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Beta-lipotropin a jeho pouziti

Tato pfihlaska narokuje vysledky U.S. pfedbé&Znych
patentovych p¥ihlasek &. 60/068,659, podana 23. prosince
1997; 60/079,857, podand 30. brezna 1998; 60/086321, podana
21. kvétna 1998; 60/091,385, podand 1. &ervna 1998;

60/095,405, podanéd 5. srpna 1998; a 60/103,976, podana 13.
¥ijna 1998.

Oblast techniky

PfedloZeny vyndlez se tykd oboru farmacie a mediciny.
PfedloZeny vyndlez se obzv1lasté& tyka beta-lipotropinu, Jjeho
fragmentd a analogl, farmaceutickych p¥ipravkd a zplsobh
jejich pouziti pro 1lé&bu diabetu a daldich vztahujicich se

stavli u savci.

Dosavadni stav techniky

Proopiomelanokortin (POMC) je neuropeptidova prekurzorovi
molekula, kterd Jje translokovdna do sekre&nich drah v
neuroendokrinnich bunkéach. POMC se Stépi pusobenim
specifickych endopeptiddz a tim vznikaji peptidy jako e
adrenokortikotrofni hormon (ACTH), beta-lipotropin (BLAT)
beta-endorfin a melanocytovy stimula&ni hormon (MSH). Ke
zpracovani POMC na jeden nebo vice specifickych peptidl
dochazi v tkéni a zplhsobem specifickym pro bufiku (viz obecné
M. Castro a E. Morrison, Crit. Rev. Neurobiol., 11, 35-57,
1997; Roberts, J. L. a Herbert, E., Proc. Nat. Acad. Sci.,
74, 4826 (1977); Roberts, J. L. a Herbert, E., Proc. Nat.
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Acad. Sci. 74, 5300 (1977); Mains a kol., Proc. Nat. Acad.
Sci. 74, 3014 (1977)). POMC je produkovadn hlavné v hypofyze
a hypothalamu. Post-translad&ni zpracovani POMC v ptednim
laloku hypofyzy produkuje ACTH a BLAT. Na druhé strané

hlavni produkty st¥edni &&sti hypofyzy jsou o-MSH, CLIP, Y-
lipotropin, p-endorfin a B-MSH, =zatimco v hypothalamu se

POMC zpracovava prim&rné& na y-MSH a B-endorfin.

Peptidy odvozené od POMC hraji #adu daleZitych roli v
metabolické a fyziologické regulaci. Napfiklad ACTH, peptid
o 39 aminokyselindch, stimuluje sekreci glukokortikoidd z
nadledvinové kiry. Sloudeniny typu MSH na druhé strané
stimuluji syntézu melaninu melanocyty v kiZi a také se
zUCastniuji metabolismu tukdy. B-endorfin je odvozen od
karboxylového konce BLAT (viz rezidua 59 a% 89 lidské
sekvence) a ma analgetickou aktivitu, ktera je
antagonizovédna naloxonem, znédmym  antagonistou morfinu.
Peptidové hormony odvozené od POMC tedy maji razné role ve

fyziologické a metabolické regulaci.

Vlastni metabolismus glukézy a energie zavisi na inzulinu,
peptidu, ktery nem&d vztah k POMC. Specificky inzulin
stimuluje syntézu glykogenu, mastnych kyselin a proteint a
take stimuluje glykolyzu. Inzulin je kritickou 1latkou pro

podporovéani vstupu glukéza do svall a tukovych bunék.

Vadny metabolismus inzulinu miZe vést k diabetu. Diabetici
typu 1 vyZaduji exogenni podavéni inzulinu pro spravné
*izeni metabolismu energie a glukdézy. Naopak diabetici typu

2 typicky nepot¥ebuji exogenni inzulin a? do pozdnich stadii

LX)

ceve




onemocnéni. Spréavné ¥Fizeni metabolismu glukézy a energie je
nezbytné pro uCinné zvladnuti diabety. Bez néj miZe dochazet
k zavaZnym a nékdy dokonce fatidlnim nédsledklim, mezi které
patri ketoacidéza, kéma, retinopatie, diabetické
mikroangiopatie, aterosklerdza, infarkt myokardu, mrtvice,
gangréna, hypertriglyceridémie, hypercholesterolémie,
kardiomyopatie, dermopatie, syndrom diabetickych nohou,
nefropatie, 1infekce moCového traktu, papiléarni nekréza,
katarakty, diabetickd gastroenteropatie, zdcpa, periferalni
vaskularni onemocnéni a dokonce smrt. V mnoha pfipadech musi
byt udrZovédna delikdtni rovnovdha mezi podanim prilis
velkého mnoZstvi inzulinu a p¥ilis malého mno¥stvi inzulinu.
Idedlni terapii diabetu by tedy byla 1lé&ba, kterad #idi

hladinu glukézy v krvi zlepSenim citlivosti na inzulin.

V dal8im je popsdn zpusob lé&eni a farmaceutické kompozice,
které jsou ulinné pro 1lé&bu nebo prevenci diabetu typu 1 a
typu 2 a s nimi souvisejicich komplikaci, ktery zahrnuje
podavani farmaceuticky &inného mnoZstvi beta~lipotropinu

a/nebo jeho fragmentd a/nebo jeho analogu.

Podstata vynilezu

PredloZeny vyndlez se tykad izolovanych proteind, mezi které
pat¥i beta-lipotropin (BLAT), ijeho analogy, jeho fragmenty,
nukleovych kyselin, které je kéduji, a zplsobl ziskavani a
pouzivani BLAT p¥i 1éCb& diabetu a komplikaci s nim

spojenych.

Jsou popsany zpusoby léceni diabetu a komplikaci s nim

spojenych u savecl, Vv to politaje &lovéka, podavanim



farmaceuticky u&innych mnoZstvi BLAT, jeho analogli nebo jeho
funk&nich fragmentu. PfedloZeny vyndlez se dale tykd zplsobu
léCeni diabetu typu 1 a typu 2, retinopatie, diabetické
mikroangiopatie, aterosklerdzy, infarktu myokardu, mrtvice,
gangrény, hypertriglyceridémie, hypercholesterolémie,
kardiomyopatie, dermopatie, syndrom diabetické nohy,
nefropatie, infekce mo&ovych cest, papilarni nekroézy,
kataraktt, diabetické gastroenteropatie, zacpa a periferdlni

vaskuldrni onemocnéni.

Popsany jsou zpusoby vyroby BLAT v E. coli a kvasinkach. Vv
E. coli se BLAT ziskdvd jako fuzovany protein, ktery maZe
byt ziskdn z bun&&nych 1lyzatt v ptitomnosti vysoké
koncentrace soli obvyklymi zplsoby &igténi. FGzovany BLAT
protein obsahuje rozpoznavaci misto pro specifické proteéazy,
které jsou pouZivany pro separaci partnera fuze od BLAT. V
kvasince Pichia pastoris se fhzovany protein Stépi po
sekreci proteinu bufky, tak Ze pavodni BLAT mliZe byt ziskan

neporusSeny z kultiva&niho média.
V jednom provedeni se predloZeny vyndlez tykd a v zasad&
¢istého proteinu, ktery m& sekvenci aminokyselin, kterou je

SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5 nebo SEQ ID NO: 7.

V  Jjiném provedeni se pfedloZeny vyndlez tykad izolované

nukleové kyseliny, kédujici fhzovany protein nebo
rekombinantni protein nebo peptid zahrnujici beta
lipotropin.

V dal8im provedeni se pfedlozZeny vynalez tykd alespoil jedné

izolované nukleové kyseliny kédujici protein nebo peptid



podle pfedloZeného vynalezu.

V jes3té& dal$im provedeni se predloZeny vyndlez tykd vektoru
zahrnujiciho izolovanou nukleovou kyselinu podle

pfedlozZeného vynélezu.

V jedté dald3im provedeni se pfedloZeny vyndlez tykd vektoru
zahrnujiciho izolovanou nukleovou kyselinu podle
predloZeného vyndlezu, p¥idem? uvedenid izolovana nukleova

kyselina je operativné& vazana k sekvenci promotoru.

V dal3im provedeni se predloZeny vynalez tyka hostitelské

buiiky, obsahujici vektor podle p¥edloZeného vynéalezu.

V jesté daldim provedeni se predloZeny vyndlez tyka zplsobu
konstrukce rekombinantni  hostitelské bunky, kterd mé
schopnost exprimovat beta-lipotropin, p¥i&em? uvedeny zpusob
zahrnuje vloZeni vektoru do wuvedené hostitelské burniky

libovolnym zpusobem.

V. dalsim provedeni se ptfedloZeny vynalez tyk& zplsobu
exprese beta-lipotropinu v rekombinantni hostitelské bunce,
kde uvedeny zplsob zahrnuje kultivaci uvedené rekombinantni

hostitelské bufiky za podminek vhodnych pro expresi genu.

W dalsim provedeni se predloZeny vynélez tyka
farmaceutického p¥ipravku, obsahujiciho jako u&innou sloZku
beta-lipotropin, jeho analog nebo funk&ni fragment spolu s
jednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi nosici,

excipienty nebo Fedidly.



\Y% dalsim provedeni se pfedloZeny vynadlez tyka
farmaceutického ptipravku, ve kterém uvedeny beta-

lipotropin, jeho analog nebo funk&ni fragment, Jje 1lidsky
beta-lipotropin.

V jesté dal3im provedeni se pfedloZeny vyndlez tyk& beta-
lipotropinu, Jjeho analogu nebo funk&niho fragmentu, pro

pouZziti pfi lé&eni diabetu nebo komplikaci s nim spojenych.

V dalsim provedeni se pFedloZfeny vynadlez tyka fragmentu

BLAT, které maji inzulinotropni aktivitu.

V dalsim provedeni se pfedloZeny vynalez tyka peptidu, ktery
mad inzulinotropni aktivitu a je zvolen ze souboru

sestédvajiciho z SEQ ID NO: 9 a% SEQ ID NO: 13.

V dalsim provedeni se predloZeny vynalez tykéd peptidu, ktery
ma inzulinotropni  aktivitu a dJe zvolen ze souboru

sestavajiciho z SEQ ID NO: 14 aZ SEQ ID NO: 25.

V dalsim provedeni se predloZeny vynélez tykd funkéniho

analogu beta-lipotropinového peptidu, ktery zde byl popsén.

V dalsim provedeni se p¥edloZeny vynalez tykd zplsobu lé&eni
diabetu, ktery =zahrnuje podavani terapeuticky G&inného
mnozstvi alespofli jednoho peptidu, zvoleného ze souboru

sestavajiciho z SEQ ID NO: 9 a% SEQ ID NO: 25.

V dalsim provedeni se pfedloZeny vyndlez tyka zpisobu 1léc&eni
diabetu, ktery zahrnuje podéavani terapeuticky 1Q¢&inné

mnoZstvi peptidu, zvoleného ze souboru sestdvajiciho =z



SEQ ID NO: 9 aZ SEQ ID NO: 13.

\ dalsim provedeni se pfedloZeny vynédlez tyka
farmaceutického p#ipravku, obsahujiciho jako U&innou sloZku
alespofi jeden peptid, ktery ma inzulinotropni aktivitu a je
zvolen ze souboru sestdvajiciho A SEQ ID NO: 9 az
SEQ ID NO: 25.

V dalsim provedeni se predloZeny vynalez tyka zplsobu lé&eni
diabetu u savce, v to poc&itaje ¢lovéka, ktery =zahrnuje
podadvani terapeuticky w#&inného mnoZstvi beta-lipotropinu,

jeho analog nebo funk&niho fragmentu.

V. jedté& dal%im provedeni se pfedloZeny vyndlez tyka a
zpisobu sniZovéni hladiny glukdézy v krvi u savce podavanim
G¢inného mnoZstvi beta-lipotropinu, jeho analogu nebo

funkéniho fragmentu.

V je3té& dals8im provedeni se pfedloZeny vyndlez tyka zpusobu
léCeni hyperglykémie u savce, ktery mé& potfebu takového
léceni, podavanim G&inného mnoZstvi beta- lipotropinu, jeho

analogu nebo funkéniho fragmentu.

V dalsim provedeni se pfedloZeny vynalez tyka zptsobu lé&eni
hyperinzulinemie u savce podavanim G&inného mnoZstvi beta-

lipotropinu, jeho analogu nebo funk&niho fragmentu.

V. dalsim provedeni se predlofeny vynélez tykéd zplsobu
zvy8ovani citlivosti na inzulin u savce podavanim w&inného
mnoZstvi beta-lipotropinu, jeho analogu nebo funké&niho

fragmentu.

sasdse
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V dalsim provedeni se p¥edloZeny vynalez zplsobu syntézy v
pevné fazi pro syntézu beta-lipotropinu, jeho analogu nebo
funké&niho fragmentu.

vV dalsim provedeni se p#edloZeny vynalez tyka zpusobu
pfipravy beta-lipotropinu, ktery zahrnuje kroky:

a. transformace vhodného hostitele vektorem exprese, kde
uvedeny vektor kéduje beta-lipotropin, jeho analog nebo
funkéni fragment;

b. kultivace uvedeného transformovaného hostitele za
podminek, které umoZiiuji expresi uvedeného beta-lipotropinu;
c. <isténi libovolného beta-lipotropinu libovolnym vhodnym

zplUsobem.

V jesté dalsim provedeni se pfedloZeny vyndlez tykd testu na
beta-lipotropinovou aktivitu, ktery zahrnuje néasledujici
kroky:

a) podavani testovaného proteinu savci, ktery vykazuje
necitlivost na inzulin a zvy3enou hladinu glukézy v krvi; a

b) testovani hladiny glukézy a inzulinu v krvi pPo provedeni

kroku (a).

PfedloZeny vyndlez se také tyka zpusobu lé&eni diabetu typu
I nebo typu II a komplikaci s nim spojenych u savch
podavanim farmaceuticky u&inného mno¥stvi beta-lipotropinu,

jeho analogu nebo funk&niho fragmentu.

(X ]



Podrobny popis pfedloZeného vynalezu
Definice

Vyraz "analog" nebo "funké&éni analog" se vztahuje k
modifikované form& BLAT, ve které byla provedena alespof
jedna substituce aminokyseliny tak, e uvedeny analog si
udrZuje v zdsadé stejnou biologickou aktivitu jako

nemodifikovany BLAT in vivo a/nebo in vitro.

Vyraz "bid" nebo "b.i.d." se vztahuje k dévce BLAT nebo

dalsi slouleniny, kterd je podavéna dvakridt denné&.

"BLAT" znamend beta-lipotropin. Lidsky BLAT zahrnuje 89
aminokyselinovych zbytk® (SEQ ID NO: 8). BLAT protein byl
urCen v mnoZstvi organism@ a sekvence aminokyselin byla
urcena v mnoZstvi organismd, v to pocitaje ¢lov&ka, mys,
ovcli a prase (Li & Chung, Nature, 260, 622-24 (1976); a
slona (Li a kol. Int. J. Pept. Prot. Res. 32, 573-78, 1988);
stejné Jjako dal3i savce; vSechny uvedené prace Jjsou zde

zahrnuty jako reference.

Vyraz "beta-lipoproteinovy fdzovany protein" nebo "BLAT
fazovany protein" se vztahuje k tride hybridnich
rekombinantnich proteinovych molekul, které obsahuji BLAT,
které jsou produkovany v E. coli nebo daldich typech bunék a
ze kterych miZe byt BLAT nebo fragment BLAT vytvofen
specifickou proteolyzou nebo chemickym Stépenim. P#iklady
BLAT fuzovanych proteint =zahrnuji proteiny, které jsou v
pfredloZené prihléasce vynalezu specifikovany jako
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 7.
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Vyrazy "komplementarni" nebo "komplementarita", jak jsou zde
uzivany, se vztahuji ke schopnosti purinovych a
pyrimidinovych nukleotidd asociovat pomoci vodikovych vazeb
a vytvaret dvojvlédknové molekuly nukleovych  kyselin.
Nasledujici péary béazi se tykaji komplementarity: guanin a
cytosin; adenin a thymin; a adenin a uracil. Jak je zde
uZivan, vyraz "komplementdrni" znamena, Ze vySe uvedeny
vztah se tyka v zésadé viech pard bézi, které jsou obsaZeny
ve dvou jednovldknovych molekulédch nukleovych kyselin podél
celé délky uvedenych molekul. "CGastedné komplementdrni" se
vztahuje k vy8e uvedenému vztahu v pfipadé, kdy jedna =ze
dvou jednovlaknovych molekul nukleové kyseliny dje délkové
krat8i neZ druhd, takZe zbyvajici &ast jedné 2z molekul

zUstava jednovldknova.

Vyraz "komplikace" nebo "komplikace s nim spojené" Jak e
zde uZivén, se vztahuje k stavim, syndromtm, pfidruZenym
onemocnénim nebo onemocn&nim, chorobam a podobné, které
souviseji s jednim nebo vice onemocné&nimi nebo syndromy nebo
stavy, souvisejicimi s defektem metabolismu inzulinu nebo
defektem metabolismu uhlovodikt, napriklad defektem
metabolismu glukdézy, mezi které neomezujicim zplsobem pat#i
diabetes typu 1 a typu 2. Priklady komplikaci mohou
zahrnovat ketoacidézu, kéma, retinopatii, diabetickou
mikroangiopatii, aterosklerézu, infarkt myokardu, mrtvici,
gangrénu, hypertriglyceridemii, hypercholesterolemii,
kardiomyopatii, dermopatii, syndrom diabetické nohy,
nefropatii, infekce moclovych cest, papilédrni nekrézu,
katarakty, diabetickou gastroenteropatii, zacpu a

periferdlni vaskuldrni onemocnéni.
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"Konzervativni substituce" nebo "konservativni substituce
aminokyselin" se vztahuje k nahrazeni Jjednoho nebo vice

aminokyselinovych zbytk& v proteinu nebo peptidu zptsobem

uvedenym v Tabulce 1.

"Jeho fragment" se vztahuje k fragmentu, &asti nebo
podoblasti peptidu nebo nukleové kyseliny, tak Ze fragment
obsahuje 2 (dvé) nebo vice po sobé& nésledujicich
aminokyselin nebo alternativné asi 5 az 14 aminokyselin nebo
vice; nebo 10 nebo vice nukleotidd, které po sobé& nasleduji
ve vychozi molekule peptidu nebo nukleové kyseliny. Fragment
si mbiZe nebo nemusi uchovavat biologickou aktivitu.
Napfiklad fragment v pfedloZené p¥ihlasce popsaného peptidu
miZe byt pouZit Jjako antigen pro vytvoreni specifické
protildtky proti zdkladnimu peptidu, ze kterého je fragment
odvozen. Pokud se mluvi o molekule nukleové kyseliny, "Jjeji
fragment™ se vztahuje k 10 nebo vice po sobé nasledujicich
nukleotidech, odvozenych ze zakladni nukleové kyseliny a
také, v disledku genetického kédu, ke komplementirni
sekvenci. Napfiklad jestliZe fragment pfedstavuje sekvenci
5'-AGCTAG-3', potom "jeji fragment" bude také zahrnovat

komplementarni sekvenci, 3'-TCGATC-5'.

vVyraz "flzovany protein"” oznacuje hybridni molekulu
proteinu, kterd se nevyskytuje v p#irodé a zahrnuje
translacné fuzovany nebo enzymaticky flzovany protein, ve
kterém dva nebo vice proteiny nebo jejich fragmenty Jjsou

kovalentné vazany v jediném polypeptidovém ¥ret&zci.

"Fhzovany partner" se vztahuje k sekvenci aminokyselin v
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BLAT fuzovaném proteinu, kde uvedend sekvence neni odvozena
od BLAT, napifiklad sekvence identifikovand v predloZené
pfihlaSce jako SEQ ID NO: 6.

"Funk&ni fragment" nebo "funké&né ekvivalentni fragment", jak
je zde uzivéan, se vztahuje k oblasti nebo fragmentu BLAT o
plné délce, ktery si uchovavd biologickou aktivitu, to jest
schopnost zvySovat U¢inek inzulinu in vivo a/nebo in vitro;
a/nebo schopnost podporovat sniZovdni hladiny glukézy v krvi
in vivo nebo zvySovat p¥ijem glukézy bufikami nebo tké&ni in
vitro. FunkCni fragmenty mohou také p#indSet biologickou
aktivitu, manifestovanou BLAT o plné délce, in vivo a/nebo
in vitro, to jest schopnost podporovat pfijem glukdézy a/nebo
zlepSovat a&inky inzulinu a/nebo zvydovat citlivost na
inzulin. Funk&ni fragmenty mohou byt vytvad¥eny klonovacimi
technologiemi nebo prostredky chemické syntézy nebo

chemickym nebo enzymatickym Stépenim.

"Hostitelska bunka" se vztahuje k libovolné eukaryotni nebo
prokaryotni bufice, kterd Jje vhodnd pro propagaci a/nebo
expresi klonovaného genu, obsaZeného ve vektoru, ktery byl
vloZen do uvedené hostitelské butiky napfiklad transformaci

nebo transfekci nebo podobnymi zpusoby.

Vyraz "homolog" nebo "homologni" popisuje vztah mezi rUiznymi
molekulami nukleovych kyselin nebo sekvencemi aminokyselin,
kdy se uvedené sekvence nebo molekuly porovndvaji na zdakladé&
identity nebo Céste&né identity a/nebo podobnosti v jednom
nebo vice Dblocich nebo oblastech sekvence v uvedenych

molekuléch.
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Vyraz "hybridizace", Jjak Jje zde wuZivan, se vztahuje k
procesu, ve kterém jednovldknovd molekula nukleové kyseliny
se spojuje z komplementdrnim vliknem ©prost¥ednictvim
parovani nukleotidovych bdzi. "Selektivni hybridizace" se
vztahuje k hybridizaci podminek vysoké stringence (p#isnosti
tizeni hybridizace). Stupef hybridizace za&visi nap#iklad na
stupni homologie, stringenci hybridizace a délce

hybridizovanych vl&aken.

