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Heterokarpin, protein, ktery vaZe lidsky GHRH

Oblast techniky

Predlofeny vyndlez se tykd proteinu, ktery vaiZe lidsky GHRH
(lidsky hormon uvoliujici réstovy hormen - human Growth

Hormone Releasing Hormone) .

Dosavadni stav techniky

Rastovy hormon (Growth Hormone - GH) je protein o 191
aminokyselinach, ktery stimuluje produkci Zady rastovych
faktortl, jake Jje inzulinu podobny ristovy faktor I
(Insulin-Like OGrowth Factor I - IGF-1) a spousti rust
velkého mnoistvi tkani (kostra, spojovaci tkane, svaly a
vnitfni organy). GH ma také fyziologické ulinky tim, e
zvy3uje syntézu nukleovych kyselin, proteini a lipolyzu za
snifovani vylucovani moci {(Frohman L. A. & Kineman, R. D.,
Handbook of Physiology, Hormonal Control of Growth, editori
Kostyo, J. L. a Goodman, H. M. (Oxford Univ. Press, New

York, 1999), str. 189-221).

syntéza GH je regulovana faktory s pozitivnim nebo
negativnim u&inkem, vylucovanymi Vv hypothalamu. Hlavni
faktor, ktery #idi produkci GH Je hormon, uvolnujici
ristovy hormon (Growth Hormone Releasing Hormone - GHRH),

coZ je u &lovéka peptid o 44 aminokyselinach.




GH a GHRH jsou ptitomny v mechanismu Zady onemocnéni. Mezi
nimi je mofno jmenovat zejména rakovinu (zejména rakovina

prostaty nebo plic), akromegalii, diabetické retinopatie a

nefropatie; u téchto patologiil je indikovana 1écba
vyuZivajici antagonisty GHRH. 7 db@veodu velkého poltu
onemocné&ni, které potencialné pfichazeji v uvahu,

farmaceuticky prumysl pokraduje v hledani antagonistl GHRH.

Prihlagovatellm se podatilo izolovat novy protein

rostlinného pfivodu, ktery mé vlastnost vazat lidsky GHRH.

Predmét vynalezu

rredlofeny vynalez se tedy piedevdim tyka izolovanéhc
proteinu, ktery Jje moZno ziskat extrakci =z rostliny
Pilocarpus heterophyllus, Kktery jJe charakterizovan svejil
molekulovou hmotnosti pfibliZn& 90,9 kDa a zahrnuje
fragmenty peptidovych sekvenci SEQ. ID. NO. 1, SEQ. ID. NO.
2 a SEQ. ID. NO. 3, pficemZ tento protein se miZe
vyskytovat ve forme glykosylované nebo neglykosylované. FPro
z4ednoduseni nasledujiciho vykladu bude tento protein déle

oznadovan jako heterokarpin.

Uvedené sekvence SEQ. ID. NO. 1, SEQ. ID. NOC. 2 a SEQ. ID.

NC. 3 jsou ndésledujici:

SEQ. ID. NO. 1 : KLIGARYFDK

SEQ. ID. NO. 2 : YGEDIIVGVIDSGV




SEQ. ID. NO. 3 : PESESY

Nomenklatura pouZitd pro uvedeni téchto sekvenci (stejné
tak jako ve zbytku pfedloZené pfihlasdky vynalezu) pro

definici peptidd Jje nomenklatura pfevzatd =z IUPAC-IUB

Commissioner on Bicchemical Nomenclature, ve které
v souladu s cbhvyklou reprezentaci je N-terminalni
aminokyselina (aminova  skupina) uvedena vlievo a C-

terminalni aminokyselina (skupina karboxylova) Jje uvedena
vprave. Vyraz pfirozena aminokyselina oznacuje Jednu z
ptirozenych L-aminokyselin, které se nachazeji v
pfirozenych proteinech: Gly, Ala, Vval, Leu, Ile, Ser, Thr,
Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Phe, Tyr, Pro, Trp

a His.

Rekneme, Ze protein je izolovany, jestliZe je vyjmut z jeho
plivodniho prostfedi. PFirozeny protein je izolovany zejména
pokud je oddélen od biologického materialu, ve kterém

koexistuje v prirodnim systému.

Pfedlozeny vynadlez se vyhodné tyka heterokarpinu v Jjeho

neglykosylované forme.

Ve vyhodném precvedeni pfedlofeného vyndlezu se heterokarpin
siskava =z bund&dného extraktu z rostliny Pilocarpus

heterophyllus pé&stované 1in vitro.




PfedloZeny vynadlez se mezi Jjinym také tykad monoklonalni
protilatky nebo jejiho vazebného fragmentu antigenu, Kktery

specificky véZe heterokarpin.

Heterokarpin mé& vlastnost vazat 1lidsky GHRH. In vitro
heterokarpin vaze 1lidsky GHRH a inhibuje tim syntézu
cyklického AMP indukovancu vazbou 1lidského GHRH na 3Jeho
receptor. In vivo, u krysy, se komplex heterokarpin/lidsky
GHRH vytvafi v krevnim kompartimentu a inhibuje zpisoben
z&vislym na dévce syntézu GH indukovanou 10 pg lidskeého
GCHRH v molérnim pomé&ru. Heterokarpin ma vlastnost vazat

lidsky GHRE.

