elons peptid 23

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kliE: Stranng modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (&, 4, 8, 10)
(I Dal¥! informace: /produkt= "l-amino kyselinové

ahythy"

(i) Charakteristikasy
(A) Jméno/kl{i¢: Stranné modifikovany
(BY Umfsténis 12
(I Daldd informaces /produkt= "jina"
/poznambka= "karboxylovd skupina na
Cekoncovée Casti je zaménéna aming skupinou”

e 3 f| "

(i) Fopls posloupnostis SEG TS

Lys Lew Lew Lew Lys Lew Leuw Lew Lys Leu Lew Lys
) Imforeace o posloupnosti SECG TD &, 24
(i) Charakteristiky posloupnostis

(M) DNéllkas 12 amino kyselin

() Typs amino kyselina

(C) Vétvents jednoduché

(I Topologie: linedrni

(i) Typ molekulys peptid

(vii) Ff{my zdroj:

(B) Elon: peptid 24
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(ix) Charakteristika:
(M) Jméno/kl{¢: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (3, 4, 8, 10)
(I DNal&! informace: /produkt= "D-amino kyselinove

hythky"

(ix) Charakteristikas
(A) Jméno/kli¢s Stranné modifikovany
(B) Umisténiy 132
(I Daldg{ informace: /produkt= "jine"
/pozndmkas "karboxylovd skupina na

Cekoncove Casti je zaménéna amino skupinou”

(wi) Fopis posloupnostis SEQ ID ¢, 24

Lys Led Leu Lew Lys Lew Lys Lew Lys Leuw Lew Lys

DY Informace o posloupnosti SEC TD &, @5
(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Dédllkar 12 amino kyselin
(B) Typs amino kyselina
(0 Vétvendtr jednoduché

(I Topologie: linedrnd

(14) Typ molekuly: peptid

(vid) F*dmy zdroje

(B) KElon: peptid 29

(ix) Charalkteristika:
(A) Jméno/klit: Strannd modifikovany

(B) Umistént: skupiny (3, 4, 8, 10)
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(I Dal%i informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahythky"

(ix) Charakteristikas
() Jméno/kl{it: Stranné modifikovany
(B) Umisténts 12
(I Daldd informace: /produkt= "jiné"
/poznamka= "karboxylovad skupina na
Celkoncove ¢asti je ram@énéna amino skupinou”

o

(%i) Fopis posloupnostis SEQ TD &, @25

Lys Lys Leu Lew Lys Leu Lys Lew Lys Leu Lys Lys

¢y Informace o posloupnosti SEQ ID &, 260
(i) Charakteristiky posloupnostls
(A)Y Délkar 12 amino kyselin
() Typr amino kyselina
(Cy Vétvenis jednoduchdé

(I Topologies linedrni

(i) Typ molekuly: peptid

(vii) FrLmy zchrogs

() Klon: peptid 26

(ix) Charakteristikas
(M) Jméno/kl{¢: Stranné modifikovany
(F) Umisténis skupiny (1, 2, &, 6, 7, 9, 11, 12
(I Dal&{ informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahythly"
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(i%) Charakteristika:
(M) Jméno/kl{iE: Stranné modifikavany
(B) Umfsténi: 12
(I Dalél informace: /produkt= "jiné"
/poznamka= "karboxylova skupina na

Cekoneove fastil je ram@nédna amino skupinow"

(x1) Fopis posloupnosti: SEC ID ¢. Zé6:

Lys Leuw Leu Lew Lys Leuw Leu Lew Lys Leu Leu Lys

(2) Informace o posloupnosti SEC I ¢, &7

(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkay 12 amino kyselin
(BY Typs aming kyselina
(CY Védtventys jednoduché

() Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) Pimy zdrojs

(HY Elons pepticd 27

i) Charakteristikas
(A) Iméno/kli¢s Strannéd modifikovany
(BY Umisténdis skupiny (1L, 2, 5, &, 7, 9, 11, 1&)
(I Dald&! informace: /produkt= "I-amino kyselinové

zhy tly"

(ix) Charakteristikar
(M) JIméno/kl{i¢: Stranné modifikovany

(R) Umfsténlis 12
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(I Dal&i informace: /produkt= "jina"
/poznamka= "karboxylovd skupina na

C-koncove casti je ramédnéna amino skupinou”
(%i) Fopis posloupnostics SEQ ID &, 27
Lys Leu Leu Leu Lys Leu Lys Leuw Lys Leu Leu Lys
T3

() Imformace o posloupnosti SEQ TD ¢, 28

(1) Charakteristiky posloupnostis

(M)

[ ke

& amino kyselin

(R) Typ: amino kyselina

(C) Vétvent: jecdnocuchdé

(I

Cid) Typ molekuly:

Topologie:

(vii) F*Lmy zcdroje

(1)

linedrni

pep il

Flon: pepticd 28

(i) Charakteristika:
(AY Jméno/klids Strannd modifikovany
(B Umfsténi: skupiny (2, 4)
(I Daldl informace: /produkt= "T-aming kyselinove
ahy thy"

(i) Fopils posloupnostis SEG TD &, 28

Lys Leu Leu Leu Leu Lys



(3

2)

(i)

Informace o posloupnosti SEQ ID ¢. Z9:

93

(i) Charakteristiky posloupnostis

(M) Délkas

(R)
(C)
(m

(ii) Typ molekuly:

Typs amino

8 amino kyselin

Lyselina

Vétveni:s jednoduchd

Topologie:

(vii) F¥d{my =droj:

(F)

Linedrni

paptid

Klons peptid 29

(ix) Charalkteristilkas

(M)
(B
(I

Jméno/kl ¢

Umisténls

Strannd modifikovany

slhupiny (2, 4, &)

Dalél informaces /procdukt= "T-aming

whythy"

(#i) Popils posloupnostis SEQ D &, 29

Infaormace o posloupnostld SEG T ¢, 20

(i) Charalkteristiky posloupnostis

()
(1)
()
(L

Dl lay 12

aming kyselin

Typs amino kyselina

Vétvenis jednoduche

Topologile:

(ii) Typ molekuly:

c linearni

peptid

Lyselinove
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(vii) F*imy zdroj:

(B) Klons peptid 30

(ix) Charakteristika:
(M) Jméno/kli¢: Stranné modifikaovany
(B) Umisténi: skupiny (2, &, 8, 11)
(0 Dal&d informace: /produkt= "I-amino kyselinové

ahytly"

(i) Fopils posloupnostis SEG TD ¢, 30w

Lys Leu Leu Led Lys Lew Lys Lew Lys Lew Leu Lys

(2 Informace o posloupnosti SER ID &, X1

(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkas 12 aming kyselin
(B) Typ: amino kyselina
() Vétvents jednoduché

(I Topologie: Linedrnd

C1i) Typ molekulys peptid

(vii) F*imy zcdroj:

(B Elony peptic =1

(ix) Charakteristikas
(M) JIméno/kl{d: Strannd modifikovany
(E)Y Umidsténis skupiny (2, %, 4, 8, 10, 11
(I Dalde informace: /produkt= "l-amino kyselinove

zhythky"
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(xi) Fopis posloupnosti: SEQ ID &. 31

Lys Leu Leu Leuw Lys Leu Lys Leu Lys Leu Leu Lys

-y

() Informace o posloupnosti SEG ID ¢, 3

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkas 12 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduche

(I Topologie: linedarnt

(i1) Typ molekuly: peptic

(vii) F*dmy zdroje

oy

() Elony peptid 52

(ix) Charakteristikasy
(M) Jméno/kl{¢s Strannéd modifikovany
(B Umfsténds skupiny (3, &, 8, 9, 11
(I Dalds informace: /produkt= "T-amino kyselinoveé

ahythy"

(2i) Fopilis posloupnostis SEQ T &, 5

o oeepe

() Informace o posloupnosti SEQ ID ¢, 33

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délkay 12 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Véatvenis jednoduche
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(1) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥imy zcroj:

sope oupe

(B) Elons peptid 235

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/klid: Stranng modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (3, 4, 8, 1)
(I Dal&f informace: /produkt= "D-amino kyselinové

zhythky"

