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(57)  Sammendrag

Det beskrives et peptid som har en aminosyresekvens
av Val-Val-Tyr-Pro s vel som et middel for & inhibere
gkninger i triglyseridnivéer i blod, en matvare for
spesifisert helseanvendelse (den sékalte funksjonelle
matvare) og et for som omfatter ovennevnte peptid
som aktiv komponent. Det beskrives oppnéelse av et
peptid som inhiberer gkninger i triglyseridnivéer i blod
sé vel som et middel for & inhibere skninger i
triglyseridnivéer i blod, en fysiologisk funksjonell
matvare og et for, som alle omfatter peptidet som en
aktiv komponent. Med disse produkter i henhold til
oppfinnelsen blir det mulig & forhindre eller behandle
kvalme og hyperlipemi hos mennesker og dyr s vel
som kretslepssystemsykdommer, for eksempel
hypertensjon og arteriosklerose som er assosiert med
dette. Videre gjor materialene i henhold til
oppfinnelsen det mulig & forbedre kjottkvaliteten hos
levende dyr og oppdrettsfisk.
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Foreliggende oppfinnelse vedrarer et nytt peptid som inhiberer gkninger i
triglyseridnivaer i blod, samt anvendelse derav.

Overdrevent inntak av fett og sukker er kjent for a forarsake fedme, hyper-
lipemi og lignende. @kninger i triglyserid (heretter av og til kalt «TG»)-nivaer i blod
i hyperlipemi sies & bli en arsak som bringer forstyrrelser slik som hypertensjon
(forhyet blodtrykk) og arteriosklerose. Det er sa gjort en rekke forsgk pa a
inhibere gkninger i TG-nivaer i blod for & forbedre fedme og hyperlipemi.

For tiden utfares det, for & inhibere gkninger i TG-nivaer i blod, kost-
restriksjon, inntak av diettmat (f.eks lavkaloridiett (LCD) eller sterkt lavkaloridiett
(VLCD)) og administrering av diverse farmasgytika. Som slike farmasegytika
anvendes f.eks dekstransulfat som forsterker lipoprotein-lipase-aktivitet i blod,
nicomol som inhiberer lipidabsorpsjon, clofibrat og pravastatin som er lipid-
metabolismeforbedrende midler, og lignende.

Imidlertid gir kostrestriksjoner lidelser til dem som praktiserer det, og bi-
virkninger forarsaket av administrering av det ovennevnte farmasgytika sees ogsa.
Derfor gnskes det & utvikie et middel for & inhibere gkninger i blod-TG-nivaer som
har en sterkere effekt med hensyn til & inhibere gkninger i blod-TG-nivaer, og hvor
det ikke merkes noe som forarsaker bivirkninger.

P& den annen side gis haykalorifér til buskap og oppdrettsfisk for &
paskynde deres vekst. Resultatet av dette er at det inntreffer abnormaliteter i fett-
metabolismen ogsa hos buskap og fisk, og TG-nivaer i blodet deres har tendens til
& gke. Pa grunn av disse gkninger i TG-nivaer i blod blir fettinnholdet hos buskap
og oppdrettsfisk for store. Derfor farer fortasring av slike dyr eller fisk til
overdreven fettinntak. Videre har slike dyr og fisk gradvis sviktet med hensyn til a
treffe forbrukerens smak. | tillegg er gkningen i fettinnhold som beskrevet ovenfor
et alvorlig spgrsmal som vedrarer et problem som gjelder adsling av for og
vedrarer ogsa et problem med hensyn til & benytte fettet som er festet til slakt.
Derfor er inhibering av skninger i TG-nivaer i blod blitt et patrengende behov,
spesielt i kjsttavisindustrien og fiskeindustrien i Japan.

Nylig er det innlevert en patentsgknad som gjelder et oligopeptidholdig
materiale som er utviklet av noen forskere, blant dem en av de her nevnte
oppfinnere (internasjonal publisert sgknad nr. WO420979A1; japansk patent-
publikasjon nr. 5-87052), og en teknologi lik denne apenbares i japansk, ikke-
gransket patentpublikasjon nr. 2-154693. Det er ogsa gjort klart at spesifikke



10

15

20

25

30

2

oligopeptider har lipidmetabolismeforbedrende effekter inklusive inhibering av
gkninger i TG-nivaer i blod (Kyoichi Kagawa, Food Chemical Monthly, 6:80 (1990);
Chizuko Fukuhama et al., FOLIA PHARMACOLOGICA JAPONICA, 97:38 (1991)).

Det oligopeptidholdige materialet som beskrives i ovennevnte patent-
publikasjon etc er en blanding av proteolysater, og derfor er en aminosyresekvens
for dets virkelige aktive komponent (dvs et peptid som dets aktive komponent)
ikke enda blitt oppklart.

Dette antyder at det ovennevnte peptidholdige materialet er av lav renhet
som farmaseytisk middel. Videre, nar dette materialet kombineres med en
matvare, er det vanskelig & bestemme materialet kvantitativt separat fra andre
peptider som inneholdes i matvaren, og derfor er det et problem med kvalitets-
kontroll. Derfor er det nadvendig a sikre at den virkelige aktive komponent i det
ovennevnte peptidholdige materialet, dvs de peptidinhiberende gkninger i TG-
nivaer i blod som en aktiv komponent.

Selv om japansk, ikke-gransket patentpublikasjon nr. 7-188284 apenbarer
et peptid som inhiberer gkninger i triglyseridnivaer i blod, og et middel for a
inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod som omfatter ovennevnte peptid, er
effekten av & inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod produsert av peptidet eller
middelet fremdeles utilstrekkelig.