Tyto vlastnosti zplsobujl, Ze sloulenina podle predloZzeného
vynadlezu mé& farmaceutické pouZiti. PFredloZeny vynalez se
tedy také tykad heterokarpinu ve form& glykosylované nebo
neglykosylované jako 1é&iva. PfredloZeny vynalez se take
tyka farmaceutickych kompozic, obsahujicich jako ac¢inncu
latku heterckarpin ve formé glykosylovane nebo
neglykosylované, pEifemZ uvedené kompozice také obsahuji
jeden nebc vice farmaceuticky pEijatelnych excipientt.
pfedlozeny vynalez se také navic tykd pouZiti heterokarpinu
ve formé& glykesylované nebo neglykosylované pro pripravu
1éiv urdenych pro antagonizaci G&inkd GHRE, pro lecbu
proliferativnich onemocnéni (a zejména rakoviny), pro lécbu
akromegalie nebo pro 1é&bu diabetickych retinopatili a
nefropatii. V souvislosti s rakovinou Jje heterckarpin
obzv1aité vhodny pro pripravu lé&iva, urc¢eneho pro lécbu
karcineoidnich a pankreatickych nadoru, hypcthalamo-

hypofyzarnich gangliocytomll, bronchialnich, intestinalnich
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a hepatickych  karcinomi, sympatoadrenergnich nadori,

feochromocytomt, adenomd hypofyzy a karcinomi Stitné Zlazy.

PfedloZeny vynalez se také tykd jakoZto 1lé&iva monoklonalni
protilédtky nebo jejiho vazebného fragmentu antigenu, ktera
vaze specificky heterokarpin. PfedloZeny vynalez se navic
tykd farmaceutické kompozice, obsahujici jako u¢innou lé&tku
monoklondlni protilatku nebo Jjeji vazebny fragment
antigenu, které véZou specificky heterokarpin, pricemz
uvedena kompozice obsahuje také jeden nebo vice
farmaceuticky pfijatelnych excipientt. PredloZeny vynalez
se mimo to tyka pouZiti monoklonalni protilatky nebo jejiho
vazebného fragmentu antigenu, které vaZou specificky

heterokarpin, pro pfipravu léciv urcenych k antagonizaci

n&inkl GHRH, pro 1é&bu proliferativnich onemocnéni (a
zejména rakoviny), pro lé&bu akromegalie nebo pro l&cbu
diabetickych retinopatii a nefropatii. V souvislosti

s rakovinou uvedend monoklondlni protilatka nebo Jejil
vazebny fragment antigenu je obzvla3té& vhedny pro piipravu
lé&iva, urdeného pro 1é&bu karcincidnich a pankreatickych
nadora, hypothalamohypofyzarnich gangliocytomi,
bronchialnich, intestinalnich a hepatickych karcinom(,
sympatoadrenergnich nadoru, feochromocytomi, adé&nomni

hypofyzy a karcinomi Stitné Zlazy.

Pfedlofeny vynalez se nakonec tykd pouziti heterokarpinu
jako excipientu ve farmaceutické kompozici urcené pro
prodlouZené uvolhiovani GHRH. PredloZeny vynalez se take

tyka farmaceutické kompozice, kterg obsahuje GHRH,




heterokarpin a Jjeden nebo vice farmaceuticky pfijatelnych

excipienti.

pfedlofeny vynadlez se nakonec tyka zpusobl extrakce a
izclace heterokarpinu z bunék rostliny Pilocarpus
heterophyllus, piicemz uvedené bufiky vyhodné pochazejl z
wultur in vitro. Tyto zpuscby zahrnuji v zasad& krok
extrakce bundk rostliny Pilocarpus heterophyllus vodou o
teploté 0 aZ 50 °C a s vyhodou od 4 do 25 °C, priZemZz po
uvedeném kroku extrakce nasleduje krok filtrace pro
separaci filtratu bohatého na heterokarpin buné&k Pilocarpus
hetercphyllus a Jeden nekbo vice krokt separace
heterckarpinu od ostatnich slozek, extrahovanych z rostliny

Pilocarpus heterophyllus.

vV prvni variante tyto zpiisoby extrakce a izolace zahrnuji v

z4sadd nasledujici po sobé jdouci kroky

a) krok extrakce bunék rostliny Pilocarpus heterophyllus
vodou o teplotd od 0 do 50 °c a s vyhodou od 4 do
25 °C, prigemZ uvedeny krok extrakce Je nasledovan
krokem filtrace PpPro separaci filtratu bohatého na

heterokarpin buné&k Pilocarpus heterophyllus;
b) krok precipitace extrahovanych proteinu, nap¥iklad
p¥idanim siranu amonného, nasledovany Xkrokem separace

precipitatu (filtraci nebo s vyhodou centrifugaci);

c) rozpudténi precipitatu ziskaného v kroku b) ve vodé; a
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d) krok chromatografie gelovou filtraci pro separaci

heterokarpin od ostatnich sloZek roztoku.

