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Tento vyndlez se tykd nového polypeptidu nebo jeho sole,
Podrobnéji se tento vynalez tykd nového polypeptidu, ktery
ma silnou afinitu k lipopolysacharidim, zvlaité endotoxinu,
m& zlepSenou protibakteridlni aktivitu a zlepfenou protivi-
rovou gktivitu, jeho farmaceuticky prijatelné soli a anti=
-HIV ¢inidla, kterj jako U&innou sloiku obsahuje uvedeny
polypeptid nebo jeho féhaceuticky prijatelnou sul,

Dosavadni stav techniky

Do dne&ni doby (Jjak ukszuje nasledujici literatura) by=
ly Nakamurou, Iwanagou, Niwou a spol. popsany polypeptidy
(tachyplesin 2 polyphemusin) odvozené od krabl podkovovitjch.
Ty%o polypeptidy vykazuji afinitu na endotoxiny. Byly popsa=-
ny také jejich farmakologické vlastnostis J. Biol. Chem.
263, 16709 aZ 16713 (1988), Chem, Fharm, Bull. 37, 2661 a%
2664 (1989), japonsky vyloZeny patentovy spis &. 53799/1990,
Japonsky patentovy vyloZeny spis &. 152987/1990, japonsky
vyloZeny patentovy spis &, 167230/1990, J, Biochem, 106,

663 aZ 668 (19839), Taisha (Metabolism) 26, 301 a3 311 (1989)
a publikovznd reSersni p¥ihldZka 500194/1990,

Pokud jde o polypeptidy s afinitou na endotoxiny, kte-
ré byly isolovény z krabl podkovovitych (rodu T&hypleus,
rodu lumulus a rodu Carcinoscorpius), existuje podle nej-
lep3ich znalosti vyzkumniki pét strukturnich analog. KaZdy
2 nich Jje polypeptid s cyklickou strukturou se 17 nebo 18
pfirodnimi aminokyselinami., Tyto polypeptidy meji navzéjem
mimo¥4adné analogické vlastrnosti. Takovy polypeptid je ve-
lice zajimevy jako jedna z klidovych sloudenin, ktera umo?-
nuje krablm podkovov;tym adaptovat se na zmény jejich vnéj-
giho Drostredi chranlt svij drub z pradavnych dob aZ do dnede
nich Casl jako Zijici zkamendliny.
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Na druhé strané - s ohledem na zachovani existence
glovéka, kterj je vysoce diferencovan = jsou z4douci léky,
o nich? se odekéva, Ze maji profylakticky nebo terapeuticky
4&inek na syndrom zisksné imunitni nedostateCnosti (AIDS)
zplisobeny virem lidské imunitni nedostatecnosti.

Auto®i tohotc vynalezu vénovell pozornost shora uvede~
nym polypeptidim afinitnim na endotoxin, o nich? se domni=-
vaji, %e maji vztah k zachovavani druhd kraba podkovovitého,
AutoPi tohoto vyndlezu studovali vztah mezi strukturnimi
zménami techto slouenin a aktivitou na vir lidske lmunit=-
ni nedostateénosti (HIV). Vésledkem téchto studii bylo na-
lezeni polypeptidl, které se podstatné 1isi od obvykle
struktury zrémych polypeptidd z krabl podkovovitych s afi-
nitou na endotoxiny. K velkému prekvapeni autoria bylo
zjisténo, %e tyto nové polypeptidy maji vynikajici Géinek
a e jejich hoanoty proti-FIV aktivity jsou defekrat nebo
vicekrat v&t3i ne? proti-HIV aktivity znéamého polypeptidu s
afinitou ns endotoxin.

Podstata vynalezu

Tento vynalez je zaloZen na uvedenych objevech a tyké
se nového polypeptidu obecného vzorce I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14

Al-T:;m33s-52—A3~Iys». -AE~A3mG13—Aq-A4-A2—£5-
15 16 17 18 '
AB-Cys-Arg-As @,

v némZ &4 znamend atom vodiku nebo jeden &i dva zbytky
aminokyselin, jimiZ jsou lysinm a arginin,

4, nezavisle zpamena zbytek tyrosinu, fenylalaninu
nebo tryptofanu,

A3 nezavisle znamend zbytek argininu nebo lysinu,

Ay nezévisle znamend zbytek ala_ninu, valipu, leu-
cinw, isoleucinu, serinu, cystelnu nebo methioninu,

AS znamena skupinu -OH (odvozenou od karboxylové
slupiny) nebo skupinmu -NH, (odvozenou od amidové skupiny),
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Cys znemen& zbytek cysteinu, Gly znsmeni zbytek gly-
¢inu, Lys znamend zbytek lysinu, Arg znamena zbytek ar-
girinu a Trp znamena zbytek tryptofanu,

cysteinové zbytky v polohéch 3 2z 16 mohou byt nevazany
disulfidovou vazbou (=S_S5-) a jestliZe v obou polohach 7
& 12 jsou cysteinové zbytky, mohou byt navazany disulfi-
dovou vazbou (=5=39,

nebo jejich soli,

Novy polypeptid podle tohoto vynalezu m& zesadné Ql-
lezitou vlastnost v tom, %e i kdy: ve znamych polypeptidech
odvozenych od krabil podkovovitjch zbytek aminokyseliny v
poloze & obvykle znamena zbytek valinu (Val), zbytek v po-
loze 6 téchto novjch polypeptidit podle vyndlezu znamend
zbytek lysinu (Lys). Zbytek bazické aminokyseliny ma uplne
Jiné viastnosti nez zbytek valinu.

