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Fosfoinositolglykanova sloudenina s i¢inkem podobnym inzulinu, zpiisob jeji vyroby, lé€ivo
tuto latku obsahujici a jeji pouZiti

Oblast techniky

Vynilez se tyka fosfoinositolglykanovych sloucenin s i€inkem podobnym inzulinu, zpisobu
jejich vyroby a jejich pouZiti, obzvlasté jako 1éCiv pro o3etfeni diabetes mellitus nebo diabetes,
ktera neni zavisla na inzulinu.

Dosavadni stav techniky

Inzulin mé v&t§i potet G&inki na tkang, citlivé na inzulin. Napadnym efektem je rychléa redukce
hladiny glukézy u savcl v ptipadé pouZiti inzulinu, coZ je zpisobeno rychlym pfijimanim
glukézy zkrve svalovymi a tukovymi butikami. Inzulin aktivuje dale glykogen—syntetazu
ainhibuje lipolyzu. Inzulin podporuje syntézu proteinii zaminokyselin 2 zesiluje indukci
pyruvatdehydrogendzy a fosfofruktokinizy a inhibuje tvorbu urcitych enzymi glukoneogeneze,
jako je pyruvatkarboxyléza a fruktézo—1,6-bifosfataza.

Diabetes typu II, neinzulinové diabetes, piisobi s inzulinovou resistenci perifernich tkani, jako
jsou svalové tkan& a tukové tkén€. Tim redukovane zuzitkovani glukézy je zpiisobeno chybgjici
inzulinovou stimulaci transportu glukézy a nasledujicim metabolickym procesem (glukogeneze,
lipogeneze). Z této dvojité resistence se dd usuzovat na defekt na trovni receptori nebo post—
receptorll, to znamend pfed vyrobou ,second messenger* (Garvey, Diabetes/Metabolism
Reviews, 5, (1989), 727-742).

Dosud nejsou znamé zadné uginné latky, které obchazeji inzulinovy receptor a presto vykazuji
ti¢inek podobny inzulinu.

Podstata vynalezu

Nyni bylo zjidténo, e fosfoinositolglykanové sloudeniny, které se mohou ziskat z vazebného
proteinu adenosin—3",5"—cyklického monofosfitu (cAMP), vykazuji in vitro inek podobny
inzulinu a také na inzulin—resistentnich tkanich vykazuji uginek podobny inzulinu.

Vynalez se tedy tyka fosfoinositolglykanovych sloucenin, ziskatelnych $t&penim adenosin-3",5"~
cyklicky monofosfat—vazebného proteinu a/nebo jeho fyziologicky pfijatelnych soli.

Predmétem predlozeného vynilezu tedy je fosfoinositolglykanova slou¢enina s i¢inkem
podobnym inzulinu, obsahujici fosfoinositolglykan a ethanolamin a jeji fyziologicky pfijatelné
soli. .

Pod pojmem inzulin-resistentni tkafi se rozumi napfiklad krysi tukové buiiky, které nemaji Zadny
inzulinovy receptor. cAMP-vazebné proteiny jsou proteiny, které maji vlastnost vazat adenosin—
3’,5’—cyklicky monofosfat.

Dosavadni strukturni data fosfoinositolglykanové sloudeniny podle pfedloZeného vynilezu
predpokladaji fosfoinositol s glykanovym podilem, obsahujicim galaktozu, glukézamin a
mandzu, ktery je pres fosforylethanolaminovy zbytek vazén amidovou vazbou na karboxylovém
konci peptidu. Tento se opét nachazi uvnité kovalentn& vézaného glykolipidu, slouziciho jako
vyménna skupina membrany, o podobné struktufe jako u plazmovych membrénovych proteini
vyssich eukaryontd (Roberts a kol.,, J. Biol. Chem,, 263, (1983), 18776-18784). Glykanovy
zbytek obsahuje glukézamin, galaktézu, manézu a alespofi dva fosfatové zbytky na mol. Peptid
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obsahuje sekvenci —Aan-Cys-Tyr— a je spojen s karboxylovym koncem kyseliny asparagové
pies amidovou vazbu na aminoskuping fosfoinositolového glykanu. Fosfoinositolglykanovy podil
Je potfebny pro aktivitu. Peptid zesiluje G&inek podobny inzulinu. Déle se ukazalo, 7e w¢inek
podobny inzulinu nevykazuje pouze uplny fosfoinositolglykanovy peptid, ale také dil¢i struktury.
Utinek podobny inzulinu vykazuji napriklad také zkracené peptidové sekvence, které jsou vizané
na fosfoinositolglykan, nebo pouze fosfoinositolglykan bez peptidu.

Vhodné fyziologicky pfijatelné soli fosfoinositolglykanového peptidu podle predloZeného
vynalezu jsou naptiklad soli s alkalickymi kovy, kovy alkalickych zemin nebo amonné, jakoz
i soli s fyziologicky pfijatelnymi organickymi amonnymi nebo trimethylaminovymi bazemi.

Vyroba fosfoinositolglykanovych sloutenin podle predloZeného vynélezu probih4 naptiklad tak,
Zese

a) pouZiji organismy, obsahujici adenosin—3 ,5"—cyklicky monofosfat-vazebny protein,
b) izoluje se adenosin-3",5'~cyklicky monofosfat-vazebny protein,

c) proteinovy podil adenosin—3 '—5'~cyklicky monofosfat-vazebného proteinu se odstépi Gplné
nebo s vyjimkou terminalniho asparaginu nebo s vyjimkou terminalniho tripeptidu Asn—
Cys—Tyr a vznikla glykosylfosfatidyl-inositolova slou&enina se popfipadé Cisti,

d) zproduktu, ziskaného ve stupni c) se odst&pi monoacylglycerol nebo diacylglycerol a

e) fosfoinositolglykanové slougenina, ziskana ve stupni d), se izoluje a popfipadé se pievede na
odpovidajici fyziologicky pfijatelné soli.