Vyraz "inzulinotropni" se vztahuje k aktivité& posilovéni
y

inzulinu, napt¥iklad reverzi nebo uleh&enim necitlivosti na

inzulin.
"Izolovana nukleovd kyselina"™ se vztahuje k 1libovolné
sekvenci RNA nebo DNA, at Jiz konstruované nebo

syntetizované, kterd je mistné odlidnd od svého p¥irozeného

mista vyskytu, nap#iklad v bufice.

Vyraz "sonda nukleové kyseliny" nebo "sonda", djak je zde
uzivan, se vztahuje k oznalené nukleové kyselin&, ktera
hybridizuje s Jjinou nukleovou kyselinou. "Sonda nukleové
kyseliny" znamenad jednovlaknovou sekvenci nukleové kyseliny,
ktera se kombinuje S komplementarni nebo C4stelné
komplementdrni  jednovldknovou cilovou sekvenci nukleové
kyseliny pro vytvofeni dvouvldknové molekuly. Sonda nukleové
kyseliny miZe byt oligonukleotid nebo nukleotidovy polymer.
Sonda obvykle obsahuje detekovatelnou &&st, kterd mtZe byt

vazana ke konci nebo koncim sondy nebo se nachizet uvnit?

sekvence sondy.

Vyraz "plasmid"” se vztahuje k extrachromosoméalnimu

L X R A
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genetickému prvku. Plasmidy popsané v p¥edloZené prihlasce
jsou komercné dostupné, vefejné dostupné ne neomezenych
zakladnach nebo mohou byt konstruovdny ze snadno dostupnych

plasmidd postupem podle publikovanych procedur.

"Primer" Je fragment nukleové kyseliny, ktery funguje jako
iniciadni  substrat pro enzymatickou nebo syntetickou

elongaci nap¥iklad molekuly nukleové kyseliny.

Vyraz "promotor" se vztahuje k sekvenci nukleové kyseliny,
kterd ridi transkripci nap¥iklad DNA na RNA. Indukovatelny
promotor je takovy, ktery ije moZno regulovat signaly =z
okolniho prostfedi jako jsou napfiklad zdroj uhliku, teplo
nebo ionty kovlh. Konstitutivni promotor obecn& operuje na

konstantni Grovni a neni regulovatelny.

Vyrazy "protein" a ‘'peptid" jsou pouZivadny navzajem
zaménitelné a vztahuiji se ke dvéma nebo vice
aminokyselinovym zbytkim, které Jjsou kovalentné& véazany
peptidovou vazbou. V nékterych pfripadech tyto vyrazy
popisuji aminokyselinové biopolymery, obsahujici vice ne? 10
a az do asi 500 aminokyselinovych zbytkd, v&zanych

peptidovou vazbou.

Vyraz "rekombinantni DNA klonovaci vektor", Jjak Jje zde
uzivan, se vztahuje k libovolnému autonomn& se replikujicimu
Ciniteli, v to neomezujicim zplsobem pocditaje plasmidy a
fagy, které obsahuji molekulu DNA, do které mohou byt nebo

byly vloZeny Jjeden nebo vice dodateénych segmentt DNA.

Vyraz '"rekombinantni DNA vektor exprese" nebo "vektor
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exprese", Jjak Je zde wuZivan, se vztahuje k libovolnému
rekombinantnimu DNA klonovacimu vektoru, napfiklad plasmidu
nebo fagu, ve kterém je pfitomen promotor a daldi reguladni
prvky, ¢&imZ je umoZnéna transkripce vloZené DNA, kterd mtZe

kédovat protein.

Vyraz "stringence" se vztahuje k hybridizadnim podminkadm a
znamend piisnost fizeni Thybridizace. Vysoce stringentni
podminky znevyhodfiuji nehomologni pérovani Dbazi. Malo
stringentni podminky maji opaény G¢inek. Stringence miZe byt

zménéna nap¥iklad zménou teploty a koncentrace soli.

"Mala (nizka) stringence" predstavuje podminky, zahrnujici
napfiklad teplotu okolo 37 °C nebo mén&, koncentraci
formamidu mensi neZ p¥ibliZn& 50% a stfedni a% nizkou
koncentraci soli (SSC); nebo alternativné teplotu okolo 50

°C nebo men3i a stfedni aZ vysokou koncentraci soli (SSPE),
nap¥iklad 1M NaCl.

"Vysoka stringence" pfedstavuje podminky, zahrnujici
nap¥iklad teplotu okolo 42 °C nebo méné&, koncentraci
formamidu mensi neZ pfribliZné 20% a nizkou koncentraci soli
(SSC); nebo alternativné teplotu okolo 65 °C nebo mendi
nizkou koncentraci soli (SSPE). Vysoce stringentni podminky
napfiklad zahrnuji  hybridizaci v 0,5 M NaHPO,, 7%
dodecylsulfatu sodného (SDS), 1 mM EDTA p¥i teploté& 65 °C
(Ausubel, F.M. a kol. Current Protocols in Molecular

Biology, Vol. I, 1989; Green Inc. New York, v 2.10.3).

"SSC" predstavuje hybridizaéni a promyvaci roztok. Z&sobni

roztok 20x SSC obsahuje 3M chlorid sodny, 0,3M citrédt sodny,

LR J
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pH 7,0.

"SSPE" pfredstavuje hybridizaéni a promyvaci roztok. 1x SSPE
roztok obsahuje 180 mM NaCl, 9 mM Na,HPO,;, 0,9 mM NaH,PO, a 1
mM EDTA, pH 7,4.

"V zasad& Cisty" s odvolanim na protein znamena, Ze uvedeny
protein Jje odd€len od dalSich bun&&nych a nebun&énych

slozek, v to po¢itaje molekuly jinych proteint.

V zasadé Cisty pripravek je alespofi na 85% &isty; a vyhodné
na alesponn 95% <&isty. "V zasadé <&isty" protein miZe byt
pfipraven libovolnym z mnoha vhodnych zptsob®, které
zahrnuji napfiklad IMAC proteinovy purifika&ni zptisob (U.S.

patent ¢. 4,569,794), ktery je zde uveden jako reference.

Vyraz "léCeni", jak je zde uZivan, popisuje zachdzeni a péc&i
o pacienta s cilem potlalit onemocnéni, stav nebo poruchu a
zahrnuje podavani proteinu podle pfedloZeného vynalezu pro
prevenci vypuknuti symptomd nebo komplikaci, tulevu symptomd
nebo komplikaci nebo eliminaci onemocn&ni, stavu nebo

poruchy.

V8echny reference citované v tomto popisu vynadlezu jsou zde

zahrnuty jako reference.

Beta-lipotropin byl izolovén v roce 1964 z ov&i hypofyzy a
jeho primérni struktura byla popsdna nasledujiciho roku (Li
a kol., Nature, 208, 1093, 1965). 0d té doby byly popsany
primarni sekvence BLAT ovce, kravy, my3i, vepfre, moxdete,

krysy, slona a &lovéka. (Viz napfiklad Lohmar a Li, Biochim.

e
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Biophys. Acta, 147, 381, 1967; Li a Chung, Nature, 260, 622,
1976; Drouin a Goodman, Nature, 288, 619, 1980; Li a kol.
Int. J. Pept. Prot. Res. 32, 573-78, 1988; Blake a Li, Proc.
Nat. Acad. Sci. 80, 1556-1559, 1983; Takahashi a kol. FEBS
Lett. 135, 97-102, 1981; vSechny tyto citace jsou =zde
zahrnuty Jjako reference). Data o sekvenci ukazuji, Ze
karboxy konec BLAT Jje vysoce konzervovdn napfié¢ druhy.
Naopak existuji znaéné rozdily v sekvenci na amino konci

molekul BLAT u ruznych druht.

Pr¥edloZeny vyndlez se dédle tykd BLAT fuzovanych proteint, v
to pocitaje lidsky BLAT (SEQ ID NO: 8) nebo BLAT dal$ich
druhtt nebo jeho funkéni fragmenty. P¥iklady BLAT fuzovanych
proteintt Jjsou popsany Jjako SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5 a
SEQ ID NO: 7.

Funkéni fragmenty BLAT Jjsou vyhodné identifikovany jako
fragmenty  BLAT, které vykazuji biologickou aktivitu,
napfiklad schopnost zlep3ovat diabetické symptomy, pokud
jsou podavany savci, ktery md jejich potfebu, nebo sniZovat
hladiny inzulinu v séru a/nebo zlepSovat citlivost na
inzulin a/nebo sniZovat hladinu glukézy v krvi, a/nebo
stimulovat prijem glukdézy v adipozni nebo svalové tkani, in
vivo nebo in vitro nebo v adipocytech in vitro. Funkéni
fragmenty BLAT =zahrnuji 1libovolné fragmenty, které si
uchovivaji biologickou aktivitu a které obsahuji alespon dva
(2) nebo vice aminokyselinovych zbytka, které Jjsou v
nékterych ptfripadech vedle sebe v BLAT proteinu. Vvyhodné
fragmenty obsahuji souvislé oblasti BLAT které se nachéazeji
Castetné nebo Uplné mimo oblast =zbytkd 59 aZz 89 lidského

BLAT (SEQ ID NO: 8) nebo ekvivalentni oblasti 3jiného neiZ

[ E X R J
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lidského BLAT (t.]j. oblasti kdédujici P-endorfin).

Pfiklady funkénich fragmentd lidského BLAT Jjsou v pfedloZené
pfihladSce popsédny jako SEQ ID NO: 9 aZ SEQ ID NO: 25.
Vyhodné fragmenty jsou v predloZené pr¥ihldSce oznadeny Jjako
SEQ ID NO: 9 aZ SEQ ID NO: 13; nejvvhodnéj3i fragmenty Jjsou
v pfedlozZené ptihlé&3ce oznaceny jako SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12 a SEQ ID NO: 13. V nékterych pZ¥ipadech mohou
funkéni fragmenty obsahovat vnitfni deleci puvodniho BLAT,
naptiklad SEQ ID NO: 13, ve které aminokyselinové zbytky 7
az 23 lidského BLAT jsou vynechany. Funkéni fragmenty mohou
byt vytva¥eny chemickou syntézou v pevné fazi a/nebo
rekombinantnimi DNA technikami, které jsou odbornikovi dobfe
znédmy. Viz napf¥iklad K. Struhl, "Reverse biochemistry:
Methods and applications for synthesizing yeast proteins in
vitro," Meth. Enzymol. 194, 520-535. Nap¥iklad p¥i Jjednom
zpusobu se zahnizdény soubor deleCnich mutaci vloZi do
nukleové kyseliny kédujici BLAT tak, Ze 1rfznd mnoZstvi
oblasti kédujici peptid jsou vynechédny, bud na amino konci
nebo na karboxylovém konci molekuly. Tento zpusob miZe byt
také pouZit pro vytvoreni vnit¥nich fragmentd neporuseného
proteinu, ve kterych jak karboxylovy, tak i amino konec jsou
vyjmuty. Vhodné nukledzy pro vytvoreni takovych deleci
zahrnuji napriklad Bal3l nebo v pfipadé Jednovldknové
molekuly nukleové kyseliny nukledzu bobl mung. Pro
zjednoduseni se predpokladda, Ze BLAT kdédujici nukleovou
kyselinu je klonovéana do jednovléknového klonovaciho vektoru
jako Jje bakteriofdg MI13 nebo ekvivalent. Je-1i to
pozZadovano, vysledné deleéni fragmenty mohou byt
subklonovéany do vhodného vektoru pro propagaci a expresi v

libovolné vhodné hostitelské burlice.
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Funkéni fragmenty BLAT mohou byt identifikovany a testovany
na biologickou aktivitu pouZitim libovolného vhodného testu,
napfiklad schopnosti peptidového fragmentu stimulovat nebo
posilovat citlivost na inzulin a/nebo p#ijem glukézy butikami

in vive nebo in vitro.

Funk&ni analogy BLAT mohou byt vytvofeny deleci, inserci,
inverzi a/nebo substituci jednoho nebo vice
aminokyselinovych zbytk( v uvedeném BLAT nebo v libovolném z
peptidta popsanych v predloZené pfihlasce vynéalezu.
Substituéni analogy mohou obecné byt vytvofeny syntézou v
pevné fazi nebo rekombinantnimi technikami, ve kterych byly
provedeny jednoduché nebo vicendsobné konzervativni
aminokyselinové substituce, napfiklad podle Tabulky 1.
Obecné, v pripadé vicendsobnych substituci, je vyhodné aby
bylo zménéno méné neZ deset zbytkl v libovolné dané
molekule, nejvyhodné&ji aby bylo zmé&néno od jednoho do pé&ti
zbytkd v libovolné dané molekule tak, aby od 90% do 99%
zbytkd bylo identickych se sekvenci SEQ ID NO: 8;
alternativné aby p¥ibliZné& 95% aZ 99% zbytkd  bylo
identickych se SEQ ID NO: 8 mnebo dal3im vhodnym BLAT

pochéazejicim od jiného druhu.

Napfiklad analogy lidského BLAT (SEQ ID NO: 8) obsahujici
jednoduché nebo vicendsobné aminokyselinové substituce v
oblasti mezi aminokyselinovymi zbytky 1 aZ 89, =zahrnuji

substituce, ve kterych:

o
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zbytek v poloze 1 predstavuje alternativné Glu,
nebo Gln;

zbytek v poloze 2 predstavuje alternativné Leu,
nebo Met;

zbytek v poloze 3 pfedstavuje alternativné Thr,
Ser, Pro nebo Gly;

zbytek v poloze 4 predstavuje alternativné Gly,
Leu, Pro nebo Ser;

zbytek v poloze 5 predstavuje alternativné& Glu,
Asn nebo Ala; |

zbytek v poloze 6 predstavuje alternativné Arg,
Lys, Gln nebo Ala;

zbytek v poloze 7 predstavuje alternativné Leu,
Val, Ile nebo Met;

zbytek v poloze 8 predstavuje alternativné Arxg,
Tyr, Leu, Lys, Pro, Gln nebo Trp;

zbytek v poloze 9 predstavuje alternativné Glu,
Asp, Asn nebo Gln;

zbytek v poloze 10 predstavuje alternativné Gly,
nebo Asp;

zbytek v poloze 11 predstavuje alternativné& Asp,
Asn, Gln, Ala nebo Glu;

zbytek v poloze 12 pfedstavuje alternativné Gly,
nebo Met;

zbytek v poloze 13 pfedstavuje alternativné Pro,
nebo Val;

zbytek v poloze 14 pfedstavuje alternativné Asp,
Gln nebo Gly;

zbytek v poloze 15 pFfedstavuje alternativné Gly,
nebo Glu;

zbytek v poloze 16 predstavuje alternativné pro,

Ala,

Ile,

Ala,

Arg,

Gln,

Glu,

Pro,

Glu,

Ala,

Ala,

Arg,

Ala,

Glu,

Glu,

Ala,

Gln,

LR J
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Asp

Val

Glu,

Ala,

Asp,

Leu,

Asp,

Ala,

Pro,

Ser

Pro,

Ser

Gly

Asn,

Ser

Leu,
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Gly nebo Glu;

zbytek v poloze 17 pfedstavuje
nebo Gly;

zbytek v poloze 18 predstavuje
nebo Asn;

zbytek v poloze 19 prfedstavuje
nebo Gln;

zbytek v poloze 20 predstavuje
Ala;

zbytek v poloze 21 pfedstavuje
nebo Phe;

zbytek v poloze 22 predstavuje
nebo Lys;

zbytek v poloze 23 predstavuje
Gly, Ser nebo Leu;

zbytek v poloze 24 predstavuje

Asn, Leu nebo Val;

zbytek v poloze 25 ptedstavuje
Ile, Gly, Ser nebo Thr;

zbytek v poloze 26 predstavuje
Asn, Gln nebo Lys;

zbytek v poloze 27 pfedstavuje
Met nebo Val;

zbytek v poloze 28 predstavuje
nebo Asp;

zbytek v poloze 29 predstavuje
Ala, Gln nebo Glu;

zbytek v poloze 30 pfedstavuje
Ala, Leu nebo Asp;

zbytek v poloze 31 pfedstavuje

Met nebo Ile;

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

Ala,

Asp,

Asp,

Gly,

Ala,

Gly,

Ala,

Gln,

Ala,

Asp,

Leu,

Glu,

His,

Ser,

Leu,

Asp,

Glu,

Glu,

Ser

Gly,

Ala,

Phe,

Arg,

Leu,

Glu,

Ala,

Gln,

Asn,

Gly,

Ala,

Ser

Gln

Asn

nebo

Ser

Ser

Thr,

Asp,

Asp,

Gly,

Ile,

Asn

Tyr,

Glu,

Val,
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zbytek v poloze 32 pFredstavuje
Ile, Met nebo Pro;

zbytek v poloze 33 predstavuje
Leu, Ile, Met nebo Arg;

zbytek v poloze 34 pfedstavuje
Glu nebo Gly:;

zbytek v poloze 35 predstavuje
Ser nebo Leu;

zbytek v poloze 36 predstavuje
Leu, Asp, Asn nebo Gln;

zbytek v poloze 37 predstavuje
Arg, Gln nebo Asp;

zbytek v poloze 38 predstavuje
nebo Glu;

zbytek v poloze 39 pfedstavuje
Glu, Gln nebo Lys;

zbytek v poloze 40 predstavuje
Asn, Gln nebo Gly;

zbytek v poloze 41 predstavuje

Ser ;

zbytek v poloze 42 pfedstavuje

nebo Asn;

zbytek v poloze 43 prfedstavuje

Trp ;

zbytek v poloze 44 ptredstavuje

nebo Glu;
zbytek v 45

poloze predstavuje

nebo Val;
zbytek v
Asn,

His, Arg nebo Gly;

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativneé

alternativné

s L X
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Leu,

Val,

Ala,

Ala,

Glu,

Lys,

Lys,

Asp,

Glu,

Gly,

Pro,

Tyr,

Arg,

Met,

poloze 46 predstavuje alternativné Glu,
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Ala, Val,
Ala, Glu,
Ser, Pro,
Asp, Gly,
Ala, Thr,
Glu, Thr,
Arg, Gln
Ala, Asn,
Ser, Asp,
Ala nebo
Gly, Ser
Phe nebo
Lys, Gln
Ile, Ser
Gln, Asp,

zbytek v poloze; 48 predstavuje alternativné& Tyr nebo Trp;

L)
L XA R
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zbytek v poloze 45 predstavuje alternativné Arg nebo Lys;

zbytek v poloze 50 predstavuje alternativné Trp, Tyr nebo
Phe;

zbytek v poloze 51 predstavuje alternativné Gly, Ala, Ser
nebo gln;

zbytek v poloze 52 predstavuje alternativné Ser, Thr, Asn

nebo Ala;

zbytek v poloze 53 pfedstavuje alternativné Pro nebo Gly;

zbytek v poloze 54 predstavuje alternativné Pro, Ala, Gly,
Arg, Leu nebo Thr;

zbytek v poloze 55 pFfedstavuje alternativné Lys, Arg, Gln
nebo Ala;

zbytek v poloze 56 predstavuje alternativné Asp, Asn, Glu,
Gln, Ala, Gly nebo Ile;

zbytek v poloze 57 pfedstavuje alternativné Lys, Gln nebo
Arg ;

zbytek v poloze 58 pfedstavuje alternativné Arg, Gln nebo
Lys ;

zbytek v poloze 59 p¥fedstavuje alternativné Tyr, Phe nebo
Trp 7

zbytek v poloze 60 pfedstavuje alternativné Gly, Ala nebo
Ser;

zbytek v poloze 61 predstavuje alternativné Gly, Ala nebo
Ser;

zbytek v poloze 62 predstavuje alternativné& Phe, Tyr nebo
Trp;

zbytek v poloze 63 pfedstavuje alternativné Met, Leu, Ile
nebo Val;

zbytek v poloze 64 predstavuje alternativné Thr, Ala, Ser
nebo Lys;

zbytek v poloze 65 predstavuje alternativné Ser, Ala, Thr




nebo Pro;

zbytek v poloze
Lys nebo Gln;
zbytek v poloze
Gln;

zbytek v poloze
nebo Gly;

zbytek v poloze
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66 pfredstavuje alternativné Glu,

67

68

predstavuje

predstavuje

alternativné

alternativné

Lys,

Ser,

69 predstavuje alternativné Gln,

Asn, Arg nebo His;

zbytek v poloze 70 predstavuje alternativné Thr,

nebo Lys;

L X4

Asp,

Arg

Ala,

Glu,

Ser,
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Asn,

nebo

Thr

Asp,

Ala

zbytek v poloze 71 pfedstavuje alternativné Pro nebo Gly;

zbytek v poloze 72 predstavuje alternativné Leu,

nebo Val;

zbytek v poloze
nebo Met;

zbytek v poloze
Ser;

zbytek v poloze
nebo Val;

zbytek v poloze
nebo Leu;

zbytek v poloze
Arg;

zbytek v poloze
Gln nebo His;
zbytek v poloze
Ile nebo Val;
zbytek v poloze
Val nebo Thr;
zbytek v poloze

73

74

75

76

77

78

79

80

81

predstavuje

predstavuje

predstavuje

pfedstavuje

predstavuje

pfedstavuie

predstavuje

pfedstavuje

pfedstavuje

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

Val,

Thr,

Leu,

Phe,

Lys,

Asn,

Ala,

Ile,

Ile,

Ile,

Leu,

Ala

Ile,

Tyr,

Gln

Asp,

Gly,

Leu,

Met,

Met

Ile

nebo

Met

Trp

nebo

Glu,

Ser,

Met,

val,

oe
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Thr nebo Leu;
zbytek v poloze
Arg ;

zbytek v poloze
Gln nebo Ser;
zbytek v poloze
Gly nebo Glu;
zbytek v poloze
nebo His;

zbytek v poloze
Arg;

zbytek v poloze
Arg;

zbytek v poloze
Ser;

zbytek v poloze

Asn nebo His.
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82 pfedstavuje

83 predstavuije

84 predstavuje

85 predstavuje

86 predstavuje

87 predstavuje

88 ptredstavuje

89 predstavuje

alternativné& Lys
alternativné Asn,
alternativné Ala,
alternativné Tyr
alternativné Lys
alternativn& Lys
alternativné Gly

alternativné Glu,

Dodatedné specifické substituce v lids
(SEQ ID NO: 8) zahrnuiji jednoduché nebo
substituce v SEQ ID NO: 8, kde:

zbytek v poloze 3 je Glu;

zbytek v poloze 4 je Arg;

zbytek v poloze 6 je Gln;

zbytek v poloze 7 je Pro;

zbytek v poloze 8 je Glu, Ala nebo Pro;

zbytek v poloze 5 je Pro nebo Ala;

zbytek v poloze 11 je Arg nebo Pro;

zbytek v poloze 16 je Leu nebo Gln;

zbytek v poloze 21 je Phe;

zbytek v poloze 23 je Thr, Leu nebo Pro;

Gln nebo

4

Asp, Glu,

Val, Ser,

, Phe, Trp

, Gln nebo

, Gln nebo

, Ala nebo

Gln, Asp,

kém BLAT

vicendsobné




zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek
zbytek

4 4 <4 <49 4 94 4 4 4 949 4 44 4 49 9@ < 9 9@ <9 <9

poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze
poloze

poloze

24
27
29
30
31
32
33
34
35
36
37
40
42
44
45
52
54
56
84
85
89

je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je

je
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Arg nebo Val;
Ala;
Asn,
Glu;
Ala;
Ala;
Ala nebo Glu;

Tyr nebo

Pro nebo Ser;
Asp;

Thr nebo Ala;
Glu;

Ser;

Ser;

Glu;

val;

Asn;

Ala nebo Arg;
Gly;

val;

His; a

His.