(ix) Charakteristika:
(AY Jménoa/klié: Strannd modifikovany
(B) Umisténiy 12
(I Daldsl informace: /produkt= "jiné"
/porndmbas= "karboxy lovd skupina na

1

Ckoncovée Casti byla zaméndna aming skupinou"

(2i) Fopis posloupnostis SEC T &, 55

Lys Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys

() Informace o posloupnostd SEG TD &, 544

(1) Charakteristiky posloupnostis

(A) Nélkay 12 amineo kyselin

(B) Typ: amino kyselina

() Vétventl: jednoduchdé

(I Topologie: linedrni
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(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) FFIimy =droj:
(B) Klon: peptid 34

(i) Charakteristikas
(A) JIméno/klié: Stranng modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (3, 4, 8, 10)
(I Dal¥{ informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahy thy"

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kli¢: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: 12
(I Daldl informace: /produkt= "jing"

/poznamkas= "karboxylovd skupina na

i

Clonecove Gasti byla zaménéna aming skupinow"

(#i) Fopis posloupnostis SEG TD ¢, 24

Lys Val Val Val Lys Val Val Val Lys Val Val Lys

(2 Informace o posloupnostd SEG TD &, 25

(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkar 12 amino kyselin
(B Typs amino kyselina
(C) Vétvends Jjednoduche

(I Topologier linedrnd

(i11) Typ molekuly: peptid
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(vii) FFIimy zdroj:
(B) Klon: peptid 35

(i%) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{¢: Stranng modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (2, &, 8, 11)
(I Dalsd informace: /produkt= "D-amino kyselinove

hytlky"

(i) Fopis posloupnostis SEQ ID &, 35

Lys Val Val Val Lys Val Lys Val Lys Val Val Lys

() Informace o posloupnosti SEQ ID &, ZéH:

(1) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkay 12 amino kyselin
(B) Typs amino kyselina
(C) Vétvenis Jjednoduché

(I Topologies linesdrn{

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) Fdmy zdrojt

(FY Elony peptid 3é4

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{id¢: Strannéd modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (1..4, 8, 10, 11)
(I Dal&{ informace: /produkt= "l-amino kyselinove

zhythy"
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(%1) Popis posloupnosti: SEQ ID &. Z6:

L.ys Val Val Val Lys Val Lys Val Lys Val Val Lys

(2) Informace o posloupnosti SEQ ID ¢. 57

(i) Charakteristiky posloupnostit
(A) Délka: 12 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vetvent: jednoduché

() Topologies linedarnt

(i1) Typ molekuly: peptid

(vii) FMimy zceoje

(B) Elons peptid 27

(ix) Charakteristikaz
(M) Jméno/klidés Strannéd modifikovany

(BY Umfatdnd:s skupiny (3, 5, &, 9, 11)

L] oo (X LX)
. e L] . .. .
o o6 . o » .
.o e e see soo
e . . .

oe oe e oo

(IN Naldl informace: /produkt= "I-aming kyselinové

ahythy"

(vi) Fopilis posloupnostis SEQ TD ¢, 37

Lys Val Val Val Lyvs Val Lys Val Lys Val Val Lys

(2) Informace o posloupnosti SEO ID &, 38

(1) Charakteristiky posloupnosti:

(A) Délkas & amino kyselin

(B) Typ: amino kyselina

(C) Vétveni: jednoduché
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(I Topologie: lineadrni

(i1) Typ molekuly: peptid

(vii) FFimy zdrojs

(F) Klony peptid 38

(iw) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{é: Stranné modifikovany
(B) Umisténiys skupiny (2, &)
(I Dal&! informace: /produkt= "D-amino kyselinove

hytly"

(xi) Fopis posloupnostis SEQ 1D &, 28

Lys Leuw Ile Lew Lys Leu

(M Informace o posloupnosti SEC ID ¢ 590

(1) Charakteristiky posloupnostis

() Délka: & amino kyselin

(B Typs amino kyselina

(0 Vétvents jednoducheé

(I Topologies linedrnd

(i) Typ molekulys peptid

(vii) FPLimy zdrojs

(B) kElony peptid 39

(ix) Charakteristika:
() Jméno/kli¢: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (2, &)
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(N Daléi informace: /produkt= "[D—-amino kyselinove

zhythky"

(i) Fopis posloupnosti: SEQ ID &. 39:

Lys Val Leu His Lew Leu

(7)) Informace o posloupnosti SER I ¢. 40:

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délkar & amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Véatvenis jednoduche

(I Topalogieds linedrn{

(ii) Typ molekuly: peptid

{vii) F*imy zdroj:

() Elon: pepticd 40

(i) Charakteristika:
(M) Jméno/kl{i¢: Strannd modifikovany
(B) Umfisténds skupiny (2, &)
(I Daldl informace:s /produkt= "I-amino

ahy tly"

(vi) Fopis posloupnostis SEG IO &, 408

Lew Lys Lew fArg Leuw Leu

byselinoveé
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() Informace o posloupnosti SEG ID C. 41

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délka: & amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologie: linearnd

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) FP*{my zdroj:

(RY KElon: peptid 41

(ix) Charakteristikas
(&) Jméno/klit: Strannéd modifikovany
() Umisténts 4
(I Daldl informace: /produkt= "l-amino kyselinovy
2hy ek

oy

(i) Fopis posloupnostis SEQ TDV &, 41
Lys Fro Leuw Mis Lew Lew
(MY Informace o posloupnosti SECTD &, 420
(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkar 8 amino kyselin
(BY Typs amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologie: lingdrni

(ii) Typ molekuly: peptid
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{(vii) FFimy zdrojs:
(B) Elon: peptid 42

(ix) Charakteristika:
(M) Jméno/kli¢: Strannd modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (2, 3, 4, &)
(IN Dald! informace: /produkt= "D-amino

zhythky"

(vi) Fopis posloupnostis SEG I & 42:

Lys Leu Tle Lew Lys Leuw Val Arg

(2 Informace o posloupnosti SEE D ¢, 430

(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Dédlkar 8§ amino kyselin
(B) Typs amino kyselina
() Vétveni: jednoducheé

(I Topologie: linedrnt

(i1) Typ molekuly: peptid

(vii) F*f{my zcdrojs

(F)Y Elony peptic 43

(i) Charakteristika:
(A) Jména/kl{id: Stranng modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (2, 4, &, &)
(N Dal&{! informace: /produkt= "[D-amino

zhythky"

» oo o
se s . . .
. e . .
. * o o .
. 3 . . L]
eee o8 .o

kyselinové

kyselinoveé
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(%i) Fopis posloupnosti: SEQ ID &. 43:

Lys Val Fhe His Leu Leuw His Leu

() Informace o posloupnosti SER ID ¢. 44

(2)

(i) Charakteristiky posloupnostis

(A)
(1)
(C)
(I

Typs

(ii)

{vii)
() Klon:
(ds)
(M)
(1)

(I Dalé(

(vi) Fopls posl

His lLys Fhe GQrg

Informace o posl

(1) Charakteris

(A) Délka

(B) Typ:
(C)

Déllkas

Vétveni:

Topologie:

Typ molekuly:

Jméno/ ket

Umfeténg

Vétvent:

B8 amino kyselin
aming kyselina
jednoduché

linedrni

peptid

FiELmy zdrodl

peptid 44

Charakteristilkas

slhupiny (L, 2,
informace

ahy tly"
GBEE

aupnost i 0 &,

Tle Leuw Lys Led

oupnostl SEQ TD ¢,

tiky posloupnosti

r B oamino kyselin

amino kyselina

jednoduché

4

4

44

A%

by

Strannt modifikovany

7)
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(I Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥{my zdrojs

