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Polypeptid pro blokovani vapnikovych kandlkl v burice

Oblast techniky

Vynalez se tykd polypeptidu, ktery je obsazZen v jedu pavouka
Agelenopsis aperta. Tento polypeptid a jeho farmaceuticky vhodné
soli blokuji vapnikové kanalky v buikach, véetné neuronovych
a svalovych bunék ruznych organismi véetné bezobratlych a obrat-
lovcl. Vyndlez se také tykd aplikace tohoto polypeptidu a jeho
soli pro blokovani vapnikovych kandlkd v burikach, jako jsou ze-
Jména buriky nervového systému.

Dosavadni stav techniky

Slou¢eniny, které jsou ucinné Jako antagonisty vapniku,
nalézaji rtzné aplikace. Je jich mozno pouZit pri 1lécbé takovych
stavl a chorob, jako je mj. angina, hypertense, kardiomyopathie,
supraventrikularni arrhytmie, aesophogealni achalasie, predéasna
prace k porodu a Raynaudova choroba (viz W. G. Nayler, Calcium
Antagonists, Academic Press, Harcourt Brace Jovanovich Publi-
shiers, New York, NY 1988). VysSe uvedena publikace je zde uvedena
nahradou za preneseni celého jejiho obsahu do popisu tohoto vyna-
lezu. Tyto sloudeniny jsou diale uzitecné PEi studii fyziologie
takovych bunék, jako jsou neurony a svalové bunky.

Jiné polypeptidy izolované z Agelenopsis aperta jsou zverej-
nény v US patentu &. 5 122 596.

Podstata wvyndlezu

Predmétem vyndlezu je polypeptid se sekvenci aminokyselin
odpovidajici SEQ ID NO: 1 ‘
H2N-Glu-Ala-Cys-Ala-Gly-Ala-Tyr-Lys-Ser-Cys-Asp-Lys—Val~Lys-
-Cys—Cys~His-Asp«Arg-Arg—Cys=Arg—Cys~Asn-Ile=Ala-Met—Asp-Asn-
-Cys—Va1-Cys-Lys-Leu-Phe-Tyr-Cys-Glu-Leu-Phe-Gly—Thr-Cys—Asp-
-Arg-Leu-Lys-Pro

a jeho farmaceuticky vhodné soli pro blokovani vapnikovych kanal-
ka v bunice.

Jak Jjiz bylo uvedeno vyse, tento polypeptid, je obsazen
Vv jedu pavouka Agelenopsis aperta (peptid J2)° Polypeptid podle

vynalezu a frakce, v niZ je pritomen, jsou chrakterizovany dale.

Polypeptid podle vynalezu blokuje vapnikové kanalky v bun-
kach. V dasledku toho je tento polypeptid uzZiteény pri blokovani
vapnikovych kandlkd v bunkach, Jako takovém, a také je uziteény
Pri potlacovani bezobratlych Skudcu a pri lécbé chorob a stava
savcu, které jsou zprostrfedkovany funkci vadpnikovych kanalku
v burnikach.

Ndsleduje podrbbny popis tohoto vynalezu.
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Jed se ziskava odbérem z pavouka Agelenopsis aperta po jeho
elektrické stimulaci ve shodé se standardnimi postupy, které jsou
odbornikum v tomto oboru zndmy. Prednostné se pouziva postupu,
které zaruéuji, 2e nedojde ke kontaminaci jedu abdomindlnim
regurgitantem (vratnym proudem) nebo hemolymfou. Takové postupy
jsou odbornikim v tomto oboru dobfe znamy. Takto ziskany cely jed
se uskladrfiuje ve =zmrazeném stavu pri teploté asi =78 °C aZ do
jeho pouziti pri purifikaci popsané dale. Purifikace sloZek z ce-
lého Jjedu se provadi vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) s reversnimi fazemi na ruznych preparativnich nebo semi-