Ala;
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P¥iklady substituci aminokyselin

Puvodni zbytek

Priklad substituce

ALA SER, GLY

ARG LYS

ASN GLN, HIS, ASP, GLU
ASP GLU, GLN, ASN

CYS SER

GLN ASN, GLU, ASP

GLU ASP, GLN, ASN

GLY PRO, SER, ALA

HIS ASN, GLN

ILE LEU, VAL, MET

LEU ILE, VAL, MET

LYS ARG, GLN, GLU

MET LEU, ILE, VAL

PHE MET, LEU, TYR, TRP
SER THR, ALA

THR SER, ALA

TRP TYR, PHE

TYR TRP, PHE

VAL ILE, LEU, MET

PRO GLY
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Tabulka 2

Identifikdtory seznamu sekvenci

SEQ ID NO: Popis

1 Nukleovad kyselina kédujici Met-Arg-BLT
2 Aminokyselinova sekvence Met-Arg-BLT

3 Aminokyselinovd sekvence fuzovaného

partnera pouzZitého pro vytvofeni SEQ ID NO: 5

4 Oligonukleotidovy linker pouZity pro
konstrukci BLAT fuze

5 Aminokyselinova sekvence fuzovaného BLAT

6 Glutathion-S~transferézovy (GST)
fuzovy partner

7 GST/BLAT fuzovany protein

8 Aminokyselinovd sekvence lidského BLAT

9 Lidsky BLAT (1-49)

10 Lidsky BLAT (50-89)

11 Lidsky BLAT (38-67)

12 Lidsky BLAT (38-89)

13 Lidsky BLAT (A7-23)

14 Lidsky BLAT (1-14)

15 Lidsky BLAT (8-21)

16 Lidsky BLAT (15-28)

17 Lidsky BLAT (22-35)

18 Lidsky BLAT (29-42)

19 Lidsky BLAT (36-49)

20 Lidsky BLAT (43-56)

21 Lidsky BLAT (50-63)

22 Lidsky BLAT (57-70)

23 Lidsky BLAT (64-77)

24 Lidsky BLAT (71-84)
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25 Lidsky BLAT (78-89)

26 BLAT analog (1:Glu-Ala)

27 BLAT analog (3:Thr-Ser)

28 BLAT analog (5:Gln-Glu)

29 BLAT analog (7:Leu-Asp)

30 BLAT analog (10:Gly-Ala)
31 BLAT analog (15:Gly-Glu)
32 BLAT analog (17:Ala-Gly)
33 BLAT analog (23:Ala-Phe)
34 BLAT analog (30:Ser-Glu)
35 BLAT analog (42:Pro-ser)

Procedury izolace genl

Odbornikovi v oboru Jje zfejmé, Ze nukleovd kyselina kédujici
BLAT nebo fuzovany BLAT mlZe byt ziskdna mnoZstvim
rekombinantnich DNA technik zahrnujicich nap¥iklad
polymerazovou fetézovou reakéni (PCR) amplifikaci nebo de
novo DNA syntézu. (Viz nap¥iklad, T. Maniatis a kol.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed. Chap. 14
(1989)).

Nap¥iklad oligonukleotidové primery cilené na 3' a 5' konce
SEQ ID NO: 1 mohou byt pouZity pro PCR amplifikaci Met-Arg-
BLT. Viz napfiklad PCR Protocols: A Guide to Method and
Application, Ed. M. Innis a kol., Academic Press (1990). PCR
amplifikace zahrnuje templdtovou DNA, vhodné enzymy, primery
a pufry, a 3je vyhodné& provaddéna v p¥istroji DNA Thermal
Cykler (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT). Pozitivni vysledek
je urcen detekci DNA fragmentu vhodné velikosti (273 péart

bazi) pomoci agarézové gelové elektroforézy.

[ X3 24
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Zplsoby vytvafeni proteint

Jedno provedeni pfedloZeného vyndlezu se tyké& pouZiti BLAT

proteinu jako farmaceutické sloudeniny.

Odbornikovi v oboru Jje zfejmé, Ze proteiny a Jjejich
fragmenty nebo funkéni fragmenty podle pfedloZeného vynalezu
mohou byt syntetizovany mnoZstvim raznych zplisobt jako jsou
chemické zplsoby dobfe znamé v oboru, v to po&itaje syntézu
peptidd v pevné fé4zi nebo rekombinantni zptsoby. Oba typy
metod jsou popsany v U.S. patentu 4,617,149, ktery je
zahrnut jako reference.

Zplsoby chemické syntézy proteind v pevné fazi jsou dobie
znamy v oboru a mohou byt nalezeny v obecnych udebnicich
oboru. Viz napfiklad H. Dugas a C. Penney, Bioorganic
Chemistry (1981l) Springer-Verlag, New York, 54-92. Nap¥iklad
peptidy mohou byt syntetizovany zplsobem v pevné fazi
pouZitim peptidového syntetiz&toru Applied Biosystems 430A
(Applied Biosystems, Foster City, CA) a syntetickymi cykly

dodavanymi spole&nosti Applied Biosystems.

Sekvencni t-butoxykarbonylovd chemie pouZivajici dvojité
kopulovanych protokoll se aplikuje na vychozi p-methyl
benzhydryl aminové pryskyfice pro ziskdni C-termindlnich
karboxamidd. Pro ziskdni C-termindlnich kyselin se pouZije
odpovidajici pyridine-2-aldoxim methjodidovd prysky¥ice.
Asparagin, glutamin, a arginin se kopuluji pouZitim p¥edem
vytvofenych hydroxybenzotriazolovych esterti. Po ukon&eni

syntézy mohou byt peptidy zbaveny ochrany a od$té&pen od
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pryskyfice bezvodym fluorovodikem, obsahujicim 10% meta-
kresol. Odstépeni ochranné skupiny nebo skupin postrannich
fetézct a odStépeni peptidu od pryskyfice se provadi p¥i
teplot& 0 °C nebo ni%8i, vyhodn& -20 °C po dobu tticeti

minut nasledovanych triceti minutami p¥i teplot& 0 °C.

Obecné syntéza peptidu sestdvd z posloupnosti nésledujicich
krokl. Nejprve se aminokyselina s chrédn&nou a-amino skupinou
(a funk&ni skupinou postranniho #et&zce, dje-li to nutné)
aktivuje pro vytvofeni reaktivniho esteru. Tato aktivovana
aminokyselina se védZe na inertni pevny nosi& prost¥ednictvim
této aktivované esterové skupiny a vazand aminokyselina se

dikladné promyvd. Po ukondeni tohoto kroku se druhd chrénéna

aminokyselina aktivuje na ester v odd&lené reakci. a-amino
skupina prvni aminokyselina se zbavi ochrany, &imZ se ziska
reaktivni amin a druhd aktivovand aminokyselina se s ni
nechd reagovat pro vytvoreni dipeptidu na pevném nosidi.
Sekvencni opakovéni téchto krokll vede k peptidu vzristajici
délky. Po ukonCeni syntézy se peptid odstrani od pevného
nosice a funk&ni skupiny postrannich feté&zcli se zbavi
ochrany zpracovanim peptidu silnou kyselinou. Peptid se
potom oddé€li od pevného nosic¢e filtraci, precipituje s
organickym rozpouStédlem a <&isti mnoZstvim technik, které

jsou znédmy z oboru.

V konkrétnim pfipadé je ochrannou skupinou a-amino skupiny
9-fluoroenylmethylkarbonyl (Fmoc) . Ochranné skupiny
postrannich Ffeté&zch jsou: Boc (pro zbytky Lys a Trp), Trt
(pro Asn, His, Gln), tBu (pro Ser, Thr, Tyr), OtBu (pro Asp,
Glu) a Pmc (pro Arg). Aktivni estery se vytvafeji pomoci 2-

(lH-benzo-triazole-1-yl)-1,1,3,3~-tetramethyl uronium

LA R X
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hexafluorfosfatu (HBTU).

Ochranné skupina Fmoc skupiny a-amino se odstrani
zpracovanim pevné féze piperidinem. Za té&chto podminek se
Fmoc skupina snadno odstrani, =zatimco vazba k pevné fazi a
ochranné skupiny postrannich fet&zcd nejsou ovlivnény.
Chranéna aminokyselina, kterd m& byt p¥idédna k vytvafenému

peptidovému ret&zci se aktivuje pomoci HBTU.

Syntéza lidského BLAT p¥in&8i nékolik specifickych problému.
Pfedné& sekvence peptidu obsahuje ser-pro-pro tripeptidovy
segment. Standardni kopula&ni chemické postupy vedou k sérii
deleCnich chyb p¥i syntéze. Takové delece se minimalizuji
dvojitou kopulaci =zbytkd pro. Ve vyhodném provedeni se

syntéza provadi dvojitou kopulaci zbytkd Pro a Ser.

Navic, po ukonleni kopulaéniho kroku se vedkery nezreagovany
nechranény peptid blokuje acetanhydridem pro zabranédni

prodluZovani feté&zce deleéniho peptidu.

Za druhé, lidsky peptid obsahuje 3 asp-gly dipeptidové
sekvence. Tyto sekvence jsou nachylné k vytvé¥eni cyklického
iminu, dokonce 1 kdyZ jsou postranni Fet&zce asp chréné&ny.
Tyto cyklické iminy potom mohou reagovat s piperidinem v
deprotekénim kroku za vytvofeni piperidinem modifikovaného
peptidu. Tato cyklizace byla eliminovdna pouZitim N-a-Hmb
ochrany kaZdého glycinového zbytku, ktery p¥edchdzi =zbytek
asp. Viz napfiklad Qubbell a kol., J. Chem. Soc. Chem.
Commun. 2343, 1994, zahrnuty zde jako reference. Dva z asp-
gly dipeptidd p¥edch&zi zbytek pro. V disledku této

vlastnosti sekvence a niZ3i reaktivity hmb chrénénych
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aminokyselin, je kaZdy z nich vicenasobné kopulovédn a potom
provedena Cepilkovd Uprava acetanhydridem. Ve vyhodném

provedeni jsou dvojnadsobné& kopulovény.

Ve vyhodném zplsobu se peptid syntetizuje v jednom kroku
pouZitim Fmoc. Syntéza BLAT je komplikovédna pritomnosti
nékolika asp-gly dipeptidovych sekvenci v N-termindlni d&asti
molekuly. Bylo pozorovano, Ze aspartylové postranni Fetdzce
v asp-gly dipeptidové sekvenci podstupuji bazi katalyzovanou
cyklizaci a néslednou adici piperidinem b&hem FMOC syntézy.
Tato reakce se eliminuje pouZitim Fmoc~ (FmocHmb) ~glycinu v
kaZdé asp-gly sekvenci bé&hem syntézy. Ochrana glycylového
amidu skupinou Hmb inhibuje cyklizaci aspartylového
postranniho feté&zce. Po provedeni &t&peni, zbaveni ochrany a
¢isténi pomoci HPLC s obrécenymi féazemi mise byt peptid
analyzovén elektosprejovou hmotovou spektometrii. Hlavni
soucasti, pozorovanou p¥i této syntéze BLAT je peptid plné
délky, ktery mé& olekdvanou hmotnost. PouZiti tohoto zpuasobu
dovoluje produkci mnoZstvi &istého proteinu, které presahuje

100 mg z jednoho b&hu v 0,1 mmolové 3Zkale.

Proteiny podle pFfedloZeného vyndlezu také mohou byt
vytvafeny rekombinantnimi DNA zptsoby. Exprese klonované
nukleové kyseliny kédujici BLAT nebo flizovany BLAT
(napfiklad SEQ ID NO: 1) miZe byt provadéna v mno¥stvi
vhodnych hostitelskych bunék, dobte znamych odbornikim v
oboru. Pro tento u&el se BLAT kédujici nukleova kyselina
vlozi do hostitelské buiky libovolnym z fady zpusobli, dobre
znamych odbornikdm v oboru. I kdyZ chromosomova integrace
spadad do rozsahu predm&tu predloZeného vynalezu, je vyhodné,

aby sekvence byla klonovdna do vhodného extrachromosomalné
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udrZovaného vektoru exprese tak, 3Ze kédujici oblast BLAT

genu je operativné vazana ke konstituénimu nebo

indukovatelnému promotoru.
Zzakladni kroky rekombinantni produkce BLAT proteinu jsou:

a) konstrukce pfirodni, syntetické nebo semi-syntetické DNA,
kédujici BLAT nebo jeho flzovany protein;

b) integrace uvedené DNA do vektor exprese zpusobem
umoziiujicim expresi uvedeného proteinu;

c) transformace nebo jiny zplsob vlo¥eni vektoru do vhodné
eukaryotni nebo prokaryotni hostitelské bunky, pfedstavujici
rekombinantni hostitelskou buiku,

d) kultivace uvedené rekombinantni  hostitelské bunky
zptusobem, vhodnym pro expresi uvedeného proteinu; a

e) ziskani a ¢isténi proteinu libovolnym vhodnym zptsobem.

Exprese rekombinantniho BLAT fizovaného proteinu \%

prokaryotnich a eukaryotnich hostitelskych bufikach

Lidsky beta-lipotropin (BLAT) Jje hormon, obsahujici 89
aminokyselin, ktery Jje produkovdn hypofyze ve formé
prekurzorového proteinu, ktery podstupuje post-translaéni
zpracovani pro vytvofeni né&kolika biclogicky aktivnich
hormond v&etné& BLAT. JelikoZ BLAT je maly a obsahuje
proteolyticky citliva mista, byl tento protein
prihlaSovateli nejprve vytvofen pomoci chemické syntézy.
Tento zplsob v8ak neni vhodny pro vytvafeni velkého mnoZstvi
latky. V tomto pfedloZeném vynalezu je popisovan zplsob,
kterym BLAT mbZe byt produkovdn v bakteridlnim nebo

fungédlnim hostiteli exprese ve formd fhizovanych proteindt.
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Tyto fuzované proteiny jsou chrénény proti proteolytické
degradaci a dovoluji zisk&ni neporuSeného BLAT zpusoby

popsanymi dale.

V. E. coli se BLAT produkuje jako fizovany protein, ktery
miZe byt ziskdn z buné&énych lyzatd v pfitomnosti wvelkého
mnozstvi soli obvyklymi purifika&nimi zpUsoby. Flzovany
protein obsahuje rozpoznavaci misto pro specifické proteazy,
které jsou pouZity pro separaci fuzového partnera od BLAT. V
Pichia pastoris se fuzovany protein Stépl po sekreci z bufiky
takovym zplsobem, Ze pf¥irozeny BLAT maZe byt detekovin a

ziskan neporusSeny z kultiva&niho média.

Tento zphsob p¥ind3i zplsob produkce BLAT. Na rozdil od
chemické syntézy zde popsany zplsob miZe byt provédén ve

velkém m&¥itku pro ziskavani velkych mnoZstvi BLAT.

Prokaryota mohou byt pouZita pro produkci rekombinantniho
BLAT proteinu. Napfiklad Escherichia coli K12, kmen 294
(ATCC No. 31446) je obzvlasdtd uZitedny pro expresi cizich
proteind v prokaryotni bufice. Jako hostitelska bunky pro
klonovani a expresi rekombinantnich proteint podle
pfedloZeného vyndlezu mohou také byt pouZity daldi kmeny E.
coli, bacily jako je Bacillus subtilis, enterobakterie jako
je Salmonella typhimurium nebo Serratia marcescans, rQzné

druhy Pseudomonad a dalsi bakterie, jako jsou Streptomyces.

Promotorové sekvence, vhodné pro provaddé&ni exprese genl v
prokaryotech zahrnuji b-laktamézu [nap¥iklad vektor pGX2907,
ATCC 39344, obsahuje gen s replikonem a b-laktamdzou],
laktdzové systémy ([Chang a kol., Nature (London), 275:615
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(1978); Goeddel a kol., Nature (London), 281:544 (1979)],
alkalicke fosfatdzy a tryptofanové (trp) promotorové systémy
[vektor pATH1 (ATCC 37695)], které jsou navrZeny pro
usnadnéni exprese otev¥eného d&teciho ramce jako je trpE
fhzovany protein za ¥izeni trp promotorem. Hybrid promotory
jako je tac promotor (isolovatelny z plasmidu pDR540, ATCC-
37282) jsou také vhodné, stejné& tak jako T7 promotory. Jests
dalsi bakteri&lni promotory, jejichZ nukleotidové sekvence
Jsou obecn& znamy, mohou byt ligovdny na DNA kédujici
protein podle predloZeného vynalezu, pouzivajice spojovniky
(linker) nebo adaptéry pro vytvoZXeni libovolnych
restrikénich mist. Promotory pro pouZiti v bakterialnich
systémech také mohou obsahovat Shine-Dalgarno sekvence
operativné véazané k DNA kédujici poZadované polypeptidy.

Tyto pf¥iklady jsou ilustrativni a nikoli omezujici.

Proteiny podle pfedloZeného vynalezu mohou byt syntetizovany
bud pfimou expresi nebo jako fuzované proteiny, ze kterych
fazovy partner mlZe byt odstran&n enzymatickym nebo
chemickym $té&penim. V principu se pfedloZeny vyndlez tvyka
libovolného fGzovaného systému, ktery mtZe byt exprimovan v
bakteridlnim nebo fungdlnim hostiteli. V jednom provedeni
vhodného fuzovaného systému se rozpoznavaci misto umisti
mezi BLAT a fUzového partnera, kdy napfiklad se fuzovy
partner umisti na amino termindlni konec BLAT. Vhodné misto
miZe byt rozpozndvaci sekvence pro protedzu nebo misto,

které je nachylné chemickému Stépeni.

Priklady vhodnych bakteridlnich fuzovych partner® zahrnuji
glutathion-S-transferéazu, maltézové vazebné proteiny,

prokarboxypeptiddzu, kalmodulinové . vazebné proteiny nebo

eeee
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libovolnou sekvenci umist&nou na aminovém konci, kterd

podporuje vysokou Uroveh exprese fuzovaného proteinu.

P¥iklady vhodnych proteaz zahrnuji faktor Xa, thrombin a
enterokindzu. Cinidla pro chemické Stépeni zahrnuji

kyanogenbromid, kyselinu a podobné&.

Priklady fadzovych  partnert uZitecnych ve fungdlnich
systémech =zahrnuji alfa péarovaci faktor, propeptid, lidsky
sérovy albumin a libovolné dalsi sekvence, které podporuji
expresi a sekreci fuzovaného proteinu a nasledné Stépeni
(bé&hem sekrece) pro uvolnéni prirozeného BLAT do

kultivadniho média.

V Jednom provedeni BLAT flzovany protein obsahuje p#irozenou
BLAT sekvenci fuzovanou na dipeptid (napfiklad Met-Arg) na
amino termindlnim konci p¥irozené BILAT molekuly (nap¥iklad
SEQ ID NO: 2). Dipeptidovy partner této flhzované molekuly
muZe byt uvolnén pasobenim Cathepsinu C a p¥irozenid BLAT
molekula mbZe byt &ist&na technikami znédmymi z oboru jako je
naptfiklad HPLC. V 3jiném zptisobu produkce rekombinantniho
BLAT fuzovaného proteinu se pouZiva glutathion-S-transferéza
(GST) jako fuzovy partner pro ziskani proteinu oznad&eného
jako SEQ ID NO: 7, v z&sad& zpusobemn, ktery popsali Smith a
Johnson (Gene, 67, 31, 1988), a ktery je zde zahrnut jako

reference.

