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Anti-obezitni proteiny, zpisocb jejich vyroby a farmaceuticky

prost¥edek s jejich obsahem

Oblast techniky

Vvynalez se tyka humédnni mediciny, predeviim pouziti
lé¢iv pro 1éZeni obezity a poruch, spojenych s obezitou.
Vynalez se obzvlaidté tykd anti-obezitnich peptidd které,

pokud Jsou podévany pacientovi, requlujl tukove tkané.

Dosavadni stav techniky

Obezita, speclalné obezlita hornl ¢&asti téla, Je béiny a
velml vazZny vefejny zdravotnl problem jak ve Spojenych
statech, tak 1 po celém sveté. Podle soulasnych statistik je
vice nez 25 % populace ve Spocjenych stiatech a 27 % populace
v Kanadé zasaZeno nadvahou (Kuczmarski, R.J., Amer. .J. of
Clin. Nutr. 55: 4955-5028 (1992); Reeder, B.A. a kol., Can.
Med. Assoc. J., 146:2009-2019 (1997} ). Obezita norni &asti
téla Je nejsilnéjsl znamy rizikovy faktor pro asoby s
diabetem typu 2 a jJe také silny rizikovy faktor pro
kardiovaskularni onemocnéni a rakovinu. SouCesne odhady pro
lekarske naklady spojené s obezitou ¢&lni po celém svdtéd
150.000.000.000 dolaru. Problém se stal natolik zavainym, Ze
hlavnl lékaf (Spojenych statn) zahalil iniciativu boje proti
stale silicl télesné tioustce, zasahujlci americkou

spolecnost.
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Mnoho z této obezitou indukované patologie miZe byt piipsanc
silné asoclacil na dyslipidemil, hypertensi a odolnosti proti
insulinu. Mnoho studil prokazale, ?2& sniZenl obezity pomocl
diety a télesného cviceni redukuje dramatickym zpisobem tato
rizika. Nanestésti je tento postup znaéné neluspésny s
pravdépodobnostl neuspéchu desahujici 25 %, Tento nelspéch
muZe byt zpuscbovan skuteénostl, Ze stav je silné asocicovan
s genetlicky vrozenymi faktory, které pfispivajl zvy3ené
chuti k jidlu, preferovani vysoce kalorické potravy, sniiené
fyzické aktivité a :zvydenému lipogenickému metabolismu. To
indikuje, Ze osoby, které zdédily tyto genetické znaky, 7Jsou
nachylné k tomu stat se obézni bez chledu na jejich usill
tento stav  prekonat. Z tohoto  duvodu je&  potrebné
farmakologické ¢&inidio, které by mohlo korigovat tento
handicap telesné tloudtky a dovolilo by lékari uspésdné 1é&&it

obéznl pacienly 1 pres jejich genetické vlohy.

Fyziologove po léta pledpokladali, Ze pokud se savec
prejida, vysledny prebytek tuku signalizuje mozku, zZe té&lo

je obéznil, coiZ dile zphsobule, Ze t&lo poilivad ménd potravy

A
spaluje vice zdroja (Hervey, G.R., Nature 222: 629-631
(1969) ). Tento  ,zpétnovazebnl™ model je  podporovan
parablot ickymi experimenty, ktere implikujl chkihajict

hormon, ovladajicl télesnou tloustku.

Myv3 ob/ob 71e model obezity a diabetu, o némZ je znamo, 7Fe

nese autosomalnl rece

i

ivni znak, vazany K mutaci v Sestem
chromosomu. Nedavno Zhang, Y. a spolupracovnicl publikovali
porziéni  klonovani mysiho genu, vazaného k tomuto stavu

1 T

(Znang, Y. a kol., Nature 372:425-432 (1994)). Tato zpréava
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odhaluje gen, koédujicl protein o 167 aminokyselinadch se
signalnim peptidem o 21 aminokyselindch, ktery je exprimovéan
vyhradné v tukcovée tkani. Nésledné byl kloncovan a exprimovan
gen obezity krysy (Murakami, T. a kol., Biochem. Biophys.
Res. Comm. 20G:944-952 (1905)). Nynl se speckuluje o tom, Z¢
protein, ktery =zreimeé koduje ob gen, Je reguladni hormon

tukove tkané,

Protein, koédovany ob genem Je farmakologicky G&inny, ale
fyzikalni wvlastnosti tohoto proteinu Jsou méné vhodné.
Napriklad lidsky protein Jje nachylny k precipitaci a
agregaci jak ve farmaceutickych pfipraveich, tak 1 za
fyziologickych podminek. Proteinove pfipravky, obsahujici
precipitat nebc pripravky, které dovoluji precipitacli po
injekci, zvySujl riziko vytvarenl imunclogické odezvy u
paclenta, coi mizZze vést k podrazdéni v misté injekce. V
souladu s tim pretrvava potfeba vyvinout farmakologicka

cinidla, kterd wvykazuijil farmakologickou G¢inng

[}

t a majl

lepsi fyzikalnl a chemickou stabilitu.