Adenosin-3’,5—cyklicky monofosfat-vazebny protein se muZe ziskat zriznych organismil,
napiiklad z mikroorganismi, rostlin, hub nebo zvitecich organii. Vhodné jsou naptiklad také
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, obzvlaits DSM 6649,

Vyroba adenosin-3’,5 —cyklicky monofosfat-vazebného proteinu ze Saccharomyces cerevisiae se
provadi fermentaci v Zivném roztoku, ktery obsahuje zdroj uhliku a dusiku, jakoz i b&né
anorganické soli. Vazebny protein se vyhodné hromadi v plazmovych membranach kvasinek.

Pfi pracovnim stupni a) se nejlépe postupuje nasledujicim zpiisobem. Tvorba adenosin-3°,5'-
cyklicky monofosfat-vazebného proteinu v Saccharomyces cerevisiae pobiha dobte za b&mych
kultivagnich podminek pro Saccharomyces cerevisiae. Kultivace probiha aerobns, tedy napfiklad
submersné za tfepani nebo michani, v tfepacich batikich nebo ve fermentorech, popfipadé za
pfivodu vzduchu nebo kysliku. MiZe se pracovat pti teplot€ v rozmezi 18 az 35 °C, vyhodné pii
25 az 30 °C, obzvlaste pfi 28 az 30 °C. Rozmezi hodnoty pH by mg&lo byt mezi 2 a 8, vyhodng
mezi 3 a 7. Kultivace kvasinek za téchto podminek probiha vSeobecné aZ do koncentrace asi
10" bunék/m] Zivného roztoku.

PHi pracovnim stupni b) se postupuje nejlépe tak, e se butiky kvasinek pro izolaci cAMP—
vazebného proteinu oddéli od Zivného média a promyji se pufrem. Izolace se provadi naptiklad
postupem, popsanym Miillerem a Bandlowem (Biochemistry, 28, (1989), 9957-9967).K tomu se
buiiky kvasinek enzymaticky (zymolyasa) pfeméni na spheroplasty a v homogenizitoru se za
pitomnosti inhibitort protedz za chladu (pi teploté vrozmezi 0 aZ 4 °C) rozmélni. Lyzat
kvasinek se centrifuguje a bun&&na sraZenina se promyje pufrem a znovu centrifuguje. Kapaliny
nad sedlinou se spoji a &isti se v gradientu XPercollu (28 % Percollu) a sacharézy (15 az 18 %
sachar6zy). Pomoci téchto centrifuga¢nich krokdi se od sebe oddéli cytoplazma, plazmové
membréany, mikrozomy a mitochondrie.
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Z frakce plazmovych membran se adenosin—3",5"—cyklicky monofosfat-vazebny protein vaze
napfiklad na sloupci N°—(2—-aminoethyl}-cAMP-sepharosy a vazebny protein se ze sloupce
eluuje a odsoli.

PHi pracovnim stupni c) se nejlépe postupuje tak, Ze se proteinovy podil adenosin-3",5"—cyklicky
monofosfit-vazebného proteinu enzymaticky od$tépi. Pro enzymatické $tepeni se pouZivaji
naptiklad protedzy, jako je pronasa, endoprotedza Lys-C (Lysobacter enzymogenez) nebo V8
protedza (Staphylococcus aureus). Tim se dosdhne odbourani proteinového podilu. Pomoci
proteazy V8 se ziska glykosyl-fosfatidylinositol s peptidovou sekvenci Asn-Cys-Tyr; inkubace
s protedzou pronasou poskytuje glykosyl-fosfatidylinositolovou sloudeninu, u které peptidovy
podil sestava pouze z aminokyseliny Asn.

Protedza se vysrazi napfiklad kyselinami, jako je kyselina trichloroctova. Glykosyl—fosfatidy-
linositolové peptidy se od proteaz oddéli centrifugaci, koncentruji se na sloupci fenylsepharosy
a &isti se pomoci chromatografie na tenké vrstve.

Pti pracovnim stupni d) se postupuje nejlépe tak, Ze se monoacylglycerinovy nebo diacyl-
glycerinovy zbytek, vézany na glykosyl-fosfatidylinositolové sloudening, enzymaticky odstépi
a tim se uvolni fosfoinositolglykanova slouenina. Pro enzymatické $t€peni se pouZiji napiiklad
fosfolipazy, jako je fosfatidylinositol specificka fosfolipiza C (Bacillus cereus). Tim se dosahne
od¥t&peni monoacylglycerinového nebo diacylglycerinového esteru, ktery je vazan na
Myo—inositol pres fosfatovou skupinu. Zbytek obsahujici glycerol, se zpracovanim proteazami
v pracovnim stupni c) neodstépi. Pracovni stupné c) a d) se mohou provadét také v obraceném
pofadi.

Enzymatické reakce v pracovnich stupnich ¢) a d) se provadéji za podminek, které jsou pro
enzymatické reakce vhodné. Na zaklad® zndmych reakénich podminek pro uvedené enzymy neni
pro odborniky t&Zké zjistit optimalni reakéni podminky.

P¥i pracovnim stupni €) se postupuje nejlépe tak, Ze se fosfolipazy vysrazeji pomoci kyselin, jako
je naptiklad kyselina trichloroctové. Posfoinositolglykanové sloucenina se od fosfolipazy oddéli
centrifugaci, &isti se na sloupci Biogelu P—4 a koncentruje se pomoci elektroforézy na tenké
VIstve.

Fosfoinositolglykanové sloueniny podle predlozeného vynalezu a jejich fyziologicky pfijatelné
soli slouzi v prvni fad& jako u¢inné latky pro farmaceutické ptipravky pro aplikaci pfi diabetes
melitus nebo pii diabetes nezavislé na inzulinu.