preparativnich sloupcich, jako Jje sloupec C-4 a C-18 Vydac(R)
(Rainin Instrument Co. Inc., Mack Road, Woburn, Massachusetts
01801, USA). Detekce piku se provadi monochromaticky pri 220 az
230 nm. Dal$i analyza frakci se napriklad muZe provadét na zakla-
dé polychromnich UV dat ziskanych pomoci detektoru se soustavou
diod (Waters 990) (Millipore Corporation Waters Chromatography
Division, 34 Maple Street, Milford, Massachusetts 01757, USA).
Frakce ze sloupcl se sbiraji znamymi postupy, jako napriklad za
pouziti sbérace frakci ISCO/"FOXY" a pikového detektoru ISCO
2159 (ISCO, 4700 Superior, Lincoln, Nebraska, 68504, USA). Frakce
se sbiraji do nadob vhodné velikosti, napriklad do sterilnich
polyethylenovych laboratornich nadob. Zkoncentrovani frakci se
potom provede lyofilizaci z eludtu, po niZz nasleduje lyofilizace
z vody. Cistota vyslednych sloZkovych frakci se potom miuZe stano-
vit chromatografickou analyzou za pouziti analytického sloupce
s gradientovym systémem, ktery je isokratictéjsi neZ systém pou-
Zity pri findlni purifikaci téchto frakci.

Polypeptid podle vyndlezu je mozZno znamymi metodami sekveno-
vat. Obecnd strategie pro stanoveni zakladni stuktury zahrnuje
napriklad tyto stupné

1) Redukci a S-pyridylaci disulfidem premosténych cysteinovych
zbytku za ucelem zvysSeni suceptibility substratu k enzyma-
tickému napadeni,

2) Regulované jednostupriové nebo vicestuphové Stépeni peptidu
enzymem.

3) Isolace a purifikace fragmentu peptidu vysoce u¢innou kapa-
linovu chromatografii (HPLC) s reversnimi fazemi.

4) Charakterizace fragmentl peptidu pomoci N-termindlniho sek-
venovani a hmotnostni spektrometrie "ion-spray".

S-pyridylethylace cysteinovych zbytkd studovanych polypepti-
da se napriklad mizZe provadét v roztoku a po této operaci nasle-
duje sekvenovani polypeptidi. Jeden ze zpusobu S-pyridylethylace,
kterého je mozZno pouzit, je popsan dale.

Asi 1 aZ 10 ug polypeptidu se rozpusti v 50 ul pufru pripra-
veného smichdanim 1 dilu 1M TrisHCl o pH 8,5 s obsahem EDTA (4mM)
a 3 dild 8M hydrochloridu guanidinu, nebo se timto pufrem na
objem 50 ul zredi. Pridd se 2,5 pl 10% vodného 2-merkaptoethanolu
a smés se inkubuje pfi teploté mistnosti v temnu pod argonovou
atmosférou po dobu 2 hodin. Po inkubaci se pridaji 2 pl 4-vinyl-
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pyridinu (Cerstvé reakéni é&inidlo skladované pod argonovou atmo-
sférou pri -20 °C) a vysledna smés se dalsi 2 hodiny inkubuje pri
teploté mistnosti v temnu pod argonovou atmosférou. Potom se smés
odsoli, prednostné chromatograficky na kratkém sloupci s revers-
nimi fézemi. Ziskany alkylovany polypeptid se potom zndmymi meto-
dami sekvenuije.

Diky vyndlezu, ktery je charakterizovan v tomto popisu, se
peptid pritomny ve frakci J, Jjedu z Agelenopsis aperta miZe zis-

kat také jinymi metodami neZ izolaci a purifikaci z celého jedu.
Polypeptid podle vyndlezu je tedy také mozno vyrobit za pouzZiti
rekombinantnich DNA technik pomoci klonovani kédujici sekvence
pro tento polypeptid nebo jejich éasti. Tak napriklad je mozZno,
s vyuzZitim informace o znamé sekvenci aminokyselin tohoto poly-
peptid, pouZit hybridiza&nich préb pro klonovani kédujici sekven-
ce pro cely polypeptid, coZ se provadi zpusoby dobfe znamymi
odbornikum v tomto oboru. Pri vyrobé polypeptidu podle vynalezu
' se také miZe pouzit kombinace rekombinantnich DNA technik s in
vitro syntézou proteinu. Jako neomezujici priklad metody in vitro
syntézy proteinu je moZno uvést metodu provadénou v syntetizatoru
peptidu v pevné fazi ABI 430A (Applied Biosystems Inc., 850 Lin-
coln Center Drive, Foster City, California 94404, USA), pri niz
se pouzivad standardni Merrifieldovy chemie nebo jinych chemii pro

postup v pevné fazi, které jsou dobfe znamé odbornikim v tomto
oboru.