(B) Elony peptid 45

(ix) Charakteristika:
() Jméno/kl{E: Strannd modifikovany
(B) Umisténts 3
(IN Dal&! informace: /produkt= "D-amino kyselinovy
zhy tek"

o

(wi) Fopis posloupnostis SEG ID ¢, 45

Lve Fro Fhe His Ile Lew His Leu

() Informace o posloupnosti SECQ ID ¢ 4é60

(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkar 12 amino kyselin
(BY Typ: amino kyselina
() vétvenls jednoduche

(I Topologies linedrnd

(i) Typ molekuly:s peptid

(vii) F*dmy zdrojs

(B Elon: peptid 46

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kli¢: Strann® modifikovany

(BY Umisténi: skupiny (1, 2, &, 8, 11)
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(D) Dal&! informace: /produkt= "f-amino kyselinoveé

zhythky"

(xi) Fopis posloupnosti: SEQ IIv C. Adérn

Lys Ile Ile Ile Lys Ile Lys lle Lys Ile Ile Lys

(?) Informace o posloupnosti SEQ ID &. 47

(i) Charakteristiky posloupnosti:

(A) Délka: 12 amino kyselin

(F) Typ: amino kyselina

(C) Vétvenls jednoduché

(1Y Topologie: linedrni

(ii) Typ molekulys peptid

(vii) FPr{my zdroj:

(BY Klons pepticd 47

(i) Charakteristikas

(M) Jméno/kli¢s Strann® modifikovany

(F)Y Umfsténi: skupiny (2, 3, 4, 8, 10, 11)

ahy by

(wi) Fopis posloupnostis SEE TD &, 47

Lys [le Ile Ile Lys Ile Lys Ile Lys lle Tle Lys
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Informace o posloupnosti SEG ID &. 48:

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkas: 12 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduche

(I Topologie: linedarni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) Frtmy zdroj:s

() klon: peptid 48

(ix) Charakteristilka:

(M) Jméno/klit¢: Strannd modifikovany

(B) Umisténi: skupiny (1, 3, 5, 8, 9,

ahy thy"

(i) Fopis posloupnostis SEQ ID ¢, 48

Lye Ile Ile Ile Lys Ile Lys [le Lys Ile Ile Lys

Informace o posloupnosti SEQ IO &, 49

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délka: 12 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduche

(I Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid
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(vii) PtFimy zdroj:
(B) Klon: peptid 49

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{iE: Stranné modifikovany
(B) Umisténis 7
(I Dal&(l informace: /produkt= "D-amino kyselinovy

zhytek"

(wi) Popis posloupnostis SEC ID ¢, 49

Lys Ile Fro Ile Lys Ile Lys Ile Lys Ile Fro Lys

(Y Informace o posloupnostl SEQ TD &, 500

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Ddlkay 12 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
() Vétveni: jednoduche

(Y Topologies linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥dimy zdroj:

(BY Elony peptid 50
(i) Charakteristikaz

(A Jméno/kl{¢ Stranné modifikovany

(B) Umisténi: skupiny (&, 10)

(I Dal&{ informace: /produkt= "D-amino kyselinove

2hythy"

(X L]
L3N ] L]
¢ » .

LN seos
L] L]
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(vi) FPopis posloupnosti: SE@ ID &. 30

Lys Ile Fro Ile Lys Ile Lys Ile Lys lle Val Lys

() Informace o posloupnosti SEQ ID &, 51

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délka: 12 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) FeLmy zdrojs

(B) Elons peptid 51

(i) Charakteristika:

(M) Jméno/kl{iEr Stranng modifikovany

(B Umfstédnis skupiny (&, 4

, b, 8,

11

([ Dal%{ informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahylly"

(i) Fopis posloupnostis SEQ TD ¢ Sl

Arg [le [le Ile Arg Tle Arg Ile Arg Tle

@y Informace o posloupnosti SEQ ID ¢, 52

(i) Charakteristiky posloupnostis

(A) Délkar 12 amino kyselin

(B) Typs amino kyselina

(C) Vétvenis jednoduché

Ile fArg

LR .o
L .
L] .

see vee
] .

e .o
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(0 Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F*{my zdrojs

g vy
s

(B) Klon: peptid 3

(i) Charakteristikas:

(A)Y JIméno/klid: Strannd modifikovany
(B) Umistén{: skupiny (2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11)
(I Dald&{ informaces /produkt= "l-amino kyselinove

zhythy"

fme ey

(i) Fopis posloupnostis SEQ LD ¢, 52

Arg Tle Tle Ile Arg Ile Arg Ile Arg Ile Ile Arg

Informace o posloupnosti SECQ TD &, 55

(i) Charakteristiky posloupnostis

(M) Délkar 12 aming kyselin
() Typ: amino kyselina
(C) Vétvend: jednoduché

(M Topologies Linedrnd

(ii) Typ molekulys peptid

(vii) F¥{my zdrojs

() Klone peptid 53

ix) Charakteristikad

(A)Y Jméno/kl{i¢s Strannd modifikovany
(B) Umigténis skupiny (1, 3, 5, 8, 9, 11)
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(IN Dalé! informace: /produkt= "DI-

2hythky"

e

(i) Fopis posloupnosti: SEQ ID €. S50

Arg Tle Tle Tle Arg Ile Arg Ile Arg Ile

e

() Informace o posloupnosti SEQ ID ¢. 54

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkas 12 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduche

(I Topologie: linedrni

(ii) Typ molekulys peptic

{(vii) F*imy zdrojs

(B) Elon: peptic 354

(ix) Charakteristika:

. [ X} oe (X
.o * * . L
] (X . ¢« oo
o * s @ *
* e . [ LI )
soe oo (X} se

amino kyselinoveé

Tle Arg

()Y Jméno/kl{d: Strannd modifikovany

(F) Umfsténls skupiny (2, 6, 8, 11)

(i) Fopis posloupnostis SEQ ID ¢, 54

Arg Tle Val lle Arg [le Arg Ile Arg Leu Ile Arg
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(2) Informace o posloupnosti SE@ ID &. 99
(1) Charakteristiky posloupnosti:

(A) Delka:

() Typo

(C) Vétveni

oy

L]

2 amino kyselin
amino kyselina
jednoduche
Topologies linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid
Fefmy w#droj:

(B)Y Klon:

(vii)
peptid 35
(ix) Charakteristika:
(a)
()

Jméno/kl{d

Umistérndy (2, 5, 4

alupiny

(I Dalsdt informace: /produkt= "D-amino kyselinové

ahytlky"

IO ¢ S5

(vi) Fopis posloupnostis SEG

Arg Tle Ile Val Arg Tle Arg Lew Arg Tle

(N Infornace o posloupnosti SEC TD ¢, Sé

(i) Charakteristiky posloupnostis

(AY Deélka
() Typ: amino kyselina
(C) Vétvenis jednoduche
(I Topologie: linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid

. *e e
LR ] L ] L .
* LEJ *
. [ e o o
L] L] . .
LN 2 LX) LA

Strannéd modifikovany

. P

10, 11)

Ile Arg
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(vii) FFimy =2drojs
(B) Elons peptid S6

(i) Charakteristika:
() JIméno/kl{i¢:s Stranng modifikovany

(B) Umisténi: skupiny (3, &, 8, 9, 11)

(I Dal&{ informace: /produkt= "D=-amino kyselinove

ahytly"

(%i) Fopis posloupnostis SEQ I &. Sé

Arg Tle Gly Ile Arg Leu Arg Val Arg Ile lle AT

¢ Informace o posloupnosti SEQ IV &, 57

() Délkas 12 amino kyselin

(B) Typy amino kyselina

() Vétvenl: jecdnoduché

(I Topologies linedrnt

(i) Typ molekulys peptid

(vii) Ffmy zdrojs

(Y Elony peptid 57

(ix) Charakteristikas
(A) Jméno/kl{i¢: Strannd modifikovany

(R) Umisténil: skupiny (&, &, 8, 11)

(0 Dal&{ informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahythy"
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[

(i) Popis posloupnosti: SEG ID &. 57
Lys [le Val Ile Arg lle Arg lle frg Leu Ile Arg
(M) Informace o posloupnosti SEG I &. Ot

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délka: 12 amino kyselin
(B)Y Typr amino kyselina
(C) Vétveni: jednoducheé