Novy polypeptid nebo jeho sil podle vynéalezu Jje po-
drobnéji popsén niZe, Novy polypeptid podle vynélezu se
miZe piipravovat znamfm zpisobem, nspiiklad metodou syntézy
v pevné fézi. Konkrétné polypeptid podle tohoto vynélezu s
primym retézcem shora uvedeného obecného vzorce I se mije
ziskat napojenim karboxylové skupiny N-chrdnéného argininu
Da nerozpustnou pryskyfici s aminovymi skupinami p¥imo nebo
prostrednictvim spaceru (vymezovade) s funkini skupinou
schopnou navazel se na karvoxylovou skupinu alerboxylovou
skupinou, postupné se nevaZfou zplsobenm syntézy v pevné
fazl prislusné chranéné aminokysel iny od polohy 16 do po-
loky 1 sekvence aminokyselin nisledujiciho obecného vzorce I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 132 14
53-Cys—érg-ﬁ5
15 16 17 18 (I,
v némz Ay 4s AE’ Ayr Cys, Gly, Lys, Arg e Trp znamenaji
Jek shora uvedeno pro obecny vzorec I,

a potor se eliminuje (odstrani) nerozpustna pryskyri-~
¢e & chrénici skupiny eminokyseliny. tomto pripadu
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karboxylovy konec aminokyseliny v poloze 17 miZe byt bud
volny (A5 odpovida skupiné =OH) nebo miZe byt preveden na
amid Kyseliny (A odpovida skupiné -NH2) V ziskaném poly-
peptidu pak dale dva cysteiny v polohéch 3 a 16 mohou tvo=-
$it disulfidovou vazbu (~8-S=) merkaptoskupinami.

A déle, jestliZe jek v poloze 7 tek ¥ poloze 12 jsou
cysteinové zbytky, mohou tyto cysteiny tvorit disulfi-
dovou vazbu. ’

Pokud jde o tvorbu této disulfidové vazdy, oba dva
pary cysteinovich skupin mohou byt prevedeny na disulfi-
dovou vazbu, nepiiklad oxidaci vzduchem. Nebo se disulfi-
dova vazba mize vytvorit podle zpisobu, ktery uvadi Ather-
ton Ee a spole: J. Chem, Soc., Perkin Trans. 1, 1985,
2065, To seprovadi v nékolika stupnich. Nejdfive se selek-
tivns chrani merksptoskupiny kteréhokoliv paru cysteinl v
poloh4ch 3 a 16 & 7 a 12 chranici skupinou t=-BuS (terc.bu-
tylthioskupina) a merkaptoskupiny drubého paru cysteinu se
chrani chranici skupinou Acn (acetamidomethylova skupina),
odstrani se t-BuS Eastednym oxidovanim merkaptoskupin a na=
konec se odstrani chranici skupina Acm podle znémého zpla-
sObu. '

P#isludnymi eminokyselinami, které se pouziveji pri
zplisoby syntézy v pevné fazi, mohou oyt obecné I~formy nebo
D-formy.

Pokud jde © nerozpustné pryskyrice s aminovou skupinou,
které se pourivaji pfi syntéze nového polypeptidu podle vy~
nalezu, lze pouzivat jakekoliv pryskyfice, pokud se mohou
vazat svymi aminovymi skupinami na karboxylovou skupinu N~
chrénéného argininu na C-konci nebo v nékterém prikladu na
karboxylovou skupinu spaceru {vymezovale) na néj nzvazaneho
a nasledné eliminovat (gGstranit).