Polypeptidy podle vyndlezu blokuje vapnikové kanadlky obsaze-
né v ruznych burikdch, jako jsou napriklad buriky nervového systému
a svalového systému bezobratlych a obratlovcii.

Schopnost polypeptidu podle vyndlezu blokovat vapnikové
kanalky je moZno demonstrovat nasledujicim postupem. Z cerebella
osmidennich krys se ziskaji cerebelarni granularni bunky (Wilkin
et al., Brain Res., 115, 181 az 199, 1976). Ctveredky (1 cm?)
z Aclaru (Proplastics 1Inc., 5033 Industrial Ave., Wall, NJ,
07719, USA) se potdhnou poly-L-lysinem a umisti do 12-jamkovych
misek obsahujicich 1 ml Eaglova bazdlniho média. Buniky se disoci-
uji a do kazdé jamky obsahujici &tveredek Aclaru se prida ali-

kvotni &ast obsahujici 6,25 x 10° bunék. Po 24 hodinach se prida
cytosin-beta-D-arabinofuranosid (koncova koncentrace 10 uM).
Bunék se pouziva pro fura2 analyzu u 6~, 7- a 8-denni kultury.
Bunky (pfipojené k Aclarovym c¢tvereckum) se prevedou do
12-jamkové misky obsahujici 1 ml 2uM fura2/AM (Molecular Probes
Inc., Eugene, OR 97402, USA) v pufru HEPES (s obsahem hovéziho
sérového albuminu 0,01 % a dextrosy 0,01 %; pH 7,4, bez horéiku).
Bunky se inkubuji poc dobu 40 minut pFi 37 °C a potom se pufr
obsahujici fura2/AM odstrani a nahradi 1 ml stejného pufru bez
fura2/AM. Do kyvety 2z krfemenného skla se predlozi 2,0 ml prede-
hratého (37 °C) pufru. Do kyvety se pridaji bunky na Aclaru,
kyveta se vloZi do termostatovaného (37 °C) drzaku vybaveného
magnetickym michadlem a pomoci fluorescenéniho spektrofotometru
(Biomedical Instrument Group, University of Pennsylvania, USA) se
méfi fluorescence. Fluorescenéni signdl se necha stabilizovat po
dobu asi 2 minut. Potom se do kyvety pfida 5 az 20 pl zasobniho
roztoku studované slouceniny v roztoku chloridu sodného pufrova-
ném fosforecnanem (PBS, pH 7,4) o vhodné koncentraci. Kalibrace
fluorescentnich signalt a oprava uniku fura2/AM se provede zave-
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denymi postupy (Nemeth et al., J. Biol. Chem. 262, 5188 (1987))
na zavér kazdé zkousky. Maximdlni hodnota fluorescence (Fmax) se
stanovi pridavkem ionomycinu (35 pM) a minimdlni hodnota (Fmin)
se stanovi nasledujicim pridavkem EGTA (12 uM) za uUcelem chelata-
ce vapniku. Za pouziti vySe popsaného postupu se zjisti, Ze
dochdzi k blokovani vapnikovych kanalku studovanym polypeptidem,
coZ se projevi poklesem fluorescence po priddni tohoto polypepti-
du. Pri této zkousce vykazuje polypeptid podle tohoto vynalezu

nizké hodnoty ICg,, pod 200 nm, pfi blokovani vapnikovych kandal-
ku.

Pro srovnani je moZno uvést, 2Ze dva znamé obchodné dostupné
antagonisty vapnikovych kandlku, Nifedipine a Verapamil, vykazuji
hodnotu ICg, 33 nm a 4 800 nm.