(I Topologie: linedrnt
(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) FPImy zdrojs

(B Elony peptid 5

(ix) Charakteristikay
(A Jméno/klie: Btrannd modifikovany
(B) Umfsténi: skupiny (2, 3, 4, 8, 10, 11)
(M) Dald{ informace: /produkts= "D-amino kyselinove
ahythy"

v e

(xi) Fopis posloupnostis SEGR I ¢, S8
fArg [le Ala Val Lys Trp Arg Lew Arg Phe Tle lLys
(M) Informace o posloupnosti SEE ID &, 593
(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkar 12 amino kyselin

(B) Typ: amino kyselina

(C) Vétvenis jednoducheé
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(I Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥{my zdroj:

(B) Klon: peptid 39

(i%) Charakteristika:
(A) Jméno/kli¢: Strannd modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (3, &, 8, 9, 11)
(I Dal&! informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahythy"

(vi) Popis posloupnostis SEG ID &, 59

Lys ITle Gly Trp Lys Lew Arg Val Arg Tle Tle Arg

() Informace o posloupnosti SECQ TD ¢, 60

(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkar 12 amino kyselin
(B)Y Typ: amino kyselina
() Vétvents jednoduche

(I Topologies linedrnt

(14) Typ molekalyr peptid

(vii) Ff{my zdroje

() Elon: peptid 60

(iv) Charakteristikas
(A)Y JIméno/klit¢: Strannéd modifikovany

(BY Umisténi: skupiny (2, 4, 7, 10, 11)
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(I) Daléi informace: /produkt= "D-amino kyselinove

zhythky"

(xi) Fopis posloupnosti: SEQ ID &. &0

Lys Lys [le Gly Trp Leuw Ile Ile Arg Val Arg Arg

() Informace o posloupnosti SEQ ID &. &1

(1) Charakteristiky posloupnostis

() Délka: 14 amino kyselin

(B) Typ: amino kyselina

(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologie: linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F*imy zdrogs

(B) Klony peptid 61

(i) Charakteristika:

() Jméno/kl{id:s Stranné modifikovany

(R) Umfsténi: skupiny (&2, 6, 8, 11, 13

ahytlky"

(i) Fopis posloupnosti: SEQ ID0 &, &l

Arg Ile Val Ile Arg Ile Arg [le Arg Leuw Ile Arg Tle Arg
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(2) Informace o posloupnosti SEQ ID &. 6Z2:

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délka: 14 amino kyselin
(B) Typ: aminp kyselina
(C) Vétveni: jednoduche

(I Topologies linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥Imy zdrojs

(B) Klon: peptid &2

{1%) Charakteristika:
(M) JIméno/kl{i¢: Strannd modifikovany

(B Umfsténfs skupiny (1..4, 8, 10, 11, 1% 14

(M) Informace o posloupnostds SEQ T & &5

(i) Charakteristiky posloupnostis
(M) Délkas 14 amino kyselin
(B) Typs amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduche

(I Topologie: linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid
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(vii) F¥imy =zdroj:
(R) Klons: peptid &3

{ix) Charakteristika:

(M) Jména/klié: Strannd modifikovany

(K) Umisténi: skupiny 3, 5, 8, 9, 11,

14)

(0) Dal&! informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahythky"

(vi) Fopis posloupnostis SEQ ID &, &5

Arg Tle Gly Ile Arg Leu Arg Val Arg Ile Ile Arg Arg Val

() Informace o posloupnosti SEQ D ¢, 640

(i) Charakteristiky posloupnostis
() Délkas 16 amino kyselin
(B) Typs amino kyselina
(C) Vétvenil: Jednoducheé

(I Topologie: linedarnd

(i1) Typ molekuly:s pepticd

{(vii) F¥imy zdrojs

(Y Elons pepticd &4

(i) Charalkteristikas:

(M) Jméno/klid: Strannéd modifikovany

() Umisténi: skupiny (1, 2, &, 7, 11,

1

[
sl 3

16)
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(%i) Fopis posloupnostis SEQ ID &. 64:

Lys Ile Val Ile Arg Ile Arg Ala Arg Leu Ile Arg Ile Arg Ile
Arg

D) Informace o posloupnosti SEG ID ¢, &5

(1) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délkas 1é& amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
() Véatvenl: jednoducheé

(I Topologie: linearnt
(L) Typ molekuly: peptid

(vii) FFimy zdrojs

() Elony pepticd &5

(ix) Charakteristikas
(A) Jdméno/kLLl: Stranng modifikovany
(B) Umisténls skupiny (2, 3, 4, 7, &, 10, 11, %, 14,
1é)

(I Dalsgs informace: /produkt= "T-amino kyselinové

(#d) Fopis posloupnostis SEQOTD ¢, A%

Arg Tle Ile Val Lys [le Arg Leu Arg Tle Tle Lys Lys Ile Arg

@
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(2) Informace o posloupnosti SEQ ID &. &b

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délka: 16 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduche

(I Topologies linearnt

(ii) Typ molekulys peptid

(vii) F¥f{my zdroje

(B) Klon: peptid é&é

(ix) Charakteristika:s
(M) Jméno/klics Stranné modifikovany
(B Umfsténi: skupiny (1, 2, %, 8, 9, 11, 13, 14, 14)
(I Dalds informaces /produkt= "O-amino kyselinove

why tily"

(i) Fopis posloupnostis SEQ TD ¢, &b

Lys Ile Gly Ile Lys Ala Arg Val Arg Ile Ile Arg Val Lys lle

Ile

(Y Informace o posloupnostli SEC T &0 &7

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) DNédlkays L& aming kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétvenis jednoducheé

(I Topologies linedrnd

(ii) Typ molekulyr peptid
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(vii) Frimy =zdroj:
(R) Klon: peptid 67

(ix) Charakteristika:
(M) Jméno/klid: Btranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (2, 3, 4, 7, 8, 10, 11, 13, 14,
1&6)
(IN Daldl informace: /produkt= "D-amino kyselinove

zhy thky"

(2i) Fopis posloupnostis SEQ ID ¢. &7

Arg Tle Ile Val His Ile Arg Lew Arg Tle Tle His MHis [le Arg

L.eu

{2y Informace o posloupnostl SEQ TD &, &8

(1) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Dédllkays 16 amino kyselin
() Typs aming kyselina
() Véstvents Jednoduché

(I Topologie:s linedrnt

(i) Typ molebkuly: peptid

(vii) F*{my zdroj:

() Flony peptid &8

(ix) Charakteristikas
(M) Jméno/kl{i¢: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (1, 3, &, 8, 9, 11, 13, 14, 16)
(IN Dalds informace: /produkt= "D-amino kyselinove

zhythy"
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(%i) Fopis posloupnosti: SEQ ID ¢&. &8:

Mis [le Gly lle Lys Ala His Val Arg Ile Ile Arg Val His Ile
Ile

() Informace o posloupnosti SEG@ ID &, &9
(1) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délkar: 16 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétvenis jednoducheé
(L) Topologier linedarnt

(14 Typ molekuly: peptic

(vii) FPLimy z=cdrog.