Mezi piiklady takové nerozpustné pryggyfice patri
aminomethylové pryskyrice (aminomethylované styren-divinyl~
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tenzenove kopolymery), benzhydrylaminové vryskyfice, methyl-
berzhydrylaminové pryskyfice a aminomethylfenoxymethylové
pryskyrice a jejich derivaty atd., JestliZe se pouZiva benze
hydrylaminova pryskyfice, methylbenzyhdrylaminova pryskyfice,
dimethylbenzhydrylaminova pryskyfice (DMBHA pryskyfice)

neb¢ aminomethylfenoxymethylova prﬁiyfica, erid se primo
ziska Stépenim, Z hledisks vytéiku je vyhodna aminomethylo-
va pryskyrice,

Jako vymezoval (spacer) s funkini skupinou schopnou
ravézat se na karboxylovou skupinu a s karboxylovou skupinou,
lze nepriklad uvést vymezova¢ schopny pievést kerboxylovou
skupinmu argirvinu naz p-ksrboxymethylbenzylester, ale nee-
xistuji Z4dna zvlastni omezeni pokud jde o omezovad,

Chrénéad aminokyseline znsmend aminokyselinu, jejiZ
funkini skupiny jsou chréanény chranici skupinou znamjm
zpisobexm., Fa trhu se prodavsji rlzné chrénéné aminokyseliny.

Pri syntéze polypeptidu podle tohoto vyndlezu je vi-
bhodné wvybrat Jjakoukoliv z nésledujicich chranicich sku-
pine. Chrénici skupina 2-zminové skupiny eminokyseliny je
Boc (terc.butyloxykarbonylovi skupina) nebo Fmoc (S-
flurenylmethyloxykarbonylova skupine),., Chranici skupina
guenidinové skupiny argininu (4rg) je Tos (tosylova sku-
pine),(ni- zkupi=za) NG, Mer (4-metheyy=2,2,6~tr methyl-
benzensulfcnova skupina) nebo Pme (2,2,5,7,8-pentarethyl-
chroman-6-sulfonylovd skupina). Jako chrénici skupinu mer-
kaptoskupiny cysteinu (Cys) lze uvést Bzl (benzylovou sku-
pinu), MBzl (4-methoxybenzylovou skupinu), 4-MeBrl (4-me-
thylbenzylovou skupinu), 4cm (acetamidomethylovou skupinu),
Trt (tritylovou skupinu), Npys (3-nitro-2-pyridinsulfenylo-
vou skupinu), t-Bu (terc.butylovou skupinu) nebo t-BuS
(terc.butylthioskupinu). Vyhodnymi ckranicimi skupinsrci
Jsou skupiny MBzl, 4-MeBzl, Trt, Acm & Npys. Chranici
skupinou pro hydroxylovou skupinu tyrosinu je Bzl, ClaBZl
(2,6-dichlorbenzylova skupina) nebo t=Bu, ale tato skupins
neszi byt chrénéna, Chrénici skupinou gaminové skupiny
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lysinu (Iys) je 2 (benzyloxykarbonylovad skupina), ClZ (2«
chlorbenzyloxykarbonylova skupina), Boc nebo Npys. Je vy~
hodné, aby jeko chréanici skupinz byla vybrana prislulna
chranici skupina ze znamych chréanicich skupin podle pod-
minek syntézy peptidu.

Xonderzaci chrinénych aminokyselin lze provadet obvyk-
1lym kondenzalnim zplsobem, jexo je naprikled DCC metoda
(dicyklohexylkarbodiimidova metoda), DIPCDI metode (diiso-
propylkarbodiimidovd metoda) [Tartar 4, a spol.: J. Orge Chem.
44, 5000 (1979)], metoda aktivniho esteru, metoda smésného
nebo syﬁipﬁického enhydridu kyselin, karbonyldiimiazolova
metoda, DCC-HOBt metoda (l-hydroxybenzotriszolova metoda)
[Konig We & spol,: Chem, Ber., 103, 788, 2024 a 2034 (1970).]
nebo difenylfosforylazidovy zplisob, Vyhodnymi jsou DCC me-
toda, DCC-HOBt metoda, DIPCDI-HOBt metoda a metoda symetric~
kého anhydridu xyseliny. Teto kondenzalni reakce se obvykle
provadi v organickém rozpoustédle, jezko je napiiklad dichlor-
methan nebo dimethylformemid nebo ve smési takovych r ozpou-
Stédel., Jako deblokedni reakini &inidlo (&inidlo, kterym
se odstramuje chranici skupina) chrénicich skupin a-smino-
vé skupiny se poufivéa trifluoroctova kyselina= dichlorme-
than, kyselina chlorovodikové-dioxan, piperidin-dimethyl-
Pofamid nebo podobnéa smés. Prislusny vybér se provede po-
dle druhu chranici skupiny. Stupen postupu kondenzalni re-
akee v k=2 .1 stupri syntézy se slelinje zpusober pocle I,
Kaisera a spol., lAnal. Biochem., 34, 595 (1970) (niphydri-
novéa metoda).l.

Podle predchazejicich zplisobl se mize ziskat pryskyrice
s chrandnym peptidem, ktery mé Zadanou sekvencl aminokyselin.