Det er et formal med foreliggende oppfinnelse & analysere aminosyre-
sekvensen for det ovenfor beskrevne peptid som har hagy aktivitet som en aktiv
komponent.

Som et resuitat av intens og grunding forskning mot I@sningen av
ovenstaende oppgave har vi funnet at oppgaven kan lgses ved oppfinnelsen som
er beskrevet nedenunder.

Foreliggende oppfinnelsen vedrarer et peptid som har den
aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1.

Oppfinnelsen vedrerer ogsé anvendelse av et peptid ifelge krav 1 for a
fremstille et preparat som omfatter som en aktiv komponent, et peptid som har
den aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1 for a inhibere gkninger i
triglyseridnivaer i biod.

Det er videre beskrevet anvendelse av et peptid ifalge krav 1 for a fremstille
en matvare som, som en aktiv komponent, omfatter peptidet som har




10

15

20

25

30

3

aminosyresekvensen som er vist i SEQ ID NO: 1 for spesifisert helseanvendelse
med en funksjon av & inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod.

Foreliggende oppfinnelse angar ogsa anvendelse av et peptid ifelge krav 1,
for & fremstille et for som, som en aktiv komponent, omfatter peptidet som har
aminosyresekvensen som er vist i SEQ ID NO: 1 med en funksjon for & inhibere
gkninger i triglyseridnivaer i blod.

Det er ogsa beskrevet anvendelse av et peptid som har den
aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1, for fremstilling av et middel for a
inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod.

Oppfinnelsen vedrgrer videre anvendelse av et peptid som har den
aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1, for fremstilling av et middel for &
forhindre eller inhibere fedme eller for & forhindre eller behandle hyperlipemi.

Nedenunder vil oppfinnelsen bli beskrevet i detal;.

Peptidet i henhold til oppfinnelsen har den aminosyresekvens som er vist i
SEQ ID NO: 1. Dette peptid kan separeres og renses fra et protein som opptrer i
naturen. Alternativt kan det bli syntetisert kjemisk direkte ved kjente metoder. Det
er ogsa mulig & fremstille peptidet i henhold til oppfinnelsen ved genslgyd pa et
gen som har en basesekvens som tilsvarer ovenstaende peptidsekvens, og
innfelle genet i en passende ekspresjonsvektor og a uttrykke genet i en passende
ven.

Ved a anvende peptidet i henhold til oppfinnelsen er det mulig & forhindre
eller inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod. En slik forhindring eller inhibering
gjer det mulig & forhindre eller behandie fedme hos mennesker eller dyr og ogséa
hyperlipemi sa vel som kardiovaskuleere sykdommer, f.eks hoyt blodtrykk og
arteriosklerose som er assosiert med dette. Videre er det med peptidet i henhold
til oppfinnelsen mulig & forbedre kjottkvaliteten pa buskap og oppdrettsfisk.

Peptidet i henhold til oppfinnelsen kan anvendes som et middel for
inhibering av gkninger i triglyseridnivaer i blod, et middel for & forhindre eller
inhibere fedme, et middel for & forhindre eller behandle hyperlipemi og lignende.

A. Fremgangsméte for fremstilling av peptidet i henhold til oppfinnelsen
Peptidet i henhold til oppfinnelsen kan f.eks oppnas ved de metoder som er
beskrevet nedenunder.
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A-1. Fremgangsmaéte for separering og rensning av peptidet i henhold til
oppfinnelsen fra et protein som forekommer i naturen

Som ramateriale for a fremstille peptidet i henhold til oppfinnelsen kan det
bredt anvendes et dyreprotein, f.eké fiskekjettprotein, fiskepulver, globin osv, eller
et planteprotein, f.eks maisprdtein (zein), soyabgnneprotein osv. Blant disse
proteiner er globinproteiner, f.eks hemoglobin og myoglobin spesielt foretrukket
ved det at de sterkt kan produsere den onskede effekt med hensyn til & inhibere
gkninger i TG-nivaer i blod. Dyresort som kilde for dette globinprotein er ikke
spesielt begrenset. Blod fra storfe, svin, far, mennesker, hest etc kan anvendes
innen vide grenser.

| den hensikt & oppna peptidet i henhold til oppfinnelsen hydrolyseres ferst
det ovennevnte protein. Arbeidsmater for denne hydrolyse kan foretas i henhold
til den metode som er beskrevet i WO89/06970 supra. Under denne hydrolyse
kan en eller flere hydrolaser valgt blant f.eks syreproteaser, ngytrale proteaser og
alkaliske proteaser, bli anvendt.

For & hydrolysere et globinprotein f.eks dispergeres et globinproteinholdig
materiale i vann slik at man far et faststoffinnhold pa 5-30 vekt%. Deretter gjores
denne blanding sur eller basisk slik at man far en optimal pH-verdi for protease(r).
Deretter blir protease(r) satt til denne blanding, alt pa en gang eller gradvis, og blir .
omsatt ved 20-70°C i 3-48 timer.

Det resulterende proteolysat terkes og kakedannes som det er eller etter
tilsetning av en passende mengde fylistoff, f.eks karboksymetyicellulose eller
dekstrin. Saledes kan et proteolysat som har en inhiberene effekt pa skninger i
TG-nivaer i blod oppnas. Dette proteolysat inneholder peptidet i henhold til
oppfinnelsen i minst 0,3 vekt%.