(B Elome pepticd &%

(ix) Charakteristika

(AY Jméno/kL{d Strannd modifikovany

(F) Umistédni: skupiny (2, 4, 7, %9, 10, 11, 13, 14, 1&)

ahythy"

(xi) Fopis posloupnostis SEC IO ¢, &A%

Arg Tle Tyr Val Lys Ile Mis Leu Arg Tyr Ile Lys Lys Ile Arg

L.t

(2 Informace o posloupnosti SEQ ITD &, 70

(1) Charakteristiky posloupnostis

(A) Délkar 14 amino kyselin
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(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétvent: jednoduché

([ Topologie: linedarnt

(i1) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥fimy zcdroj:

(H) Klon: peptid 70

(ix) Charakteristika:
(M) Jméno/klid: Stranng modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (1, 3, 5, 8, 9, 11, 13, 14, 1&)
(I Daldd informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahythy"

(i) Popis posloupnostis SEG IO &, 70

Lys Ile Gly His Lys Ala Arg Val His lle Ile Arg Tyr Lys lle

() Informace o posloupnosti SEO TD &, 71

(i) Charakteristiky posloupnostis
(AY Nélkay 1é& amino kyselin
(B) Typs aming kyselina
(0 Vétvents Jednoduché

(I Topologier linedarni

(id) Typ molekuly:r peptid

(vii) FELmy zdroje

(F) Klons peptid 71
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(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{id: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (2, 3, 4, 7, 8, 10, 11, 13, 14,
1é)
(I Dalg! informace: /produkt= "D-amino kyselinové

ahytly"

{xi) Popis posloupnostis SEQ TN ¢, 71

Arg Tle Tyr Val Lys Fro His Fro Arg Tyr TIle Lys Lys Ile Arg

L&l

(2 Informace o posloupnosti SEG LD ¢, 72

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkar L& aming kyselin
(BY Typs aming kyselina
() Vétven(: jednoduchdé

(I Topologies Linedrnd

(i) Typ molekuly: peptid

(viid) FF{my zdrojs

CEY Elony pepticd 72

(i) Charakteristikay
(A Jméno/kl{c¢s Strannéd modifikovany
(BY Umfsténdy skupiny (5, 5, 8, 9, 11, 1%, 14, 1&)
(I Daldgi informaces /produkt= "I-amino kyselinove

by thy"
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(%i) Fopis posloupnostis:s SE@ ID &. 72:

Lys Fro Gly His Lys Ala Arg Fro His Ile Ile Arg Tyr Lys Ile
Ile

() Informace o posloupnosti SEQ TD &, 735

(1) Charakteristiky posloupnosti
(A) Délkar 19 amino kyselin
(B) Typs amino kyselina
(C) Vétven(: jednoduche

(I Topologies linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F*lmy zdroj:

() Flon: pepticd 73

(i) Charakteristika
(M) Jméno/k1LE s Stranné modifikovany
(B) Umisténis skupiny (2, &, 7, 11, 1§, 16, 18)
(I Daldd informace: /produkt= “T-amino kyselinove

why tlky"

(xd ) Popis posloupnostls SEG TD ¢, 75

Lys Ile Val Ile Arg Ile Arg Ile Arg Lew Tle Arg Ile Arg Tle
g

(2 Informace o posloupnosti SEG ID ¢, 74

(1) Charakteristiky posloupnosti:

(M) Dédlkar 19 amino kyselin
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(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologie: linedrnt

(i1) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥{my zdroj:

(B Elome peptid 74

(i) Charakteristikas
(A) Jdméno/kl{és Strann® modifikovany
(B) Umisténis skupiny (2, 3, 4, &, 7, 8, 10, 11, 13,
14, 16, 17, 19)
(IN Dalds! informace: /produkt= "D-aming kyselinové

2hy tly!

(1) Fopls posloupnostis SEQ ID ¢, 744

Arg Tle Tle Val Lys Tle Arg Lew Arg Tle Ile Lys Lys Tle AT

Lew Ile Lys Lys

G2y Informace o posloupnosti SEG TD ¢, 7%

(1) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Deélkar 19 amino kyselin
(B Typs amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduché

(I Topologie: linedrni

(i1) Typ molekuly: peptid

(vii) F#imy zdroj:

(B) klony peptid 75
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(ix) Charakteristika:
(A) Jdména/kl{d: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (3, 4, &, 8, 9, 11, 13, 14, 16,
17, 18)
(I Dalsl informace: /produkt= "l-amino kyselinove

ahy thy"

(%i) Fopis posloupnostics SEG I &, 75

Lys Tle Gly Trp Lys Lew Arg Val Arg Tle Ile Arg Val Lys [le
Gly Arg Leu Arg

(2) Informace o posloupnosti SEQ ID &, 7é&:

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A Dédlkar 25 amino kyselin
(B Typr: aming kyselina
() Vétvents jednoduchd

(I Topologie: Linedrn{

(ii) Typ molekuly: peptic

(vii) F¥Lmy zcdrojes

(E) Blons peptid 76

(i3} Charakteristikaz
(A Jméno/klids Stranngd modifikovany

(B) Umistédnis skupiny (2, &, 7, 11, 15, 146, 18, 20,

([ Daldg{ informace: /produbkt= "D-amino kyselinové

rhytly"
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(%i) Fopis posloupnosti: SEG ID ¢#. 7é4:

Lys Ile Val Ile Arg Ile Arg Ile Arg Leuw Ile Arg Ile Arg Ile
Arg Lys Tle Val Lys Val Lys Arg Tle Arg

oy o

Informace o posloupnosti SEQ TD &, 77

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkas 26 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétvenls jednoduché

(I Topologie: linedrnt
(i1) Typ molekuly: peptid

(vii) FPimy zdroj:

(B Elons peptid 77

(i) Charakteristika:n
(A Jmeéno/kL s Strannég modifikovany
(B) Umfsténis skupiny (2, 5, 4, &, 7, 8, 10, 11, 1%
14, 16, 17, 19,022, 24, 28)
(I Dalsl informaces /produkt= "DI-aming kyselinove

wly thy"
(x1) Fopis posloupnostis SER TD &, 774

Arg Fhe Ala Val Lys Tle Arg Led Arg Tle Tle Lys Lys [le Arg
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(2) Informace o posloupnosti SEQ ID ¢. 78:

(1) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Delkar 30 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vétveni: jednoduché

(N Topologies linedrnt

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F*imy zdroj:

(B) Elon: peptid 78

(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{ié: Strannd modifikovany
() Umfsténly skupiny 2, 4, 5, 8, 9, 11, 13, 14, 14,
17, 18, 22, 2%, 24, 27, 28, 50
(L) Daldl informace: /produkt= "D-amino kyselinové

rhythy"

(2i) FPopls posloupnostis SEQ TD &, 78:

Lys Ala Gly Trep Lys Leu Arg Val Arg lle Ile Arg Val Lys Tle

Gly Arg leu Arg Lys Tle Gly Trp Lys Lys Arg Val Arg Tle Lys

D Informace o posloupnosti SEQ LD &, 79

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délkar 16 amino kyselin
(B) Typs amino kyselina
(C) Vétveniy jednoduché

(I Topologie: linedrnt
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(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F*imy zdroj:

(B) Elon: peptid 79

(ix) Charakteristikas:
(A) Jméno/kl{d: Stranné modifikovany
(B) Umfsténi: skupiny (2..5, 7, 8, 10, 11, 1%, 14, 16&)
(I Daldl informace: /produkt= "D-amino kyselinové

2hy thy"

(wi) Fopis posloupnostis SEQ ID ¢, 79

Arg Tle Tyr Val Lys Fro His Fro Arg Tyr Tle Lys Lys lle Arg

e

() Informace o posloupnosti SEG T &, GO

(i) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Délkay 16 aming kyselin
(BY Typ: amino kyselina
(G Vétvenl: Jednoduché

() Topologie: linedrnt

Cid) Typ molekuly: peptic

{vil) FPdmy zdroju

() Elons peptic &0

(i) Charakteristikaz
(M) Jméno/kl{cs Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (1, 2, %, 9, 7..11, 13, 14, 16)

(I Daldd informace: /produkt= "D-aming kyselinové
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zhythky"

(i) Fopis posloupnostis SER ID ¢, 80

Lys Fro Gly His Lys Ala Arg Fro His Ile Ile Arg Tyr Lys Ile

Ile

() Informace o posloupnosti SEC IO &, 81

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkar 19 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
() Vétvent: jednoduché

(I Topaologies linedrn{

CLi) Typ molekulyr peplicd

(vii) F*imy =2ceogy

(Y Elony pepticd 81

(ix) Charakteristika:
(AY JIméno/k Ly Strannd modifikovany
() Umisténlis skupiny (2, 4.8, 10,0035, 15, 14, 18
(I Tlaldgt informaces /produkt= "D-aming kyselinové

Fhy oy "