Polypeptidy podle tohoto vyndlezu jsou uZiteéné pri blokova-
ni vapnikovych kanadlku v burkach, jako takovém. Diky tomu je ten-
to polypeptid také uZite&ny pfi potlacovani bezobratlych skudcu
a pri léébé chorob a stavi zprostfedkovanych funkci vapnikovych
kanalku v buriikdch savcu, jako 3je mj. angina, hypertense, kardio-
myopathie, supraventrikuldrni arrhytmie, aesophogealni achalasie,
pred¢asnd prace k porodu a Raynaudova choroba. Diale je tento po-
lypeptid uzZiteény pri studii fyziologie bunék, pric¢emZ jako ne-
omezujici priklady bunék prichdzejicich v Gvahu, je moZno uvést
buniky nervového a muskuldrniho systému.

Do rozsahu tohoto vyndlezu spadaji také farmaceuticky vhodné
soli polypeptidu podle vyndlezu. Tyto soli se vyrabéji zpusoby,
které jsou v tomto oboru o sobé znamé. Tak napriklad soli poly-
peptidu s bazemi je mozZno vyrobit konvencnimi metodami.

Pri podavani polypeptidu podle vyndlezu savcum je moZno tuto
latku podavat bud samotnou nebo v kombinaci s farmaceuticky vhod-
nymi nosiéi nebo fedidly, v podobé farmaceutickych prostredku,
jak je to obvyklé ve standardni farmaceutické praxi. Polypeptid
je moZno poddvat oralné nebo parenteralné, pricemZ parenteridlnimu
zpusobu podavani se dava prednost. Patenterdlni podavani zahrnuje
intravenosni, intramuskularni, intraperitonealni, subkutanni
a topické podavani.

Pokud se polypeptid podle vyndlezu poddva oralné, maZe se
k tomuto Géelu pouZivat prostfedku ve formé tablet nebc kapsli
nebo vodnych roztokl nebo suspenzi. Jako vhodné nosic¢e, kterych
se obvykle pouZiva v tabletdch pro oralni podavani, je mozZno
uvést laktosu a kukuriény sSkrob. Dale se k takovym tabletam pri-
davaji obvykle lubrikaéni ¢&inidla, jako Jje stearan horecnaty.
Jako vhodna redidla pro pripravky v podobé kapsli je moZno uvést
laktosu a suseny Kkukuriény skrob. Pokud se maji vyrobit vodneé
suspenze pro oralni podavani, micha se uéinnd prisada s emulgac-
nimi a suspenznimi &inidly. Je-1li to Z&douci, mohou se téZ prida-
vat uréitd sladidla a/nebo aromatizacni latky.

Pro intramuskuldrni, intraperitonedlni, subkutanni a intra-
venosni poddvani se mohou vyrdbét sterilni roztoky uGc¢inné prisa-
dy. Hodnota pH téchto roztoki se uUcelné nastavuje nebo pufruje.
U roztokil uréenych pro intravenosni podavani Jje treba dbat na
nastaveni celkové koncentrace rozpusténych latek, aby byl pripra-
vek isotonicky.
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Pokud se polypeptid nebo jeho sul podle vyndlezu bude poda-
vat humannimu pacientovi, stanovi denni davku obvykle osSetfujici
léka¥. Davkovani bude zavislé na véku, hmotnosti a odpovédi kon-

krétniho pacienta a na zavaznosti symptomi choroby a 1ucd¢innosti
podavané slouceniny.

Pokud se polypeptidu nebo jeho soli podle vynalezu bude pou=
Zivat pri potlacovani bezobratlych Skidcl, bude se témto bez-
obratlym podavat polypeptid PEimo nebo se bude aplikovat na pro-
stredi, v némZ se bezobratli vyskytuji. Tak naprfiklad se mlze
slouc¢enina podle vynalezu aplikovat na bezobratlé ve formé po-
stfiku roztokem této slouéeniny. MnozZstvi slouc¢eniny potfebné pro
potlaceni bezobratlych se bude ménit v zavislosti na druhu bez-
obratlych a podminkdch prostfedi. Toto mnozstvi stanovi osoba
provadéjici aplikaci.

Pokud se polypeptidu nebo jeho soli podle vynalezu bude pou-
Zivat pri studii fyziologie bunék, bude se tento polypeptid poda-
vat burikam metodami, které jsou znamé odbornikim v tomto oboru.
Polypeptid je napriklad moZno burikam podavat ve vhodném fyziolo-
gickém pufru. Vhodna koncentrace polypeptidu podle vyndlezu pfi
pouziti v takovych studiich Je 200 uM. Koncentrace polypeptidu
pPri téchto studiich vsak muze byt i vyssi nebo podstatné nizsi
nez 200 uM. Mnozstvi podavaného polypeptidu stanovi odbornik
v tomto oboru zndmymi metodami.