JestliZe se jako nerozpustna prf%yfice pouzije amino-
methyl-pryskyfice, miZe se pryskyfice odstranit napriklad
reakci prysky¥ice s chran&nym peptidem s amoniskem v pIi~
sludném rozpoustédle, Vysledny chrénény peptid se pak necha
zreagovat s fluorovodikem, Ziska se tak amid polypeptidu
shora uvedeného obecného vzorce, ze kterého jsou odstra-
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nény vSechny chrdnici skupiny. Jestlize se jeko nerozpustné
pryskyfice pou2ije benzhydrylaminova pryskyfice, nethylbenze
hydryleminovad pryskyfice, aminomethylfenoxymethylova prysky-
Yice nebo pryskyfice DMBHA (Funakoshi S. a spol.: J. Chem,
Soc., Chem., Comrmun. 1982, 382.), pek se pryskylice a chra-
nici skupiny mohou odstranit soudasné reakeci pryskyrfice s
chranénym peptidem s fluorovodikem, TFMSA (trifluormethan-
sulfonova kyselina) [publikovéano Academic Press, red. E.
Gross, Yajime E.a spol.: The Peptides 5, 65 (1983).1],

TMSOTf (trimethylsilyltriflat) [Pujii N, a spol.: J. Chem,
Soce, Chem, Commun, 1987, 274.,] nebo TMSBr (trimethylsilyle
bromid) [Fujii N. & spol,: Chem. ‘harm. Bull., 35, 3880 (1987).l]
nebo podobnymi ¢inidly.

Potom, jestliZe je to zadouci, vysledny pQ:iypeptid
se zredukuje 2-merkaptoethanolem, DTT (dithiothreitolem)
nebo podebnym ¢inidlem, éimZz se m:}rkaptoskupiny cysteinu
ziskaji v redukované formé. Oxidaci se pak ziskd cyklicky
polypeptid podle tohoto wvyndlezu,

Oxidani reakce se provadi zramym zplisobem. Obvykle se
pouziva takové oxidadni &inidlo, jako je napiiklad vzduiny
kyslik nebo hexakyanoZelezitan (nap?iklad hexakyanoielezi~-
tan draselny). Takto ziskany polypeptid se pak miZe isolovat
a vyéistit zplsoby znanymi 2z oblasti polypeptidll, napriklad
extrakc., rekrystelizeci, rlz.;ui chromavografiemi (gelcova
filtrace, na ionexu, rozdélovaci, absorpini, s obrécenymi
fazemi), elektroforesou, protiproudym roztiepavanim atd.
Nejidinndj8imi je  vysokoddinné kapalinova chromatografie
na obrécenych féazich.

Jako specifické pPiklady polypeptidl podle tohoto
vynalezu obecného vzorce I lze uvést polypeptidy nésle-
dujicich vzorch 1 aZ 22, V nasledujicich vzorcich 1 sz 22
kazdy symbol oznaluje zbytek sminokyseliny podle mezinarodné
prijaté’.o tripismenkového kodu: Arg = arginin, Trp = tryp-
tofan, Cys = cystein, Tyr = tyrosin, Lys = lysin, Gly =
= glycin, Phe = fenylalanin, Ile = isoleucin, Ser = serin,
Leu ~ leucin, Met = methionin, Val = valin a Als = alanin,
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Takto ziskané polypeptidy podle vynadlezu obecného vzor=-
ce I maji ( podobné jako znamé polypeptidy odvozené od kra~
bi podkovovitych) schopnost vazat se na endotoxiny, maji
antibakteridlni asktivitu, maji aktivitu hemolyzovat hemocy-
ty citlivé na endotoxin, meji protivirovou aktivitu a
zv1lasté pak maji dobrou protivirovou aktivitu proti virum
lidské imunitni nedostatelnosti (HIV), Tyto polypeptidy
maji desetkrdt nebo vicekrat vysSSi anti-~HIV aktivitu neZ zna-
my polypeptid Tachyplesin I, Nékteré z tZchto polypeptidd
maji ndkolik tisickrat vyssi anti-HIV aktivitu reZ Tachyple-
sin I.

Pokud jde o strukturni vlastnosti znémych polypeptidl
odvozenych od krabll podkovovitych, bylo zjisténo, Ze diky
existenci zbytku 4 Cys v polohach 3, 7, 12 a 16 zaujimaji
strukturu/éklédaného listu, takZe v polohdch 9 a 10 je
ohnuta B-turnem, Castpeptidu od polehy 3 do polohy 8 a Cast
peptidu od polohy 11 do polohy 16 jsou k sobé priklonény a
Etyri zbytky Cys v polohach 3 a2 16 a v polohach 7 a 12 jsou
svazany prisludnymi disulfidovymi vazbami (-S5-5). Jako
strukturni vlastnosti pro projeveni se antivirové aktivity
polypeptidi, JjejichZ zbytek v poloze 6 byl zménén na ILys,
jsou pro slouleniny podle vyndlezu zasadné nutné strukturni
Casti sekvenci konstitutivnich amlnokyselln navzéjem mimo-
fadné podobnych, Jjak je vidét u 3033 A 5A Lys priklonéné