Etterpa renses det saledes oppnadde proteolysat. For denne renseprosess
kan en kjent renseprosess anvendes. For eksempel kan ionebytting,
ultrafiltrering, omvendt fasekromatografi osv bli kombinert pa passende maéte for &
rense de fraksjoner som inneholder peptidet i henhold til oppfinnelsen. Selv om
operasjoner ved hjelp av ionebytting eller ultrafiltrering ikke nedvendigvis er
essensielle, er det & foretrekke a inkorporere dem i separasjons- og
renseprosessen ut fra det synspunkt at de kan forbedre graden av separasjon og
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rensning. Med hensyn til reversert fasekromatografi er det a foretrekke &
kombinere reversert fasekromatografi under sure og ngytrale betingelser.

Mengden av protein i en fraksjon kan bestemmes ved kjente metoder for
proteinbestemmelse, f.eks ninhydrinmetoden. Aminosyresekvensene for de
utvalgte fraksjoner kan identifiseres ved kjente metoder, og derved kan nasrvaeret
av peptidet i henhold til oppfinnelsen bli bekreftet.

Peptidet i henhold til oppfinnelsen som stammer fra den saldes separerte
fraksjon, kan anvendes som en aktiv komponent i et middel for inhibering av
ekninger i TG-nivaer i blod. Dessuten kan fraksjonen selv bli anvendt direkte som
en aktiv komponent i ovennevnte middel.

A-2. Fremgangsmate for fremstilling av peptidet i henhold til oppfinnelsen ved
kiemisk syntese

Peptidet i henhold til oppfinnelsen kan ogséa bli syntetisert kiemisk ved
kiente peptidsyntesemetoder. Som eksempler kan nevnes azidmetoden, syre-
kloridmetoden, syreanhydridmetoden, blandet-syreanhydridmetoden, DCC-
metoden, aktiv-estermetoden, karboimidazolmetoden, oksydasjons-reduksjons-
metoden, DCC-additivmetoden (HOMB, HOBt, HOSu)-metoden (se f.eks
Schréder & Liichke, The Peptide, vol. 1 (1966), Academic Press, New York, USA;
eller Izumiya et al., Peptide Synthesis, Maruzen Co., Ltd. (1975)) og lignende.
Disse peptidsyntesemetoder kan utferes enten i fast fase eller flytende fase.

| peptidsyntesemetoden som er beskrevet ovenfor, blir aminosyrer som har
en sidekjede-funksjonell gruppe, f.eks tyrosin og treonin, fortrinnsvis beskyttet i
sine sidekjedefunksjonelle grupper. Som en beskyttende gruppe kan det
anvendes kjente beskyttende grupper, f.eks en benzyloksykarbonylgruppe (Cbz-),
t-butoksykarbonylgruppe (Boc-), benzyigruppe (Bz-) etc. Denne beskyttende
gruppe kan fiernes ved kjente metoder i prosessen for syntetisering av peptidet i
henhold til oppfinnelsen.

B. Et middel for inhibering av gkninger i TG-nivaer i blod
Et middel for & inhibere gkninger i TG-nivaer i blod kan fremstilles ved

anvendelse av peptidet i henhold til oppfinnelsen eller den fraksjon som
inneholder peptidet (se A-1. ovenfor) som en aktiv komponent.
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Som beerer for middelet for inhibering av gkninger i TG-nivaer i blod
anvendes konvensjonelt slike eksipienter (f.eks fylistoffer, ekstendere,
bindemidler, fuktighetsgivende midler, disintegreringsmidler, overflateaktive
midler) eller fortynningsmidler ved fremstilling av preparater, avhengig av den form
for anvendelse som er aktuell. Formen pa et preparat er ikke spesielt begrenset
ndr bare preparatet effektivt inneholder peptidet i henhold til oppfinnelsen. For
eksempel kan preparatet vaere i form av et fast middel, f.eks tabletter, pulver,
granulat, piller; eller i form av et injeksjonsmiddel, f.eks som lgsninger,
suspensjoner og emulsjoner. Alternativt kan middelet ha form av et tart produkt
som kan lages opp til flytende form ved tilsetning av en passende beerer far bruk.
Hvilket som helst av disse former kan fremstilles ved konvensjonelle metoder.

Dosen av det sdledes oppnadde middel for & inhibere gkninger i TG-nivaer
i blod blir passende valgt avhengig av metoden og formen av administrering av
preparatet, tilstanden til pasienten som far preparatet osv. Generelt fremstilles et
preparat som inneholder peptidet i henhold til oppfinnelsen i et forhold av ca 0,001
til 80 vekt%, og fortrinnsvis administreres preparatet slik at mengden av peptidet i
henhold til oppfinnelsen administreres med ca 0,1-10 mg for en voksen pr dag.
Administreringen blir ikke nedvendigvis utfart en gang pr dag. Det kan foretas 3-4
ganger pr dag.

De farmasoytiske preparater med varierende former som beskrevet
ovenfor, kan administreres pa egnet mate avhengig av formen. For eksempel kan
preparatet i form av et injeksjonsmiddel administreres intravengst, intramuskulzert,
subkutant, intrakutant eller intraperitonealt osv, og det farmasgytiske preparati en
form av et fast middel kan administreres oralt osv.

C. En spesifikk helsematvare

En matvare for spesifisert helseanvendelse (den sakalte fysiologisk
funksjonelle matvare) med en funksjon som gér ut pa & inhibere gkninger i TG-
nivaer i blod, kan fremstilles ved & anvende peptidet i henhold til oppfinnelsen eller
den fraksjon som inneholder peptidet (se A-1. ovenfor) som en aktiv komponent.
Peptidet i henhold til oppfinnelsen kan dessuten anvendes som et matvareadditiv i
generell mat.