Casto bylo p#i vytvafeni jistych peptidd v rekombinantnich
systémech pozorovdno, Ze exprese ve formd fazovaného
proteinu prodluZuje dobu Zivota, zvy3uje vytéiek

poZadovaného peptidu nebo poskytuje vyhodné prosttedky pro

L] e

sees
o

qe .0

LR 224




- 38 -

C¢isténi proteinu. To je obzvlasté platné pfi expresi sav&ich
proteind prokaryotnich hostitelich. Je znama fada peptidaz
(napfiklad enterckindzy a thrombin), které $tépi polypeptid
ve specifickych mistech nebo provaddi natraveni peptida =z
amino nebo karboxy konce (napfiklad diaminopeptidéza)
peptidového ¥etézce. Krom& toho jisté chemikalie (napfiklad
kyanogenbromid) 3sté&pi polypeptidovy feté&zec ve specifickych
mistech. Odbornikovi je z¥ejmé, Ze modifikace sekvence
aminokyselin (a syntetické nebo semi-syntetické kdédovaci
sekvence pokud jsou pouZity rekombinantni prostfedky) Jsou
nutné pro vloZeni mistné specifickych vnit¥nich mist
Stépeni. Viz napfiklad P. Carter, "Site Specific Proteolysis
of Fusion Protein", Kapitola 13, v Protein Purification:
From Molecular Mechanisms to Large Scale Processes, American

Chemical Society, Washington, D.C. (1990).

Kromé prokaryotll je moZno pouZit mnoZstvi systémll exprese
zaloZenych na obojZivelnicich, jako jsou Zabi oocyty a dale
save¢i bunécné systémy. Volba konkrétni hostitelské bunky
zavisi v Jistém rozsahu na konkrétnim pouzitém vektoru
exprese. Priklady sav&ich hostitelskych buné&k vhodnych pro
pouziti podle pfedloZeného vynalezu zahrnuji nap¥iklad HepG-
2 (ATCC HB 8065), CvV-1 (ATCC CCL 70), LC-MK, (ATCC CCL 7.1),
3T3 (ATCC CCL 92), CHO-K1 (ATCC CCL 61), Hela (ATCC CCL 2),
RPMI8226 (ATCC CCL 155), H4IIEC3 (ATCC CCL 1600), cC1271
(ATCC CCL 1616), HS-Sultan (ATCC CCL 1484) a BHK-21 (ATCC
CCL 10).

Existuje velké mnoZstvi vhodnych vektora pro transformaci
savCich hostitelskych bun&k. Nap#iklad vektory typu pSv2

obsahuji segmenty genomu opi&iho viru 40 (simian virus SV40)

s8es
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pozZadované pro transkripci a polyadenylaci. Bylo
zkonstruovano velké mnoZstvi plasmidovych vektort typu pSv2,
jako jsou pSvV2-gpt, pSVZ2-neo, pSvV2-dhfr, pSV2-hyg a pSv2-b-
globinve kterych SV40 promotor provadi transkripci vloZeného
genu. Tyto vektory jsou snadno dostupné ze zdroju jako je
American Type Culture Collection (ATCC), 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland, 20852 nebo Northern Regional
Research Laboratory (NRRD), 1815 N. University Street,
Peoria, Illinois, 61604.

Promotory vhodné pro expresi v sav&ich bufkach zahrnuji Sv40
pozdni promotor, promotory z eukaryotnich genfl, Jjako je
napfiklad estrogenem indukovatelny ku¥eci ovalbuminovy gen,
interferonové geny, glukokortikoidové indukovatelny gen
tyrosin aminotransferéazy, genovy promotor thymidinkindzy a

promotory hlavnich gent &Easnych a pozdnich adenovirt.

Transfekce sav&ich bunék vektory mlZe byt provadéna
mnozstvim zndmych zptsobl, které zahrnuji, aniZ by tim byly
omezeny, protoplastovou fuzi, koprecipitace fosfore&nanem
vapenatym, elektroporace a podobné&. Viz napriklad Maniatis a

kol., supra.

Nékteré wviry také vytvareji vhodné vektory. Pf#iklady
zahrnuji adenoviry, viry souvisejci s adenoviry, virus
vaccinia, herpes viry, bakuloviry a sarkomovy Rous wvirus,

Jak Jje popsédno v U.S. patentu 4,775,624, zahrnutém Jako
reference.

Eukaryotni mikroorganismy jako je kvasinka a dalsi houby

jsou také vhodnymi hostitelskymi butikami . Kvasinky
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Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris jsou vyhodné
eukaryotni mikroorganismy. Dalsi kvasinky jako je
Xluyveromyces lactis Jsou také vhodné. Pro expresi v
Saccharomyces miZe byt pouZit napfiklad plasmid YRp7 (ATCC-
40053). Viz nap¥iklad L. Stinchcomb a kol., Nature, 282, 39
(1979); J. Kingsman a kol., Gene, 7, 141 (1979); s.
Tschemper a kol., Gene, 10, 157 (1980). Plasmid YRp7
obsahuje gen TRP1, ktery prinasi volitelny marker pro
pouZiti v trpl auxotrofnim mutantu.

Dalsi provedeni p¥edloZeného vynalezu zahrnuji sekvence
izolované nukleové kyseliny, které kédduji BLAT nebo jeho
fragmenty. Jak je odbornikovi \% oboru z¥ejmé,
aminokyselinové slou&eniny podle pfedloZeného vynalezu mbhou
byt kédovany *Fadou rlznych sekvenci nukleovych kyselin.
JelikoZ tyto alternativni sekvence nukleovych kyselin kéduji
stejné aminokyselinové sekvence, pfedloZeny vyndlez déale

zahrnuje tyto alternativni sekvence nukleovych kyselin.

Nukleové kyseliny podle pfedloZeného vynélezu, kédujici
BLAT, mohou také byt produkovany zptisoby chemické syntézy.
Syntéza nukleovych kyselin je dobfe zndma 2z oboru. Viz
naptfiklad E.L. Brown, R. Belagaje, M.J. Ryan a H.G. Khorana,
Methods in Enzymology, 68:109-151 (1979). Fragmenty DNA
sekvence odpovidajici BLAT mohou byt vytvofeny pomoci
konvencénich zatizeni pro syntézu DNA  jako je DNA
syntetizator Applied Biosystems Model 380A nebo  380B
(Applied Biosystems, Inc., 850 Lincoln Center Drive, Foster
City, CA 94404) pouzitim fosforamiditovych chemickych
postupl, néasledovnych ligaci fragment pro rekonstituci

celého genu. Alternativné& mohou byt pouZity fosfotriesterové
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chemické postupy pro syntézu nukleovych kyselin podle
pfedloZieného vynédlezu. (Viz nap¥iklad M.J. Gait, ed

Oligonucleotide Synthesis, A Practical Approach, (1984)).

L 4

Vektory

Dalsi predmét p¥edloZeného vyndlezu se tykd rekombinantnich
DNA  klonovacich vektort exprese obsahujicich nukleové
kyseliny podle pfedloZeného vynalezu. Vyhodné vektory
nukleové kyseliny jsou ty, které obsahuji DNA. Nejvyhodné&jsi
rekombinantni DNA vektory zahrnuji izolovanou DNA sekvenci
SEQ ID NO: 1.

Odbornikovi je z¥eijmé, Ze volba nejvyhodné&jsiho klonovaciho
vektoru nebo vektoru exprese zavisi na fad& faktorn
zahrnujicich dostupnost mist pro restrikéni enzymy, typy
hostitelskych bun&k, do kterych m& byt vektor transfektovéan
nebo transformovan, ucel transfekce nebo transformace
(napfiklad, stabilni transformace jako extrachromosomalni
prvek nebo integrace do hostitelského chromosomu),
pfitomnost nebo nepfitomnost snadno testovatelnych nebo
volitelnych markerd (nap¥iklad odolnost na antibiotika a
metabolické markery jednoho a druhého typu) a pocdet kopii

genu, poZadovanych v hostitelské bufice.

Vektory vhodné pro to, aby nesly nukleové kyseliny podle
pfedloZeného vyndlezu, zahrnuji RNA viry, DNA viry, lytické
bakteriofdgy, lysogenni bakteriofédgy, stabilni bakterioféagy,
plasmidy, viroidy a podobné&. Nejvyhodné&jsi vektory Jjsou
plasmidy.
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Odbornikovi Jje jasné, Ze p#i piripravé vektoru exprese Je
tfeba vzit do Gvahy mnoho prom&nnych, nap#iklad zda pouZit
konstituéni nebo indukovatelny promotor. Praktik také chépe,
Ze mnoZstvi nukleové kyseliny nebo proteinu, které ma byt
produkovéano, castecn& diktuje volbu systému exprese.
Vzhledem k  promotorovym sekvencim jsou indukovatelné
promotory  vyhodné, nebot  umoZiiuji vysokou Uroved @ a
regulovatelnost exprese operativné védzaného genu.
Odbornikovi je zrejmé, Ze existuje mnoZstvi vhodnych
promotord, které odpovidaji mnoZstvi indukujicich faktorn,
napfiklad zdroji uhliku, iontim kovd a teplu. Daldi
relevantni Uvahy tykajici se vektoru exprese zahrnuji
otézku, zda  zahrnout sekvence ©pro Fizeni lokalizace
rekombinantniho proteinu. Napfiklad sekvence kédujici
signalni peptid predchazejici koédujici oblast genu je
uzitend pro fizeni extraceluladrniho exportu vzniklého

polypeptidu.

PredloZeny vyndlez se také tyka zpusobu konstrukce
rekombinantni hostitelské bunky, kterd je schopna exprimovat
BLAT proteiny, pfiemZ uvedeny =zpusob zahrnuje transformaci
nebo jiny zplsob vloZeni do hostitelské bunky tykajici se
rekombinantniho DNA vektoru, ktery obsahuje izolovanou DNA
sekvenci, ktera kéduje BLAT. Vyhodn& hostitelskd bufika je
libovolna butika, kter&d mlZe poskytnout vysokou durovei
exprese exogenné vloZeného genu nebo proteinu.
Transformované hostitelské bufiky mohou byt kultivovany za
podminek dobfe =znémych odbornikim v oboru, tak aby byl

exprimovan rekombinantni BLAT.

PfedloZeny vyndlez také podadvad zplsob lé&eni &lovéka a
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dalsich savcl postiZenych onemocnénimi nebo stavy spojenymi
s defektem metabolismu inzulinu nebo metabolismu uhlovodiki,
jako je napriklad hyperglykémie, hyperinzulinemie, diabetes
typu 1 a typu 2 a komplikace s nimi spojené. Zplsob zahrnuje
podavéani organismu, ktery m& jeho potfebu, uUf¢inného mnoZstvi
BLAT proteinu nebo peptidu nebo fuzovany protein obsahujici

BLAT nebo jeho funkéni fragment nebo jeho analog v déavce,

kterd je v rozmezi od 1 do 1000 pg/kg télesné hmotnosti. P¥i
providdéni tohoto zplsobu miZe byt BLAT podavan v jedné denni
davce, ve vice davkach za den nebo pomoci kontinudlniho nebo
pferudovaného podavani mechanickou  pumpou, kterd je
implantovana do téla nebo je k télu pripevnéna. MnoZstvi
BLAT nebo vztahujiciho se proteinu nebo peptidu, které ma
byt podavano, bude urceno oSetfujicim lékafem a zAavisi na
takovych faktorech jako je povaha a =zavaZnost stavuy,
syndromu nebo onemocnéni, které maji byt 1léceny, na véku a

celkovém zdravotnim stavu pacienta.

PfedloZeny vynalez se také tykd farmaceutickych kompozic,
obsahujicich Jjako WwU&innou sloZku BLAT protein nebo jeho
funkéni fragment nebo Jjeho analog, napfiklad ten, ktery je
SEQ ID NO: 8, nebo jeho

farmaceuticky p¥ijatelnou netoxickou sGl, ve sm&si s

reprezentovany sekvenci

farmaceuticky pfrijatelnym pevnym nebo tekutym nosicem.
Protein, vyhodné ve formé farmaceuticky pfrijatelné soli,
miZe byt pfipraven pro parenterdlni podavani pro
terapeutické nebo profylaktické oSetfeni pfri diabetu nebo
jeho komplikacich. Slouéenina o sekvenci SEQ ID NO: 8 nebo
jiny BLAT nebo jeho fragment mlZe byt napfiklad smichéna s
obvyklymi farmaceutickymi nosi¢i a excipienty. Kompozice

obsahujici BLAT protein obsahuji pfiblizné& 0,1 aZ 90% hmot.
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proteinu, vyhodné& v rozpustné form& a obecnd& obsahuji 10 a%
30% proteinu. Dale mohou byt proteiny podle " vynélezu
podavény samotné nebo v kombinaci s daldimi antidiabetickymi

¢inidly nebo ¢&inidly pouZitelnymi pro lédeni diabetu.

Pro intravendézni (IV) pouZiti se BLAT protein, jeho fragment
nebo analog podédvd v obvykle pouZivanych intravenéznich
kapalinach a podavéd se infuzi. Takovymi tekutinami jsou
nap¥iklad fyziologicky roztok, Ringeriv roztok nebo 5%

roztok dextrdézy.

Pro intramuskuladrni podavani mlZe byt sterilni ptipravek,
vyhodné ve formé& vhodné rozpustné soli BLAT proteinu,
naptiklad SEQ ID NO: 8, jako je hydrochlorid, rozpudt&n a
podavan ve farmaceutickém fedidle jako je apyrogenni voda

(destilovand, fyziologicky roztok nebo 5% roztok glukézy.

Vhodna nerozpustnd forma sloueniny mife byt p¥ipravena a
poddvédna Jjako suspenze ve vodné bazi nebo farmaceuticky
pfijatelné olejové bazi, napfiklad esteru mastné kyseliny s

dlouhym fetézcem, jako je ethyloledt.

P¥iklady provedeni vynalezu

Nasledujici p¥iklady upln&ji popisuji pF¥edlofeny vynalez a
pouziti BLAT pro léCeni diabetu. Odbornikovi je zFrejmé, Ze
konkrétni  reagenty, za¥izeni a procedury jsou pouze
ilustrativni a nejsou zamy3leny jako omezeni p#edloZeného

vyndlezu jakymkoli zpUsobem.
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Priklad 1

Syntéza v pevné fazi a ¢isténi lidského BLAT proteinu

Lidsky BLT peptid (SEQ ID NO: 8) byl syntetizovédn v jednom
béhu pouZitim Fmoc. Syntéza BLAT je komplikovéna p¥itomnosti
nékolika asp-gly dipeptidovych sekvenci v N-termindlni &asti
peptidu. Bylo pozorovano, Ze aspartylovy postranni #Feté&zec
asp-gly dipeptidovych sekvenci podstupuje bazi katalyzovanou
cyklizaci a néslednou adici s piperidinem v prab&hu FMOC
syntézy. Tato reakce je eliminovéna pouZitim Fmoc- (FmocHmb) -
glycinu v kaZdé asp-gly sekvenci béhem syntézy. Ochrana
glycylamidu skupinou Hmb inhibuje cyklizaci aspartylového
postranniho Ffetézce. Po provedeni 3té&peni, deprotekce a
¢isténi pomoci HPLC s obracenymi féazemi, miZe byt peptid
analyzovan elektrosprejovou hmotovou spektrometrii. Hlavni
souCasti, pozorovanou p¥i této syntéze BLAT je peptid plné
délky, ktery mé& oCekdvanou hmotnost. PouZiti tohoto zplisobu
dovoluje produkci mnoZstvi &istého proteinu, které p¥esahuije

100 mg z jednoho béhu v 0,1 mmolové 3Skdle.

Materidly:

Wangova pryskytice (1% zesitovany polystyren
funkcionalizovany  p-benzoxybenzyl alkoholem) S pfedem
nanesenym Fmoc-Glu (OtBu) S priblizZné 0,6 mmolu

aminokyseliny na jeden gram pryskyrice.

N-methylpyrrolidon (NMP), piperidin, 2-(1lH-benzotriazol-1-
yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorfosfat (HBTU), 2 M
N,N-diisopopylethylamin (DIEA), l1-hydroxybenzotriazol

(HOBt), dichloromethan (DCM), dimethylformamid (DMF).

Prysky¥ice, na kterou byla p¥edem vazana Fmoc-chrian&na C-
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termindlni aminokyselina (0,1 nebo 0,25 mmolu

aminokyselina), byla zvaZena a umist&na do reak&ni komory.
Pryskyfice byla p¥edem nabobtndna promyvanim DCM. Potom byla
pryskyfice promyvana NMP. N-termindlni Fmoc skupiny byla
odstranéna inkubaci pryskyfice v 18-22 % roztoku piperidinu

v NMP. Po deprotekci byla prysky¥ice extenzivn& promyvéna
NMP.

Jeden mol nésledﬁjici Fmoc-chrédnéné aminokyseliny ur&ené k
ptidani k peptidu byl rozpuStén v 2,1 g NMP, 2,0 g 0,45 M
HBTU/HOBt reagentu v DMF. Po rozpu3téni byla zapocata
aktivace aminokyseliny p¥iddnim 3 ml 2M DIEA v NMP.
Aktivovana aminokyselina byla potom p¥idana k prysky¥ici
zbavené ochrany a ponechdna kopulovat. Po ukon&eni kopulace
byla pryskyfice extenzivné& promyvana NMP. Uplny cyklus
deprotekce a kopulace byl potom opakovdn pro kaZdou

nadsledujici aminokyselinu.

Specifické cyklové kroky v syntéze byly nédsledujici:

Cykl Aminokyselina Kroky

1 Glu (OtBu) uplné promyvani

2 Gly jednoduch& kopulace
3 Lys (Boc) jednoduché kopulace
4 Lys (Boc) : jednoducha kopulace
5 Tyr (tBu) jednoduchd kopulace
6 Ala jednoduchd kopulace
7 Asn (Trt) jednoduché& kopulace
8 Lys (Boc) jednoduché& kopulace
9 Ile jednoduchd kopulace
10 Ile jednoducha kopulace




11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Ala
Asn(Trt)
Lys (Boc)
Phe
Leu
Thr (tBu)
Val
Leu
Pro
Thr (tBu)
Gln(Trt)
Ser (tBu)
Lys (Boc)
Glu (0tBu)
Ser (tBu)
Thr (tBu)
Met
Phe
Gly
Gly
Tyr (tBu)
Arg (Pmc)
Lys (Boc)
Asp (OtBu)
Lys (Boc)
Pro
Pro
Ser {tBu)
Gly
Trp (Boc)
Arg (Pmc)

47 -

jednoduché
jednoducha
jednoduchéa
jednoduchéa
jednoducha
jednoducha
jednoduché

jednoduchéa

kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

dvojitad kopulace/Ac20 Cepicka

jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoduchéa
jednoduché
jednoduchéa
jednoduchéa
jednoduchéa
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoduchéa
jednoducha
jednoduché

jednoduché

kopuléce
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

dvojitéd kopulace/Ac20 cZepiclka

dvojitd kopulace/Ac20 &epidka

jednoduché
jednoduché
jednoduché

jednoduché

kopulace
kopulace
kopulace

kopulace
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
12

Phe
His(Trt)
Glu (OtBu)
Met
Arg (Pmc)
Tyr (tBu)
Pro

Gly

Glu (OtBu)
Asp (OtBu)
(Boc)
Lys (Boc)
Glu (OtBu)
Ala

Ala

Val

Lys

Leu

Leu

Ser (tBu)
His(Trt)
Glu (OtBu)
Leu

Asp (OtBu)
Ala
Gln(Txt)
Ala

Gly

Ala

Gly (Fmoc-hmb)
Asp (OtBu)
Asp (OtBu)
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jednoduchéa
jednoduché
jednoduchéa
jednoduchéa
jednoduché

jednoduché

dvojité kopulace/Ac20 ZEepilka

jednoduchéa
jednoduchéa
jednoduché
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoducha
jednoduché
jednoducha
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoduchéa

jednoduché

dvojita kopulace/Ac20 c&epicka

jednoduché

jednoduché
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kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

kopulace

kopulace
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73 Ala jednoduchd kopulace
74 Pro dvojité kopulace/Ac20 cCepicka

75 Gly (Fmoc-hmb)
76 Asp (OtBu)

dvojitéd kopulace/Ac20 Zepiclka
jednoduchd kopulace

77 Pro dvojitéd kopulace/Ac20 Cepicka
78 Gly (Fmoc-hmb) dvojitd kopulace/Ac20 &epidka
79 Asp (OtBu) jednoduchd kopulace

80 Gly jednoduché& kopulace

81 Glu (OtBu) jednoduché kopulace

82 Arg (Pmc) jednoduchd kopulace

83 Leu jednoduchd kopulace

84 Arg (Pmc) jednoduchd kopulace

85 Gln(Trt) jednoduchd kopulace

86 Gly jednoduché kopulace

87 Thr (tBu) jednoduchd& kopulace

88 Leu jednoduchd kopulace

89 Glu (OtBu) jednoduché& kopulace

90 konelnad deprotekce

Pro aminokyseliny, které reaguji pomalu nebo neGdinné byly
provaddény dvé oddélené kopulaéni reakce. Veskery zbyly
nezreagovany peptid byl blokovadn zpracovanim acetanhydridem.
Posloupnost krokll pro jednu z takovych aminokyselin byla
deprotekce, kopulaéni reakce 1, promyvani, kopula&ni reakce

2, promyvani, Ac20 cepicka, promyvani, deprotekce.