(i) Fopls posloupnostdis SEGOTID &, 81

Lys [le Val Ile fArg Ile Arg Tle Arg Lew [le Arg Ile Arg [le
Arg Lys Ile Val
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(2) Informace o posloupnosti SEQ ID ¢. BZ:

(1) Charakteristiky posloupnosti:
(A Délkas 19 amino kyselin
(E) Typ: amino kyselina
() Vétveni: jednoducheé

(I Topologie: linedrn{

(ii) Typ molekuly:s peptic

(vii) F¥(my zdroj:

(B) Elon: peptid 82

(ix) Charakteristika:
(AY Jméno/kLids Stranné modifikovany
(B Umifstdnds skupiny (2, 3, 4, 60001, 1%, 14, 16, 17,
19)
(L0 Dalse informace:s /produkt= "T-aming kyselinové

2hy thy"

(i) Fopils posloupnostis SEG TD ¢, 832

Arg Tle Ile Val Lys Ile Arg Lew Arg Tle Tle Lys Lys Tle Arg

Lew Tle Lys lys

() Informace o posloupnosti SEQ T ¢, 83

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délka: 16 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
() Vétveni: jednoducheé

(I Topologies linedrni
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(1i) Typ molekuly: peptid

(vii) FPfLimy zdroj:

(B) Elon: peptid 83

(i) Charakteristika:
(A) Jméno/kli¢y Strannd modifikovany
(B) Umigténis skupiny (2..5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16&)
(IN Dal&f informace: /produkt= "D-amino kyselinové

hythy"

(i) Popis posloupnostis SEQ ID . 83
Arg Tle Tyr Val Ser Lys [le Ser [le Tyr Tle Lys Lys Ile Arg

[.e0d

C2) Imformace o posloupnosti SEG 1D &, 84@

(1) Charakteristiky posloupnostis
(R) Délkas 19 aming kyselin
(B) Typs amino kyselina
(G Vétveni: jednoduchd

(I Topologie: linedrni

(Li) Typ molekulys peptic

(vii) FP*{my zcroj:

(B Elon: peptid 84

(i) Charakteristikas:
(A) Jméno/kl1i¢: Stranngd modifikovany

(B) Unisténi: shupiny (2, 4..8, 10..13, 15, 16, 18)
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zhythky"

#1) Fopis posloupnostis SEQ ID &, 84

l.ys ITle Val Ile Fhe Thr Arg Ile Arg Leuw Thr Ser Ile Arg lle

(ATl

(2) Informace o posloupnasti SEG ID ¢, 8%

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkar 16 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
() Vétvenl: jednoduché

(I Topologie: linedrnt

Cid) Typ molekulyr peptic

(vii) Feemy zdrog:e

(B Elon: pepticd 8%
(ix) Charakteristilkas

(M) JIméno/kliés Stranndéd modifilkovany

(BY Umifsténdis skupiny 1, 2, 3, 5, 7..11, 1%, 14, 1é&)

Cwd) Fopils posloupnostis SEG TD ¢, 85

Lys Fro Tle His Lys Ala Arg Fro The Tle Ile Arg Tyr Lys Met

I1e

() Informace o posloupnosti SER ID &, 86

(i) Charakteristiky posloupnosti:

(A Délkas 25 amino kyselin
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(B) Typ: amino kyselina
(Z) Vétveni: jednoduché
(I Topologie: kruhova

(11) Typ molekulyr peptid

(vii) Ffimy =zdroj:

(B) Elon: peptid 84

(ix) Charakteristikas:
(A) Jdméno/kLiEr Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (9, 20, 21)
(I Dalsgl informace: /produkt= "D-amino kyselinove

ahythky"

(«1) Fopis poslodpnostis SEGQ T &, 8é4:

Cya Lys Gly Fhe Fhe Ala Leuw Tle Fro Lys Tle [le Ser Ser Fro

Lew Fhe Lys Thre Lew Lew Ser Ala Val Cys

() Informace o posloupnosti SEQ D ¢, &7

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkas 26 aming kyselin
() Typs aming kyselina
(G Vétvents Jednoduché

(I Topologies kruhova

{(11) Typ molekuly: peptid

(vii) Ffdmy zdroje

(B) Klons peptid 87
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(i%) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{ids Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (10, 21, 22)
(L) Daldl informace: /produkt= "Iamino kyselinové

ahytly"

(xi1) Fopls posloupnostis SEQ TD &. 87

Cys Lys Lys Gly Fhe Fhe Ala Leuw Tle Fro Lys [le Ile Ser Ser

Fro l.euw Fhe Lys The Leu Leuw Ser Ala Val Cys

(2) Informace o posloupnosti SEG ID ¢, 828«

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A Délkar 27 amino kyselin
(B) Typs amino kyselina
(G Vétvenis jednoduché

(N Topologie: kruhova

(11 Typ molekalys peptic

(vii) Feimy zcdrojs

(B Elon: pepticd 88

Ci) Charakteristikas
(M) Jméno/kl{¢y Strannéd modifikovany
(B Umisténts skupiny (11, 22, &35
(I Daldge informaces /produkt= "D-amino kyselinoveé

rhytly"

(1) Fopis posloupnostics SEG ID ¢, B8:

Cva Lys Lys Lys Gly Fhe Fhe Ala Leu Ile Fro Lys Ile [le Ser
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Ser Fro Leuw Fhe Lys Thr Leu Leu Ser Ala Val Cys

() Informace o posloupnosti SEQ 1D &, 89

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkar 16 amino kyselin
(B) Typr amine kyselina
() Vétvenfi: jednoduché

(I Topologies kruhové

(id) Typ molekuly: peptid

(vii) FP*Imy zdroj:

() klon: peptid 89

(i) Fopils posloupnostis SEQ D &, 89

Cys Arg Ile Val Tle Arg Ile Arg Ile Arg Lew Ile Arg Ile Arg

Dy

2y Informace o posloupnosti SEQ TD ¢, 90

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkayr 18 amino kyselin
() Typ: amino kyselina
() Vétvents jednoduché

(I Topologie: kruhova

(1i) Typ molekuly: peptid

(vii) FP{my zdroj:

(B) Klon: peptid 90
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(ix) Charakteristika:
(A) Jméno/kl{t: Stranné modifikovany
(B) Umisténi: skupiny (2, 3, 4, 6, 8..12, 14, 15, 17)
(I Daldl informace: /produkt= "I-amino kyselinové

zbythky"

(i) Fopis posloupnostis SEQ ID &, 90

Cys Lys Fro Gly His Lys Ala Arg Fro His Ile Ile Arg Tyr Lys

He Ile Cys

(2) Informace o posloupnosti SFEQ ID ¢, 91:

(1) Charakteristiky poslouprnostis
(A Délka: 28 amino kyselin
(BY Typs amino kyselina
() Vétveni: jednoduché

(I Topologies krubova

(i1) Typ molekuly: peptid

(vii) FP{my wdrojs

() Elons peptid 91

(i) Charakteristikas
(A Jméno/kL{E:s Strannég modifikovany
(B) Umisténi: skupiny 5, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 14,
15, 17, 18, 200235, 25, 24)
(I Dalde informace: /produkt= "D-amino kyselinové

zhytly"
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(xi) Fopis posloupnosti: SEG ID ¢. Q1

(X ] e .o
. ] .0 .