13321§ﬁ3”A315 CYS, nepostradauelnyml Jsou 2Trp a 1?Arg.
Je charakteristické, Ze dalSim navézanim bazické aminokyse-
liny v‘Al k témto strukturnim <dastem v poloze 1 se ziské
takovad struktura, kterd ma mimoradné vysokou anti-HIV
aktivitu,

Polypeptid podle vynalezu obecného vzorce I ma bazické
vlestnosti diky vlastnostem konstitutivnich aminckyselin.
Vytvari tedy s kyselinami soli. NapPiklad polypeptid tvori
sl s anorgenickou kyselinou (kyselinou chlorovodikovou,
kyselinou bromovodikovou, kyselinou fosforednou, kyselinou
dusilnou, kyselinou sirovou nebo podobnymi kyselinemi) ne-
bo s organickou karboxylovou kyselinou (kyselinou octovou,
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kyselinou propionovou, kyselinou maleinovou, kyselinou jan=

tarovou, kyselinou jeblelnou, kyselinou citronovou, kyseli-

nou vinnou, kyselinou salicylovou nebo podobnymi kyselinami)
nebo s organickou sulfonovou kyselinou (napfiklad methansul-
fonovou kyselinou, p-toluensulfonovou kyselinou nebo podob-

nymi). Polypeptid podle tokoto vyndlezu obecného vzorce I

se miZe pouiivet Jjako takovato fsrmaceuticky stlprijatelna.

Léc¢ivo podle vyndlezu se pPiprevuje jako farhaceuticky
prostiedek, ktery jako Udinnou sloZku obsshuje polypeptid
obecného vzorce I nebo jeho sl a farmskologicky piijatelny
nosi¢, ktery se vybere podle zplisobu podavédni a formy po-
davani 1lé&iva. Lédivo podle vyndlezu se podavéd oradlné nebo
parenterdlné podle objektu, ktery je léfen nebo dezinfikovéan
a to at jde o léfeni in vivo virovéhc onemocnéni nebo o
dezinfikovani in vitro virové infekéni Césti, Lédivo se
wiZe pripravovat jezko prédek, granule, roztok pro injekce
neoo oralni poddvani, tobolky, Cipky, mest, krém nebo ae-
rosol s prisludnymi farmaceutvickymi nosic¢i podle zpisobu
podavani.

JestliZe se lédivo podle vynélezu podava primo injekei
do Zivého téla, polypeptid nebo Jjebo sl podle vynalezu se
mohou podavet kontinudlné nebo prerusované v mnoistvi 10
gz 5000 mg ne kg t&lesné hmotnosti &lovéka za den & intrae
venosnl ke alkou Jako roztok ve fysiclogickém solném roztoku,

Na pripojeném vykresu je Jjako priklsd uvedeno schems
stupnt syntézy nového pdypeptidu podle vynalezu.

Tento vyndlez je ddle podrobné popsan pomoci prikladi,
ale neni témito priklady omezen,

Prikladv provedeni vynalezu

V nasledujicich prikladech jsou pouZity nasledujici
pristroje & nésledujici reakcéni ¢inidla: HPLC aparztura
- Waters Co. (USA) model 600, kolonea Asahipak ODP-S0 (Asehi




Chemical Industry Co., Ltd.), Fmoc aminokyselina vyrobena
firmou Kokusan Kagaku Co., Ltd., aminopryskyfice a konden-
zatni &inidlo vyrobené firmou Peptide Kenkyusho Co., Ltd,
a pro FAB-MS byl pouiivan FAB-hmotovy spektrometr VG Co,
(US4), model ZAB-SE,

Priklad 1

Arg=Trp-Cys-Tyr-
1 2 3 4

Syntéza polypeptidu ndsledujiciho vzorce 4

Arg-Lgs-Cys~Tyr-Arg-Gly-lle-Cys~Tyr-Arg—Lys-Cys—Arg-NH2

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Ve shora uvedeném vzorci 4 Arg, Trp, Cys, Tyr, Lys,
Gly, Ile znemenasji zbytky shora uvedenych aminokyselin,
zbytky Cys v polohach 3 a 16 a v polchach 7 a 12 jsou spo=-
Jeny prislusnou disulfidovou vazbou.

(4)

(1) Z2avedeni Fmoc-DMBHA- CHECHQCOOH [(3~-(a-Fmoc—~amino—4-me—
thoxybenzyl)4-methoxy-fenyl)propionova kyselinal

270 mg (0,2 mmolu) aminomethylové pryskyFice (0,74
miliekvivalentu na gram) a 268,5 mg (0,5 mmolu, 2,5 ekviva=~
lentu) Fzoc-DMBHA-CH,CH,COOH (molekulovd hmota 537) se umi-
sti do kolony pro syntézu v pevné fazi. Kondenzadni reakce
se provadi dvé hodiny zpisobem DIPCDI-HOBt v dimethylform-
amidu polle metody Zuo L, a spri. (Ciem. Pherm. Bull, 3,
4989 (1988)). Po ukonleni kondenzadni reakce se provede
reakce, jiZi se chréni volné aminové skupiny pisobenim anhy-

dridu kyseliny octové (DMBHA pryskytfice).