vV jiné varianté& tyto zpuscby extrakce a izolace zahrnuji v

ziasad® nasledujici po sobé& jdouci kroky

a) krok extrakce bunék rostliny Pilocarpus heterophyllus
vodou o teploté od 0 do 50 °C a s vyhodou od 4 do
25 °C, ptridemz krok extrakce Jje nidsledovan krokem
filtrace pro separaci filtratu bohatého na heterokarpin

z bundk FPilocarpus heterophyllus;

b} krok odstranéni tuku z roztoku ziskaného v kroku a),
okyseleného pridanim neoxidujici kyseliny (napiiklad
kyseliny chlorovodikove, kyseliny sirové nebo kyseliny
fosforedné) na pH s vyhodou v rozmezi mezi 2 a 4,
provedenim extrakce kapalina~kapalina (s vyhodou
pouzitim organického rozpoudtédla jako je

dichlormethan, heptan, hexan nebo cyklchexan) ;

c) krok odstranéni taninu uvedenim roztoku zbaveného tuku =z
kroku ¢) do kontaktu s polyvinylpyrrolidonem {nebo s
nylenem 66) nasledovany filtraci na pryskyfici
5 velkymi péry {s vyhodou pryskyrtice na bazi

polystyrenu jako je pryskyfice Diaion® HP-20);

d) pfevedeni filtratu ziskaného z kroku ¢) na alkalické pH
(s vyhodou mezi pH 9 a 11} pfidanim baze jako Je

hydroxid ammony, hydroxid sodny nebo hydroxid draselny;
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e) jeden nebo vice kroklt filtrace na aniontomé&nicové
prysky¥ici, pFicemz vymyvaci rozpoudté&dlo pro tento
nebo tyto kroky filtrace je s vyhodou pufrovacil roztok
s pH mezi 9 a 11 a obsahujici poptipadé gradienty
koncentrace soli (jako je naptiklad chlorid sodny nebo
siran amonny), pro separaci heterokarpinu od ostatnich

slo%ek roztoku; a

f) krok odsoleni, spoivajicl v prichodu roztoku ziskaného
v kroku e) pfes pryskyfici odd&lujici sloiky smeési
v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti (jako Je
pryskyfice Sephadex® G25 nebo Superdex® 200 HR) a

vymyvani uvedené sm&si na uvedené pryskyfici vodou.

Farmaceutické kompozice obsahujicl slougeninu podle
pfedloZeného vynalezu mohou byt v pevné formé Jako
napfiklad préadky, pilulky, granule, tablety, liposomy, Zelé
nebo &ipky. Pilulky, tablety nebo 7elé mohou byt potazZeny
latkou schopnou chranit kompozici pfed plisobenim zaludecni
kyseliny nebo enzyml V saludku subjektu po dobu dostatecnou
k tomu, aby tatc kompozice prosla nenatravena do tenkého
stfeva subjektu. Sloucenina mtife také byt poddvan lokalné,
napfiklad pfimo v miste naddoru. Sloudenina mhZe take byt
podavana zpusobem S prodlouZenym uvolfiovanim (naptiklad
pouzivaijice kompozici s prodlouZenym uvelfiovanim nebo

perfuzni pumpu). Vhodny pevné noside mohou byt nap¥iklad

fosforenan vapenaty, stearan hotelnaty, vhlicitan
hofednaty, mastek, cukry, laktdza, dextrin, Skrob,
Zelatina, celuldza, methylceluldza, sodna sul

karboxymethylceluldzy, polyvinylpyrrolidin a vosk.,
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Farmaceutické kompozice obsahujici slouceninu podle

ptedlcZeného vyndlezu mchou také byt v kapalné form&, jako
napfiklad roztoky, emulze, suspenze nebo pifipravky s
prodlouzenym uvolfiovanim. Vhodné kapalné nosile mohou byt
napfiklad voda, organicka rozpoustédla jako Je glycerol
nebo glykoly Jjako je polyethylenglykol, stejné tak 3Jako

jejich sm&si v rizném poméru s vodou.

Podavani léciva podle predloZeného vynalezu se mbZe
provadsat cestou topickou, oralni, parenteréalni,

intramuskularni injekci a podobné.

Davka sloudeniny podle predloZeného vynalezu pro 1lécbu
onemocnéni nebo poruch uvedenych vy3e se méni podle zpusobu
podavani, v&ku, té&lesné hmotnosti a stavu léZeného subjektu
pro lé¢bu a bude nakonec urlena oSetfujicim lékafem nebo
veterinatem. Takova dévka, urcena odetfujicim lékarem nebo
veterindrem, bude déle nazyvana ‘“terapeuticky Gcinné

mnozstvi".

Podle predloZfeného vynalezu je moZno pripravit heterokarpin

zpusobem popsanym dale.

Priprava heterokarpinu

Ve vyhodném provedeni pfedleZiengého vynalezu se pripravi
jako kultury in vitro kaly (callus) nebo buné&lné suspenze
pochéazejicl z ruznych casti rostliny. Tyto tkans

kultivované v polotuhém nebo kapalném prostfedi jsou




schopny provadét biologickou syntézu sloulenin, které maji

biologické vlastnosti.

Vyrazem ,kalus“ se v pfedloZené pfihlasce vynalezu rozumi
makroskopicky soubor nediferenciovanych buné&k rostlin v
kultufe v polotuhém Zivném prostfedi. Pod vyrazem
,nediferenciované bufiky® Jjsou v pfedloZené pfihlasce
vyndlezu oznadovany buiiky, které maji schopnost se za
jistych podminek mnoZit ve form& kalusu nebo buné&éne
suspenze bez morfogeneze. Nakonec vyrazem Lpbunécna
suspenze“ se rozumi nediferenciované Dunky, které mohou
vytvorit mikroskopicky soubor v kultufe Vv kapalném Zivném

prostfedi.