Zkratky:

OtBu: t-butylester,

tBu: t-butyl,

Boc: t-butoxykarbonyl,

Pmc: 2,2,5,7,8-pentamethylchroma-6-sulfonyl,

X 2 B4
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Hmb: 2-hydroxy-4-methoxybenzyl,
Fmoc: 9-fluorenylmethoxykarbonyl.

Priklad 2

Konstrukce syntetického genu, kédujiciho BLAT

Plasmidové konstrukce byly provadény pouZitim standardnich
klonovacich metodologii, jak jsou popsany v Maniatis a kol.,
Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, N.Y. (1982). Enzymy a dal3i reagenty byly
ziskany od spole&nosti Gibco-BRL, Gaithersgurg, MD nebo New
England Biolabs, Beverly MA 01915. Zptsoby natraveni,
identifikace, zisk&véni a ¢&isté&ni ruznych oligonukleotidt a
DNA fragmentd pouZivanych podle pfedloZeného vynélezu 3sou
znamy odbornikim stejné& tak Jjako zpusoby ligace t&chto
sekvenci do vektort, transformace hostitelskych
mikroorganismi a kultivace téchto hostitelskych
mikroorganismii za podminek umoZfiujicich produkci plasmidové

DNA a rekombinantnich proteinovych produktt.

DNA  sekvence koédujici 1lidsky BLAT (SEQ ID NO: 8) byla
sestavena z 8 chemicky syntetizovanych oligonukleotidﬁ S
rozmezim velikosti od 52 do 86 bazi. Oligonukleotidy byly
vytvofeny pouZitim konvenéniho p#istroje pro syntézu DNA
jako 7Jje Applied Biosystems model 380A nebo 380B (komer&né&
dostupny od spole¢nosti Applied Biosystems, Inc., 850
Lincoln Center Drive, Foster City, CA 94404). Sekvence
oligonukleotidd byla navrZena tak, aby 4 z oligonukleotiddt
vytvarely Jjedno vladkno syntetického genu a zbyvajici 4
oligonukleotidy vytvérely komplementdrni vlakno syntetického

genu. Pred sestavenim byly oligonukleotidy zpracovany
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polynukleotidovou kindzou v p¥itomnosti ATP pro fosforylaci

volnych hydroxylovych skupin jednotlivych oligonukleotidd.

8 oligonukleotidd bylo smichdno v ekvimolarni koncentraci (3

pikomolll/ ul) v objemu 100 ul, zah¥ato na teplotu 95 °C a
postupné ochlazovdno na teplotu okoli v pribshu periody
nékolika hodin. To umoZnilo spravné pérovani bazi
jednotlivych oligonukleotidl. T4 DNA ligéza byla pfidéna pro
ligaci oligonukleotidld a vytvofeni dvouvlaknové DNA s
p

2% agardzovém gelu. Tento fragment, ktery m&l "lepivé"

¢

ibliZn& 285 pary bé&zi, kterd byla analyzovana a &i%té&na na

konce, byl 1ligovdn do pUC18 vektoru natrédveného NdeI a
BamHI. Liga¢ni smés byla transformovana do kompetentnich
DH10B bunék, které byly naneseny na trypton-kvasinkové
agarové desticky obsahujici 100 pg/ml ampicilinu. Kolonie,
které pfres noc vyrostly, byly analyzovany na pf¥itomnost
plasmidl, které obsahovaly chemicky syntetizovany gen. To
bylo provedeno vyc¢idténim plasmidové DNA z té&chto kolonii,
natravenim plasmidové DNA pomoci NdeI a BamHI a ové&fenim
pfitomnosti fragmentd s p#ibliZn& 285 pary bazi. Spravnost
sekvence byla nésledné& potvrzena DNA sekvendni analyzou.

Plasmid byl pojmenovan p0J838.

Priklad 3

Konstrukce plasmidd exprimujicich BLAT fuzovany protein

JelikoZz BLAT Jje maly protein, bylo vyhodné zvydit jeho
velikost vytvo¥enim fuzovaného proteinu. Pro tento udel byly
pouzivani dva flzovi partnefi. Jednim byla glutathion-S-
transferdza (GST), kterd m& misto Stépeni faktorem Xa a

sekvence aminokyselin oznadené v pfedloZené prihlasce jako

(XX X 4
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SEQ ID NO: 6, jako je kdédovanad vektorem pGEX-21 (Pharmacia
Biotechnology, Piscataway, NJ 08855); druhym byla kratdi
peptidové sekvence MIIGLMVGGVSGSGSGSGDDDDP (SEQ ID NO: 3).

Pro ziskédni pPirozeného Dbeta-lipotropinu se fuzované
proteiny  zpracovadvaji bud chemicky nebo enzymatickym
natravenim pro odd&leni beta-lipotropinu od jeho fuzového
partnera. Toho se dosahuje vloZenim mist pro enzymatické
nebo chemickée Sté€peni mezi flzovaného partnera a beta-
lipotropin. Pro GST fuzi byla zvolena rozpoznavaci mista pro
enterokindzu nebo faktor Xa; pro fuzi malého syntetického
peptidu (SEQ ID NO: 3) byl vloZen prolin, &imZ se umo®nilo

chemické Sté&peni po zpracovéni kyselinou.

Plasmid kédujici GST fuzi s rozpoznavaci sekvenci faktoru Xa
(IEGR) byl konstruovén nésledujicim zplsobem. Plasmid p0J838
(pUC18 obsahujici synteticky beta-lipotropin; viz P¥iklad 4)
byl natraven Ndel a Nrul a nejvét3i vektorovy fragment byl
geloveé ¢istén. Synteticky linker sekvence 5'~
TATGAGATCTATCGAAGGTCGTGAGCTCACCGGTCAGCGTGTTCG-3"

(SEQ ID NO: 4) a jeho komplement byly smichény v
ekvimolarnich mnoZstvich, zah¥ivany na teplotu 95 °C
ponechany ochladit se postupnym sniZovanim teploty na
p¥ibliZn& 25 °C. Ochlazeny linker byl ligovan do fragmentu
vektoru a liga¢ni smé&s byla transformovdna do kompetentnich
DH10B bunék. Transformované buflky pFeneseny na trypton-
kvasinkové agarové desticky, obsahujici 100 ng/ml
ampicilinu. Kolonie, které vyrostly ©pres noc, byly
analyzovany na pfitomnost plasmiduy, které obsahovaly
sekvenci linkeru. To bylo provedeno &isté&nim plasmidové DNA

z téchto kolonii a ovérenim pfitomnosti nového BglII mista,

[ XX 2
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které bylo vloZeno prostfednictvim linkeru. Spravné sekvence
linkeru byly néasledn& potvrzeny DNA sekven&ni analyzou.
Vysledny plasmid byl pojmenovan p0J839.

Plasmid p0J839 byl natrédven BglII a EcoRI a maly fragment
obsahujici gen beta-lipotropinu (nyni vazany k rozpoznéavaci
sekvenci faktoru Xa) byl gelové &i3t&n a ligovan do PGEX 2-T
natraveného BamHI a EcoRI. Ligadni sm&s byla transformovana
do kompetentnich DH10B bunék, které byly naneseny na
trypton-kvasinkové agarové destiéky obsahujici 100 pg/ml
ampicilinu. Kolonie, které vyrostly p¥fes noc, byly
analyzovany na pfitomnost plasmidd, které obsahovaly novy
fragment s pfibliZné& 300 padry bazi s nédsledujicim natravenim

SacI. Tento novy plasmid byl pojmenovén p0J840.

Priklad 4
Rekombinantni vektor pHMM260-ProCpB(10)/LVPR/beta lipotropin
(R49) kbédujici fuzovany protein prokarboxypeptidadzy a BLAT

Rekombinantni DNA vektor exprese, pHMM260, obsahuje kazetu
exprese ProCpB(10)/LVPR/beta lipotropin (R49), fuazovany
protein prokarboxypeptiddzy a BLAT. Tento vektor byl
vytvofen pouZitim standardnich klonovacich technik. Anotace
kazety exprese pHMM260 Jje =zndzornéna na Obr. 16. Kazeta
exprese se lemuje mistem NdeI na konci 5' a mistem BamHI na
konci 3'. Propeptidova Cast prasediho proteinu
prokarboxypeptidadza B se nachdzi na konci 5' kazety, zadina
zbytkem Met a kon¢i zbytkem Ser. Rozpozndvaci sekvence
thrombinové protedzy, LVPR, se nachdzi okamZité na 3
prokarboxypeptidazové sekvence. Sekvence za&inajici zbytkem

Glu na konci 3' thrombinového mista 3tépeni kéduje divoky
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typ lidského beta-lipotropinu.

Né&kolik odvozenych kazet bylo zkonstruovano tak, Ze poloha
45 BLAT sekvence byla zm&né&na z Arg (R49) sekvence divokého
typu na Ala (A49) pHMM261 nebo Glu (E49) pHMM262 nebo Gln
(Q49) pHMM263. Tyto derivaty byly vytvofeny s cilem sniZit
nadchylnost na proteolyzu b&hem syntézy a &i3té&ni fazovanych
proteinli. VSechny tyto vektory kéduji rozpustné fuzované

proteiny.

Priklad 5

Rekombinantni vektor pHMM268 kédujici fizovany protein

serinové hydroxymethyltransferdzy (SHMT) a BLAT

Fazovany protein obsahujici aminotermindlni sekvenci enzymu
serinovd hydroxymethyltransferdza (SHMT) byl konstruovan
pouzitim standardnich klonovacich technik. Plasmid pHMM268
byl exprimovan na vysoké trovni v E. coli. Fazovany protein
produkovany pHMM268 byl nerozpustny a bylo mo¥no ziskat
Casticovou frakci. Tento rys predstavoval vyhodu v ochrang

proti proteolytické degradaci.

Priklad 6

Podavani my3iho BLAT po 7 dni samctm my&i AYY/2

A2 my%¥ Je model pro obezitu a diabetes. U +tohoto
inbredniho kmenu se vyviji hyperglykémie, hyperinzulinemie a
necitlivost na inzulin ve st¥edni &&sti Zivota a proto
pfedstavuje uZiteény model Jjak pro obezitu, tak i pro

diabetes.
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Samci myS$i AVY/A byli zakoupeni od Harlan Co. (Indianapolis,
IN) ve starXi pribliZné 6 mé&sict. Zvifata byla chovana po 6 v
kleci a krmena ad libitum krmivem 5008 a vodou. Hladina
glukézy v krvi Dbyla mé&Fena v pravidelnych intervalech;
jakmile ranni hladina glukézy dosahla alesponn 300 mg/dl,
zvifata byla vystavena experimentalnimu protokolu. P&t
nadhodné& zvolenych =zvi¥at bylo spole&n& chovano jako
kontrola; pé&t ndhodné& zvolenych zvifat bylo chovano spoled&né
a dostavalo oSetfeni my3im BLAT (my3i BLAT sekvence je
snadno dostupnd; viz napfiklad M. Notake a kol., FEBS Lett.
156, 67-71, 1983; zde zahrnuto Jako reference),

syntetizovany technikami v pevné fazi.

My8i podstupujici oSet¥eni BLAT dostavaly 60 pug bid
subkuténné (SC) (200 pl celkovy objem kaZdé davky) ;
kontrolni zvirata dostavala 200 pl vehikula bid (solny

roztok) Zvifatim byla injekce dévana dvakrat denn&, rano a

odpoledne, po 6 dni; v den 7 dostaly pouze ranni injekci.

Hladina glukdézy v krvi, té&lesnd hmotnost a spotreba potravy
byly mé&¥eny rédno v den 0. T&lesnd hmotnost a spotteba
potravy byly mé&¥eny réno v den 1 aZ 6. Triglyceridy v plasmé
byly méfeny réno v den 6. My3i byly poneché&ny hladovét od
odpoledne dne 6 do rana dne 7. V den 7 byl proveden oralni
test tolerance glukézy. Hladina glukézy v krvi v &ase nula
byla méfena 2 hodiny po ranni injekci solného roztoku nebo

BLAT. Pro tento test byl zvifatlm ordlné podan 25% roztok
dextrdézy (100 pl/10 g té&lesné hmotnosti), potom jim byly
odebrany vzorky krve 30, 60 a 120 minut pozdé&ji. Vzorky krve

byly pouzZity pro wuréeni hladin glukézy a inzulinu. Po
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provedeném testu tolerance glukézy byla zvifata krmena ad
libitum. Ve dnech 1, 3 a 14 po posledni SC injekci solného

roztoku nebo BLAT byly zvifattm odebrany vzorky krve pro

urCeni hodnot glukézy v krvi.
Vysledky :
BLAT Podavani sniZuje krevni glukézu a inzulin in vivo

Vysledky té&chto experimentl jsou uvedeny na Obr. 1-8. V
prib&hu sedmidenniho o$et¥ovani zkonzumovala zvitata v
kontrolni skupiné& a testované skuping pribliZné 4,5 aZ 6
grami potravy (Obr. 1). Té&lesnd& hmotnost v obou skupinach
zlistala stejnd v obou skupindch na pfibliZn& 50 gramech
(Obr. 2).

OSet¥eni pomoci BLAT sniZilo triglyceridy v plasmé& u
oSetfenych my8i po 6 dnech o8et¥ovani (viz  Obr. 3).
Kontrolni =zvifata vykazovala st¥edni hodnotu 3,05 nmol/L
(standardni odchylka 0,58), zatimco oSet¥enad zvirata byla
zméfena s hodnotou 2,05 nmol/L (standardni odchylka 0,43).
To reprezentuje pokles triglyceridd v séru o pfibliZné 30%
az 35%.

BLAT také indukoval podstatny pokles hladiny glukézy v krvi
u oSetfovanych zvifat (Obr. 4). Po 7 dnech podavéni BLAT
oSet¥end skupina manifestovala hladinu glukdézy v krvi 135
mg/dl  (standardni odchylka 16); v znatelném kontrastu

naproti tomu kontrolni skupina m&la 171 mg/dl (standardni
odchylka 16).
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Pokles hladiny glukézy v krvi u oSetfovanych zvirat
pokracoval po alespoil 3 dny po poslednim podani BLAT v den 7
(Obr. 5). Kontrolni zvi¥ata vykazovala hladinu glukdézy 331
mg/dl  (standardni odchylka 79). Naproti tomu o&etfena
zvifata si udrZovala znateln® niZ3i hladinu glukdézy v krvi
205 mg/dl (standardni odchylka 76). U&inek BLAT na sniZovani

hladiny glukézy v krvi nebyl pozorovadn 14 dni pPo poslednim
podadvani BLAT (Obr. 6).

Pro uréeni u&€inkd oSet¥eni pomoci BLAT na hladinu inzulinu
byl proveden oralni test tolerance glukézy po 7 dnech
oSetfovaci periody a hladovéni p¥es noc (Obr. 7 a Obr. 8).
Kontrolni a oSet¥ovand zvifata vykdzala polidtedni wvzrust
hladiny glukézy v krvi z p¥ibliZn& 80 mg/dl na 200 mg/dl
nebo vice v Casovy bod 30 minut po podatku testu; potom obé
skupiny vykézaly srovnatelné rychlosti poklesu hodnot po 2
hodinach (Obr. 7). ZaradZejici bylo, Ze oSetfend zvirata
vykazovala hodnoty inzulinu v plasmé& podstatné& pod hodnotami
kontrolnich zvi¥at (Obr. 8). Napfiklad v ¢&asovém bod& 30
minut méla kontrolni zvifata hladinu inzulinu 11,5 ng/ml
(standardni odchylka 1,9), zatimco o3etfend zvirata m&la

hodnoty inzulinu 6,0 ng/ml (standardni odchylka 3,0).

Pfiklad 7

Podavani my3iho BLAT po 14 dni samcim AYY/2 mysi

byli chovani po 6 v kleci a krmeni ad libitum krmivem 5008 a
vodou. Hladina glukdézy v krvi byla mé&fena v pravidelnych
intervalech; jakmile ranni hladina glukézy dosdhla alespof
300 mg/dl, zvifata byla vystavena experimentdlnimu

protokolu. P&t nahodn& zvolenych zvifat bylo spole&né&
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chovéano Jjako kontrola; pé&t nadhodnd zvolenych zvif¥at bylo
chovano spolecné a dostdvalo oSet¥eni my3im BLAT, ktery byl

syntetizovan technikami v pevné fazi.

MyS$i podstupujici oSetfeni BLAT dostavaly 60 g bid
subkutdnné (SC) (200 pl celkovy objem kazdé davky) ;

kontrolni zvifata dostdvala 200 pl vehikula bid (solny
roztok) Zvifatim byla injekce davana dvakrat denn&, rano a

odpoledne, po 13 dni; v den 14 dostala pouze ranni injekci.

Hladina glukdézy v krvi, télesnd hmotnost a spotreba potravy
byly m&feny rédno v den 0. T&lesnd hmotnost a spotfeba
potravy byly méfeny rano v den 1 aZ 13. My3i byly ponechany
hladovét od odpoledne dne 13 do rana dne 14. V den 7 byl
proveden oralni test tolerance glukézy. Hladina glukézy v
krvi v <Case nula byla mé&fena 2 hodiny po ranni injekci
solného roztoku nebo BLAT. Pro tento test byl =zvitrattm
oraln& podédn 25% roztok dextrézy (100 pl/10 g té&lesné
hmotnosti), potom jim byly odebrany vzorky krve 30, 60 a 120
minut pozd&ji. Vzorky krve byly pouZity pro ur&eni hladin
glukézy a inzulinu. Po provedeném testu tolerance glukézy
byla zvifata krmena ad libitum. Ve dnech 1, 3 a 14 po
posledni SC injekci solného roztoku nebo BLAT byly zvifatm

odebréany vzorky krve pro ur&eni hodnot glukézy v krvi.




s

- 59 - o

Vysledky:
BLAT podavéani po 14 dni sniZuje krevni glukézu a inzulin

Vysledky téchto experimenta jsou uvedeny na Obr. 9-10. V
prub&hu <&trndctidenniho o3et¥ovani zkonzumovala zvifrata v
kontrolni skupin& a testované skupiné p¥ibliZné& 4,5 a3z 6
grami potravy. T&lesnd hmotnost v obou skupindch zustala
stejnad v obou skupinadch na p¥ibliZn& 50 gramech (data nejsou

zndzornéna) .

Pro wurcCeni G&inkd dvoutydenniho oSet¥eni pomoci BLAT na
hladinu inzulinu byl proveden oralni test tolerance glukézy
po 14 dnech o3et¥ovaci periody (Obr. 9 a Obr. 10). Kontrolni
a ofetfovand zvirata vykdzala podétedni vzrast hladiny
glukézy v krvi z asi 80 mg/dl na 300 mg/dl nebo vice, v
Casovém bodé 30 minut; potom obé& skupiny vykazovaly
srovnatelnou rychlost poklesu hodnot, aZ do kone&ného bodu
testu po dvou hodindch (Obr. 9). Nap¥iklad, oéetfené zvirata
vykdzala prim&€rnou hladina glukézy v krvi v 30 minutovém
Casovém bod& 289 mg/dl (standardni odchylka 24), zatimco
kontrolni =zvirata m&la hladinu 348 mg/dl  (standardni
odchylka 18). NiZ3i hladiny byly pozorovany také v &asovych
bodech 60 minut a 120 minut. Napf#iklad po 120 minéch
oZetfena zvifata mé&la st¥edni hladinu glukézy v krvi 114
mg/dl (standardni odchylka 4), zatimco kontrolni zvirata

mé&la hladinu 188 mg/dl (standardni odchylka 23).

OSetfena =zvifata vykazovala hodnoty inzulinu v plasmé
podstatn& pod hodnotami kontrolnich zvirat (Obr. 10).

Napfiklad v <&asovém bod& 30 minut mé&la kontrolni zvifata
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hladinu inzulinu 7,4 ng/ml (standardni odchylka 2,1),
zatimco oSetfend zvirata mé&la hladinu inzulinu 4,8 ng/ml
(standardni odchylka 0,6).

Pfiklad 8
BLAT stimuluje p¥ijem glukdzy u 3T3 adipocytl

My&i 3T3-L1 bunky byly uloZeny do 100 pl rustového média na
jamku v 96 Jjamkovych destickdch, tak aby na jednu Jjamku

pfipadlo pribliZné& 25,000 bunék.

Rustové médium:

DMEM, vysoké mnoZstvi glukdzy, bez L-glutaminu
10% teleci sérum

2 mM L-glutamin

1% PenStrep

1,25 pg/ml fungizonu

Bunky byly indukovény k diferenciaci na adipocyty 3 dny po
umisténi na desticky nahrazenim rustového média

diferenciac¢nim médiem.

Diferencia¢ni médium:

DMBM, vysoké mnoZstvi glukdzy, bez L—glutaminu
10% FBS

2 mM L-glutaminu

% Pen Strep

1,25 pg/ml fungizonu

10 mM Hepes

0,25 uM dexamethasonu (1 pl/ml 0,25 mM zdsobniho roztoku)

sasse
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0,5 mM IBNX (10 pl/ml 50 mM zasobniho roztoku)

5 ug/ml inzulinu (1 pl/ml 5 mg/ml zasobniho roztoku)

Médium bylo odstranéno z buné&k odsatim pouZitim
osmikanédlového za¥izeni p¥ipojeného k =zdroji podtlaku
reguldtorem pratoku. Cerstvé médium bylo doddno do jamek
pouZzitim osmikanadlového maticového elektronického pipetoru,
nastaveného na nejmenS$i rychlost, tak aby se minimalizovalo

poruseni bunék.