(2) Zavedeni arginimu z polohy 17 do DMBHA prysky¥ice

Po odstranéni Fmoc skupin z DMBHA pryskyfice p¥ipra-
vené podle odstavce (1) plsobenim 20% piperidinu v dimethyl-
formemidu se prida 2,5 ekvivelentu Fmoc-Arg/NtriCH vztaZeno
na DMBE4 pryskyrici. Kondenzalni reakce se provédi v dime-
thylformamidu podle DIPCDI-HOBt metody. Postup kondenzadni
reazkce se sleduje méTenim ninhydrinovym testem podle Kaisera
a spole. (4nd. Biockem, 34, 595 (1970).).
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(3) 2avedeni cysteinu z pclohy 1€

Po odstrenéni Fmoc skupin z Dg&EA pryskyrice, ktera
se pripravi podle odstavce (2), do niZ byl zsveden arginin,
pusobenim 20% piperidinu v dimethylformamicdu, se prida
2,5 ekvivelentu Fmoc~=Cys(lBz1)-0H vztaZeno na DMBHA prysky-
$ici. Kondenzadni reakce se provadi v dimethylformamidu
podle DIPCDI-HOBt metodyj podobné jako je tomu v odstavci
(2) se postup konderzadni reakce sleduje méTenim ninby-
drinovym testem, )

(4) Zavedeni aminokyselin od polohy 15 do polohy 1

Podobné jeko shora uvedeno byly zbytky Lys(Boc),
Arg(Mtr), Tyr{t-Bu), Cys(iBzl), Ile, Gly, Arg(litr),
Tyr(t-Bu), Cys(MBzl), Lys(Boc), Arg(¥tr), Tyr(terc.Bu),
Cys(¥Bzl), Trp a Arg(Ntr) postupné zavedeny do DWEHA
pryskyPice podle sekvence od C-koncové aminokyseliny.
Ziské se tak pryskyrice s peptidem 4 chrandnym chréanici
skupinou. Kondenzalni reakce ka?dé aminokyseliny pri syntéze
v pevné fazi se provadi podle podminek, které jsou uvedeny
v nasledujici tabulce.

Tabulke T
operace ¢inidlo rozpoudtédlo dobaxpolet
opakovani

odstranéni " 20% piperidin DiF 5 minut X 3
Fmoc skupiny s dimethylform-—

amidem
promyti —~— DMF 1 minuta x 6
kondenzace Fmoc-aminokyse- DIF 2 hodina x 1

lina (2,5 ekv.)
+ DIPCDI + HOBY

promyti - DMF 1 minuta x 4
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(5) Pripreva peptidu vzorce 4 odstranénim chranicich skupin,
postup odstranenid pryskyrice a fastedné Eisténi

Pryskyrice s peptidem vzorce 4 chranéanym chranici sku-
pinou, kteréd se pripravi podle postupl uvedenych v odstav-
cich (1) az (4), se nechd zreagovat s 20% piperidinem v
dimethylformamidu. Odstrani se tak skupine Fmco. Potom se
provede dvouhodinova reakce pfi 25 °c v systému 1M TMSOf-

~-thioanisol-TF4 (10 ml trifluoroctové

kyseliny v pritomnosti m-kresolu (100 ekvivalentld) a ethen-
thiolu (300 ekvivalentl) ns 100 mg pryskyfice. Pryskyfice
se odfiltruje od reakéni smési a promyje se dvakrat 1 ml
trifluoroctové kyseliny. Ke smési filtrétu & promjyvscich
podill se prida 100 ml ledem ochlazeného suchého etheru.
Vytvorena sraZenina se odstfeduje. Zbytek se oddéli od su-~
pernatantu dekantaci. Vyslednjy zbytek se promyje stucdenym
etherem, rozpusti se v 10 ml 4N kyseliny octové, prida
se 830 mg (80 ekvivalentl) dithiothreitolu a smés se miché
pTes noc za teploty mistnosti,

Reakéni roztok se odstieduje, supernatsnt se pak nane-
se na Sephadex G-lop (3,7 x 50 cm) a zfiltruje se na gelu
promyvénim 4N kyselinou octovou. Frakce, které projdou
Sephadexem bez zastaveni, se spoji jeko hlavani eludni Cast,
Iyofilizaci se ziska praSek Castednd vyZEiZténého necyklizo-
vaného polypeptidu vzorce 4.