Predmétem predlozeného vynalezu jsou tedy také 1éCiva, obsahujici @Cinné mnozstvi
fosfoinositolglykanové slouteniny a/nebo alespoii jednu z jejich fyziologicky piijatelnych soli
v rozpusténé, amorfni a/nebo krystalické formé.

Létiva jsou vyhodng roztoky nebo suspenze pro injekéni Gcely shodnotou pH 3,0 az 9,0,
vyhodng 5,0 aZ 8,5, které obsahuji vhodné izotonické €inidlo, vhodny konservatni prostfedek a
popfipadé vhodny puft, jakoZ i popFipadé také depotprincip, ve pfirodni ve sterilnim vodném
roztoku nebo suspensi. Zbytek soud4sti pfipravku kromé G¢inné latky tvori nosic.

Vhodn4 izotonické &inidla jsou napfiklad glycerol, glukdza, manit chlorid sodny a slou¢eniny
vapniku nebo hoi¢iku, jako je naptiklad chlorid vépenaty nebo chlorid hofecnaty.

Jako vhodné konservaéni prostredky je moZno uvést napriklad fenol, m-kresol, benzylalkohol
a/nebo estery kyseliny p-hydroxybenzoové.

Jako pufrovaci substance, obzvlasté pro nastaveni hodnoty pH na rozmezi asi 5,0 az 8,5 se
mohou pouzit napfiklad octan sodny, citrat sodny nebo fosforecnan sodny. Jinak jsou pro
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nastaveni hodnoty pH také vhodné fyziologicky neskodné zfed&né kyseliny (typickym piikladem
Je kyselina chlorovodikov4), popfipadg louhy (typickym ptikladem je hydroxid sodny).

Za ugelem variace profilu G&inku 1é¢iv podle predloZeného vynalezu je mozno pfimisit také
modifikované (viz EP-B 132 769 a EP-B 132 770) a/nebo nemodifikované inzuliny, napftiklad
hovézi, vepfovy nebo lidsky inzulin, obzvlasts lidsky inzulin.

Létiva se vyrobi tak, Ze se fosfoinositolglykanovy peptid a/nebo alespoil jedna zjeho
fyziologicky pfijatelnych soli, popfipadé spole&ng s modifikovanymi a/nebo nemodifikovanymi
inzuliny nebo derivaty inzulinu, s fyziologicky neskodnymi nosi¢i a poptipadé s vhodnymi
pfidavnymi a pomocnymi latkami, prevede na vhodnou aplika&ni formu.

Priklady provedeni vynalezu

PredloZeny vynélez je blize objasnén pomoci nésledujicich pfikladi provedeni.

Priklad 1
Fermentace Saccharomyces cerevisiae DSM 6649

Saccharomyces cerevisiae DSM 6649 se kultivuje aerobn& ve fermentoru. V jednom litru vody
Jsou obsazeny nasledujici soudasti:

kvasni¢ny extrakt 3g

glukéza lg

dihydrogenfosfore¢nan draselny g

chlorid amonny 1g

chlorid vapenaty dihydrét 0,5g

chlorid sodny 0,5g

siran hofe¢naty hydrat 0,6¢g

chlorid Zelezity 0,3 ml 1% vodného roztoku
kyselina mlé&na 22 ml 90% roztoku.

Hodnota pH roztoku se nastavi na 5,5. Aerace se provadi vzduchem v mnoZstvi 1 1/1 objemu
fermentoru. Buiiky se péstuji az do dosa¥eni koncentrace 1x10" bundk/ml kultivaéniho média;
vytézek &ini asi 3 g vihké hmoty na jeden litr kultivagniho roztoku. Buriky se odd&li centrifugaci
(5 minut 3000 x g) a promyji se fosfatovym pufrem pH 6.

Priklad 2
Izolace cAMP—-vazného proteinu

Buiiky z ptikladu 2 se preméni enzymaticky (Zymolase, 2000, Seikagaku Kogyolo, Tokio) na
sféroplasty a pfi teploté 0 °C se rozméIni ve sklengném homogenizatoru (Arthur H. Thomas and
Co.). Nasledujici izoladni kroky probihaji za pfitomnosti inhibitorti protesz (fenylmethan-
sulfonylfluorid /PMSF/, leupeptin, aprotinin, alfa,-makroglobulin, trypsin—inhibitor; Boehringer
Mannheim). Buné&¥ny lyzit se centrifuguje (1000 x g, 3 minuty, 4 °C), buné&ny sediment se
promyje SEM—pufrem (0,25 M sacharéza, 0,5 mM kyselina ethylendiamintetraoctové /EDTA/,
20 mM kyselina 3~/N-morfolino/~propansulfonova (MOPS)KOH, pH 7,4) a znovu se
centrifuguje. Kapaliny nad sedlinami se spoji a centrifuguji se v *Percoll~gradientu (Pharmacia,
Freiburg; 28 % Percoll, SEM-puft, 0,5 mg proteinu/ml) (18 000 x g, 15 minut, 4 °C). V tomto
gradientu se od sebe oddgli cytoplazma, plazmové membrany, mikrozomy a mitochondrie.
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Plazmové membrany flotuji v horni tfetiné gradientu. Vyjmou se z gradientu pomoci stficky,
zfedi se p&tinasobnym objemem SEM-pufru a centrifuguji se (48 000 x g, 30 minut, 4 °C).