V den 1 bylo do kaZdé jamky p¥idédno 100 pl diferencia&niho
média pro inicializaci diferenciace 3T3 bunék na adipocyty.
V den 3 po poc¢adtku diferenciace bylo médium zmé&n&no na
diferenciadni médium obsahujici inzulin, ale bez IBMX nebo
dexamethasonu (inzulinové médium). V den 6 bylo médium znovu
zménéno na diferenciacni médium neobsahujici inzulin, IBNX
nebo dexamethason (FBS médium). Buifiky byly udrZovédny ve FBS
médiu, s napajenim dals$i den, dokud nebyly pfipraveny pro
test transportu glukbézy ve dnech 15 aZ 21 po =zaditku

diferenciace.

Priklad 9

Test transportu glukézy v 3T3 buntkdch indukovanych pro

diferenciaci na adipocyty v p¥fitomnosti BLAT

My$i 3T3-L1 Dbunky byly indukovany na diferenciaci na
adipocyty =zpusobem podle Pfikladu 8. 15 - 24 hodin pred

provedenim testu transportu glukdzy byly buiky zpracovény

nédsledujicim zplsobem:

1 Jamky byly promyvany dvakradt 100 ml fosfatové pufrovanym
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fyziologickym roztokem (PBS) p&i 37 °C, odsavani mezi
promyvanimi. ’

2. Dale byly do kaZdé Jjamky pfidadny 100 ml DMEM, vysoké
mnoZstvi glukdzy, 1% antibioticky/antimykoticky roztok, 2 mM
glutamin, 0,1% BSA (zah¥até na teplotu 37 °C), 0 aZ 1000 nM
mySiho BLAT (syntetizovadn technikami v pevné fazi), a 0 aZ
100 nM inzulinu. Toto je faze sérového hladovéni.

3. Potom byly bunky inkubovany pfes noc p¥i teploté& 37 °C.

V den pokusu byly buiky oSetfeny nasledujicim zpusobem:

1 Médium bylo odstranéno, desticky byly preneseny na papir a
bunky byly dvakradt promyvdny 100 ml KRBH pufru (Krebs-
Ringertv pufr, obsahujici Hepes, pH 7,4).

2. Po odstrané&ni zavérecného promyvaciho roztoku byly bufiky

inkubovany p¥i teplot& 37 °C po 1 hodinu v 100 ul KRBH, 0,1%

BSA s 100 puM glukdzy, 10 pl/ml (0,1 upCi/jamku) radiocaktivné

ozna&ené 2- deoxyglukézy (C*) a poZadovanou koncentraci

inzulinu.

3. Po provedeni inkubace s radioaktivné& oznacenou glukdzou
bylo pfidédno 10 pl 10x cytochlasinu B (200 pM) pro zastaveni
dal3iho pfijmu glukdzy buiikami.

4, Prijem radioaktivné oznac¢ené glukdéza byl stanoven

odec¢tenim destidek na destilkové &telce Microbeta.

Vysledky:

Vysledky tohoto experimentu jsou souhrnné uvedeny na Obr.
11. Prijem glukdézy 3T3 butikami indukovanymi k diferenciaci
na adipocyty byl stimulovédn od asi 3-ndsobku do asi 6-
nadsobku, pokud byly adipocyty predem oSet¥eny v testu pfijmu
pomoci BLAT.

(X ]
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P¥riklad 10

Test transportu glukézy v 3T3 buikdch indukovanych pro

diferenciaci na adipocyty v pritomnosti funkénich fragmentit
BLAT

My3i 3T3-L1 Dbuitky byly indukovédny na diferenciaci na
adipocyty zpusobem podle P¥ikladu 8. 15 - 24 hodin pfed
provedenim testu transportu glukézy byly buliky zpracovany
nadsledujicim zpusobem:

1 Jamky byly promyvany dvakrdt 100 ml fosfatové pufrovanym
fyziologickym roztokem (PBS) pfi 37 °C, odsavani mezi
promyvanimi.

2. Dale byly do kazdé jamky p¥idédny 100 ml DMEM, vysoké
mnoZstvi glukdzy, 1% antibioticky/antimykoticky roztok, 2 mM
glutamin, 0,1% BSA (zah¥até na teplotu 37 °C), 0 aZ 1000 nM
my3iho nebo lidského BLAT (syntetizovan technikami v pevné
fazi), a 0 aZ 100 nM inzulinu. Toto Jje faze sérového
hladovéni. Napfiklad, v jednom testu byl pouzit lidsky BLAT
fragment oznaceny \% této prihlésce vyndlezu jako
SEQ ID NO: 10; v Jjiném testu byl pouzit lidsky BLAT fragment
oznaleny v této pfihléd3ce vynalezu jako SEQ ID NO: 12.

3. Potom byly bufky inkubovany pfes noc p#i teploté& 37 °C.

V den pokusu byly buiky oSetfeny nédsledujicim zptsobem:

1. Médium bylo odstranéno, destilky byly pfeneseny na papir
a bufiky byly dvakradt promyvany 100 ml KRBH pufru (Krebs-
Ringertv pufr, obsahujici Hepes, pH 7,4).

2. Po odstran&ni zdvérelného promyvaciho roztoku byly buiky
inkubovany p#i teplot& 37 °C po 1 hodinu v 100 pl KRBH, 0,1%
BSA s 100 pM glukdézy, 10 pl/ml (0,1 uCi/jamku) radioaktivné

oznaené 2- deoxyglukézy (C*) a poZadovanou koncentraci
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inzulinu.

3. Po provedeni inkubace s radioaktivn& oznacenou glukdzou
bylo pfiddno 10 pl 10x cytochlasinu B (200 pM) pro zastaveni
daldiho p¥ijmu glukédzy bufikami.

4. Prijem radicaktivné oznacené glukdéza Dbyl stanoven

odedtenim destidek na destickové d&tecce Microbeta.

VYsledky:.

P¥ijem glukdzy 3T3 buntkami indukovanymi k diferenciaci na
adipocyty je zvySen ve srovnani s kontrolnimi bunkami, pokud
byly adipocyty pfed provedenim testu pfijmu zpracovany

funk&nimi fragmenty BLAT.

Priklad 11
Funké&ni Analogy BLAT

My8i 3T3-L1 Dbunky byly indukovany %k diferenciaci na
adipocyty jako v P¥ikladu 10. Adipocyty byly potom vystaveny
analoglm lidského BLAT, naptiklad SEQ ID NO: 26 az
SEQ ID NO: 35 a transport glukdézy byl monitorovan Jjako v
P¥ikladu 8. Funkéni analogy vykazovaly v zdsadé stejné

vysledky jako pfirozeny BLAT.

Priklad 12

Podavéni lidského BLAT po 14 dni samctm mydi AVY/2

V pevné fa4zi syntetizovany lidsky BLAT byl podavan samcim
my3i A"? v davkovani a podle refimu, popsaného v P¥ikladu
7.
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Vysledky:
Podavani lidského BLAT sniZilo podstatné hladiny inzulinu v

séru samct my3i A"Y/? (viz Obr. 12 a 13).

Vysledky téchto experimentd jsou uvedeny na Obr. 12-13. V
prib&hu <&trnactidenniho o3etfovani zkonzumovala zvifata v
kontrolni skupiné& a testované skupiné pribliZn& 4,5 aZ 6
grami potravy a té&lesnd hmotnost v obou skupinach zlstala
stejnd v obou skupindch na pfibliZné& 50 gramech (data nejsou

zndzornéna) .

Pro ur&eni u&inkd dvoutydenniho oSetfeni pomoci lidského
BLAT na hladinu glukdézy a inzulinu v plasmé& byl proveden
ordlni test tolerance glukdézy po 14 dnech oSetfovaci
periody. Kontrolni a o8etfovand zvifata vykdzala poclatelni
vzrtst hladiny glukdézy v krvi z asi 80 mg/dl na 300 mg/dl
nebo vice, v C&asovém bodé 30 minut; potom obé skupiny
vykazovaly srovnatelnou rychlost poklesu hodnot, az do
kone&ného bodu testu po dvou hodindch (Obr. 12). Napfiklad,
o$ettend zvitata vykdzala prumérnou hladina glukézy v krvi v
30 minutovém &asovém bodé 400 mg/dl (standardni odchylka
12), =zatimco kontrolni zvifata mé&la hladinu 330 mg/dl
(standardni odchylka 19). NiZ3i hladiny byly pozorovany také
v &asovych bodech 60 minut a 120 minut. Napfiklad po 120
mindch o3etfend zvifata mé&la stfedni hladinu glukézy v krvi
178 mg/dl (standardni odchylka 16), zatimco kontrolni
zvitata m&la hladinu 202 mg/dl (standardni odchylka 13).

O3et¥end =zvifata vykazovala hodnoty inzulinu v plasmé
podstatn& pod hodnotami kontrolnich zvifat (Obr. 13).

Napriklad v <&asovém bodé 30 minut méla kontrolni zvirata
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hladinu inzulinu 14,0 ng/ml (standardni odchylka 1,5),
zatimco oSet¥end zvirata
-61—~

zvi¥ata m&la hladinu inzulinu 10,2 ng/ml (standardni
odchylka 0,4). V casovém bodé& 120 minut me&la kontrolni
zvifata hladinu inzulinu 9,3 ng/ml (standardni odchylka 2,3)
a o8etfend =zvifata m&la hladinu inzulinu 5,4 ng/ml
(standardni odchylka 0,9).

Priklad 13

Podavani my3iho beta lipotropinu samcim my$i Lep®®/Lep®®

Samci my3i Lep®®/Lep® zakoupeni od Jackson Laboratories (Bar
Harbor, ME) byly chovédni Jednotlivé a krmeni ad libitum
krmivem 5008 a vodou. My3im byla odebrdna krev z ocasu pro
po&ateéni stanoveni hodnot glukézy, inzulinu a triglyceridd.
My&i byly rozdé&leny bud do kontrolni skupiny nebo do skupiny
pro podavédni 60 pg nebo 120 ug bid mySiho beta lipotropinu.
O%et¥ované mysi dostédvaly bud 60 pg bid SC nebo 120 pg bid
SC (200 pl celkovy objem kaZdé davky); kontrolni mysi

dostévaly 200 pl vehikula (solny roztok). MySim Dbyla
podavéna injekce denné v 7.00 a 15.00 po 16 dni a pouze
injekce v 7.00 v den 17. Télesnd hmotnost a spotfeba potravy
byly m&¥eny rédno ve dnech 0 aZ 17. My3im byla odebrana krev
z ocasu rdno v den 7 pro stanoveni hodnot glukézy, inzulinu
a triglyceridd v krvi. Zvirata byla ponechéna pfes noc od
odpoledne v den 13 do rédna v den 14. V den 14 byl proveden
ordlni test tolerance glukdézy. Hladiny glukdézy a inzulinu v

krvi v &ase nula byly mé&Feny 2 hodiny po ranni injekci.
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My&im byl ordlné& podédn 25% roztok dextrdzy (100 pnl/10 g
t&lesné hmotnosti), potom jim byly odebrédny vzorky krve 30,
60 a 120 minut pozdé&iji. Vzorky krve byly pouZity pro urdeni
hladin glukézy a inzulinu. Po provedeném testu tolerance
glukdézy byla zvifata krmena ad Ilibitum. Ve den 16 byly
odebrany vzorky krve z ocasu pro uréeni hodnot glukédzy,
inzulinu, triglyceridld a kortikosteronu v krvi. V den 17

byly my3i usmrceny.

Vysledky téchto experimentd jsou uvedeny n% Obr. 14. Hladina
inzulinu v krvi byla vyznamné& niZs5i u oSet¥enych zvifat v
prabéhu 16 denni periody oSetfovéani. Napfiklad v den 7
o3etfovani kontrolni =zvifata wvykazovala hodnoty inzulinu
p¥ibliZné& 300 ng/ml, zatimco o3etfenym zvifratim bylo zmé&feno
p¥ibliZn& 215 ng/ml, sniZeni alesponl 30%. Navic hladina
inzulinu v krvi zlGstéavala niZ$i u oSetfenych zvi¥at v den 16

o8etfovani (Obr. 14).

P¥iklad 14
Podavéani lidského BLAT samctm my3i Lep®/Lep® pumpou Alzet™

Samci my3i Lep°b/LepOb zakoupené od spoleCnosti Jackson
Laboratories (Bar Harbor, ME) ve véku jeden mé&sic byly
chovany Jjednotlivé a krmeny ad libitum krmivem 5008 a vodou
s osvétlenim po dobu 12 hodin (vypnuto od 18.00 do 6.00).
My3im byla odebrdna krev z ocasu pro pocateni stanoveni
hladin glukézy, inzulinu a triglyceridud. OSetfovand zvirata
dostavala 0,24 mg/den nebo 0,48 mg/den kontinudlniho
podavédni lidského beta lipotropinu (ER4-VBH-43) podkoZné
implantovanou pumpou Alzet™ (Alza, 1Inc.) takZe stFredni

hladiny glukdézy a triglyceridd byly stejné ve v3ech t¥fech

(X ]
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skupinéch; kontrolnim zvifatim byl poddvadn solny roztok.

Pumpy byly plnény solnym roztokem pro kontrolni skupinu a 20
lidského beta

davkami a 40 mg/ml lidského beta lipotropinu pro skupinu s

mg/ml lipotropinu pro skupinu s nizkymi
vysokymi davkami. MySi byli anestetizovény isofluranem p¥ed
implantaci pumpy. T&lesnd hmotnost a spot¥feba krmiva byly

méfeny réno ve dnech 0 aZ 7. My3im byla odebrdna krev =z

ocasu rano v den 4 pro stanoveni hodnot glukézy, inzulinu a
triglyceridd v krvi. My3i byly ponechdny hladovét p¥es noc

od odpoledne v den 6 do réna v den 7.

V den 7 byl proveden oralni test tolerance glukdzy. My3im
byla odebréna krev z ocasu pro stanoveni hodnot inzulinu a
glukdzy v

¢ase nula, potom jim byl ordlné podavan 25%

roztok dextrézy (100 pl/10 g télesné hmotnosti), pak Jjim

byly odebrany vzorky krve 30, 60 a 120 minut pozdé&ji. Krevni
vzorky byly pouZity pro stanoveni hladin glukdézy a inzulinu.
Po provedeni orédlniho testu tolerance glukézy byly mydi

krmeny ad libitum.

Vysledky testu tolerance glukézy ukazujici hodnoty inzulinu

Obr. 15. Hodnoty 0,24 mg
BLAT/den byla pf¥ibliZné& 25% niZ3i neZ u kontrolni skupiny,

v plasmé& jsou znazornény na

zatimco hodnoty 0,48 mg BLAT/den byly o asi 40% ni¥3i neZ u

kontrolni skupiny (viz Obr. 15, oblast pod k#ivkami).

Priklad 15

Syntéza v pevné fazi a ¢&isténi analogu lidského BLAT
proteinu

Analog lidského BLAT peptidu (t.j. analog predstavovany
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SEQ ID NO: 26), ve kterém Ala je vloZen namisto Glu v

SEQ ID NO: 8, byl syntetizovan v jediném bé&hu pouZitim Fmoc
chemickych postupli. Syntéza BLAT je komplikovadna pfitomnosti
nékolika asp-gly dipeptidovych sekvenci v N-termindlni &&sti
peptidu. Bylo pozorovano, Ze aspartylové postranni Feté&zce v
asp-gly dipeptidové sekvenci podstupuji bézi katalyzovanou
cyklizaci a néslednou adici piperidinem b&hem FMOC syntézy.
Tato reakce se eliminuje pouzZitim Fmoc- (FmocHmb)-glycinu v
kazdé asp-gly sekvenci béhem syntézy. Ochrana glycylového
amidu skupinou Hmb inhibuje cyklizaci aspartylového
postranniho fetézce. skupinou Hmb  inhibuje cyklizaci
aspartylového postranniho #et&zce. Po provedeni 3sté&peni,
zbaveni ochrany a ¢isténi pomoci HPLC s obracenymi féazemi
maze byt peptid analyzovéan elektosprejovou hmotovou
spektometrii. Hlavni souCdsti, pozorovanou p¥i této syntéze
BLAT Jje peptid plné délky, ktery m& o&ekdvanou hmotnost.
Pouziti tohoto zpusobu dovoluje piodukci mnozstvi Ccistého
proteinu, které pfesahuje 100 mg 2z Jjednoho bé&u v 0,1

mmolové Skéale.

Materialy: _

Wangova pryskytfice (1% zesitovany polystyren
funkcionalizovany  p-benzoxybenzyl alkoholem) s pfedem
nanesenym Fmoc-Glu (OtBu) s pfiblizZné 0,6 mmolu

aminokyseliny na jeden gram pryskyfice, N-methylpyrrolidon
(NMP) , piperidin, 2-(1lH-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorfosfat (HBTU) , 2 M N, N-
diisopopylethylamin (DIEA), 1-hydroxybenzotriazol (HOBt),
dichloromethan (DCM), dimethylformamid (DMF).

Prysky¥ice, na kterou byla pfredem vazdna Fmoc-chridné&ni C-
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termindlni aminokyselina (0,1 nebo 0,25 mmolu
aminokyselina), byla zvéZena a umisténa do reak&ni komory.
Pryskyfice byla p¥edem nabobtnéna promyvadnim DCM. Potom byla
pryskyfice promyvédna NMP. N-termindlni Fmoc skupiny byla
odstranéna inkubaci pryskyfice v 18-22 % roztoku piperidinu

v NMP. Po deprotekci byla pryskyfice extenzivn& promyvéna
NMP.

Jeden mol nasledujici Fmoc-chrdnéné aminokyseliny ur&ené k
pfidani k peptidu byl rozpustdn v 2,1 g NMP, 2,0 g 0,45 M
HBTU/HOBt reagentu v DMF. Po rozpudté&ni byla zapodata
aktivace aminokyseliny p¥iddnim 3 ml 2M DIEA v NMP.
Aktivovana aminokyselina byla potom p¥idédna k pryskyfici
zbavené ochrany a ponechdna kopulovat. Po ukon&eni kopulace
byla pryskyrice extenzivné promyvana NMP. Uplny cyklus
deprotekce a kopulace byl potom opakovdn pro kaZdou
nadsledujici aminokyselinu. Specifické cyklové kroky v

syntéze byly nédsledujici:

Cykl Aminokyselina Kroky

1 Ala Uplné promyvani

2 Gly jednoduchéd kopulace
3 Lys (Boc) jednoduchéa kopulace
4 Lys (Boc) jednoduché& kopulace
5 Tyxr (tBu) jednoduchéa kopulace
6 Ala jednoduchd kopulace
7 Asn (Trt) jednoduchd kopulace
8 Lys (Boc) jednoduchéd kopulace
) Ile jednoducha kopulace
10 Ile jednoduchd kopulace




11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
23
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Gln

Ala
Asn(Trt)
Lys (Boc)
Phe

Leu

Thr (tBu)
Val

Leu

Pro

Thr (tBu)
(Trt)
Ser (tBu)
Lys (Boc)
Glu (OtBu)
Ser (tBu)
Thr (tBu)
Met

Phe

Gly

Gly

Tyr (tBu)
Arg (Pmc)
Lys (Boc)
Asp (OtBu)
Lys (Boc)
Pro

Pro

Ser (tBu)
Gly

(Boc)
Arg (Pmc)

Trp
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jednoduché
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoduchéa
jednoduchéa
jednoduchéa

jednoduché

dvojitd kopulace/Ac20 &epicka

jednoduché
jednoduché
jednoduchéa
jednoduché
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoduchéa
jednoducha
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoduchéa
jednoduché

jednoduché

dvojitéd kopulace/Ac20 &epicka
dvojita kopulace/Ac20 Cepicka

jednoducha
jednoduchéa
jednoduché

jednoducha
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kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

.
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

Phe

His (Trt)
Glu (OtBu)
Met

Arg (Pmc)
Tyr (tBu)
Pro

Gly

Glu (OtBu)
Asp (OtBu)
Lys (Boc)
Lys (Boc)
Glu (OtBu)
Ala

Ala

Val

Leu

Leu

Ser (tBu)
His (Trt)
Glu (OtBu)
Leu

Asp (OtBu)
Ala

Gln (Trt)
Ala

Gly

Ala

Gly (Fmoc-hmb)
Asp (OtBu)
Asp (OtBu)
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jednoduchéa
jednoduchéa
jednoduchéa
Jjednoduché
jednoduché

jednoduché

dvojitd kopulace/Ac20 Sepilka

jednoducha
jednoduché
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoduché
jednoduchéa
jednoduchéd
jednoduché
jednoduché
jednoducha
jednoduchéa
jednoduchd
jednoduchéa
jednoduché
jednoduchéa
jednoduché
jednoduché
jednoducha

jednoduché

dvojitéd kopulace/Ac20 &epicka

jednoduchéa

jednoduchéa
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kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace
kopulace

kopulace

kopulace

kopulace
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73 Ala jednoduchéd kopulace

74 pro dvojitd kopulace/Ac20 &Eepidka
75 Gly (Fmoc-hmb) dvojitd kopulace/Ac20 &epidka
76 Asp (OtBu) jednoduchd kopulace

77 Pro dvojita kopulace/Ac20 &Eepidka
78 Gly (Fmoc-hmb) dvojita kopulace/Ac20 Sepidka
79 Asp (OtBu) jednoduchd kopulace

80 Gly jednoduchéd kopulace

81 Glu (OtBu) jednoduché kopulace

82 Arg (Pmc) jednoduché& kopulace

83 Leu jednoduchéa kopulace

84 Arg (Pmc) jednoduché& kopulace

85 Gln(Trt) jednoduchd kopulace

86 Gly jednoduchéd kopulace

87 Thr (tBu) jednoduché kopulace

88 Leu jednoduché kopulace

89 Glu (OtBu) jednoduché& kopulace

90 kone&né deprotekce

Pro aminokyseliny, které reaguji pomalu nebo ned&inné byly
provadény dvé oddélené kopulalni reakce. Ve3kery zbyly
nezreagovany peptid byl blokovan zpracovanim acetanhydridem.
Posloupnost krokd pro jednu z takovych aminokyselin byla
deprotekce, kopula&ni reakce 1, promyvani, kopuladni reakce

2, promyvani, Ac20 cepi&ka, promyvéni, deprotekce.