(6) Priprava polyveptidu vzorce 4 vzdudnou oxidaci

Hodnota pH poloviny frakei, které pfi gelové filtraci
projdou Sephadexem bez zastaveni, se koncentrovanym vodnym
§moniakem upravi na 7,5, Tento roztok se oxiduje proéﬁué-
novanim, aby probéhla cyklizeCni reakce. Po ukonfeni vzdudné
oxidace se zcyklizovany polypeptid vzorce A adsorbuje na
10 g prysky¥ice Diaion HP-20, desorbuje se a eluuje se 60%
acetonitrilem (v 1N kyseliné octové). Eluat se zahusti za
teploty mistnosti a za sniienéhe tlasku, aby se odstranil
acetonitril, Lyofili gaci se ziskad prasdek. Tento prasdek
se rozpusti v malém mnoistvi vodv. Roztok se naznese na
hsahipak a vydisti se vysokod®innou kspalinovou chromato-
grafii (HPLC-Kodel 600 vyrobeny firmou Waters Co.).
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Gradientovou eluci acetonitrilem se ziska peptid vzorce A
jako jediné maximum ve vytéiku 27 % (vypoltena hodnota je za-
lo%ena na vztahu k pryskyPici s peptidem vzorce A chrénénym
chranici skupinou).

(7) Analyze polypeptidu

SloZeni aminokyselin polypeptidu vylisténeého podle sho-
ra uvedeného postupu v odstavei (6) podle &bépeni aminopep-
tidasou dobfe odpovida vypoltenému sloZeni na zakiadé sek-
vence aminokyselin vzorce A. Hodnota molekuloveé hmoty podle
hmotové spektrometrie (FAB) byla 2310,048, vypoctena hod-
nota (M+H) byla 2309,786. bne01flcka rotace LaJ ziska-
ného polypeptidu byla + 14,2 (¢ = 0,3, IN kysellna octova).

Priklad 2 a srovnavaci priklady 1 a 2

Protivirova sktivita na virus lidské imunitni nedoststelnos-
£ti (HIV)

Protivirové sktivita proti HIV polypertidu vzprce A
ktery byl syntetizovén v p¥ikladu 1, byle fSovana s vyhod-
nocovana nasledujicim zplisobem,

Bunky ¥T-4 infektované HLV (2,5.104 bunék na jamku,
miltiplicita infekce (MOI): 0,001) byly naneseny bezpro=-
st¥ednd po infekeci spolu s testovanou latkou v riznych
koncentrscich na milrotitrsvacl dea;u s 96 jemkami. IO
péti dnech inkubace pfi teploté 7 C v 002 inkubatoru se po—
Set bundk, které pieZily, zmsFil MIT metodou (Pauwels a
spoles J. Virol. Methods 20, 309 aZ 321 (1988).). Proti-
virovd aktivita je vyjadfena jsko koncentrace, pri které
zasazenl bunék HIV infekci je inhibovano z 50 % (EC 50
znamend 50 % efektivni koncentrace). Na druhé strané, aby
se zjistila cybotoxicita testované sloudeniny na buiky
MT-4, inkubuji se virem neinfektované bunky, podobné jeko
bylo shora uvedeno, s testovanou slouceninou v raznych
koncentracich. Cytotoxicita je vyjédTena jako 50% cytoto-
xicka koncentrace (CC 50) testované slouceniny. A dale,
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hruby pomer CC 50 k EC 50 (CC 50/ED 50) je vyjadren jako
efektivni pomér (SI).

V tabulce II jsou uvedeny hodnoty EC 50, CC 50 a SI
volypeptidu vzorce A, tachyplesinu I, znamého polypeptidu s
afinitou ns endotoxiny, a azidothymidinu, anti-HIV-Einidla,
Posledni dvé slouleniny jsou uvedeny pro srovnani,

Tabulka II
testovani litka CC 50 EC 50 SI
(/U-E/ml) (/uS/ml)
pfiklad 1 polypepntid (&) 29 0,35 110
srovnavaci techyplesin I 49 18,1 3
priklad 1
srovhédvaci azidothymidin 0,80 0,00048 1700

priklad 2 (4ZT)

Jak Jje zPejmé ze shora uvedené tabulky, polypeptid
vzorce A podle vynédlezu ma ponékud silqjgéi cytotoxicitu
ne? tachyplesin I, jeho anti~HIV aktivita byla jiZz drive
objevena, ale vykazuje protivirovou aktivitu v koncentraci
1/50. P?i srovnani s zzidothymidinem m4 polypeptid vzorce A
EC 50 pfi vy$si koncentraci, ale méd 60-krat vy3si CC 50,
coz ukazuje nizkou cytotoxicitu,

Priklad %

Tabulka III ukazuje strukturni vzorce a fyzikalni vlast-
nosti ruznych polypeptidi podle vyndlezu piipravenjych stej-
nym zpisobem jako v pfikladu 1 & jejich protivirové aktivity
na HIV, které byly testovdny a vyhodnocovany podobné& jako
v prikladu 2,