Volba Zivného prostfedi, hormony a podminky kultury tvofil
nedilnou soudast predlofeného vyndlezu stejné tak Jako

extrakce a analyza extraktu z kultur in vitro.

BuRky semen Pilocarpus heterophyllus mohou byt kultivovany

v suspenzi napfiklad zplsobem uvedenym dale.

Organy se dekontaminuji obvyklymi zpltsoby pred uvedenim do
kultury. Organy rostlin in vitro také slouZi Jako vychozil
materidl pro kalogenezi aniz by byla nutna pfedchozi
desinfekce. Vyhodnd zakladni Zivna prostfedi jsou prostredi
bé&%n& pouZivand pro kultury in vitro: je to Gamborgovo
médium (popsané v Gamborg a kol., Nutrient requirements of
suspension cultures of Soybean root cells, Exp. Cell Res.
(1968}, 50 (1), 151-158). zdroj uhliku je sachardza, ale

mafe také byt pouZita glukéza v koncentraci od 1 do 120
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g/l, vyhodn& pFfibliZn& od 30 g/l. Je také moino snizit
obsah makroelement v pom&ru 2. Do prostfedi se pfida auxin
nebo auxin a cytokinin a s vyhodou spojeni dvou hormoni,

obecné& kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova a kinetin, ale
kyselina o-naftalenoctovd (ANA), kyselina f-indoloctova

(AIA}, kyselina B-indolbutanova (AIB) nebo pikloram mohou
také byt kombinovany s kinetinem nebo benzylaminopurinem
(BAP). Koncentrace se miZe mé&nit v rozmezi od 0,1 do 10
mg/l pro auxin {(je moZno zvolit napfiklad 1 mg/l) a od 0,01
do 2 mg/l pro cytokinin (je moZno zvolit napiiklad 0,06
mg/l). Vitaminy Jjsou ty, které se pouilvajil v ruznych
zdkladnich prostfedich. Kultury se péstuji za svétla nebo v
temnot&. Teplota se miZe ménit od 10 C do 33 °c, ale
vyhodné& je 23 °C. pH prostfedi je v rozmezi od 4 do 6,5 a
vyhodn& se nastavi na 5,8 pfed sterilizaci. Do prostfedi
kromé& toho miZe byt pFidan agar nebo miZe byt bez pridavku

agaru.

Primarni kalusy se objevi po né&keclika dnech kultivace a
mohou byt odd&leny od polidtefniho implantu, odebrany a
p¥esazeny po prPibliZné 1 mé&sici a potom kultivovany
v polotuhém gelovitém prostfedl (ve zkumavce nebo Petriho
misce) po dobu 4 aZ 8 tydnd, vyhodnd 6 tydnd a takto je
moino kalus uchovévat po Fadu roki postupnym piesazovanim
do nového média. Je také moino prenést kalus do michaného
kapalného kultiva&niho prostfedi (Erlenmeyercva banfka nebo
bioreaktor) s pfesazovanim po 2 aZ 6 tydnech a vyhodné& po 3

tydnech.




Ziskané kmeny se odli3uji genetickym plvodem, kultivacnimi

podminkami, druhem a pfitomnosti nebo absenci morfogeneze.

Lyofilizované bunky Pilocarpus heterophyllus se extrahujl
vodou o teplot& od 0 do 50 °C a vyhodn& od 4 do 10 °C.
Takto ziskany  extrakt se lyofilizuje pfed opétnym
rozpuiténim s odpovidajici koncentraci (napfiklad pfiblizZné
30 % susiny). Proteiny precipituji pfidénim koncentrovaného
roztoku siranu amonného (napfiklad s koncentraci, ktera
pfedstavuje 70 aZ 90 % nasycené koncentrace), ktery se
rozpusti v minimalnim mnoZstvi vody a nerozpustné latky se
ziskaji centrifugaci. Proteiny se potom oddé&li kolonovou
chromatografii (vymyvaci rozpoustédlo je vyhodne voda) a
heterokarpin {identifikovatelny molekulovou hmotnosti

p¥ibliZn& 90,9 kDa) miZe potom byt ziskan jako frakce.

P¥iprava protilatky, kteréd vazZe specificky heterokarpin

PfedloZeny vynédlez se tykad vazebnych cinidel, jako Jsou
protildtky, které véZou specificky heterokarpin. Takové
&inidlc se oznaCuje Jjako ¢&inidlo, které ,véie specificky®
protein, jestlizZe reaguje na detekovatelné arovni
(napfiklad v testu ELISA) s uvedenym proteinem a nereaguje
na detekovatelné urovni s Jinymi proteiny. Vazbou se
oznacuje nekovalentni spojeni mezi dvéma oddelenymi
molekulami, které wvytvofi jejich komplex. Schopnost vazby
miZe byt chodnocena napfiklad urenim vazebné konstanty pro
vytvo¥eni komplexu. Vazebnd konstanta Jje hodnota ziskané
tim, Ze se hodnota koncentrace komplexu vydé€li soulinem

hodnot koncentraci nekomplexovanych sloZek. Rekneme, Ze dva
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produkty Jjsou vazané, pokud Jejich vazebna konstanta

dosahuje 103 1/mol. Vazebnd konstanta muZe byt urcena

zplisoby dobfe znamymi odbornikovi v oboru.