Sediment se suspenduje v MOPS—pufru (5 mg proteinu/ml) a v ultrazvukové lazni se pii teploté
4°C inkubuje po dobu 60 minut s N—/*H/acetyl-concanvalinem A (Amersham Buchler,
Braunschweig; 1 mg proteinu s 55 pCi, v 500 pl MOPS—pufru /Boehringer Mannheim), 20 mM,
pH 7.4, 0,5 mM EDTA, 50 mM KCl, 5 mM CaCl,, 200 pg hovéziho sérového albuminu; Behring
Werke, Marburg). Vazba Concavalinu A slouZi jako marker. Suspense se pipetuji na gradienty
sacharézy (15 a% 28 % sacharézy v MOPS—pufiu) a centrifuguji se (25 000 otaek za minutu,
90 minut, 4 °C, Beckmann SW 27 Rotor). Sacharézové gradienty se frakcionuji a radioaktivni
frakce (asi 23 % sachardzy) se spoji, tfikrat se zfedi MOPS—pufrem (50 mM Concavalinu A;
Sigma Deinsenhofen, 250 mM KCI) a centrifuguji se (200 000 x g, 60 minut, 4 °C, Beckman
TL~100-Rotor). Sediment se promyje SEM—pufrem (250 mM KCD), centrifuguje se a v SEM~-
pufru bez KCl se resuspenduje (2,5 mg proteinu/ml).

Asi 500 pg plazmového membranového proteinu se solubilizuje v pufru (25 mM MOPS/KOH,
pH 7,0, 150 mM NaCl, 4mM MgCl, 0,4 mM EGTA /kyseliny ethylenglykol-bis(beta—
aminoethylether)tetraoctové/, 0,5 mM DTT (dithiothreitol), 0,5 % desoxycholatu, 0,1 mM IBMX
/izobutylmethylxanthin/, 0,1 mM PMSF, 50 pM leupeptinu, 0,1 mM aprotininu (2 mg/mV/).
Roztok se nanese na sloupec 2 ml N°—(2—-aminoethyl}-cAMP-sepharosy (Pharmacia Freiburg)
pii teploté 4 °C, ktery byl eqilibovan stejnym pufrem. Sloupec se pétkrat promyje vzdy 2 ml
pufru (25 mM MOPS/KOH, pH 7,2, 100 mM Na—citraty, 5mM DTT, 5 mM MgCl,, 150 mM
NaCl, 250 mM sacharézy, 7,5 % ethylenglykolu /Merck, Darmstadt/, 10 % glycerinu, 1 mg/ml
hovéziho sérového albuminu, 1 mM IBMX).

Eluuje se pfi teploté 4 °C 2 ml stejného pufru, ktery obsahuje je§t& 100 pm cAMP. Prvnich
250 pl eludtu se po centrifugaci odsoli na sloupci 1 ml sephadexu G-25, ktery byl equlibrovan
pufrem (25 mM MOPS/KOH, pH 7,0, 50 mM KCl, 5 mM MgCl,, 10 mM DTT, 50 pM EDTA,
50 um PMSF, 0,1 % desoxycholatu, 5 % glycerinu. Odsoleny materiél se inkubuje se stejnym
objemem 8% polyethylenglykolu 4000 (Pharmacia, Freiburg) v pufru (10 mM MOPS/KOH, pH
7,2, 1 mM EDTA) po dobu 30 minut pfi teploté 4 °C. Po patnéctiminutové centrifugaci. se
sediment rozpusti v pufru (20 mM MOPS/KOH, pH 7.2, 1 mM EDTA, 100 uM PMSF, 0,5 %
desoxycholatu) (2 mg proteinu/ml).

Priklad 3
Vyroba fosfoglykanovych peptidi

a) Traveni s pronasou (Streptomyces griseus; Boehringer Mannheim):

100 pg cAMP—-vazebného proteinu se inkubuje po dobu 10 hodin pfi teplotd 50 °C v 1 ml 0,1M

kyseliny N—-2-hydroxyethylpiprazin-N—2—ethansulfonové (HEPESYKOH (pH 8,0), 15mM
CaCl,, 1% tritin X—1000 (Boehringer Mannheim) se 450 pg/ml pronasy. Po pfidavku 1 % SDS
(natriumdodecylsulfit) inkubace pokracuje s druhym alikvotnim podilem pronasy po dobu
7 hodin pfi teploté 50 °C. Automatizované Edmannovo odbouravéni ukazuje, Ze odbouravani
pomoci pronasy vede k fosfoinositolglykanu s amidicky vdzanym asparaginem na aminovém
konci ethanolaminu.

Takto ziskany fosfoinositolglykanovy peptid je v nésledujicim oznadovan jako PIG-N.

b) Traveni s endoprotenazou Glu—C, EC 3.4.21.19, (V8 Protedza) (Staphylococcus aureus;
Boehringer Mannheim):
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100 pg cAMP-vazebného proteinu se inkubuje po dobu 18 hodin pfi teploté 37 °C v 1 ml 20 mM
uhli¢itanu amonného (pH 7,8), 0,5% oktylglukézidu (Boehringer Mannheim) se 300 pg
V8 protedzy. Automatické Edmannovo odbouravani ukazuje, Ze traveni V8 protedzou vede
k fosfoinositolglykanu s peptidem Asn—Cys—Tyr. Aminokyselina kyselina asparagova je vazéna
na fosfoinositolglykan karboxylovym koncem.

Ziskany fosfoinositolglykan s tripeptidem Asn—Cys-Tyr je vnasledujicim oznalovan jako
PIG-NCY.

¢) Tréveni endoprotedzou lys—C (Lysobacter enzymogenez; Boehringer Mannheim):

100 pg cAMP-vazebného proteinu se inkubuje po dobu 18 hodin pii teplot€ 37 °C v 0,5 ml
50 mM (NH,),CO; (pH 8,2), 0,5 % oktylglukézidu s 55 ug endoproteazy Lys—C.

Automatické Edmannovo odbourdvani ukazuje, Ze endoprotedza Lys—C vede k fosfoinositol-

glykanu s peptidem Asn-Cys-Tyr-Glu. Vazba peptidu na fosfoinositolglykan probiha pies
karboxylovy konec asparaginu.

Ziskana slougenina je v nasledujicim oznagovana jako PIG-NCYE.
d) Odstran&ni karboxy—koncové aminokyseliny:

Pronasou natrdveny cAMP-vazebny protein (viz a)) se podrobi manuelnimu Emannovu

odbourdvéni. Vznikly fosfoinositolglykan bez aminokyseliny se v nasledujicim oznaduje jako
PIG.