Typene av ovennevnte matvare er ikke seerlig begrenset. Den fysiologisk
funksjonelle matvare kan anvendes pa melk, pudding, karriretter, stuing, kjottsaus,
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skinke, kaker, sjokolade og lignende. Seerlig foretrekkes melk, da det kan lette
opptaket av peptidet i henhold til oppfinnelsen, da dette kan vaere vanskelig for
barn a ta direkte pa grunn av smaken. Dessuten er tilsetning av peptidet i
henhold til oppfinnelsen til slike matvarer som kaker og sjokolade som i alt
vesentlig fremkaller fedme, enskelig ut fra det synspunkt at fedme forarsaket av
inntak av de ovennevnte matvarer kan forhindres.

Mengden av peptidet i henhold til oppfinnelsen som settes til den
fysiologisk funksjonelle matvare blir pa passende mate valgt etter typen av
matvare, hensikten med tilsetning av peptidet i henhold til oppfinnelsen, den effekt
som forventes a blir produsert ved inntak av maten osv. Generelt foretrekkes det
a tillate matvaren & innholde peptidet i henhold til oppfinnelsen slik at ca 0,5-5 mg
av peptidet kan tas pr maltid. |

D. Et férprodukt
Et férprodukt med en funksjon av a inhibere gkninger i TG-nivaer i blod hos

levende dyr osv kan fremstilles ved & kombinere, i et férprodukt, peptidet i henhold
til oppfinnelsen eller den fraksjon som inneholder peptidet (se A-1. ovenfor) som
en aktiv komponent.

Det férprodukt som peptidet i henhold til oppfinnelsen kombineres i, kan
enten veere for for levende dyr, f.eks kveg, griser, hens osv, eller et for for
oppdrettsfisk, f.eks flekkpagell, unge gulhaler etc; typen av for er ikke saerlig
begrenset. Mengden av peptidet i henhold til oppfinnelsen som kombineres i et
for blir passende valgt i avhengighet av typen av for, den effekt som ventes & bli
produsert ved inntak av féret osv. Generelt foretrekkes det at peptidet i henhold til
oppfinnelsen kombineres i et férprodukt i forholdet 0,01-0,5 veki%.

Siden middelet for inhibering av gkninger i TG-nivéer i blod, matvaren for
spesifisert helseanvendelse og férproduktet som er beskrevet ovenfor, har en
innvirkning med hensyn til & rense lipid i blod, kan administrering av det forhindre
eller behandle fedme og hyperlipedimi hos mennesker eller dyr, og kretslgps-
forstyrrelser, f.eks forhgyet blodtrykk og arteriosklerose som er assosiert med de
ovennevnte tilstander. Videre gjer administrering av middelet osv det mulig &
forbedre kjottkvaliteten hos levende dyr og oppdrettsfisk.
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Kort beskrivelse av tegningene

Fig. 1 er et gelkromatogram av et globinproteolysat.

Fig. 2 er et reversert fase (surt)-kromatogram i eksempel 1.

Fig. 3 er et reversert fase (noytralt)-kromatogram i eksempel 1.

Fig. 4 er reverserte fasekromatogrammer av VVYP, VYP og VTL for
behandling med mavesatft, etter behandlingen med mavesatft og etter
behandlingen med mavesaft/pankreasveeske.

Beste utforelse av oppfinnelsen
Oppfinnelsen vil bli beskrevet mer spesifikt nedenunder med henvisning til
de folgende eksempler.

Referanse-eksempel
Fremstilling av et globinproteolysat

En fremgangsmaéte for fremstilling av et globinproteolysat ved anvendelse
av storfe-erytrocytter vil bli beskrevet nedenunder i detal].

Til 100 kg friske bovin-erytrocytter ble det tilsatt 250 | vann for a tillate
tilstrekkelig hemolyse. Etter justering av pH-verdien til 2,8 med fosforsyre ble 2,6
x 107 enheter syreprotease fra Aspergillus niger tilsatt i lasningen og omsatt ved
50°C i 3 timer.

Etter reaksjonen ble reaksjonslesningen oppvarmet ved 80°C i 30 min for a
avslutte reaksjonen. Deretter ble en vandig suspensjon av kalsiumhydroksyd satt
til reaksjonsl@sningen for a justere pH-verdien til 6,56. Sa ble 6,5 kg diatoméjord
tilsatt og filtrert med en filterpresse. Det resulterende filtrat ble forstgvningsterket
for derved & gi 23 kg av et globinproteolysat i pulverform. Molekylvektfordelingen
av det resulterende globinproteolysat ble undersgkt ved gelfiltreringskromatografi,
som ble utfgrt under de falgende betingelser.

Utstyr: Hoy-ytelse vaeskekromatograf ( SHIMAZU CORP.; Model LC-6A)
Kolonne:  PolyHYDROXYETHYL A, 5um, 9,4 x 200 mm (PolyC Inc.)

Mobil fase: 50 mM maursyre

Stramningshastighet: 0,5 mi/min

Pavisning: UV-absorpsjon ved 221 nm.
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Gelkromatogrammet fra globinproteolysatet som ble oppnadd ved den
ovenfor beskrevne geffiltreringskromatografi er vist i fig. 1.

Eksempel 1

Fraksjonering og rensning av et peptid som inhiberer gkninger i TG-nivaer i blod.
Peptidet i henhold til oppfinnelsen som stammer fra protein ble oppnadd

ved de fremgangsmater som er beskrevet nedenunder, dvs (1) ionebytting, (2)

ultrafiltrering, (3) separering ved reversert fasekromatografi under sure

betingelser, og (4) separeringen ved reversert fasekromatografi under ngytrale

betingelser.