Libovolné ¢&inidlo, které ije schopno vyhovét vySe uvedenym

kritériim, miZe byt povaZovanoc za vazebné Cinidlo.

Podle predlefeného vyndlezu Je vazebné <inidle vyhodné
protilédtka nebo Jejil fragment. Protilatky mohou Dbyt
pf¥ipraveny libovolnou technikou, kterd Jje k dispozici
odbornikovi v oboru (viz Harlow a Lane, Antibodies: 2
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988).
Obecné& mohou protilatky byt produkty technik bun&énych
kultur, které =zahrnuji tvorbu moncklonalnich protilatek
nebo transfekci genl protildtky do hostitelskych Dbunék
bakterii nebo savcu pro produkci rekombinantnich

protilatek.

Mezi jinymi technikami je vyhodné pouZziti zplscbl popsanych
dale. Imuncgen obsahujicl heterckarpin se injektuje skupine
savcl (napfiklad my3i, krysy, kralici, ovce nebo kozy). V
tomto kroku heterckarpin muaZe slouZit jake imunogen bez
modifikace. Alternativné vynikajici imunitni odezva mlze
byt indukovéna pokud heterckarpin je spojen s transportnim
proteinem jako je albumin hové&ziho séra nebo 1i3ci
hemokyanin. Imunogen se injektuje hostitelskému zvifeti,
vvhodné podle pfedem urdenéhc schématu a zvifatdm Je
periodicky odebiréana krev. Polyklonalni protilatky
specifické na heterokarpin mohcou takto byt ziskany

purifikaci z takového antiséra naptfiklad afinitni
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chromatografii, pouzivajice heterokarpin vazany na

odpovidajici pevny nosic.

Farmaceutické kompozice ur&ené k uvolifiovani GHRH

Tyto kompozice mohou byt zejména p¥ipraveny z heterokarpinu
a GHRY jednim ze zpusobl popsanych v pfehledu De Wolf a
Brett, Pharmacological Reviews (2000}, 52, 207-236 a

v referencich tam citovanych.

Pokud neisou definovany jinym zpusobem, v3echny technické a
védecké vyrazy, které =zde budou pouZivany, majil stejny
vyznam Jjako je vyznam pbé&iné chapany obvyklym specialistou
v oboru, do kterého predloZieny vynalez spada. Stejne tak
viechny publikace, p¥ihlé3ky vynalezlQ, vSechny vynalezy a
viechny daldi reference, které budou uvedeny, jsou uvadény

jako reference.

Nasledujici piiklady Jsou uvedeny Jako 1lustrace vyse
uvedenych zpisobd a nemély by byt Vv zadném pripadé
povaZzovany za omezeni rozsahu pfedmé&tu pYedloZeného

vynalezu.
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Priklady provedeni vynalezu

Ziskavani a charakterizace heterokarpinu

Pfiklad 1:

Kultura bunék in vitro

Semeno rostliny Pilocarpus heterophyllus se necha klidit a
sazenice, wvzniklad timto klidenim se odebere. Uvedeni
rostlina se kultivuje v Gamborgové médiu (Gamborg a kol.,
Nutrient requirements of suspension cultures of Soybean
root cells, Exp. Cell Res. ({1968), 50 (1), 151-158) s
pridavkem 30 g/l sacharézy, 1 mg/l kyseliny 2,4-
dichlorfenoxyoctové a 0,06 mg/l kinetinu. Kultivace se
provadi ve =zkumavkldch za teploty 23 °C a ve tmé.
Presazovani se provadl kaZdych 6 +tydnd za obvyklych
podminek. Kmeny granulovitého vzhledu maji béZovou

pigmentaci.

Kinetika rtstu kmentl, zaloZenid na vzristu hmotnosti surove
hmoty & suSeni biomasy se provadi po 8 tydnl. Kalusy ze
dvou zkumavek se spojl a pPredstavujli sklizen kaZdé dva
tydny, pfilemZ prvni sklizen se provadi v &as 0. Kalusy a
geloza se potom sklidi a lycfilizuji. Je moZino pozorovat,
ie rust Je exponencidlni aZ do 6 tydnd od =za&atku

kultivace pred dosaZenim staciondrni fédze rlstu.




Extrakce bunéénych kultur:

25 g lyofilizovanych bunék Pilocarpus heterophyllus se
extrahuje dvakrédt ponofenim do 375 ml vody o teploté& 4 °C,
ponechéanim za teploty 4 °C pfes noc, potom v 250 ml vedy o
teplotd 4 °C po dobu 4 hodin a nakonec promyvanim 125% ml
vody o teploté 4 °C. KaZdy takto ziskany roztok se filtruje
za vakua ptes sklen&ny filtr s celitem pro separaci
bunéénych zbytkd z vodného roztoku. Takto ziskané vodné
roztoky se kombinuji a potom se lyofilizuji pro ziskani 9,4
g susSiny. Suchy lyofilizovany extrakt se potom rozpusti v
31 ml vody o teploté 20 °C pro ziskani roztoku obsahujiciho
30 % suchého extraktu. V malych davkdch se =za st&lého
magnetického michéni pfida 17,4 g siranu amonného pro
precipitaci proteinové frakce. Proteinovy precipitat se
potom odd&li =z roztoku siranu amonného centrifugaci pEi
3000 otackach za minutu peo dobu 20 minut. Roztok siranu
amonneho se dekantuje a precipitované proteiny se rozpusti
v 22 ml veody, znovu centrifuguji a filtruji pro odstranéni

nerozpustnych <astic.