Po proteolytickém 3tépeni se proteazy odstrani precipitaci s 5% kyselinou trichloroctovou (TCA).
Po centrifugaci (15 minut, 10 000 x g) se fosfoinositolglykan—peptidové . derivaty, obsaZené
v kapaling nad sedlinou, jakoZ i fosfoinositolglykany z Edmannova odbouravéni koncentruji
vazbou na sloupci fenylsepharosy a &isti se. Po eluci 2% oktylfenol(ethylenglykoletherem)
(TX-1000) se posfoinositolglykan—peptidové derivaty &isti pomoci chromatografie na tenké
vistvé za pomoci dvou riiznych rozpoudtédlovych systémid. Po prvnim prubéhu v kyselém
systému (chloroform/aceton/methylalkohol/ledova kyselina octova/voda 10 :4:2:2: 1) se
fosfoinositolglykanové peptidy eluuji v blizkosti nanaSeciho mista na silikagelové destiéce
(typ 60) methylalkoholem a potom se rechromatografuje ve druhém stupni v bazickém systému
(chloroform/methylalkohol/amoniak/voda 45 : 45 : 3,5 : 10). Fosfoinositolglykan—peptidové deri-
vaty se znovu z desti¢ky eluuji (R; = 0,45) a extrahuji se smési chloroformu a methylalkoholu

(2:1). Organické féze se promyje a evaporuje a material se suspenduje ve fosfitovém pufru
s 0,5 % TX-100.

e) Fosfoinositolglykany nebo fosfoinositolglykanové peptidy, ziskané podle postupu a) az d),
se inkubuji s 10 jednotkami fosfatidylinositol-specifické fosfolipazy C, EC 3.1.1.5, (Bacillus
cereus; Sigma, Deisenhofen) v 0,2ml 0,2 M fosfore¢nanu draselného (pH 7,2), 2mM DTT,
10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 0,05 % TX-100 po dobu 2 hodin pfi teplots 37 °C. Po pfidavku
10 mM EDTA se Stépné produkty navzijem oddéli pomoci chromatografie na tenké vrstvé
v bazickém rozpoustédlovém systému (viz d)). Material se v bezprostfedni blizkosti nanaseciho
mista zdesticky eluuje a smisi se s 2% poly(ethylenglykol)s~-mono—(oktylfenyletherem
(TX-114). Zahtitim a centrifugaci se zahaji déleni fézi. Vodna fize se koncentruje
v koncentratoru Speedvac.

f) Pro standardizovani fosfoglykanovych peptidii se dusik volného glukézaminu materidlu
ziskaného ve stupnich a) aZ d) prevede permethylaci na radioaktivng znaleny trimethylamoniovy
kation. K tomu se vzorek ve vakuu vysui a smisi se se 100 pl dimethylsufoxidu. Po zpracovéani
ultrazvukem (1 minuta) se pfida 10 mg hydroxidu sodného a 40 pl ('**J/methyljodidu (0,2 pCi;
NEN-Dupont, Dreieich). Po michani po dobu 45 minut pti teploté 25 °C se rozpoustédlo ve
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Speedvacu odstrani a pfida se 400 ul vody. Vzorek se tfikrat promyje chloroformem
a chloroformové extrakty se tfikrat promyji vodou Chloroform se pod dusikem odstrani.
Permethylace probihd v $irokém koncentradnim rozmezi linedrng a kvantitativng. V testech na
ucinek podobny inzulinu se pouzivaji ekvivalentni objemy (stejné hodnoty dpm) fosfoinositol-
glykanovych peptidi (1-100 ,.arbitary units®).

g) Inkubace materidlu, ziskaného ve stupnich a) aZz d) s kyselinou dusitou vede ke St&peni
fosfonositolglykanu.

Priklad 4
Strukturni znaky fosfoinositolglykanovych peptidii

a) Buiiky kvasinek se nechaly nasknout, jak je uvedeno v piikladé 1, za pfitomnosti
radioaktivng znagenych substanci (firma NEN-Dupont, Dreieich):

kyselina stearova
myo—inositol
ethanolamin
glukézamin nebo
manoza.

Celkova plazmovd membrénova frakce nebo cAMP-protein, vy&istény pomoci afinitni
chromatografie (viz ptiklad 2) se podrobi SDS—polyakrylamidové gelové elektroforéze. Zbarveni
komponent pomoci Coomassie blue nebo autoradiografii ukazuje, Ze viechny vyse uvedené
komponenty (radioaktivni) se do fosfoinositolglykanového peptidu zabudovévaji.

b) ngfoinositolglykanovy peptid, ziskany podle ptikladu 3a), se chemicky a enzymaticky dale
$tépi. Stépné produkty se analyzuji pomoci chromatografie na tenké vrstvé a méfenim rozdéleni
radioaktivity (H/kyselina stearova a /™C/myo—inositol).

Zbyla radioaktivng znatena struktura se z destitky eluuje a podrobi se pfiSti Stépné reakei. Ze
struktury, vzniklé pronasovym travenim, se deaminaci pomoci kyseliny dusité uvolni fosfatidy-
linositol (PI). Tento se pfeméni pomoci fosfolipasy D na kyselinu fosfatidylovou nebo pomoci
fosfolipasy C na diacylglycerol. Pfi tom se znateni myo—inositolem ztrati, radioaktivni znaceni
kyselinou stearovou viak zistane zachovéno. Fosfatidylovd kyselina se potom ptevede
acetolysou na diglyceridacetat. Z této struktury se stejn& jako z diacylglycerolu konetn€ uvolni
alkalickou hydrolysou kyselina stearova.