Vynalez je bliZe objasnén v nasledujicich prikladech prove-
deni. Tyto priklady maji vyhradné ilustrativni charakter a rozsah
vyndlezu v zadném ohledu neomezuji. 4

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

A. Surovy jed z Agelenopsis aperta (asi 40 pl) se nanese na

sloupec HPLC s reversnimi fazemi [VYDAC(R) C-18, 300 (30 nm), 22
X 250 mm], ktery se provozuje za pouZiti programu s dvoufdazovym
linearnim gradientem od slozeni 95 % slozZky A a 5 % slozky B do
sloZeni 80 % slozky A a 20 % slozky B (30 minut) a dale do sloZe-
ni 30 $ slo2ky A a 70 % slozky B (25 minut), kde slozkou A je
0,1% kyselina trifluoroctovda a slozZkou B je acetonitril, pricemz
detekce se provddi pfi 220 nm a prutokova rychlost je 15 ml/min.
Pozadovana frakce se sbira v dobé v rozmezi od 38,3 do 38,7 minu-
ty. Stejné frakce z ruznych pokusi se spoji a zkoncentruji lyofi-
lizaci.

B. Latka ziskand frakcionaci podle stupné A. (ze 100 pl su-
rového jedu) se nanese na sloupec HPLC s reversnimi fazemi

[VYDAC(R) C-18, 300 (30 nm), 22 x 250 mm], ktery se provozuje za
pouZiti programu s linedrnim gradientem od sloZeni 77 % slozZky
A a 23 % sloZky B do slozeni 70 % slozky A a 30 % slozky B (25
minut), kde sloZkou A je 0,1% kyselina trifluoroctova a slozkou
B je acetonitril, pricemz detekce se provadi pfi 220 nm a pruto-
kova rychlost je 12 ml/min. PoZadovana frakce se sbira v dobé
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v rozmezi od 17,3 do 17,7 minuty. Stejné frakce z ruznych pokusl
se spojli a zkoncentruji lyofilizaci.

Struktura peptidu J, se stanovi a ovéri nasledujicimi meto-

dami. Provede se analyza aminokyselin PTC za pouziti 1 aZ 10 nmol
(3 x) pomoci systému Waters Pico-Tag. N-terminalni sekvenovani se
provede v pulsnim kapalinovém sekvendtoru (ABI) jak na nativnim,
tak na redukovaném/pyridylethylovaném peptidu. Zakladni struktura
polypeptidu se zjisti za pouziti automatizovaného pulsniho kapa-
linového sekvenatoru (Applied Biosystems, model 473A). Data hmot-
nostni spektrdalni analyzy se ziskaji z hodnot doby desorpce plas-
my BIO-ION za pouZiti hmotnostniho spektrometru (flight mass).

Pyridylethylovany derivat peptidu J,, ktery se hodi pro

N-termindlni sekvenovani, se vyrobi nasledujicim zplisobem. Peptid
Jy (50 mg) se rozpusti v 10 pul pufru (smés 1M Tris, pH 8,4, 4 uM

EDTA-dvojsytné a 8M hydrochloridu guanidinu v poméru 1 : 3) a ke
vzniklému roztoku se pridaji 2 ul 0,454M (10 % - objemové) rozto-
ku 2-merkaptoethanolu v pufru, naceZ se vznikla smés 3 hodiny
udrZzuje pri teploté mistnosti v temnu. Potom se k reakéni smési
pridaji 2 pl 0,456M roztoku 4-vinylpyridinu v pufru a smés se 18
hodin udrzZuje v temnu pri teploté mistnoti. Vznikla reakéni smés
se zredi 90 ul vody a 40 pl acetonitrilu a nanese na sloupec HPLC
(Baker WPC-18, 4,6 x 250 mm), Kktery se provozuje za pouziti pro-
gramu s dvoufazovym linedrnim gradientem. Nejprve se pracuje pri
sloZeni 80 % slozky A a 20 % slozky B (5 minut), potom se sloZeni
méni od sloZeni 80 % slozky A a 20 % sloZky B do slozeni 50 %
slozky A a 50 % sloZky B (30 minut), kde slozkou A je 0,1% kyse-
lina trifluoroctovad a slozZkou B je acetonitril, pric¢emZ detekce
se provadi pri 220 nm a prutokova rychlost je 1,0 ml/min. PozZado-
vana frakce se sbira v dobé v rozmezi od 20,8 do 21,3 minuty
a zkoncentruje se lyofilizaci.