Ziskany filtrat se potom pcdrobi chromatografii gelovou

filtraci. Injektuje se do kolony (Buchi &. 1%678, L = 230

mm; vnit¥fni prim&r = 26 mm) s naplni Superdex™ 200
{Amersham Pharmacia Biotech, reference &. 17-1043-01;
castice o© stfednim priméru 13 um) pfipravené podle

doporuceni vyrobce pouzivailce ultralistou vedu (Water's
Milli-Q) jako vymyvaci rozpoust&dlo s pratokem 5 ml za
minutu. Frakce ¢ objemu 40 ml se odebirajl a Gdinny protein

se nachazi v <tfeti a ¢&tvrté frakci. Tyto frakce se
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lyofilizuji pro ziskdni pF#ibliZné 14,2 mg A&inného

produktu.

Cistota ziskaného produktu byla dokézana nalezenim jediného
pruhu pri gelové elektroforéze s gelem obsahujicim
dodecylsulfat sodny (SDS-PAGE). Produkt odpovidajici tomuto

pruhu je v nésledujicim textu ozna&ecvan jako heterckarpin.

Priklad 2

Bunky kultivované in vitro stejnym zplsobem, jako byl
zpuscb popsany v pfikladu 1, se extrahuji zptsobem popsanym
dale.

100 g 1lyofilizovanych buné&k Pilocarpus Heterophyllus se
extrahuje ve 2 litrech demineralizované vody o teploté
20 °C, smé&s se miché jednu noc. Bufiky a extrakt se filtruiji
prodtlakovou filtraci na frité& (porozita 3, primdr 20 cm)
zakryté vrstvou celitu (pfedem promyvany kyselinou;
tloustka 1 a 2 cm). Ziskané bufiky se pfed eliminact
promyvaji 400 ml demineralizované vody. Vodny filtrat se
potom okyseli na pH 3,0 pfidénim pfFibliZnd 10 ml 18%
kyseliny chlorovodikové. Okyseleny roztok se potom zbavi
tukl extrakci kapalina~kapalina pouZitim 400 ml
dichlormethanu. Dichloromethanova féze se dekantuje a potom
odstrani. Roztok zbaveny tukd se podrobi rotadnimu cdpafeni
pro odstranéni residudiniho dichlermethanu. Do roztoku
zbaveného tukd se potom pfida 30 g polyvinylpyrrolideonu (pH
pribliZné& 3,0) a smé&s se michd po pfibliiné 30 minut pro

cdstranéni tanind. Sm&s se podtlakové filtruje na frité




(porozita 3, prumér 10 cm) zakryté sloZenou vrstvou 25 g
celitu (pEedem promyvany kyselinou) a 25 g
pelyvinylpyrrolidonu. Filtrét se potom necha prochazet ptes
vrstvu 400 ml Diaion® HP-20 (Mitsubishi Chemical Company)
preaktivované podle instrukci vyrobce. Vznikly filtrat se
potom alkalizuje {pH 10} pfidanim p¥ibliZné& 60 ml 20%
roztoku hydroxidu amonného. Po 30 minutdch v klidu dojde k
slabé precipitaci. Do alkalického roztoku se pfidd 1 g

celitu (pfedem promyvany kyselinou) a roztok se potom

podtlakové filtruje pres membranovy £filtr (0,22 pum).
PribliZné 2 litry filtrétu se potom nechaji prochazet
kolonou HiPrep® XL 16/10, namcntovanou na purifikédtoru
Akta® a pfedem ekvilibrované na pH 1c,2 pufrem
piperazin/HCl 0,1M, pruatok 0,5 ml za minutu (kolona HiPrep®
a purifikidtor BAkta® Jsou vyrobky spcle&nosti Amersham
Bicsciences). Kolona se potom postupné promyva 6 cbjemy
kolony vychoziho pufru o pH 10,2, 5 objemy kolony stejného
pufru s NaCl o koncentraci 0,2M; a 10 objemy kolony
stejného pufru s NaCl o koncentraci 1M. Hlavni podil
heterckarpinu se ziskda v prvnich t¥fech objemech pufru s
NaCl o koncentraci 1M. Aktivni frakce se zbavi soli
prichodem p¥fes kolonu Sephadex® G25 (objem loZe 260 ml) s
pouZitim demineralizované vody jako vymyvaciho
rozpoustédla. Aktivnli frakce, které se nachéazejli v prvnim
cbjemu kolony, odpovidajicimu mrtvému objemu, se potom
lyofilizji pro ziskdnil 170 mg hetercokarpinu. Takto ziskany
heterckarpin vykazuje prakticky Jediny péas pfi gelové

elektroforéze SDS PAGE.




Charakterizace heterokarpinu

Analyza a mikrosekvenace

Vzorky se vioZi do polyakrylamidového gelu 10 %&. Po migraci

se gel vaZe a obarvi mod?i Coomassie.

Drahy v gelu, Kkteré jsou uvedeny na Obr. 3 a odpovidaji
drahdm 1, 2, 3, 4 a 5, Jjsou ukazatel molekulové hmotnosti
(Amersham) , 0,5, 1l & 2 pg obsahu kone&né frakce
heterckarpinu a ukazatel molekulové hmotnosti (Amersham).
Urcéeni molekulové hmotnosti pomoci  standardni kEivky
ukazatele molekulové hmotnosti, pouzivaijice klasickeé
informatické néstroje dobfe znamé odbornikém v oboru
(napfiklad software Bio-Profil BiolD, Viber Lourmat) umoini
ukazat, 2e heterokarpin ma molekulovou hmotnost 90,9

kiloDaltontt (#1,6 kiloDaltoeonn) .