c) Struktura, ziskana podle ptikladu 3a) aZ 3e), se ususi, zpracuje se fluorovodikem (60% ve
vodg, 16 hodin, 0 °C) a ziskané oligosacharidy se hydrolysuji pomoci 2M kyseliny trifluoroctové
(4 hodiny, 100 °C). Potom se reakéni roztok vysusi a piitomny cukr se redukuje (1% NaBHj,
v0,] M hydroxidu amonném, 1 hodina, 37°C) a nakonec se acetyluje (smés pyridinu
a anhydridu kyseliny octové 1:1, 1 hodina, 60 °C). Chromatografie se provadi na plynovém
chromatografu firmy Packard, model 428; sloupec 100/120 Supelcoport (Supleco, Bellefonte,
USA) pii teplot& 60 °C. Ziska se nasledujici kvalitativni sloZeni:

mandza
galaktdza
myo—inositol
glukézamin.

d) Struktura, ziskana podle piikladu 3a) a% 3e) se stejné, jako je popsano v odstavci c),
hydrolysuje fluorovodikem (60 °C ve vodg&) a 4M kyselinou chlorovodikovou po dobu 16 hodin
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pfi teploté 100 °C. Po rozd&leni na analyzatoru aminokyselin (Biotronic, LC 6001) se ziskaji
nasledujici soudasti:

kyselina asparagova
NH;

ethanolamin
glukézamin

S ohledem na podminky hydrolysy, pomér kyseliny asparagoﬂzé, JakoZ i na vysledky podle
prikladu 3a), je v nativnim fosfonositolgkylanovém peptidu danou aminokyselinou asparagin.

Priklad 5

Biologické aktivita fosfoinositolgkylanovych peptidi podle predloZeného vynalezu (PGP) byla
zjiSfovana za pouZiti preparativné izolovanych tukovych bunék a kouski diafragmy z krys.

Vyraz ,PIG* znagi fosfoinositolglykan bez peptidu, ziskany podle pfikladu 3d) a 3e); vyraz
»PIG-N“ znati fosfoinositolglykan s asparaginem, ziskany podle pfikladu 3a) a 3e); vyraz
»PIG-NCY* zna¢i fosfoinositolglykan s peptidem Asn-Cys-Tyr, ziskany podle ptikladu 3b)
a3e); vyraz ,PIG-NCYE“ znadi fosfoinositolgkylan s peptidem Asn-Cys-Tyr-Glu, ziskany
podle pfikladu 3c) a 3e); vyraz , PIG-NCY (na)“ znaci material ziskany podle ptikladu 3b) a 3e),
ktery byl rozitpen kyselinou dusitou (viz pfiklad 3g)). Vyraz ,basalni* zna&i aktivitu bez
stimulace, ,,inzulin® znagi lidsky inzulin a »dpm* znaéi radioaktivni rozpady za minutu.

Preparace tukovych bunék z krys se provadi nasledujicim zpiisobem:

Tukové tkafi zokoli varlat (krysy Wistar, 160180 g Zadné omezeni krmiva) se natravi
kollagenésou a vzniklé uvolnéné buiiky se flotaci nékolikrat promyji.

Preparace kouski diafragmy se provadi nésledujicim zpisobem:

Z n&kolikrdt promyté hemi-diafragmy (krysy Wistar, 60-70 g, Zadné omezeni krmiva) se
nafezou malé kousky tkéné (5 mm priimér).

Pro inaktivaci inzulinového receptoru tukovych bungk krys se butiky zpracuji 10 az 40 pg/ml
trypsinu. Po pfidavku inhibitoru proteaz se buiiky dvakrat flotaci promyji a inkubace pokracuje
15 minut pfi teplot& 37 °C. Tyto buiiky se potom pouZiji pro test na stimulaci lipogeneze
fosfoinositolglykanovymi peptidy. Kontrolni inkubace s inzulinem ukézala, Ze trypsinem
zpracované buiiky maji pouze velmi nepatrnou inzulinem stimulovatelnou lipogenezi a tedy
pouze spravn€ ohraniCeny poget funkénich inzulinovych receptord.

Pro inaktivaci inzulinového receptoru v krysi diafragmé se &asti tkané inkubuji za stilého
zavadéni kysliku vKHR pufru (0,1 mM glukézy v pfitomnosti 50 pg/ml forbolesteru tetra-
dekanoylforbolacetitu) po dobu 90 minut pii teplot€ 25 °C. Potom se kousky tkané dvakrat
promyji KRH pufrem a pouZiji se pro odpovidajici testy.

V nasledujicich pokusech jsou vysledky pokust, které byly docileny s butikami nebo tkanémi,
vnichz byly inzulinové receptory inaktivovany, vZdy uvedeny v zavorkich. V Zadném
z nasledujicich testii nevykazoval PIG-NCYE ti¢inek.
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a) Glykogeneze

Tento test zjistuje inzulinem stimulovatelnou syntézu glykogenu ve svalovych butikach, kterd
zahrnuje transport glukézy pres plazmové membrany a pfeménu glukézy na glykogen, jakoz
i inzulinovou signalni pfenaseci kaskadu.

Kousky diafragmy se inkubuji v KRH-pufru s 50 pM D—/U-"*C/glukézy v pFitomnosti nebo
nepfitomnosti inzulinu a PGB po dobu 15 minut pfi teplot¢ 37 °C. Po odséti média se kousky
tkané intensivng promyji, zmrazi se pfi teploté ~70 °C a potom se homogenizuji pfi teploté 2 °C
v polytronovém homogenizitoru. Ziskany homogenizat se centrifuguje (2000 g) a kapalina se
pipetuje na filtra¥ni papir. Pro zjiSténi vytvofeného glykogenu se filtr pfevede do TCA (5%),
promyje se ethylealkoholem a acetonem, vysusi se a stanovuje se radioaktivita scintilaénim
méfenim (/**C/glykogen/dmp*1 0>)).

Jednotky pro fosfoinositolglykované peptidy jsou ,,arbitary units“, definované v prikladu 3f).