(1)  lonebytting.

En 10 vekt% vandig lesning av 13,7 g av det globinproteolysat som ble
oppnadd i referanse-eksempelet ble satt til en svakt sur kationbytteharpiks
(Amberlite IRCso, H* form; JAPAN ORGANO CO., LTD.) og omrerti 1 time slik at
det ble adsorpsjon. Deretter ble den uadsorberte fraksjon oppnadd.

(2)  Ultrafiltrering.

Den uadsorberte fraksjon som ble oppnadd ved ionebyttebehandlingen ble
underkastet ultrafilirering ved anvendelse av ultrafilireringsutstyr av reretype
(Advantec; Model UHP 90K) og en ultrafiltreringsmembran (Advantec; UlIH-1;
fraksjonsmolekylvekt: 1000), og den gjenveerende Igsning ble oppsamlet.

Den resulterende fraksjon ble bestemt kvantitativt ved a utfgre ninhydrin-
metoden etter syrehydrolyse. Syrehydrolysen ble utfort ved & anbringe 1 ml av 6
N HCI ved den endelige konsentrasjon mot 3-5 mg protein i et reagensror,
forsegle raret under atmosfeeretrykk og oppvarme det ved 110°C i 22 timer.
Ninhydrinmetoden ble utfart som felger. Prevens pH-verdi etter hydrolysen ble
justert til 5,0 med natriumhydroksyd, og deretter ble preven omsatt med et
ninhydrinreagens opplest i 0,2 M citratbuffer (pH 5,0) ved 100°C i 15 min.
Absorbans ved 570 nm ble malt. Separat ble vandige L-luecin-lgsninger (0,75,
150, 225, 300 nmol/ml) underkastet en ninhydrinreaksjon som standardlgsninger.
Kalibreringskurver ble oppnadd fra den malte absorbans, og mengden av
aminogrupper i prgven som var ekvivalent med L-leucin ble beregnet.




10

15

20

25

30

10

Resultatene fra bestemmelsen er vist i tabell I. Utbyttet mot globinproteolysatet
som ble anvendt som ramateriale, er ogsa vist i tabell I.

(3) Reversert fase(sur)-kromatografi.
Den gjenveerende lzsning som ble oppnadd ved ultrafiltreringen ble
underkastet reversert fase(sur)-kromatografi under de feigende betingelser.

Utstyr: Hoy-ytelse vaeskekromatograf (SHIMAZU CORP.; Model LC-6A)

Kolonne: SuperPac Pep-S, 15um, 22,5 x 250 mm (PHARMACIA K.K)

Mobil fase: Vandig acetonitrillzsning inneholdende 0,1% trifluoreddiksyre

Gradient:  Lineaer konsentrasjonsgradient av 2-35% acetonitril
Acetonitril-konsentrasjonsendring 1%/min.

Stromningshastighet: 5 ml/min

Temperatur: 40°C

Pavisning: UV-absorpsjon ved 220 nm

Tillagingstid: 53,8-54,5 min (fraksjon A)

Gelkromatogrammet som ble oppnadd ved den ovenfor beskrevne
reverserte fase(sur)-kromatografi er vist i fig. 1.
Den resulterende fraksjon ble bestemt kvantitativt ved aminosyreanalyse

etter syrehydrolyse. Syrehydrolysen ble utfert ved & anbringe 1 ml av 6 N HCI ved

sluttkonsentrasjonen mot 3-5 mg protein i et reagensglass, forsegle
reagensglasset under nedsatt trykk og oppvarme det ved 110°C i 22 timer.
Aminosyreanalysen ble utfart som faelger under de betingelser som er nevnt

nedenunder.

Utstyr: Hoy-ytelse vaeskekromatograf (SHIMAZU CORP.; Model LC-6A)

Kolonne: Shim-pack ISC-07/S1504 Na, 7 um, 4,0 x 150 mm (SHIMAZU
CORP).

Mobil fase: Amino Acid Mobile Phase Kit (Na type) fra SHIMAZU CORP.
Stremningshastighet: 0,3 ml/min

Temperatur: 55°C

Reaksjonslgsning 1: Analysesett OPA Reagent fra SHIMAZU CORP.
Pavisning: Fluorescensabsorpsjon (Ex 348 nm, Em 450 nm).
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Den syrehydrolyserte l@sning ble konsentrert, torket og kakedannet ved
hjelp av en roterende inndamper og tarket videre under nedsatt trykk i mer enn 12
timer for derved a fjerne HCI fullstendig. Deretter blir den resulterende kake
opplest i 0,2 M citratbuffer (pH 2,20) slik at innholdet av hver aminosyre blir ca -
100 nmol/ml. Denne lesning ble filtrert gjennom et 0,45 um filter, og 10 ul av
filtratet ble pafert kolonnen. P& den annen side, som en standard lgsning, ble
blandet aminosyrestandardigsning som inkluderte 18 komponenter H-type (Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.) fortynnet til 25-ganger med 0,2 M citratbuffer (pH
2,20), og 10 ul av denne fortynning ble pafert kolonnen (hver aminosyre: 1
nmol/10 pl).

Det beregnede toppareal av en aminosyre ble analysert ved hjelp av
Chromatopac C-R4A (SHIMAZU CORP.), og mengden av aminosyren ble bereg-
net ut fra topparealomradet mellom praven og standardlgsningen. Resultatene er
vist i tabell 1. Utbyttet mot globinproteolysatet er ogsa vist i tabell 1.