Zkratky:

OtBu: t-butylester,

tBu: t-butyl,

Boc: t-butoxykarbonyl,

Pmc: 2,2,5,7,8-pentamethylchroma-6-sulfonyl,
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Hmb: 2-hydroxy-4-methoxybenzyl,
Fmoc: 9—fluorenylmethoxykarbonyl.

Priklad 16

Podavani lidského BLAT samclm krys ZDF Alzetovou pumpou

Samci krys ,Zucker Diabetic Fatty“ (ZDF), zakoupené od
spoleCnosti Genetic Models 1Inc. (Indianapolis, IN), byly
chovany jednotlivé a krmeny ad libitum krmivem 5008 a vodou.
Ve véku péti tydnh byly krysy ponechany hladovét pfes noc

pro pocatedni test ordlni tolerance glukézy. Krev byla

ceve

odebréna z ocasu pro stanoveni hladin inzulinu a glukézy v

Casovém bodé 0 a potom byla zvifatim ordlné& podavan 50%
roztok dextrdzy (2,5 g/kg té&lesné hmotnosti) a krev byla
odebirana 30, 60 a 120 minut po podavani. Po provedeni testu
ordlni tolerance glukézy byly krysy krmeny ad libitum. Ve
véku 6 tydnd byla zvifata rozd&lena do skupin po 4 zvi¥atech
podavani lidského BLAT. V den nula testu byla op&t z ocasu
odebréana krev pro mé&feni hodnot glukézy, inzulinu,
kortikosteronu a triglyceridl. Krysy byly ndhodné& rozdéleny
do kontrolni skupiny a skupin pro kontinudlni podavani 0,5
mg/den nebo 1,0 mg/den lidského beta lipotropinu (ER4-VTA-
2) podkoZné implantovanou Alzetovou pumpou. Pumpy byly
naplnény solnym roztokem pro kontrolni skupinu a 20,835
mg/ml lidského beta lipotropinu pro skupinu s nizkou déavkou
a 41,67 mg/ml lidského beta lipotropinu pro skupinu s
vysokou davkou. Pumpy byly inkubovdny p¥fes noc p¥i teploté
37 °C v solance pfed podkoZni implantaci. T&lesna hmotnost a
spotfeba potravy byly méfeny v den 0 aZ 8. Krevni vzorky
byly odebirédny rédno v den 3 pro ur&eni hodnot glukéiy,

inzulinu, kortikosteronu a triglycerida. Krysy byly
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ponechény hladovét p¥es noc od odpoledné& dne 5 do réana dne
6. V den 6, byl proveden oralni test tolerance glukézy. Po

provedeni ordlniho testu tolerance glukézy byly krysy krmeny
ad libitum.

Zvitata Zucker, pouZitd v této studii, predstavuiji dobry
model pro diabetes typu 2. Ve vé&ku 6 a% 7 tydnd hodnoty
glukézy v krvi a hladina triglyceridl stoupaji, =zatimco
sekrece inzulinu kleséa. Tato zvitata jsou

hyperkortikosteronemickd a resistentni na inzulin.

Tabulka 3. ZDF krysy, o3etfované lidskym BLAT

Krevni glukdza (mg/dl) Triglyc. (mmol/1)
OSetfeni |0 Den 2 Den 7 0 Den 2 Den 7
(mg/den
BLAT)
Kontrola |149 153 150+8 1,9 2,4 4,1+0,5
0,5 151 160 150+5,5 |2,0 2,8 4,040, 4
1,0 154 144 14145,7 (2,0 2,8 3,6+0,1

Vysledky presentované v Tabulce 3 a na Obr. 16 demonstruji
ztetelny uCinek lidského BLAT na ZDF krysy v davce 1 mg
denné lidského BLAT. Po 30 minutdch po =zapo&eti oralniho

testu tolerance glukézy byla hladina glukbézy v plasmé& v

priuméru 191 + 16 mg/dl v kontrolni skupin& a 172 + 5 mg/dl u

zvirat oSetfenych BLAT (viz Obr. 16). Po 60 minutdch od

zapoCeti kontrolni zvifata vykazovala hladinu glukézy 157 +

6 mg/dl, zatimco BLT-oSetfend zvifata byla na 154 + 8 mg/dl.
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Tabulka 3 ilustruje, Ze hodnoty glukdézy v krvi zlstaly niZsi
u zvifat, o3etfenych BLAT ve srovndni s kontrolnimi zviFaty,
obzvlasté p¥i vy$8i d&vce. Kontrolni zvifata vykazovala
hodnoty glukézy p¥ibliZn& 150 mg/dl po 0, 2 a 7 dnech
nasledujicich po zacdtku podavani BLAT. Naproti tomu zvifata
oSetfovand 1 mg/den lidského BLAT mé&la prim&r 140 mg/dl v
den 7, =zhruba 7% niZ3i neZ kontrolni zvi¥ata. OZetFovana
zvifata také vykidzala o 11% niZ?3i hladinu triglyceridﬁ v
krvi neZ kontrolni gzvifata (Tabulka 3), coZ demonstruje

inzulinotropni G&inek 1é&by pomoci BLAT.

Priklad 17

Lidsky BLAT stimuluje transport glukézy v kosternich svalech
ZDF krys

Studie byla provaddéna pro urleni G&inku beta-lipotropinu na
transport glukézy kosternim svalu. Samci Zucker diabetickych
obéznich (ZDF/Gmi™-fa/fa) krys byly ziskadny od spole@nosti
Genetic Models Inc. (Indianapolis, IN). Krysy byly krmeny
krysim krmivem Purina Formulab 5008 (Purina Mills, Inc., St.
Louis, MO) a umistény ve sv&tlych kontrolovanych prostorach
s alternujicim dvanactihodinovym cyklem své&tla a tmy. Krysy
byly chovany po jedné v kleci a byl jim d&n volny p¥istup k

potravé a vodé.

Pro urceni transportu glukézy ve svalové tkéni byla zvifata
z Prikladu 16 anestetizovéna intraperitonedlni injekci
pentabarbitolu sodného (6,5 mg/100 g té&lesné hmotnosti) a
motorické svaly byly izolovdny a rozd&leny na polovinu.
Kazda polovina tkanového vzorku byla promyvdna v solance po

dobu 2 minut a potom v plynem syceném (95% 0,~5% CO,) KHB s
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1% BSA, 8 mM glukdézy a 32 mM manitolu.

Test transportu glukézy byl provddén nasledujicim zptisobem.

Preinkubace:

Vzorky svalové tkéné byly pfeneseny do 20 ml nadobek,
obsahujicich 1,8 ml plynem syceného KHB s 1% BSA, 8 mM
glukézy a 32 mM manitolu, s nebo bez 500 nM my3iho beta-
lipotropinu. Vzorky byly umistény v t¥epané vodni lazni po

dobu 20 hodin p¥i teploté& okoli se dv&mi vymé&nami pufru.

Po preinkubaci byly vzorky svalové tk&n& promyvany p¥Fi
teploté& 29 °C po 15 minut za konstantniho syceni plynem
tvofenym 95% O a 5% CO;. Vzorky byly promyvany v n&dobkéach,
obsahujicich 1,8 ml KHB s 40 mM manitolu, inzulinem (2000
uu/ml) nebo bez inzulinu a s nebo bez beta-lipotropinu (500
nM) .

Svalové vzorky byly potom pFfeneseny do novych nadobek za
konstantniho syceni plynem, tvofenym 95% 0,~-5% CO,. Inkuba&ni
médium sestdvalo z 8 mM 3-O-methyl-glukézy (OMG), 2 mCi/ml
*H-3-0OMG, 30 mM manitolu, 0,3 mCi/ml *C manitol, 2 mM
pyruvatu, inzulinu (2000 pU/ml), a my3iho beta-lipotropinu.
Kontrolni vzorky postréddaly inzulin a/nebo beta-lipotropin.
Po 10 minutach p¥i teploté& 29 °C byly vzorky fixovany
vymrazovanim a uchovadvadny zmrazené aZ? do okamZiku testovani

transportu glukdzy.

Transport glukézy:
Svaly byly zmenSeny na p¥ibliZné 20-25 mg pro natrdveni v

0,5 ml 1M KOH p¥i teploté 70 °C po dobu 30 minut. Po
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natrdveni byly vzorky umistény na led a 100 ul vzorku bylo
odebrédno pro analyzu glykogenu. Do zbyvajicich 0,4 ml vzorku
bylo pfidano 0,4 ml 1IN HCl a zkumavka byla podrobena vifeni.
Potom bylo 300 ml vzorku zpracovaného HCl p¥idano do 6,4 ml

scintilacni tekutiny a radioaktivita ve vzorku byla ur&ena

scintilaénim poc&itacdem.

Transport glukdézy byl vypolitdvan na =zaklad® vnitrobun&&né
akumulace *H-3-0MG pouZitim He manitolu jako

extraceluldrniho markeru.

Uroveli glykogenu:

Do 100 ul vzorku uvedeného vySe bylo p#iddno 17 ul ledové
kyseliny octové spolu s 500 pl 0,3 M pufru octanu sodného
(Ph 4,8 + 5 mg/ml amyloglukosidazy). Zkumavky byly ponechany
inkubovat p¥es noc pri teploté 37 °C. Nasledujici den bylo
50 pl vzorku umisténo do 96 jamkové desticky a bylo p¥Fidano
200 pl Trinderova reagentu (Sigma 315-100; zfed&ny na 20 pl

vodou) . Destilka byla inkubovéna po 10 minut p#i teploté& 37

°C a absorbance byla ode&iténa p¥i vlnové délce 505 nm.
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Tabulka 4. Transport glukézy ve svalové tkédni ZDF krys

oSet¥enim lidskym BLAT

O3etfeni 3 OMG transport (pmol/g/10 min)
Kontrola 0,085 + 0,01

inzulin 0,080

BLAT + inzulin 0,113 + 0,018

Zastupuje?

Dr. Otakar Svord&ik
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Gly Pro Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser

20 25 30
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Met Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Ser Gly Ser Gly Sexr Gly
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Ser Gly Asp Asp Asp Asp Pro
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<210> 4
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<212> DNA

«213: Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence:
Oligonukleotidovy linker

<400> 4

tatgagatct atcgaaggte gtgagctcac cggtcagegt gtteg

<210> 5
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<212> PRT

<213> Umé€la sekvence
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<223> Popis umélé sekvence:

BLT faGzovany protein

<400> 5

Met Ile

Sexr Gly

Arg Glu

Gln Ala
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Glu Gly
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Asp Lys

Leu Val

Ile

Asp

Gly
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Asp

Pro

Arg

Thr

Gly Leu Met val
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Leu
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Ala
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Thr
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Tyr Lys Lys
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25 30
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Lys
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Val
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Glu

Met
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Tyr
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Met

Cys
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Asp

Thr

Phe
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Met
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Lys
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Ala Ile Ile
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Pro

Ile

Leu

Glu

His

150

Asp

Arg

Lys

Arg

Lys

Asp
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Pro

Pro

Ile

Glu

Tyr
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Arg

Asp

Met

Glu
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Gly

105

Asp

Leu
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Cys

Ala
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Val

Phe
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Met

Leu
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Glu

Ser
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Arg

Ser

Lys
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Leu

Thx

Gly
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Gly

Gly

Leu

His

Met.
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Lys Ser Ser
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Phe Gly Gly

210

Ser Pro Gly

Arg Glu Leu

Pro Ala Asp

260

Leu Val Ala

275

Phe Arg Trp
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Thr Sexr Glu

Lys

Gly

Ile

Thr

245

Asp

Ala
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Asp

230

Gly

Gly

Glu
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Ser
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Ile

Arg

Gln

Ala

Lys

Pro
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Gln

Ala
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Pro

Asp

Arg

Gly

Lys

280

Pro

Thr

Txp

Pro

Leu

Leu

Ala
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Lys

Pro
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Arg
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Glu

Asp
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Glu

Ala

Gly
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Asp
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Arg
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Arg
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Leu

Gly

Asp
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Trp

val

Ser
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Glu
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Pro

Ile

Pro
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Met
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Ala

Arg

Glu
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Asp
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Phe
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Ala Ile Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu
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<210> 7
<211l> 422
<212> PRT
<213> Uméli sekvence
<220>

<223>
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Popis umélé sekvence:

GST/BLT fdazovany protein
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Lys Tyr Ile Ala Trp Pro Leu Gl Gly Trp Gln Ala

Gly Asp His

215

Ile His Arg

230

Thx Gly Gln

245

Asp Gly Ala
Ala Glu Lys
Gly Serxr Pro

295

Lys Ser Gln

310
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Pro Pro Lys Ser Asp

220
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235

Arg Leu Arg Glu Gly
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Pro Lys Asp Lys Arg
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Thr Pro Leu Val Thr
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240
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Tyr Arg Mat_ Glu
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Gly Gln Arg Leu Axrg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro Ala Asp Asp

340 345 350

Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu Val Ala ala

355 360 - 365

Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Glu His Phe arg Trp Gly -
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Ser Pro Pro Lys Asp Lys Arg Tyr Gly Gly Phe Met Thr Ser Glu Lys

385 380 395 : 400

Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr.Leu Phe Lys Asn Ala Ile Tle Lys Asn
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Ala Tyr Lys Lys Gly Glu
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<210> 8
<211> 89
<212> PRT

<213> Homo sapiens




<400> 8
Glu Leu Thr Gly Gln

1 5

Aia Asp Asp Gly Ala

20

Val Ala Ala Glu Lys

35

Arg Trp Gly Ser Pro

50

Ser Glu Lys Ser Gln
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Jle Lys Asn Ala Tyr
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<213> Homo sapiens
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Arg Glu
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Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

30

Pro Tyr Arg Met Glu His Phe

45

Arg Tyr Gly Gly Phe Met Thr
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Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile
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80
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Glu Leu Thr Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

1 -5 10 15
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20 258 30
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Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Glu His Phe Arg Trp Gly Ser Pro
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Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Glu His Phe Arg Trp Gly Ser Pro

1 "5 10 15

Pro Lys Asp Lys Arg Tyr Gly Gly Phe Met Thr Ser Glu Lys Ser Gln

20 25 30

Thr Pro Leu Val ThY Leu Phe Lys Asn Ala Ile Ile Lys Asn Ala Tyr

35 40 45

Lys Lys Gly Glu
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<212> PRT

<213>»> Homo sapiens

<400> 13
Glu Leu Thr ély Gln Arg Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu Vval

1 5 10 s

Ala Ala Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Glu His Phe Arg
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Trp Gly Ser Pro Pro Lys Asp Lys Arg Tyr Gly Gly Phe Met Thr Ser

35 - 40 48

Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile Ile

50 55 60

Lys Asn Ala Tyxr Lys Lys Gly Glu

65 70
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
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1 5 10

<210> 15
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro Ala Asp Asp Gly Ala
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<210> 16
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Gly Pro Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu
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<212> PRT
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<212> PRT
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Tyxr Arg Met Glu His Phe Arg Trp Gly Ser Pro Pro Lys Asp

1 5 10

<210> 21
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<210> 22
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Thr Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys

1 5 10

<210> 24
<211l> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<210> 25
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<213> Homo sapiens
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<400> 25
Asn Ala Ile Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

1 5 10

<210> 26
<211> 89
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umé&lé sekvence:
- lLidsky analog

<400> 26

Glu Leu Thr Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

1 5 10 15

Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

20 25 30

Val Ala Ala Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Asp Lys Tyr

35 40 45

Arg Tyr Ala Thr Pro Pro His Glu His Arg Tyr Ala Ala Phe Met Thr

50 55 60
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Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

65 70 75 80

Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu
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<210> 27
<211> 8%
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Lidsky analog

<400> 27
Glu Leu Thr Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

1 5 10 15

Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

20 25 30

Val Ala Ala Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Glu Lys Phe
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Arg Tyr Gly Ser Pro Pro Arg Glu Lys His Trp Gly Ala Trp Met Thr

50 55 60

Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

65 70 75 B8O

Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

85

<210> 28
<211> 89

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Lidsky analog

<400> 28

Glu Leu Thr Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

1 5 10 15

Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

20 25 30
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Val Ala Ala Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Asp His Phe

35 40 45

His Phe Ala Ser Pro Pro Arg Glu Lys His Tyr Gly Ala Tyr Met Thr

50 55 60

Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

65 70 75 80

Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

85

<210> 29
<2311> 89
<212> PRT

<213> Um€la sekvence

<220>

<223> popis umé@lé sekvence: Lidsky analog

<400> 29
Glu Leu Thr Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

1 5 10 15

[ X T R
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Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

20 25

30

val Ala Ala Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Asp His Phe

35 40

45

Arg Trp Ala Ser Pro Pro Lys Glu Arg His Phe Ala Ala Tyr Met Thr

50 55

60

Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

65 70 75

Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

85

<210> 30
<211l> 89
<212> PRT

<213> Uméls sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Lidsky analog

80

2088
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<400> 30

Glu Leu Thr Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

1 5 io0 . 15

Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

20 25 30

Val Ala Ala Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Asp Lys Tyr

35 40 45

Arg Phe Gly Thr Pro Pro Arg Glu Lys Arg Phe Ala Gly Tyr Met Thr

50 55 60

Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

65 70 75 80

Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

85

<210> 31
<211> 8% |
<212> PRT

<213> Uméla sekvence




<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: Lidsky analog

<400> 31
Glu Leu Thr Gly Gln Axg Leu Arg Glu Gly Asp Gly 'Pro asp Gly Pro

31 5 10 15

Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

20 25 30

Val Ala Ala Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Asp Arg Txp

35 40 45

Arg Trp Ala Ser Pro Pro Arg Glu Lys Hig Tyr Gly Alz Trp Met Thr

50 55 60

Ser Glu Lys Sexr Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

65 70 75 80

Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

85

<210> 32

<211> 89




<212>» PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis

<400> 32

Glu Leu Thr

1

Ala Asp Asp

Val Ala Ala

35

Lys Phe Ala

50

Ser Glu Lys

65

Ile Lys Asn

umélé sekvence: Lidsky analog

Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

5 10 1s

Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leun

20 25 30

Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Glu Arg Trp

40 45

Thr Pro Pro His Asp His Lys Trp Gly Gly Phe Met Thx

55 60

Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

70 75 80

Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

85




<210> 33
«<21l> 89
<212> PRT

<213> Uméla

<220>

<223> Popis

<400> 33
Glu Leu Thr

1
Ala Asp Asp
Val Ala Ala
35

Arg Trp Ala

50

Ser Glu Lys

€5

sekvence

umélé sekvence:

@ly Gln Arg Leu

5

Gly Ala Gly Ala

20

Glu Lys Lys Asp

Ser Pro Pro Lys

55

Ser Gln Thr Pro

70

Lidsky analog

Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pxo

10

15

Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

25

30

Glu Gly Pro Tyr Arg Met Asp Lys Txp

40

45

Glu His Arg Trp Gly Gly Tyr Met Thr

60

Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

75 80




/~7@49,.

Ile Lys Asun Ala 'ryi: Lys Lys Gly Glu

<210> 34
<211> 89
<212> PRT

<213> Umdla

<220>

85

sekvence

<223> Popis umélé sekvence: Lidsky analog

<400> 34
Glu Leu Thr

1

Ala Asp Asp

Val Ala Ala

35

Lys Tyxr Ala

50

Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

5

10

15

Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu ILieu

20 25

30

Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Asp His Phe

40

45

Ser Pro Pro His Glu Arg His Phe Gly Ala Trp Met Thr

55

60




Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

65 70 75 80

Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

85

<210> 35
<211> 89
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Lidsky analog

<400> 35

Glu Leu Thr Gly Gln Arg Leu Arg Glu Gly Asp Gly Pro Asp Gly Pro

kX 5 10 is5

Ala Asp Asp Gly Ala Gly Ala Gln Ala Asp Leu Glu His Ser Leu Leu

20 25 30

Val Ala Ala Glu Lys Lys Asp Glu Gly Pro Tyr Arg Met Glu Lys Phe

35 40 45




Lys Trp Ala Thr Pro Pro His Glu Arg Arg Tyr Gly Ala Tyr Met Thr

50 55. 60

Ser Glu Lys Ser Gln Thx Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala Ile

. 65 70 i 75 80

Ile Lyé Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu

85
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PATENTOVE NAROKY

1. V z&sad& <Cisty protein, ktery m& aminokyselinovou

sekvenci zvolenou ze souboru sestdvajiciho z SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 7.

2. Izolovanéd nukleova kyselina kédujici protein podle néroku
1.

3. Vektor =zahrnujici izolovanou nukleovou kyselinu podle
ndroku 2.

4, Vektor podle néroku 3, ve kterém uvedend 1izolovand
nukleovd kyselina Jje operativné& vé&zdna na promotorovou
sekvenci.