Vysledky testu jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Glykogeneze (dpm . 107%)

basal Inzulin PIG PIG-N | PIG-NCY |PIG-NCY (na
3,3(3,4)
10 nM 8,4(4,1)
1 3.2(3,1)
5 3,6(3,5)
25 , 4,4(3.,9)
100
1 3,02,5)
10 42(3,8)
100 6,7(6,2)
1 3,2(2,7)
5 4,3(4,3)
25 6,5(5,8)
100 8,0(7,1)
1 3,02,5)
10 3,2(2,9)
100 3,6(3,4)

b) Syntéza glykogenu

Tento test stanovuje inzulinem stimulovatelnou pfeménu aktivované glukézy (UDP-glukéza) na
glykogen (glykogensyntetazovéa aktivita), zahrnujici funk&ni inzulinovou signalni pfenaSeci
kaskadu. Transport glukézy a aktivace glukozy byly pominuty (na rozdil od méfeni syntézy
glykogenu podle odst. a)).

Kousky diafragmy se inkubuji s D-glukézou (0,1 mM) za pfitomnosti nebo nepfitomnosti
inzulinu a PGB po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C. Pfipravi se homogenét a tento se centrifuguje
(20000 x g). Kapalina se potom inkubuje s U-/"C/UDP-glukézou (0,3 mM) za pfitomnosti bud’
0,1 mM nebo 10 mM glukézo—6—fosfatu po dobu 60 minut pfi teplot& 37 °C. Smési se transferuji
na filtra¢ni papir a tento se zpracuje jak je uvedeno vyse. Glykogensyntetazova aktivita se po€ita
jako frakcionalni rychlost mezi I-formou enzymu (nezavisly na glukdzo—6-fosfatu,
defosforylovany, odpovidd mnoZzstvi aktivniho enzymu v homogenatu) a D-formou enzymu
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(zavisly na glukézo-6-fosforylovany, odpovida celkovému mnoZstvi aktivovatelného enzymu
v homogenatu) (/'"*C/glykogen/dpm*107%/).

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2

Tabulka 2 Glykogensyntetéza (dpm . 107%)

basal Inzulin PIG PIG-N | PIG-NCY [PIG-NCY (na)
4,4(3,5)
10 nM 10,1(6,0
1 3,93.,5)
5 4,8(3,8)
25 5,7(4,5)
100 6,7(6,0)
1 3,93,5)
10 5,7(5,0)
100 7,2(6,2)
1 3,83,4)
5 5,7(5,1)
25 7,2(6,4)
100 8,8(8,1)
1 3.2(3,0)
10 4,03,5)
100 4,5(4,0)

c) Lipogeneze

Pomoci tohoto testu se zjistuje inzulin—stimulovatelna pfeména glukézy na produkty rozpustné
v toluenu (triglyceridy, fosfolipidy, mastné kyseliny), ktera vyZaduje transport glukézy a syntézu
triglyceridi (fosfolipidii) mastnych kyselin (glycerin—3-P—syntéza, esterifikace) za zahrnuti
inzulinové signaliza¢ni prenaSeci kaskady.

Krysi tukové buiiky se inkubuji v KRH-pufru s D/3-’H/glukézou (0,2 mM nebo 1 mM koneéné
koncentrace) za ptitomnosti nebo za nepfitomnosti inzulinu a PGP po dobu 90 minut pii teploté
37 °C. Ptidavkem v toluenu rozpustného scintilaéniho kokteilu se buiiky oteviou a lipidy se
oddéli od ve vod& rozpustnych produkti a inkuba&niho média. Po rozdéleni fazi se radioaktivita,

inkorporovana do lipidi stanovuje pfimo scintilaénim mé&fenim bez odstrafiovani vodné faze
("H/lipid/dpm*107/).

Vysledky testu jsou uvedeny v nésledujici tabulce 3.

-10 -
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Tabulka 3 Lipogeneze (dpm* 107)

basal Inzulin PIG PIG-N PIG-NCY |PIG-NCY (na)
1,0(1,0)
10 nM 11,2(1,9)
1 1,0(0,9)

5 2,1(1,5)
25 3,1(3,0)
100 4,2(3,5)
1 1,0(1,2)
10 3,5(3,3)
100 5,4(4,8)
1 1,0(0,9)

5 3,5(3,0)
25 5,5(5,2)
100 6,8(5,9)
1 1,0(0,9)
10 1,0(1,5)

100 2,1(2,5)

d) Vlastni aktivita transportu glukozy.

Izolovana plazmova membranové vezikula se ziskaji z krysich tukovych bunék (viz pfiklad 5),
piiemZ se tukové buitky dvakrat promyji v homogenizatnim pufru (20 mM trihydroxyamino-
methanu (Tris)(HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,25 m sacharfzy) a potom se pri teploté 4 °C
homogenizuji ve 20 ml stejného pufr (sklenény homogenizator s teflonovymi tlouky).

Homogenizét se centrifuguje (16000 x g, 15 minut), sediment se suspenduje ve stejném pufru
a znovu se centrifuguje. Sediment se suspenduje v 5 ml homogeniza&niho pufru a navrstvi se na
sacharézovou vrstvu (1,12 M sacharézy, 20 mM Tris/HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA). Po centrifugaci
(100 000 x g, 70 minut) se interni fize s plazmovymi membranovymi vezikuly pomoci hrotu
odebere, zfedi se 45 ml pufru a znovu se centrifuguje (48 000 x g, 45 minut). Sediment se
suspenduje v 10 ml pufru, znovu se centrifuguje a nakonec se znovu suspenduje ve 3 ml pufru.

Izolovanid plazmova membranova vezikula se inkubuji za pfitomnosti nebo nepfitomnosti
inzulinu nebo PGB po dobu 30 minut pfi teploté 25 °C. Potom se vezikula inkubuji s 50 uM
D—(3-*H)-glukézy a L(1-*C)-glukézy stejné specifické radioaktivity po dobu 90 sekund pfi
teploté 25 °C. Smési se potom rychle odsaji pfes nitroceluldzovy filtr. Filtr se dokonale promyje
a vysusi. Jeho radioaktivita se zjistuje pomoci kapalinového scintila¢niho méfeni. Specificky
transport (D—/"H/glukéza [L~"Clglukéza /dpm*107/) se pogita jako diference mezi PH/-
a /*C/- radioaktivitou.