LE . LN 1 .
* o tee osoee
L] . L

(X ) .e LX)

Cys Arg Fhe Ala Val Lys Tle Arg Leu Arg Tle Ile Lys Lys Ile

Arg Lew Ile Lys Lys Ile Arg Lys Arg Val Ile Lys Cys

”~y

2) Informace o posloupnostli SEQ ID &, 920

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délkar 15 amino kyselin
() Typ: amino kyselina
() Vétvenil: jednoduché

(I Topologie: linearnt

(id) Typ molekuly: peptid

(vid) F*fmy zdroj:

(BY Elons peptic &350 (Cbdst peptidu 992)

{(ix) Charalkteristikay
(A Jméno/kliEy Strannéd modifikovany

(B) Unmfsténd: skupiny 5, 4, 8, 10)

() Dalds informace: /produkt= "D-aming kyselinové

hythky"

(i) Charakteristikas
(A Jméno/kL ¢ Strannd modifikovany
(B Umfsténdy 13
(I Daldl informaces /produkts= "jiné"
/pondamka= "karboxylovd skupina na

C-koncovée Casti byla zaménéna amino

glkupinou"
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(%1) Fopis posloupnosti: SEQ ID ¢, 92:

Lys Leu Leuw Leu Lys Leu Leu Leuw Lys Leu Leu Lys Cys

(2) Informace o posloupnosti SEQ ID ¢, 935

(i) Charakteristiky posloupnostis
(A) Délka: 13 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
() Vétveni: jednoduché

(I Topologies linedrn{

(ii) Typ molekuly: peptid

(vii) F¥imy =droj:

(B Elon: peptid 240 (Fast peptidu 97

(ix) Charakteristikay
(A) Jméno/kl{dy Strannéd modifikovany
(BY Umfaténdis skupiny 3, 4, 8, 10)
(I Taldl informace: /produkt= "I-amino kyselinové

Fhy Lly"

(i) Charakteristikay
(A) Jméno/klids Stranngd modifikovany
() Umfstédnds 13
(N Talde informace: /produkts= " jiné"
/pornamka= "karboxylovda skupina na

Ckoncovée Casti byla zaménédna amino skupinou

(%1) FPopis posloupnosti: SEQ ID ¢, 93

Lys Leu Lew Leu Lys Leu Lys Leu Lys Leuw Leuw Lys Cys
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Informace o posloupnosti SER ID ¢. 94:

(1) Charakteristiky posloupnosti:
(A) Delkar 33 amino kyselin
(B) Typ: amino kyselina
(C) Vetveni: jednoducheé

([ Topologie: linedrnt

(i) Typ molekulys peptic

(vii) FPImy zcdroj:

(B Elon: pardaxin

(31} Fopis posloupnostis SEG ID &, 94

Gly Fhe Fhe Ala Lew Ile Fro Lys Ile Ile Ser Ser Fro Leu Fhe

Lys Thre Leuw Lew Ser Ala Val Oly Ser Ala Leuw Ser Her Ser Oly

Gly Gln Glu

Informace o posloupnostl SEC T &, 95

(1) Charakteristiky posloupnostis
(A Dédlkay 26 aming kysselin
(B)Y Typ:s amino kyselina
(L) Wétvendtys Jednodushé

(I Topologie: linedrnd

Cid) Typ molekuly: peptid

(vii) Frimy =zdrojs

(B Elon: mellitin
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(ix) Charakteristika:
(A) Jdméno/klid: Strannd modifikovany
(B) Umisténi: 26
(I Daldl informace: /produkt= "jiné"
/poznamka=s "karboxylova skupina na

Ckoncové Castl byla ram@néna amino skupinow”

(xi) Fopis posloupnostis SEQ ID &, 9%

Gly Tle Gly Ala Val Leu Lys Val Leu Thr Thr Gly Leu Fro Ala

Lew Ile Ser Trp Ile Lys Arg Lys Arg Gln Gln
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PATENTOVE NAROKY

1. Nehemolytickéd cytolytické ¢inidlo volend 3z peptidu, komplexu
gvazanych peptidd, smési peptidd nebo nahodilého kopolymeru
peptidd, uvedend &inidlo majflc! selektivnl cytolytické Gdinky
projevuiici se v tom, ¥e ¢inidlo mad cytolytické Gfinky na
patogenni bulky predstavuifci butky, kterd se v téle nevyskytujl
prirozend zahrnujifcd mikrobidlni patogennl organismy a zhoubné
buskys a ¢inidlo je nehemolytické, toti¥ nemd ¥adné cytolytické
aéinky na Cervend  krevndl butky nebo mé  cytolytické afinky na
“arvend kreval buttky v koncentracich, kterd jsou podstatné vy$s]
ne¥ koncentrace prl kteréd projevuijl uvedend cytolytické adinkys
uvedend nehemolytickdé cytolytickd dinidlo je  voleno ze skupiny
rahrnajfody
(1) cyklicky derivat peptidu majfcd ¢isty pozitivnl naboj, ktery
je ovydEl ne¥ +1, a obsahujicd jak L-—amino kyselinové zhythky,
tak i D-aming kyselinové zbytky, nebo obsahuwifcd bud L-amino
to typy a obsahujlcd c-helixovow prerudovact Casty
() peptid obsahujfcd Jjak  L—aming kyselinové  zxbythky, talk
i Deamine  kyselinovéd shytky, majfcid ¢isty pozitivnd naboli,
Etery de vy&S{ ned +1, a majictd peosloupnost amino kyselin
takovou, %e odpovidajfc? posloupnost aming kyselin obsahuifcd
pouze L-aming  kyselinové shytky se v prirodé nevyskytuje, a
Jeho cyklickdé derivatys
(%) komplex obsahuifcl velké mno¥stvi 2 nebo vice nehemolytickych
cytolytickyeh pepticd@, ka¥dy peptid md Cisty pozitivni nébolj,
Etery je vy&&1 ne¥ +1, a obsahuje Jjak L-amino kyselinove
zhythky, tak i [-amino kyselinové zbytky, nebo obsahuie bucd
L~amino kyselinové shytky nebo D-amino kyselinove zbythky nebo
oba tyto typy a obsahuje o-helixovow prerudovact dast, nebo

jeho cyklicke derivaty, uvedend peptidy jsoun spolednd
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provazané pou¥itim spojovaci molekuly kovalentné vacane ke
kafdému z peptidd;
smés  obsahujicid velké mnofstvi 2 nebo vice nehemolytickych
cytolytickych peptid@, ka¥dy peptid m& ¢isty pozitivnil naboj,
ktery Jje vy&%{ ne¥ +1, a obsahuje Jjak L-amino kyselinove
abytky, tak i D-amino kyselinové zbytky nebo obsahuje bud
L~amino kyselinové zbytky nebo D-amino kyselinové zbythy nebo
oba tyto typy a obsahuje o-helixovou prerudovact ¢dast, nebo
jejl cyklickd derivatyy a

neusporddany kopolymer obsabhujfct! rlzné poméry hydrofobni,

pazitivné nabité a D-amino kyseliny.

Cyklicky peptid podle narokuw 1(1)  obsahuifcl jak O-, tak i L~

amino kyselinové zbytky majfct! posloupnost takovouw, ¥e stejno-

rody  peptid otevieného Petézce obsabuifcl  pouze L- nebo -

aming  kyselinové zhytky a majici steinow posloupnost aming

Eysealin jako  uvedeny peptid, md c-helixzovouw  konfiguraci a ma

girokd spektrum  cytolytickych Qdinkd projevaifcich se na

rlanych buMkach.

Cyklicky peptid podle naroku 2, ktery predstavaije cyklicky

diastereomar odvozeny @ pardaxinu nebo mellitinu nebo @ jejich

At L.

Cylklicky pepticd podle ndroka 2, ve kterdém &isty pozitivnd
naboi  vy&&d  neX <+l je  diky prflrodnimu amino kyselinovému
slo¥en! nebo je  ziskdn neutralizactd volnych karboxylovych
shupin nebo dodanim pozitivng nabitych amino kyselinovych
shytkd a/nebo pozitivn® nabitych chemickych skupin.

Cyklicky peptid podle naroku 4, ktery je volen @ cyklického
diastereomeru pardaxinu nebo jeho ¢dsti, ke které byly dodany

Lys zbytky k N-kEoncové ¢dsti  a/nebo aminoethylamino skupiny
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byly doddny k C~koncové ¢dsti.