Ve slouleninach tohoto piikladu ve shora uvedené ta-
bulce jsou zbytky Cys v polohdch 3, 7, 12 a 16 spojeny disul=-
fidovou vazbou mezl polohemi 3 ¢ 16 a polohami 7 a 12, pokud
nenil uvedeno jinak., Ve shora uvedené tabulce “AZT" znameni
azidothymidin (obvykly nézev: zidovudin). '
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Podle tonoto vynalezu se ziskéva novy polypeptid nebeo
jeho sl s protivirovou aktivitou proti viru lidské imunit-
ni nedostateinosti (HIV) a anti~HIV &inidlo, které jako -
¢innou sloZku obsahuje tento novy polypeptid nebo jeho sil,
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PATENTOVE NIfROERKY
1. Novy polypeptid obecného vzorce I

Al—Trp-Cys-Aa-A3-Lys--ALL-.AE-A3-Gly-A4-A4-A2—A3-A5-Cys--Arg-A5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 1% 1516 17 18
(1),

v némz 44 znapena atom vodilku nebo Jjeden &i dva zbytky ami-
nokyselin, jimiz jsou lysin a arginin, )

A nezavisle znamenid zbytek tyrosinu, fenylalaninu
nebo tryptofanu,

AE nezévisle znamenad zbytek argininu nebo lysinu,

Ay nezdvisle znamend zbytek ala ninu, valinu, leuci-
nu, isoleucipu, serinu, cysteinu nebo methioninu,

A5 znamend skupinu -CE (odvozenou od karboxylové skum--— ---

piny) nebo skupinu -NH (odvozenou od amidové skupiny),
Cys znamena zbytek cysteinu, Gly znsmend zbytek glye MH371
cinu, Lys znamena zbytek lysinu, Arg znamend zbytek argi- %'{jﬁgf
ninu a Trp znamené zbytek tryptofanu a f‘“"’
cysteinové zbytky v polohdch % a 16 mohou bt nava— ;.
zany disulfidovou vazbou (-S- S-) a jestliZe v obou polohach
7 a 12 jsou cysteinové zbytky, mohou byt navédzany disul-

fidovou vazbou (~S-S-), !

e

0w

T

nebo jeho sul,

2, Anti~-HIV €7:id@lo, vyzneiujiszi se tizm, 77
' %e jako U&innou sloZku obsshuje novy polypeptid obecného
vzorce I

Al—Trp-Cys-Az—Aa—st-Aq-Az—AE-Gly-AQ-Aq—AE-AB—A3-Cvs-Arg-A5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 14 15 16 17 18
(1),

v neém# 4 znzmend atom vodiku nebo jeden éi dva zbytky a-
minokyselin, jimiZz Jjsou lysin a arginrin,

A2 nezavisls znazend zbytek tyrosinu, fenylalaninu
nebo tryptofanu,

A3

4y nezavisle znemenad zbytek alaninu, valinu, leucinu,

nezavisle znamena 2bytek argininu nebo lysinu,
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isoleucinu, serinu, cysteinu nebo methiorninu,

A5 znemend skupinu ~OH (odvozenou od karboxylové sku-
piny) nebo skupinu -NHE (odvozenou od amidové skupiny),

Cys zhamend zbytek cysteimu, Gly znamenad zbytek gly-
cinu, Lys znamend zbytek lysinu, Arg znamena zbytek argi-
ninu a Trp znamend zbytek tryptofanu a

cysteinové zbytky v polohach 3 a 16 mohou byt navaza-
ny disulfidovou vazbou (-5-8-) a jestliZe v obou polohach
7 a 12 jsou cysteinové zbytky, mohou byt navézény disulfi-
dovou vazbou (~-S-5-),

nebo jeho sul.

Zastupuje:
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Aminomethylovd pryskyfice

l (1) Pmoc.DMBHA , propionovéd kyselina
DMBHA pryskyTrice

Kondenzace chranénych aminokyselin v pofadi podle
sekvence peptidu

(2) Fmoce>'Arg(Mtr)-DMBEA pryskyFice
l (3) Fmoc-l6Cys(Mle)-17Arg(Mtr)DMBHA pryskyrice

l (4) Pryskytice, kde se kondenzuji aminokyselihy {(chri-
néné) v polohach 15 az 1

DMBHA pryskyfice s polypeptidem vzorce I chrédnénym chréanici-
mi skupinami

l (5) Odstranéni chrdnicich skupin a prysky¥ice a redukce

Redukovana forma polypeptidu vzorce A

Arg-Trp;?ys-Tyr_ArgaLys_?ys_Tyr.Arg;Gly-Ile-fys-Tyr;Arg;Lys;
SH SH SH

-?ysaArg-NHg
SH

(6) Oxidaéni cyklizace, vy3i3téni (HP adsorbce na pPry-
skyfici, desorbce, HPLC chromatografie)

Polypeptid vzorce A

Obrézek 1 A
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