Pro mikrosekvena&ni analyzu proteinu byl pas polyakrylamidu

obsahujici protein rozfiznut a natraven v 300 pl pufru pro

natraveni, obsahujicim 50 mM Tris {(pH 8,6) a 0,03

oe

dodecylsulfatu sodného za teploty 35 °C po dobu 18 hodin v
pfitomnosti 0,4 ug endolysinu-C (Sigma). Ziskané peptidy se
odd€li pomoci HPLC s lineadrni kolonou DEAE-C18 o priméru 1
mm. Gradientni separace poufiva smés acetonitrilu (od 2 do
70 %y a 0,1 % kyseliny triflucroctové {(TFA) . Sekvenace se
pctom provadi pomoci sekvenatoru Procise (Applied
Bicsystem). Timto zplsobem byly sekvenovany t¥i piky, co3

umoznile charakterizovat heterokarpin jednoznacnym
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zpusobem. Odpovidajici sekvence Jsou identifikovany v
pfedloZené pfihlaice vynalezu jako SEQ. ID. NO. 1, SEQ. ID.
NO. 2 a SEQ. ID. NO. 3.

Analyza glykoproteint byla provAdé&na detekci struktur cukrad
glykoproteind separovanych gelovou elektroforézou SDS-PAGE.

Tento detekéni systém je modifikace zptisobu ,kyselina

perjodova-Schiff"“ a vede na nalezeni paslu s barvou magenta,
prokazujicich ptitomnost glykoproteint (Sigma). Ziskané

vysledky jsou zndzornény na Obr. 4.

Farmakologické wvlastnosti heterokarpinu

Stabilni transfekce lidského receptoru GHRH (hGHRE-R) :

Lidské embrycnalni ledvinové bunky, HEK-293, (buné&éna
linie, kterou wvyvinul Dr. Stuart Sealfon, Mount Sinai
Medical School, New York, New York) exprimujici stabilnim
zpusobem lidsky receptor GHRH byla =ziské&na od Dr. Kelly

Mayo (Northwestern University, Chicago, TL).

Bunélna kultura a pfiprava membran:

Bunky HEK-293 transfektované stabilnim zpasobem lidskym
receptorem GHRH a popsané vyie se kultivuji DMEM (Eaglovo
médium, modifikace Dulbecce, silny obsah glukézy; dodéno
spoleCnosti Life technologies) dopln&ném o 0,4 mg/ml G418
(Life technologies) v pfitomnosti 10 % fetalniho teleciho
séra a 4 mM L-glutaminu (Life technologies). Buiky se

hemogenizuji v pufru A obsahujicim 50 mM HEPES (pH 7,4), 5
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mM chloridu hoFfe&nateého (MgCla), 2 mM kyseliny

ethylenglykol-bis(2-amino-ethyl)~N,N,N',N'-tetraoctové

(EGTA) a 50 ug/ml bacitracinu a potom se podrobi sonikaci
ve témZe pufru A. Takto homogenizované bunky se
centrifuguji za teploty 4 °C pfi 39000 g po 10 minut,
suspenduji v pufru A 2 znovu centrifuguji za teploty 4 °C
pEi 40000 g po 10 minut. Celkové membranové proteiny se
kvantifikuji zplsobem podle Bradforda. Timto zplisobem
ziskané membrany se potom uchovavajil za teploty -80 °C pro

pozdéisi pouZiti.
Test kompetitivni vazby k hGHRH-R

Membrany bunék HEK-293 <transfektované stabilnim zplsobem
lidskym receptorem GHRH se zfedi na koncentraci 100 ng/ml
v reakZnim pufru obsahujicim 50 mM HEPES (eH 7,4), 5 mM
MgClz, 2 mM EGTA, 50 pu g/ml bacitracinu a 0,5 % hovéziho

sérového albuminu (BSA). Membrany se inkubuji s 0,05 nM

[*°I] GHRE (1-44 amid) (Rmersham) s kone&nym objemem 200 ul
v prfitomnosti vzrustajicich koncentraci heterckarpinu po
dobu 2 hodin za teploty 23 °C. Reakce se zastavi rychlou
filtraci na 96 jamkovych filtrech GF/C pfedem navlh&enych
0,1 % pclyethyleniminu. Filtry se potom t#ikrat promyvaji
za teploty 4 °C promyvacim pufrem cbsahujicim 50 mM Tris
(pH 7,4}, pouZivajice filtradni stanici Packard s 96
jemkami. Takto vysu3ené filtry se ponofi do 20 pui
scintilac¢ni tekutiny (Microscint 0, Packard) a odelitaji se
pofitacem Topcount (Packard). Nespecificka aktivita se uréi

v pritomnosti 100 nM hGHRH. Pro hGHRH se generuje k¥ivka
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davka-odezva (0,001 nM-100 nM) a ziskané vysledky dsou

znadzornény na Obr. 1.