(4) Reversert fase(naytral)-kromatografi.

Fraksjonene som ble eluert og fremstilt i den reverserte fase(sure)-
kromatografi ble videre underkastet reversert fase(ngytral)-kromatografi under de
folgende betingelser.

Utstyr: Hoy-ytelse vaeskekromatograf (SHIMAZU CORP.; Model LC-6A)
Kolonne:  SuperPac Pep-S, 15um, 22,5 x 250 mm (PHARMACIA K.K)
Mobil fase: Vandig acetonitrillasning inneholdende 20 mM ammoniumacetat
buffer (pH 6,5)
Gradient:  Lineaer konsentrasjonsgradient av 0-25% acetonitril
Acetonitril-konsentrasjonsendring 0,5%/min.
Stremningshastighet: 5 ml/min
Temperatur. 40°C
Tillagingstid: 41,7-43,2 min (fraksjon B)
45,8-51,0 min (fraksjon C)

Gelkromatogrammet som ble oppnadd ved den ovenfor beskrevne
reverserte fase(ngytral)-kromatografi er vist i fig. 3.
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De resulterende fraksjoner ble bestemt kvantitativt pA samme méate som
beskrevet i (3) ovenfor og identifisert. Aminosyresammensetningen ble beregnet
ut fra forholdet av hvert aminosyreinnhold mot summen av aminosyreinnhold.
Som resultat ble fraksjon B og fraksjon C funnet & vaere VTL (Val-Thr-Leu) og
VVYP (Val-Val-Tyr-Pro) henholdsvis. Etter & ha sjekket disse sekvenser med
aminosyresekvensen av hemoglobin, ble det fastslatt at begge sekvenser er
tilstede i hemoglobinsekvensen.

Resultatene av den kvantitative bestemmelse er vist i tabell 1 sammen med
utbyttet mot globinproteolysatet.

Tabell 1

Peptid Vekt av protein (g) Utbytte (%)
Globinproteolysat 13,7 100
lonebytting + ultrafiltrering 4,24 30,9
Reversert fasekromatografi

[fraksjon A] 0,39 0,28

[fraksjon B] VTL 0,009 0,06

[fraksjon C] VVYP 0,006 0,04
Eksempel 2

Syntese av et peptid med den aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1

Val-Val-Tyr-Pro ble syntetisert med en SAM2 peptid-syntetisator
(Biosearch) i henhold til bruksanvisningen for denne syntetisator. Kort sagt ble 2
g acyloksymetylharpiks som var forbundet med 0,3 mmol av den 4. beskyttende
aminosyre Boc-Pro-OH pr gram anbragt i reaktoren til ovennevnte peptid-
syntetisator og bragt i kontakt med en avblokkingsl@sning som inneholdt 45 vol%
trifluoreddiksyre (TFA), 2,5 vol% anisol og 52,5 vol% metylenklorid (DCM) i 20 min
for derved a fjerne Boc-grupper. Etter vasking med DCM ble harpiksen

" neytralisert med DCM som inneholdt 10 vol% diisopropyletylenamin og ytterligere

vasket med DCM. Deretter ble harpiksen omsatt i en blandet Igsning av 20 m|
DCM som inneholdt 4,0 mmol diisopropylkarbodiimid (6,7 ganger hver av teoretisk
ekvivalent) og dimetylformamid (DMF) i 2 timer ved romtemperatur. Deretter ble
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harpiksen vasket med DMF og DCM etter tur for derved a oppna BOC-Tyr(BrZ)-
Pro-PAM harpiks.

| henhold til en lignende prosess ble Boc-Val-OH koplet to ganger. Den
saledes koplede beskyttede peptidharpiks ble omsatt i vannfritt hydrogenfluorid
som inneholdt 10 vol% anisol ved 0°C i 1 time. Deretter ble hydrogenfluorid
fiernet, og harpiksen ble vasket med eter. Fra den resulterende blanding av
peptider og harpiks ble peptider ekstrahert med 50% eddiksyre og lyofilisert slik at
det ble oppnadd ca 250 mg rapeptider.

Répeptidene ble opplast i 0,1% TFA og deretter utviklet i en oktadecyl-
silisiumdioksyd (ODS)-kolonne (Cosmosil 5C1g, 250 x 20 mm: NACALAI TEAQUE
INC.) med en lineaer konsentrasjonsgradient av acetonitril som inneholdt 0,1%
TFA (20-70%/50 min, 10 mi/min). Peptidet av interesse ble eluert ved en
acetonitrilkonsentrasjon pa ca 50%.

Testeksempel 1
Effekt (in vivo) av det kjemisk syntetiserte peptid som inhiberer gkninger i TG-
nivaer i blod.

Faerst ble serum-TG-gkningsinhiberende virkning undersgkt som beskrevet
nedenunder, pa globinproteolysatet (GD) som ble oppnadd i referanse-
eksempelet og den fraksjon som ble oppnadd ved ionebytting og ultrafiltrering i
henhold til eksempel 1.