Zjisténa data spolec¢né potvrzuji strukturu peptidu J,, ktera
je charakterizovana dale.

SEQ ID NO: 1, 48 zbytkd, 10 cysteinl, 5 disulfidovych vazeb
Vypoctend molekulovd hmotnost = 5474,4
Nalezend molekuldva hmotnost = 5474
Odhadnuty pl = 7,98

Zaznam o sekvenci

(1) Obecné informace

(i) PRIHLASOVATEL

(A) JIMENO: Pfizer Inc.

(B) ULICE: 235 East 42nd Street

(C) MESTO: New York

(D) STAT: New York

(E) ZEME: USA

(F) PoSTOVNI SMEROVACI &fsro (ZIP): 10017
(G) TELEFON: (203) 441-4905

(H) TELEFAX: (203) 441-5221



(ii)

(iii)

(iv)

(vi)

(2) INFORMACE

(1)

(xi)
Glu Ala Cys
1
Cys His Asp

Val Cys Lys

Leu Lys Pro

CZ 281539 Be6

(A) JMENO:
(B) ULICE:
(C) MESTO:
(D) STAT:
(E) ZEME:

(F) POSTOVNI sSMEROVACI G¢ISLO (ZIP): 84108

(G) TELEFON:
(H) TELEFAX:

NAZEV VYNALEZU:

POCET SEKVENCT: 1

NPS Pharmaceuticals, Inc.

420 Chipeta Way
Salt Lake City
Utah
UsA

(801) 583-4939
(801) 583 4961

Polypeptid 2z Agelenopsis Aperta
blokujici vapnikové kanalky

STROJNE CITELNA FORMA:

(A) TYP NOSICE:
(B) POCITAC:
(C) OPERACNT
(D) SOFTWARE:

floppy disk

IBM PC kompatibilni
SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
PatentIn Release #1.0,
verze # 1.25 (EPO)

DATA O DRIVEJST PRIHLASCE:

(A) CISLO PRIHLASKY: US 07/919538
(B) DATUM PODANI: 27. éervence 1992

O SEQ ID NO: 1:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA:

(B) TYP:

(C) RETEZOVOST:
(D) TOPOLOGIE:

TYP MOLEKULY:
PUVODNI ZDROJ:

(A) ORGANISMUS:
(F) TYP TKANE:

POPIS SEKVENCE:

Ala Gly Ala Tyr Lys Ser Cys Asp Lys Val Lys
5

Arg Arg Cys Arg Cys Asn Ile Ala Met Asp Asn Cys

20

Leu Phe Tyr Cys Glu Leu Phe Gly Thr Cys Asp Arg

35

48 aminokyselin
aminokyselina
jednoducha
linearni

protein
Agelenopsis aperta
jed

SEQ ID NO: 1:

10

25

40



1.

CZ 281539 Be6

PATENTOVE NAROKY

Polypeptid se sekvenci aminokyselin odpovidajici SEQ ID NO: 1

H2N-Glu-A1a-Cys—Ala-Gly-Ala-Tyr-Lys-Ser-Cys--’Asp-Lys--’Va1.--=Lys-=
-Cys-Cys-His-Asp-Arg-Arg-Cys—-Arg-Cys-Asn-Ile-Ala-Met-Asp-Asn-
-Cys=-Val-Cys-Lys-Leu-Phe-Tyr-Cys-Glu-Leu-Phe-Gly-Thr-Cys-Asp-
-Arg-Leu-Lys-Pro

a jeho farmaceuticky vhodné soli pro blokovani vapnikovych ka-
nalka v bunce.

Polypeptid a jeho farmaceuticky vhodné soli podle naroku 1 pro
blokovani vapnikovych kandlku v burfice, ktera se naléza v ner-
vovém systému savce.
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