Kompetitivni tvorba cyklického AMP:

Bunky HEK-293 transfektované stabilnim zpusobem lidskym
receptorem GHRH se rozd&li do kultivadnich desticek s 48
jamkami a kultivuji se po 3 dny. Kultiva&ni médium se potom
odebere a nahradi médiem B obsahujicim 250 pl DMEM (Eaglovo
medium, Dulbeccova modifikace, silny obsah glukdzy; dodéno
spoleZnosti Life technologies) v pritomnosti C,5 % Bsa, 0,5
mM  3-isobutyl-l-methylxanthinu (IBMX) a preinkubovény 5
minut za teploty 37 °cC. Na konci preinkubace se
heterokarpin testuje pc dalsich 20 minut. Pozorované
koncentrace jsou uvedeny v Obr. 2. Inkubace se zastavi
pfidanim 100 ul 0,1M HCl a alikvoty se analyzuiji na jejich
obsah cyklického AMP, pouzivajice soupravu FlashPlate {(New

England Nuclear).

Davkovani GH kryséam:

Hladina GH u krys (samci, Sprague Dawley) se mé&¥i ve
vzorcich odebrané krve enzymatickeo-imunologickym testem
vyvinutym spole&nosti Spi-Bio (Spi-Bio, France). Krysy se
osetfuji intravendzni injekci heterokarpinu s rostoucimi

davkami (samotné vehikulum, 1, 3 a 10 nmol) a potom pec 10

minutadch intravendzni injekci 10 pug (3 nmol) hGHRH. Deset

minut po injekci hGHRH se zm&#i hladiny r@stového hormonu
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v odebranych krevnich vzorcich vyS8e uvedenym zplsobem.

Ziskané vysledky jsou znazornény na Obr. 5,

Struiny popis obriazka:

Obr. 1 je kfivka pfedstavujici inhibici vazby lidskéhoc GHRH
na receptoru lidského GHRH v zavislosts na rostoucich

koncentracich heterckarpinu.

Obr. 2 je kfivka pfedstavujici inhibici produkce cyklického
AMP v bunkach transfektovanych stabilnim zpusobem
receptorem lidského GHRH v pFitomnosti 10 nM lidského GHRH

v zavislosti na rostouci koncentracs heterckarpinu.
Obr. 3 je zobrazeni jedné gelové destilky SDS-PAGE,
znazorfiujici p¥itomnost heterokarpin o molekulové hmotnosti

90,9 kbDa.

Obr. 4 Je zobrazeni jedné gelové desticky SDS-PAGE,

ukazujici, ze heterokarpin je glykoprotein (panel B).

Cbr. 5 Jje zobrazeni ve forme histograml pfedstavujicich
inhibici syntézy GH u krys v pfitomnosti 10 ng lidského

GHRH v zavislosti na rostouci koncentraci heterckarpinu.

Zastupuije:

Dr. Otakar Svordik
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PATENTOVE NAROKY

1. Izolovany protein, ktery Je mozno ziskat extrakci =z
rostliny Pilocarpus heterophyllus, Vy¥znadujici se tim, 3o
ma molekulovou hmotnost p#iblizna 90,9 kDa a zahrnuje

fragmenty s peptidovou sekvencsi SEQ. ID. No. 1, SEQ. 1ID.

NO. 2 a SEQ. ID. NoO. 3, pticéem: uvedeny protein se mase

nachazet ve formé glykosylované nebo neglykosylované.

2. Protein podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se ziska
z bunééného extraktu =z rostliny Pilocarpus heterophyllus

kultivovaného in vitro.

3. Protein podle narokuy 1 nebo 2 jakoc Ilé&ivo.

4. Monoklonilni protiladtka nebo Jeji vazebny fragment
antigenu, které vasou specificky izolovany protein podle

naroku 1.

5. Monoklonalni protilétka nebe jeii vazebny fragment
antigenu, které vaszou specificky izolovany protein podle

naroku 1, Jako lé&ivo.

6. Farmaceuticka kompozice obsahujici jako u&innou latku
protein podle naroku 1 nebo 2 a jeden nebo vice

farmaceuticky pfijatelnych excipientn,.

7. Pouziti proteinu podle naroku 1 nebo 2 pro pfipravu

leciva, urdeného Pro antagonizaci wu&inka GHRH.
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8. PouZiti proteinu pcdle nidroku 1 nebo 2 pro pfipravu
léciva, urleného pro 1é&bu proliferativniho onemoccnéni,

zejmeéna rakoviny.

9. PouZiti proteinu podle naroku 1 nebo 2 pro pripravu

l&é¢iva, ur&eného pro 1lé&bhu akromegalie.

1C. PouZiti proteinu podle nadroku 1 nebo 2 pro pfipravu
lé¢iva, wurdeného pro 1lécbu diabetickych retinopatii a

nefropatii.

11. Zpusob extrakce a izolace heterokarpinu 2z bun&k
rostliny Pilocarpus hetercphyllus, vyznadujici se tim, 3e
zahrnuje krok extrakce bunék rostliny Pilocarpus
heterophyllus vodou o teploté od 0 do 50 °c, pficemZ po
uvedeném kroku extrakce nasleduje krok filtrace pro
Separaci filtratu bohatého na heterokarpin z buné&k
Pilocarpus heterophyllus a jeden nebo vice krokt Separace
heterokarpinu od ostatnich slozZek extrahovanych z rostliny

Pilocarpus heterophyllus.

Zastupuje:

Dr. Ctakar Svorcik
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