Olivenoljen (10 g/kg kroppsvekt) og en vandig peptidl@sning (0,3 mi/mus)
ble blandet i en injektor for & danne en lett emulsjon, som ble administrert oralt til
ICR-hannmus (6 uker gamle, kroppsvekt: 25-28 g) som hadde gjennomgatt en
faste natten over. To timer deretter ble blod tatt fra vena cava inferior under
Nembutal anesthesi, og serum-TG-nivaer ble bestemt (Triglyceride G Testwaco;
Waco Pure Chemical Industries, Ltd.). En dose-respons-kurve ble oppnadd fra
dosen av peptidet og inhiberingsraten for TG, og den 50% inhiberingsdose 1Dso
ble beregnet. Deretter ble dette sammenlignet med aktiviteten til
globinproteolysatet (GD) som var bestemt pa samme méate. Resultatene er vist i
tabell 2.
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Tabell 2
Peptid IDsp ' Spesifikk
(mg protein/mus) aktivitet
Globinproteolysat 26
lonebytting + ultrafiltrering 13 2

1 Dose som inhiberer 50% av serum-TG-gkninger in vivo.

Av tabell 2 ser man at den serum-TG-gkningsinhiberende aktivitet av GD
blir forsterket hvis GD blir behandlet med ionebytteharpiks fulgt av ultrafiltrering for
a fjerne frie aminosyrer.

Etterpa ble serum-TG-gkningsinhiberende virkning undersgkt som
beskrevet nedenunder pa det peptid (VVYP) som har den aminosyresekvens som
ervisti SEQ ID NO:1 syntetisert i eksempel 2, peptider Val-Tyr-Pro (VYP) og Val-
Thr-Leu (VTL) syntetisert pA samme mate som beskrevet i eksempel 2, og det
globinproteolysat (GD) som ble oppnadd i referanse-eksempelet.

Olivenolie (18 g/kg kroppsvekt) ble administrert oralt til ICR-hannmus (6
uker gamle, kroppsvekt: 25-28 g) som fastet natten over. En timer deretter ble en
vandig lasning av ovennevnte peptid (0,3 ml/mus) administrert oralt. En ytterligere
time deretter ble blod tatt fra vena cava inferior under Nembutal anesthesi, og
deretter ble serum-TG-nivaer bestemt (Triglyceride G Testwako; Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.). En dose-respons-kurve ble oppnadd fra dosen av
peptidet og inhiberingsraten for TG, og 50%-inhiberingsdosen 1Ds; ble beregnet.
Deretter ble aktiviteten til individuelle peptider sammenlignet med hverandre.
Resultatene er vist i tabell 3.
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Tabell 3
Serum-TG-gkningsinhiberende virkning i globinproteolysat og syntetiske peptider

Peptid Peptidinnhold IDso ' Spesifikk
Malt (%)  Teoretisk (%)2  (mg protein/mus) aktivitet

Globinproteolysat - 100 26 1
VTL - 0,51 0,05 448
VYP - 0,58 0,02 1130
VVYP 0,373 0,74 0 6500

"' Dose som inhiberer in vivo 50% av serum-TG-gkninger.
2 Vektforhold beregnet ut fra aminosyresekvensen for hemoglobin.
" Verdien av Val-Val-Tyr-Pro i GD bestemt ut fra HPLC topparealet.

Som vist i tabell 3, er spesifikk aktivitet (forhold til mg protein) 6500 i VVYP,
1130i VYP og 448 i VTL. Saledes blir det observert en bemerkelsesverdig
sterkere aktivitet enn for GD i alle disse tre peptider. Blant alle ble VVYP funnet &
ha en hgy aktivitet, 6500 ganger sa stor som aktiviteten for GD.

Av de resultater som er beskrevet ovenfor, ble det antydet at den aktive
komponent i fettabsorpsjons-inhiberende virkning i globinproteolysat sannsynligvis
vil veere tetrapeptidet VVYP.

Testeksempel 2

Stabilitet (in vitro) for kjemisk syntetiserte peptider som inhiberer gkninger i TG-
nivaer i blod mot fordeyelsesenzymer.

In vitro-stabilitettest mot fordeyelsesenzymer ble utfert pa det peptid
(VVYP) som har den aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1 syntetisert i
eksempel 2 oQ peptidene (Val-Tyr-Pro (VYP) og Val-Thr-Leu (VTL) syntetisert pa
samme mate som beskrevet i eksempel 2.

Kort sagt ble det til 127,5 ml av 0,1 N HCl lgsning av ovennevnte VVYP,
VYP eller VTL, tilsatt 22,5 ml av 0,67 mg/ml pepsin (kunstig mavesaft) opplost i
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0,1 N HCl og omsatt ved 37°C i 4 timer. Deretter ble 75 ml av 0,53 mg/mi
pankreatin (kunstig pankreasvaeske) opplest i 30 ml av 0,5 N boratbuffer (pH 8,0)
tilsatt og omsatt ved 37°C i 2 timer. Prever for fordeying med kunstig mavesaft,
etter fordeying med kunstig mavesaft og etter fordeying med kunstig
pankreasvaeske ble analysert under de falgende betingelser.

Anvendt utstyr: HPLC (Waters; LC Modulel)
Kolonne:  SuperPac Pep-S, 5um (PHARMACIA K.K)
Mobil fase A:0,1% trifluoreddiksyre ,

B: Acetonitril-water (50:50, inneholdende 0,1% trifluoreddiksyre)
Stremningshastighet: 0,8 mi/min (VYP, VTL), 0,4 mi/min (VVYP)
Pavisningsbglgelengde: 220 nm
Temperatur. Romtemperatur
Anvendt mengde: 20 ul av 50 gangers fortynning.

Det reverserte fasekromatogram som ble oppnadd ved ovennevnte HPLC
ervist i fig. 4. Retensjonstiden og topparealet for fordgyingen er vist i tabell 4.