6. Cyklicky peptid podle ndroku 5 voleny 2 cyklickych peptidd
odvozenych z pardaxinu v textu oznafenych jako peptidy 86 a¥

88 « posloupnosti:

86 Cyklicky EALDIF7LA8LIS[] a¥ 227-par s posloupnosti:
Cys~Lys—-Gly-Fhe-Fhe-Ala-Leu~1le-Pro~Lys-1le~1le~Bepr-
=Her-Fro-Leu-Fhe-Lys-Thr-Leu—lLey~Ser-A1 a- ValeTs

87: Cyklicky FAFZLDIF?A8LA90] a¥ 221-par s posloupnostf:

88: Cyklicky KIKREZX[INIF7LAGLILL a¥ 227-par s posloupnosti:

~Ber-ger-Fro-leu-Fhe-Lys-Thr-Leu-Leu-Sar-f 1 a- ValmCTﬁ

7. Feptid podle ndrokw 1065 obsahuifcd jak  L-amino kyselinove
sbytky, tak i D-amino kyselinové zbytky a majfci posloupnost
amineg  kyselin  takovouw, fe odpovidajilcld  amino  kyselinova
posloupnost  obsahuific! pouze L-amino kyselinoveée zhytky se v

FELrodd nevysky b je.,

v 8. Feptid podle ndroku 7 majfc! ndsleduifcl charakteristiky:

(a) peptid predstavuie neprirodni synteticky peptid tvorfeny
rldenymi poméry alespod jedné hydrofobni amino kyseliny a
alespoft jedné pozitivn® nabité amino kyseliny, ve kterém
posloupnost alespof  jednoho 2 amino kyselinovych zbytk@

je D-amino kyselinas



. . X} oo oe .e
se o . L] .0 [ . * .
L] LX) . e oo . o e [
e o o o o e o e o ses s
s . . .o ] . .
eee oo .o LY (X} (X

146
(b) peptid ma ¢isty pozitivni naboj, ktery je vy&&1 nef +13 a
() pomér hydrofobnich k pozitivné nabitym amino kyselindm je
takovy, ¥e peptid je cytolyticky k patogennim bufkam, ale

nevyvolavd cytolyzu Cervenyceh krevnich bunék.

?. Feptid podle naroku 8, ve kterém pozitivné nabitd amino
kyselina Je volena ze skupiny zahrnuifcd lysin, arginin a
histidin & hydrofobni amino kyselina Je volena ze skupiny
rahrnujfod lewcin, izolewcin, glyein, alanin, valin,

fenylalanin, prolin, tyrosin a tryptofan.

10. Feptid podle naroku 9, ve kterém Cisty pozitivnd ndaboj vy&Ed
ne 1 je diky amino kyselinovému slo¥feni nebo diky doddn{
pozitivng nabitych chemickych skupin nebo kterdho hydrofobnost
mlde byt snifena dodéanim poldrnich amingo kyselin, takovych
jako  serin, threonin, methionin, asparagin, glutamin &

cystedn.

11. Feptid podle narokua 10 majfcd alespod & aming kyselinovycoh
rhytk&, wve kterdm Fydrofobni  amino kyselina predstavuje
lewcin, alanin  nebo valin a pozitivné nabitd amino  kyselina

predaetavuie lysin.

12, Peptid podle naroka 11 predstavaifol diastereomer  o-mer,
B-mer nebo 1&3-mer  peptidu tvorendho  lewcinem a  lysinem, ve
Ltaerdm alespod jedna tfetina poslouprnosti  je tvorfena [-amino
kyselinami, ale s vyloufenim peptidu, ktery je v textu oznaden
o

232 Lys—Leu-Leu-Ley~lys-Leau-Leu-Ley~Lys~Ledu-|.eu-L.ys~NH:

13, Leu/lys diastereomer podle naroku 2 oovoleny e skupiny
peptidd oznadenych v textu 24 a¥ 29 (BEG ID ¢.: 24 a¥ 29,

jednotlivé) s posloupnosti:
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Lys-Leu-Leu-Leu-l ys-Leu-Lys-Leu-Lys-Leu-Leu-Lys~NHz
Lys-Lys—-Leu-leu-lys-Leu-Lys-Leu-lLys-Leu-Lys-Lys—NHz
Lys-fLeu-Leu-Leu-Lys—Leu-lLeu-l eu-Lys~l.eu-Leu-Lys~NHx»
Lys-Leu-leu-Leu-Lys-Leu-Lys-l.eu-Lys~l.eu-Leu-Lys-NHa
L.ys-Leu-l.eu~-Leu-l.eu-Lys

Lys—Leu-Leu-Leu~l.ys-Lau-l.eu-lys
nept{rodniho syntetickeho peptidu podle

Cyklicky derivat

Eterdhokoliv = narok® 7 a¥ 13 voleny ze skupiny peptidd

v textu ornalovanych 92 a¥ 95 s posloupnosti{s

Cyklicky Cys~Lys-leu-Leu-Leu~lys-~leu-Lys-Leu-lLeu-lLys-Lys
N~y &~ eu-Ley=-Leg~l.ys~Leou-l.eu-Ley~Lys-Leu-|l au-lLys-C0

Fompley  provaranych  peptidd  podle néaroku 1CE) obsahujifof

mrio¥stvi @ nehemolytickyeh cytolyvtickych

14,

v ] lodé reho  vige

ol
IS

peptidd podle kteréhokoliv z narokd 1 a¥ uvedeng peplidy

Jjeau vrdjemnd  provazanéd  pres spojovacy molekuwlu  kovalentnd

vazanou na kak¥cdy peptldd.

L
A

”y

Eomplex  podle naroku 15, ve  kterém je svarelk tvorfen & nebo

[
wl oy

vice, vyhoodné molekulami  steindho peptidu nebo rAxnyeh

peptidd a spojovact molekula pfedstavuje pepticd  podle

"
&

kterdhakol iv pfedehdreilicich narokd nebo bé&fnéd poudivanou

gpojovacy molekulu.

Fomplex podle naroku 14 voleny 2 provazanych Lys/Lew

diastereomerd v textu oznatovanych 96 a 973
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Q62 ([DI-L32828:30-kylgCle [DI-L*1418110=kyl s & posloupnosti:
(Lys-Leu-Leu-Leu-Lys-Leu-Leu-Leu-Lys-Leu-Leu-Lys~Cys—NHz )g ~
~Lys~-Leu-Leu-Leu-lys-Leu~Leu-Leu-Lys—Leu-Leu-Lys-NHz

Q7: ([D1-L22428 110w+ C)e~[0]~[348210k,l0 & posloupnostis

18. Smé&s podle ndroku 1(4) vyznatuifci se tim, ¥e obsahuje velkd
mnofstvi 2 nebo vice nehemolytickych cytolytickyoh peptidd, ve
Eterdé peptidy predstavuil ty definovanéd v kterémkoliv z narokd

Loa¥ 4,

19, OSmés podle ndroku 18 vyenadfujfcd se  tim, ¥e zabrnuje smbs

20. Nehemolyticky cytolyticky neusporfadany kopolymer podle ndroku

i,

LCEY  obsahujicd rdznéd  poméry hydrofobni, pozitivnd nabité a

21. Nehemolyticky cytolyticky neuspofadany kopolymer podle ndaroku

20 tvoreny lysinem, leucinem a D-leucinem v poméerua lslol,

arlel nebo Telel (mol).
22, Farmaceuticky prostPfedek vyznafuifcld se  tim, ¥e obsahuje
nehemolytické cytolytickd Ciniddlo podle kterdhokoliv @ narokd

Pa¥ 21 a farmaceuwticky akceptovatelny nosid,

23. Farmaceuticky prostfedek podle ndroku 22 vyznaduifc! se tim,
fe o prostfedek  je wrden pro  ofetfeni infekcl zpdsobenych
patogennimi organismy.

24. Farmaceuticky prostfedek podle ndroku 23 vyznafuilcl se tim,

fw patogenni  organismy  Jsou voleny e  skupiny zahrnujici
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batterie, plisn&, prvoky, mykoplasmu a viry.

29. Farmaceuticky prostrfedel podle naroku 24 vyznadujic! se tim,
e patogennimi organismy Jsou bakterie.
26. Farmaceuticky prostfedel podle ndroku 22 vyznaduifcl! se tim,

o prostredel je urden pro o$etfeni rakoviny.
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