5. Hostitelskd bunfka obsahujici vektor podle naroku 4.

6. Zpusob konstrukce rekombinantni hostitelské bufiky, ktera

mé& schopnost exprimovat beta-lipotropin, vyznadujici se tim,
Ze se do uvedené hostitelské bunky vloZi libovolnym zpuasobem

vektor podle néroku 5.

7. Zplisob exprese beta-lipotropinu v rekombinantni

hostitelské bulice podle naroku 6, vyznacdujici se tim, Ze
zahrnuje kultivaci uvedené rekombinantni hostitelské buiiky
za podminek vhodnych pro expresi genu.

8. Farmaceuticky pfipravek obsahujici jako G&innou sloZku

1370
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beta~lipotropin, jeho analog nebo funkéni fragment, spoleén&
s Jednim nebo vice farmaceuticky p¥ijatelnymi nosié&i,

excipienty nebo fedidly.

g. Farmaceuticky pripravek podle naroku 8, ve kterém uvedeny

beta-lipotropin je lidsky beta-lipotropin.

10. Beta-lipotropin, jeho analog nebo funkéni fragment, pro

pouziti p¥i 1léé&eni diabetu nebo jeho komplikaci.

11. Zptsob léceni diabetu u savce, vyznadujici se tim, Ze
zahrnuje podévani terapeuticky uc¢inného mnoZstvi beta-

lipotropinu nebo jeho analogu.

12. Zplsob lé&eni diabetu u savce, wvyznadujici se tim, ‘e
zahrnuje podadvani terapeuticky uc¢inného mnoZstvi funk&niho

fragmentu beta-lipotropinu.

13. Zplsob podle néroku 11, vyznacdujici se tim, Ze uvedeny
beta-lipotropin je lidsky beta-lipotropin, ktery m& sekvence
identifikovanou jako SEQ ID NO: 8.

14. Zplsob podle néroku 11, vyznadujici se tim, Z7e uvedeny

beta-lipotropin je rekombinantni lidsky beta-lipotropin.

15. Zpusob podle naroku 11, vyznacujici se tim, Ze uvedeny

diabetes je diabetes typu 1 nebo typu 2.

16. Zpusob podle ndroku 11, vyznacdujici se tim, Ze uvedeny

savec je Clovék.
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17. Zptusob léCeni komplikaci diabetu u pacienta, ktery ma
jeho potfebu, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje podavani
terapeuticky u¢inného  mnoZstvi beta-lipotropinu, jeho

analogu nebo funk&niho fragmentu.

18. Zptsob sniZovédni hladiny glukézy v krvi u savce,

vyznacdujici se tim, Ze se podavd G&inné mnoZstvi beta-

lipotropinu, jeho analogu nebo funk&niho fragmentu.

Z

19. Zplusob 1léceni hyperglykémie u savce, ktery mid jeho
potfebu, vyznadujici se tim, Ze se podadva Udinné mnoZstvi

beta-lipotropinu, jeho analogu nebo funk&niho fragmentu.

20. ZplUsob léCeni hyperinzulinemie u savce, vyznadujici se
tim, Ze se podavéd u¢inné mnoZstvi beta-lipotropinu, jeho

analogu nebo funké&niho fragmentu.

21. Zpusob zvySovAdni citlivosti na inzulin u savce,
vyznacdujici se tim, Ze se poddva U&inné mnoZstvi beta-

lipotropinu, jeho analogu nebo funk&niho fragmentu.

22. Zplsob syntézy beta-lipotropinu, Jjeho analogu nebo
fragmentu, v pevné fazi v jednom béhu, vyznadujici se tim,
Ze zahrnuje ndsledujici kroky:

a) aktivace aminokyseliny kterd mé& chrdnénu svoji a—amino
skupinu a alternativné& funk&ni skupinu postranniho reté&zce,
pro vytvoreni reaktivniho esteru;

b) navazadni uvedené aktivované aminokyseliny na inertni
pevny nosic;

c) aktivace druhé chré&néné aminokyseliny na ester, zatimco

e

oo w
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a-amino skupina prvni aminokyseliny ije zbavena ochrany pro
ziskani reaktivniho aminu a druhd aktivovand aminokyselina
se nechd reagovat s wuvedenou prvni aminokyselinou pro
vytvofeni dipeptidu na pevném nosili;

d) opakovani krokl (a) aZ (c):

e) odstranéni peptidu =z pevného nosiCe a deprotekce
funkénich skupin postrannich Feté&zcu;

f) oddéleni peptidu od pevného nosice; a

g) C¢isténi peptidu libovolnym vhodnym zplsobem; p¥icemZ,

h) JjestliZe BLT sekvence obsahuje tripeptidovy segment ser-
pro-pro, provadi se vicendsobnd kopulace zbytkd pro;

i) po ukoneni kopulaEniho kroku se veSkery nezreagovany a
nechrdnény peptid blokuje pro zabranéni prodluZovani Freté&zce
dele¢niho peptidu; a

j) pokud BLT sekvence obsahuje dipeptidovou sekvenci asp-
gly, pouzije se N-o ochrannd skupina na kaZdém glycinovém

zbytku, ktery pfedchdzi zbytek asp.

23. Zpusob ptfipravy beta-lipotropinu podle naroku 1
vyznadujici se tim, Ze =zahrnuje kroky:

a. transformace vhodného hostitele vektorem exprese, kde
uvedeny vektor kdéduje beta-lipotropin;

b. kultivace uvedeného transformovaného hostitele za
podminek, které umoZnuji expresi uvedeného beta-lipotropinu;
c. ¢cisténi wuvedeného beta-lipotropinu libovolnym vhodnym

zplsobem.

24. Test aktivity beta-lipotropinu, vyznadujici se tim, Ze
zahrnuije kroky:
a) podévani testovaného proteinu savci, ktery wvykazuje

necitlivost na inzulin a zvy3enou hladinu glukdézy v krvi; a




b) testovani hladiny glukdézy a inzulinu v krvi libovolnym

zplsobem po provedeni kroku (a).

25. Zpusob, podle naroku 11, vyznadujici se tim, Ze wuvedeny
beta-lipotropin Jje =zvolen ze souboru sestéavajiciho =z
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 8.

26. Peptid, ktery mA inzulinotropni aktivitu, zvoleny ze
souboru sestavajiciho z SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 a SEQ ID NO: 13.

27. Peptid, ktery md& inzulinotropni aktivitu, zvoleny ze
souboru sestavajiciho yA SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID‘NO: 18, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 25.

28. Peptid, ktery ma inzulinotropni aktivitu, zvoleny ze
souboru sestavajiciho z SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 25.

29. Zplsob léceni diabetu, vyznadujici se tim, 3e zahrnuje
podavani terapeuticky u¢inného mnoZstvi alespoii jednoho
peptidu, zvoleného ze souboru sestavajiciho z SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NOf 16, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 25.

ses®




30. Zpusob 1léceni diabetu, vyznadujici se tim, 3Ze zahrnuje
podavani terapeuticky u¢inného mnoZstvi alespoi jednoho
peptidu, zvoleného ze souboru sestavajiciho z SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, - a
SEQ ID NO: 13.

31. Farmaceuticky pfipravek zahrnujici jako wG&innou sloZku
peptid, ktery mé& inzulinotropni aktivitu a je zvolen ze
souboru sestavajiciho z SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 a SEQ ID NO: 25.

32. Funk&ni analog beta-lipotropinu.

33. Fragment beta-lipotropinu, ktery m& inzulinotropni

aktivitu in vitro nebo in vivo.

34. Funk&ni analog beta-lipotropinu, ktery je p¥iblizn& 90%
az 95% identicky se SEQ ID NO: 8, piicemz substituce
aminokyselin Jjsou vybrdny ze souboru sestavajiciho z
nadsledujicich substituci:

zbytek v poloze 1 predstavuje alternativné Glu, Ala, Asp
nebo Gln;

zbytek v poloze 2 predstavuje alternativné& Leu, Ile, Val
nebo Met;

zbytek v poloze 3 prfedstavuje alternativné& Thr, Ala, Glu,
Ser, Pro nebo Gly;

zbytek v poloze 4 pfedstavuje alternativné Gly, Arg, Ala,




Leu, Pro nebo Ser;

zbytek v poloze 5 pfedstavuje alternativné Glu,

Asn nebo Ala;

zbytek v poloze 6 pfedstavuje alternativné
Lys, Gln nebo Ala;

zbytek v poloze 7 pfedstavuje alternativné
Val, Ile nebo Met;

zbytek v poloze 8 pfedstavuje alternativné

Tyr, Leu, Lys, Pro, Gln nebo Trp;

zbytek v poloze 9 pfedstavuje alternativné

Asp, Asn nebo Gln;

Arqg,

Leu,

Arg,

Glu,

Gln, Asp,

Glu,

Leu,

Pro, Asp,

Glu,

Ala,

Ala,

Pro,

zbytek v poloze 10 pfedstavuje alternativné Gly, Ala, Ser

nebo Asp;
zbytek v poloze

11

pfedstavuie

Asn, Gln, Ala nebo Glu;

zbytek v poloze
nebo Met;
zbytek v poloze
nebo Val;
zbytek v poloze
'Gln nebo Gly;
zbytek v poloze
nebo Glu;
zbytek v poloze
Gly nebo Glu;
zbytek v poloze
nebo Gly;
zbytek v poloze
nebo Asn;
zbytek v poloze

nebo Gln;

12

13

14

15

16

17

18

19

pfedstavuje

predstavuje

pfedstavuije

pfedstavuje

pfedstavuije

pfedstavuje

pfedstavuje

predstavuje

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

Asp,

Gly,

Pro,

Asp,

Gly,

Pro,

Ala,

Asp,

Asp,

Arg,

Ala,

Glu,

Glu,

Ala,

Gln,

Asp,

Glu,

Glu,

Pro,

Ser

Gly

Asn,

Ser

Leu,

Ser

Gln

Asn




zbytek v poloze 20
Ala;

zbytek v poloze 21
nebo Phe;

zbytek v poloze 22
nebo Lys;

zbytek v poloze 23
Gly, Ser nebo Leu;
zbytek v poloze 24
Asn, Leu nebo Val;
zbytek v poloze 25
Ile, Gly,

zbytek v poloze 26

Ser nebo

Asn, Gln nebo Lys;
zbytek v poloze 27
Met nebo Val;
zbytek v poloze 28
nebo Asp;

zbytek v poloze 29
Ala, Gln nebo Glu:
zbytek v poloze 30
Ala, Leu nebo Asp;
zbytek v poloze 31
Met nebo Ile;
zbytek v poloze 32
Ile,
zbytek v poloze 33
Ile, Met nebo
zbytek v poloze 34
Glu nebo Gly;
zbytek v poloze 35

Met nebo Pro;

Leu,

pfedstavuje

pfedstavuje

pfedstavuje

predstavuje

pfedstavuije

predstavuje

Thr;

predstavuije

pfedstavuje

pfedstavuje

pfedstavuije

pfedstavuie

pfedstavuje

pfedstavuje

pfedstavuje

Arg;

predstavuje

pfedstavuie

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné&

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

Gly,

Ala,

Gly,

Ala,

Gln,

Ala,

Asp,

Leu,

Glu,

His,

Ser,

Leu,

Leu,

Val,

Ala,

Ala,

Ser nebo

Gly,

Ala,

Phe,

Arg,

Leu,

Glu,

Ala,

Gln,

Asn,

Gly,

Ala,

Ala,

Ala,

Ser,

Asp,

Ser

Ser

Thr,

Asp,

Asp,

Gly,

Ile,

Asn

Tyr,

Glu,

val,

val,

Glu,

Pro,

Gly,

ses




Ser nebo Leu;
zbytek v poloze 36
Leu, Asp, Asn nebo
zbytek v poloze 37
Arg, Gln nebo Asp:;
zbytek v poloze 38
nebo Glu;

zbytek v poloze 39
Glu, Gln nebo Lys;
zbytek v poloze 40
Asn, Gln nebo Gly;
zbytek v poloze 41
Ser;

zbytek v poloze 42
nebo Asn;
zbytek v poloze 43
Trp;

zbytek v poloze 44
nebo Glu;
zbytek v poloze 45
nebo Val;

zbytek v poloze 46
Asn, His, Arg nebo
48
49

50

zbytek v poloze
zbytek v poloze
zbytek v poloze
Phe;

zbytek v poloze 51
nebo gln;
zbytek v poloze 52

nebo Ala;

pfedstavuje
Gln;

pfedstavuje
pfedstavuje
pfedstavuje
pfedstavuie
pfedstavuije
pfedstavuje
pfedstavuije
pfedstavuje
pfedstavuije
pfedstavuije
Gly;

pfedstavuije
pfedstavuje
pfedstavuje

predstavuje

pfedstavuje

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

Glu,

Lys,

Lys,

Asp,

Glu,

Gly,

Pro,

Tyr,

Arg,

Met,

Glu,

Ala,

Glu,

Arg,

Ala,

Ser,

Thr,

Thr,

Gln

Asn,

Asp,

Ala nebo

Gly,

Ser

Phe nebo

Lys,

Ile,

Gln,

Gln

Ser

Asp,

Tyr nebo Trp;

Arg nebo Lys;

Trp,

Tyr nebo

Gly, Ala,

Ser,

Ser

Thr, Asn




zbytek v poloze 53
zbytek v poloze 54
Arg, Leu nebo Thr;
zbytek v poloze 55
nebo Ala;

zbytek v poloze 56
Gln, Ala, Gly nebo
zbytek v poloze 57
Arg;
zbytek v poloze 58
Lys ;
zbytek v poloze 59
Trp;
zbytek poloze 60
Ser;
zbytek poloze 61
Ser;
zbytek v poloze 62
Trp;

zbytek v poloze 63
nebo Val;
zbytek v poloze
nebo Lys;
zbytek v poloze
nebo Pro;
zbytek v poloze
Lys nebo Gln;
zbytek v poloze
Gln;

zbytek v poloze 68

nebo Gly;

predstavuije

pfedstavuje

pfedstavuje

predstavuje

Ile;

pfedstavuje

pfedstavuje

pfedstavuije

pfedstavuije

pfedstavuje

pfedstavuje

pfedstavuje

predstavuje

pfedstavuje

predstavuje

pfedstavuje

predstavuije

[ X2 2J
X X1
sesy

alternativné& Pro nebo Gly;

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

Pro,

Lys,

Asp,

Lys,

Arg,

Tyr,

Gly,

Gly,

Phe,

Met,

Thr,

Ser,

Glu,

Lys,

Ser,

Ala, Gly,

Arg, Gln
Asn,

Glu,

Gln nebo

Gln nebo

Phe nebo

Ala nebo

Ala nebo

Tyr nebo

Ile

Leu,

Ala, Ser

Ala, Thr
Asp, Asn,
Arg nebo

Ala, Thr




zbytek V poloze
Asn,
zbytek v poloze
nebo Lys;
zbytek v poloze
zbytek v polo;e
nebo Val;
zbytek v poloze
nebo Met;
zbytek v poloze
Ser;

zbytek v poloze
nebo Val;
zbytek v poloze
nebo Leu;
zbytek v poloze
Arg;

zbytek v poloze
Gln nebo His;
zbytek v poloze
Ile nebo Val;
zbytek v poloze
Val nebo Thr;
zbytek v poloze
Thr nebo Leu;
zbytek v poloze
Arg;

zbytek v poloze
Gln nebo
zbytek v poloze

Glu;

Ser;

Gly nebo

69

Arg nebo His;

70

71
12

73

74

75

76

17

78

79

80

81

83

84

predstavuje

pfedstavuie

predstavuje

pfedstavuje

predstavuje

pfedstavuie

pfedstavuije

prfedstavuje

pfedstavuije

pfedstavuije

pfedstavuje

pfedstavuje

predstavuije

pfedstavuje

pfedstavuie

pfedstavuje

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

alternativné

Gln, Glu, Asp,

Thr, Ser, Ala

Pro nebo Gly

Leu, Ile, Met

Val, Leu, Ile

Thr, Ala nebo

Leu, Ile, Met

Phe, Tyr, Trp

Lys, Gln nebo

Asn, Asp, Glu,

Ala, Gly, Ser,

Ile, Leu, Met,

Ile, Met, Val,

Lys, Gln nebo

Asn, Asp, Glu,

Ala, Val, Ser,




zbytek v poloze 85 predstavuje alternativné& Tyr, Phe, Trp
nebo His;

zbytek v poloze 86 pfedstavuje alternativn& Lys, Gln nebo
Arg;

zbytek v poloze 87 predstavuje alternativné& Lys, Gln nebo
ATrg;

zbytek v poloze 88 predstavuje alternativné& Gly, Ala nebo
Ser;

zbytek v poloze 89 predstavuje alternativn& Glu, Gln, Asp,
Asn nebo His.

35. Funkéni analog beta-lipotropinu podle na&roku 34, kde
analog je p¥ibliZné mezi 95% a 99% identicky se
SEQ ID NO: 8.

36. Peptid, ktery m& inzulinotropni aktivitu, zvoleny ze
souboru sestéavajiciho z SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22.

37. Zplsob podle ndroku 22, vyznadujici se tim, %e v kroku:
h) pokud BLT sekvence obsahuje tripeptidovy segment ser-pro-
pro, provadi se dvojitéd kopulace zbytkt pro a ser;

i) po ukonCeni kopulaéniho kroku se veZkery nezreagovany
nechranény peptid Jje Dblokuje anhydridem pro zabrandni

prodluZovani feté&zce dele&niho peptidu.




42/( “:: E"E . .:-0.50;:. . ‘E §§ §

38. Zplsob podle naroku 37, vyznacujici se tim, e v kroku:

J) uvedend N-a ochrana zahrnuje N-o-Hmb nebo methylbenzoat.

39. Funk&ni analog beta~lipotropinu,

ktery je alespoii 90%
identicky se SEQ ID NO: 8.

Zastupuije:

Dr. Otakar Svord&ik
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kontrorla b-lipotropin

TS,
»’

L gramu potravy snédené den 1 pred podanim b-lipotropinu nebo vehikula
gramu potravy snédené den 1 po podéni b-lipotropinu nebo vehikula
gramu potravy snédené den 2 po podani b-lipotropinu nebo vehikula
gramu potravy snédené den 3 po podani b-lipotropinu nebo vehikula
BN gramu potravy snédené den 4 po podani b-lipotropinu nebo vehikula
®XA gramu potravy snédené den 5 po podani b-lipotropinu nebo vehikula
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Obr. 2
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kontrola b-lipotropin

télesna hmotnost pred podénim b-lipotropinu nebo vehikula

telesna hmotnost den 1 po podéani b-lipotropinu nebo vehikula
telesna hmotnost den 2 po podani b-lipotropinu nebo vehikula
télesna hmotnost den 3 po podani b-lipotropinu nebo vehikula
telesna hmotnost den 4 po podani b-lipotropinu nebo vehikula
télesna hmotnost den 5 po podéani b-lipotropinu nebo vehikula
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Obr. 3

*P<0,05 proti kontrole

' T

kontrola b-lipotropin
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Obr. 4

*p<0,05 proti kontrole

! T

kontrola b-lipotropin
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Obr. 5
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kontrola b-lipotropin

L1 glukéza pred podanim b-lipotropinu nebo vehikula
glukéza3 dny po poslednim podani b-lipotropinu nebo vehikula
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[ glukdza v krvi pred podanim b-lipotropinu nebo vehikula
glukdza v krvi 14 dni po poslednim podani b-lipotropinu nebo vehikula
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Obr. 7

30

|
60 90 120

minut

—8— solny roztok BID SC
—o— 60 ug B-lipotropinu BID SC




Obr. 8

*p<0,05 proti kontrole
30 minut po 25% dextroze

30

{ i

60 90 120

minut

—&— solny roztok BID SC; auc = 725,55
—o— 60 ug B-lipotropinu BID SC; auc = 488,85
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Obr.

16.

9

*p<0,05 proti kontrole

auc = 23; 621,25

v tento okamzik

auc = 29; 381,25

1

60
minut

90 120

—e— solny roztok BID SC
—o— 60 ug Beta lipotropinu BID SC




inzulin v plasmé (ng/ml)

Obr. 10

30

1
60 90 120
minut -

—e— solny roztok BID SC
—0— 60 ug Beta Lipotropinu BID SC
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Obr. 11

1 nM Ins PreRx

BLT PreRx

B NN

111nM  333nM




glukdza v krvi (mg/dl)
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Obr. 12

*p<0,05 proti kontrole po 30 minutach

auc = 33,396

auc = 29,424

30 60 90 120

minut

O™

—e— solny roztok BID SC
—O0— 60 ug lidsky beta lipotropin BID SC




inzulin v plasmé (ng/ml)

Obr. 13

*p<0,05 proti kontrole po 120 minutach

auc = 1442 55

auc = 1075,2

i 1 [

0 30 60 90 120

minut
~8— solny roztok BID SC

—~O— 60 ug lidsky beta lipotropin BID SC




inzulin v plasmé (ng/ml)
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Obr. 14

14

C
~J=

dni

—e— solny roztok BID SC
—o— 0,06 mg beta lipotropin BID SC
—v—- 0,12 mg beta lipotropin BID SC




inzulin v plasmé (ng/ml)
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Obr. 15A

50- *p<0,05 proti kontrole
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20+

10

03 3 60 ST
minut

—&— solny roztok; auc = 2753, 1
—o~ 0,24 mg hBLT/den; auc = 2070,75
-+ 0,48 mg hBLT/den; auc = 1675,65
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Obr. 15B
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