Tabell 4
Effekter av gastrointestinal fordeyelse pa peptidene

Be- Anv. VTL VYP VVYP
handling mengde
(mg)

t Areal Gjen- t Areal Gjen- tr Areal Gjen-
vinnings- vinnings- vinnings-
forhold forhold forhold

For be-

handling 1,02 30,44 110 100 27,02 1049 100 66,62 2828 100
Mave-saft 1,02 nd - - 27,68 1133 108 66,28 3058 108
Mave-

saft/pankreas-

vaske 0,60. nd - - 27,76 671 109 66,39 1675 101
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Stremningshastighet for den mobile fase i HPLC: VVYP 0,4 ml/min; VYP & VTL
0,8 mi/min
t: Retensjonstid (min). Areal: Toppareal (mV" sec). nd: |kke pavist.

Som det er klart fra fig. 4 og tabell 4, forsvant toppen for VTL etter
fordeyelsen med kunstig mavesaft, men toppene for VYP og VVYP forble etter
fordeyelsene med kunstige pankreasvaeseker. Av disse resultater er det antydet
en mulighet for at peptidet VVYP i henhold til foreliggende oppfinnelse beveger
seg ikke bare mot fordeyelsestrakt-hulrom, men ogsa til sma tarm-slimceller og
sirkulasjonen for & manifestere sin effekt uten & gjennomga nedbrytning ved hjelp
av fordayelsesenzymer i fordeyelseskanalen.

Testeksempel 3
Toksikologisk studium av peptidet i henhold til oppfinnelsen.

Peptidet (VVYP) som hadde den aminosyresekvens som er visti SEQ ID
NO: 1 syntetisert i eksempel 2, ble administrert oralt til ICR-hann- og hunmus i en
mengde av 10 g/kg kroppsvekt eller mer (maksimalt mulig dose). Som resultat
inntraff ingen dadsfall.

Eksempel 3
Fremstilling av matvarer som inneholder peptidet i henhold til oppfinnelsen.
(1)  Fremstilling av melkepulver
Til 100 g melkepulver for spebarn ble 10 mg av peptidet (VVYP) som hadde

den aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1 syntetisert i eksempel 2, tilsatt
for derved a frembringe et melkepulver med en funksjon som gikk ut pa & inhibere
gkninger i TG-nivaer i blod.
(2) Fremstilling av sjokolade

i Til 100 g sjokolade ble det tilsatt 50 mg av peptidet (VVYP) med den
aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1 syntetisert i eksempel 2, for derved
a frembringe en sjokolade med en funksjon av 4 inhibere gkninger i TG-nivaer i
blod.
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Eksempel 4 |
Fremstilling av en matvare som inneholder peptidet i henhold til oppfinnelsen

Til en premiks omfattende vitaminer, mineraler osv ble peptidet (VVYP)
med den aminosyresekvens som er vist i SEQ ID NO: 1 syntetisert i eksempel 2,
kombinert i en rate av 0,1 vekt%. Den resulterende blanding ble tilsatt i et
kommersielt for for oppdrettsfisk i en rate av 10 vekt% for derved & frembringe et
for for oppdrettsfisk som har en funksjon av a inhibere gkninger i TG-nivaer i blod.

Industriell anvendelighet

I henhold til foreliggende oppfinnelse oppnas et peptid som inhiberer
gkninger i triglyseridnivaer i blod; et middel for inhibering av gkninger i triglyserid-
nivaer i blod som omfatter peptidet som en aktiv komponent; en matvare for
spesifisert helseanvendelse (den sakalte fysiologisk funksjonelle matvare) med en
funksjon som gar ut pa inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod; og en matvare
med en funksjon som gér ut pa & inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod. Med
disse materialer blir det mulig & forhindre eller behandle fedme og hyperlipemi hos
mennesker eller dyr, og kretslgpssykdommer som f.eks hypertensjon og arterio-
sklerose som er assosiert dermed. Videre blir det mulig & forbedre kjettkvaliteten
hos levende dyr og oppdretisfisk.

Sekvenslisting
SEQ ID NO:1
Sekvenslengde: 4
Sekvenstype: Aminosyre
Topologi: Lineeer
Molekyltype: Peptid
Sekvensbeskrivelse:
Val Val Tyr Pro
1 4
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Patentkrav

1. Peptid, karakterisert ved atdethar den aminosyresekvens som
ervisti SEQ ID NO: 1.

2. Anvendelse av et peptid ifglge krav 1 for & fremstille et preparat som
omfatter som en aktiv komponent, et peptid som har den aminosyresekvens som
er visti SEQ ID NO: 1 for a inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod.

3. Anvendelse av et peptid ifalge krav 1 for & fremstille en matvare som, som
en aktiv komponent, omfatter peptidet som har aminosyresekvensen som er vist i
SEQ ID NO: 1 for spesifisert helseanvendelse med en funksjon av & inhibere
gkninger i triglyseridnivaer i blod.

4, Anvendelse av et peptid ifalge krav 1, for & fremstille et fér som, som en
aktiv komponent, omfatter peptidet som har aminosyresekvensen som er vist i
SEQ ID NO: 1 med en funksjon for a inhibere gkninger i triglyseridnivaer i blod.

5. Anvendelse av et peptid som har den aminosyresekvens som er vist i SEQ
ID NO: 1, for fremstilling av et middel for & inhibere gkninger i triglyseridnivaer i
blod.

6. Anvendelse av et peptid som har den aminosyresekvens som er vist i SEQ
ID NO: 1, for fremstilling av et middel for & forhindre eller inhibere fedme.

7. Anvendelse av et peptid som har den aminosyresekvens som er vist i SEQ
ID NO: 1, for fremstilling av et middel for a forhindre eller behandle hyperlipemi.
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