Vysledky testu jsou uvedeny v nasledujici tabulce 4.

-11-
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Tabulka 4 Vlastni transport glukézy

basal Inzulin PIG PIG-N [ PIG-NCY [PIG-NCY (na)
2,402,6)
10 nM 2,5(2,3)
1 2,3(2,5)
5 | 2,9(2,7)
25 2,7(2,7)
100 2,93,3)
1 2,7(2,6)
10 3,5(3,7)
100 4,03,8)
1 2,3(2,7)
5 3,5(3,7)
25 4,7(4,6)
100 6,9(5,8)
1 2,5(2,3)
10 2,6(2,7)
100 2,7(3,0)

e) Syntéza proteinti

Na rozdil od pfedchozich stanoveni, méfenych metabolickymi ginky inzulinu, patii stimulace

syntézy proteini k dlouhodobym G&inkiim inzulinu (jako ristovy hormon). Zkougka zahrnuje
inzulinovou signalni kaskidu.

Krysi tukové buitky se inkubuji v Dulbeccové modifikovaném esencidlnim médiu (DMEM),
ochuzeném o leucin, v primarni kultute s 50 pM L-/*H/-leucinu za pfitomnosti inzulinu a PGP
po dobu 4 hodin pfi teploté 37 °C. Buiiky se oddli pomoci techniky olejové centrifugace od
okolniho média a smisi se se scintila¢nim médiem kompatibilnim s vodou. Po centrifugaci se
sraZenina proteini promyje acetonem, suspenduje se v 1% SDS a smisi se se scintiladnim
konteilem. Radioaktivita asociovana bufikami, zji$t&na scintilaénim mé&tenim, sloui jako mira
proteosyntézy a transportu aminokyselin pres plazmové membrény (/*H/leucin /dpm*107).

Vysledky testu jsou uvedeny v nasledujici tabulce 5.

-12-
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Tabulka 5 Syntéza proteinti

basal Inzulin PIG PIG-N | PIG-NCY [PIG-NCY (na
3,5G3,4)
10 nM 10,1(4,0)
1 3,5(3,3)
5 3,55(3,5)
25 4,0(3,5)
100 3,8(3,3)
1 3,4(3,3)
10 4,1(3,2)
100 5,3(4,2)
1 3,8(3,7)
5 4,4(4.2)
25 5,1(5,0)
100 6,9(5,8)
1 3,7(3,5)
10 3,8(3,7)
100 4,1(3,8)

PATENTOVE NAROKY
1. Fosfoinositolglykanova slougenina s iginkem podobnym inzulinu, obsahujici fosfoinositol-
glykan a ethanolamin a jeji fyziologicky prijatelné soli.

2. Fosfoinositolglykanova sloudenina podle naroku 1, obsahujici dodategn& asparagin nebo
tripeptid Asn—Cys-Tyr.

3. Fosfoinositolglykanova slou¢enina podle naroku 1, obsahujici alespoii jeden zbytek
glukézaminu, galaktézy, man6zy, myo—inositoly, kyseliny fosfore¢né a ethanolaminu a peptido-
vy zbytek se sekvenci Asn—-Cys-Tyr.

4. Fosfoinositolglykanova slougenina podle naroku 2, obsahujici asparagin.

5. Zpusob vyroby fosfoinositolglykanovych slou¢enin podle jednoho nebo n&kolika naroka 1
az4,vyznalujici se tim,Zese

a) pouziji organismy obsahujici adenosin-3",5'~cyklicky monofosfat-vazebny protein,

b) izoluje se adenosin-3’,5 —cyklicky monofosfat-vazebny protein,

¢) proteinovy podil adenosin-3",5"~cyklicky monofosfat—vazebného proteinu se odstépi uplné
nebo svyjimkou terminalniho asparaginu nebo s vyjimkou terminalniho tripeptidu
Asn-Cys-Tyr a vznikla glykosylfosfatidyl-inositolova sloucenina se popfipadé Cisti,

d) zproduktu, ziskaného ve stupni c) se odStépi monoacylglycerol nebo diacylglycerol a

e) fosfoinositolglykanova sloucenina, ziskana ve stupni d), se izoluje a popfipadé se pievede na
odpovidajici fyziologicky pfijatelné soli.

-13 -



10

15

20

CZ 290341 B6

6. Zplsob podle niroku 5, vyznaé&u jici se tim,Z se pouZiji buiiky kvasinek
a proteinovy podil se enzymaticky odstépi.

7. Zpisob podle naroku 5 nebo 6, vyzna&u jici se tim,Ze se pofadi pracovnich kroki
c) ad) vyméni.

8. Zpisob podle jednoho nebo n&kolika narokd 5 a¥ 7,vyznadujici se tim,ze se
pouZije Saccharomyces cerevisiae DSM 6649, endoprotedza Glu-C, EC 3.4.21.19 a/nebo
fosfolipaza C, LC 3.1.1.5.

9. Lé&ivo,vyznadujici se tim » Z¢ obsahuje i¢inné mnoZstvi fosfoinositolglykanové
slougeniny podle jednoho nebo nékolika narokii 1 a2 4.

10. Létivo podle naroku 9, vyznaé&u jici se tim,Ze dile obsahuje inzulin, vyhodné
hovézi, vepfovy nebo lidsky inzulin.

11. Pouziti fosfoinositolglykanové slou€eniny podle jednoho nebo n&kolika naroki 1 az 4 pro
vyrobu 1€€iv pro aplikaci pfi diabetes mellitus nebo pfi diabetes nezavislém na inzulinu.

Konec dokumentu
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