Podstata vynalezu

Frinlasovatelé objevili, Ze agregace, pozorovanad u

prirodniho  lidskéhc proteinu  je  &astednéd zpaschovana

{

hydrofobnl interakcl povrchu proleinu, obzv1dsté zbylka v
polohach 100 & 138, Pvihlasovatele dale objevili, Ze
substitucl téchto poloh nabitymi aminokysel inami je
dramaticky redukovana néchylnost ob proteinu k agregaci,
¢linz se zlska znacné zlepSeny farmakologicky pripravek. V
sculadu s tim predkladany vynalez podava biclogicky Gcinny

oberitni protein. Takovy pflpravek dovoluje pacientovi
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pifekonat Jjeho obezitnl handicap a Zit normalni Zivot s
normalizovanym rizikem u diabetu typu 2, kardiovaskuldrnich

chorob a rakoviny.

Prehled vyndlezu

Vynalez se tyka proteinu obecncho vzorce (I):

(W]

10 15

Val Pro Ile Glo Lys Vai Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Tle Lys Thr
20 a5 30
lle Val Thr Avg 1lle Xaa ARsp Tle fer His 'Thr ¥aa Ser Val ZSor Ser
34 4 gt

Lys Cln Lys ¥Yal Thr Gly Leu Asp ho Tle Pro Gly Leu His Pro lle

O
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Va. Tyr n Oln lle
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Leu Thr Leu 8ev Lys Met Asp Cln Thr

€5 i 70 g
Twei Thr Ser Met Pro Ser Arg Xaa Zasz [le GOlo I.a Ser Asn Asp leu
75 440 95
Gl Asn Tew Arg Aspg Leu Led s Val Teu Ala The © Lys Reay y
1 105 110
Bls Lew Pro Trp Al Ser Gly Teu Glu Thy Lew Asp Jer Leuw Gly &y
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Yal Leu Glu Ala Ser 5ly Tyr Ser Thr &iu Yal Val Ala Leu Ser Arg
130 $35 40
Lea Sln Gly Ser Leu n Asu Mot Lea Trp Gin Leu Asp TLeu Ser Fro
145
JL}" o
ve kterém
Xaa v poloze 22 Je Asn necbo Ser;
Xaa v poloze 28 je Gln nebo chybl;
Xaa v poloze 72 Je Asn, Gln, Glu, nebo Asp;
¥aa v poloze 73 je Val nebo Met;

a proteln zahrnuie

Trp v poloze 100 je nahrazen Glu, Asp, His,

Trp v poloze 138

nebo jeho farmaceuticky prijatelnou sal.

Vynalez

obezity

pouzZiti

savel,

Yynalez

se

ktery ma

se

déle
nepo stavia,

zahrnuje

podavanl proteinu obecnéhe vzorce (1)
ieho potrebu
dale tyka farmaceutického pripravku, klery

je nahrazen Glu,

alespon jednu z nasledujicich subsbitucl:

Lys nebo Arg:

Asp, His, Arg;

L.ys neho

tyka prostidka, pouZitelnych pro léceni

asocicvanych s obezitou, pfifem? jejlch
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zahrnuje protein obecnehe vzorce (I) spolu s jednim nebo
vice farmaceuticky pfijatelnymi Fedidly, nosici nebo

excipienty.

Vynalez se dale tyka proteind obecného vzorce (1), které
maji navic leader sekvenci, vazanou k N-korncl proteinu
obecného vzorce (I). Takové proteiny Jsou uZitecéné pro
jejich anti-obezitni nUdinek a sleou?l také jako mezistupen

prl pfipravé proteind obecného vzorce (1),

Vynadlez se dale tykd DNA, kdédujici protein obecného vzorce
(I) nebo protein okecného vzorce (1), ktery obsahuje leader

sekvencl.

Dodatkové provedenl vynalezu Jje zpuscb piipravy proteinu

obecného vzorce (I), ktery zahrnuje:

a} transformacl hostitelské bunky pomoci DNA, kterd koduije
protein obhecného vzorce (I) nebo proteln obecného vzorce
{1) s leader sekvenci;

)  kultivaci hostitelske bunky v poedminkach, dovolujicich
expresl proteinu;

¢)  ziskanl exprimovaného proteinu; a popfripadé

d) ziskdnl proteinu obecného vzorce (1) enzymat ickym

cd3tépenim leader sekvence.

Vynalez se dale Lyka proteinu pro lédeni obezity nebo stavi,

spnijenych s obezitouw a také proteinu pro vyrobu 1é¢iv pro

r

lecenl obezity nebo stavi spojenyceh s oberitou.
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Podrobny popils vynalezu

Pro potlieby popisu predkladaneho vynalezu, jak vyplyvad =z
pepisu & patentovych ndroka, Jsou pouZivany nasledujicit

pojmy a zkratly:

Par bazi (pb) - se vztahuje k DNA nebo RNA. OznaCeni A,
C, G & T odpovidaji b5 -moncfosfiatove formé nukleotidu
(deoxy)adenin, (deoxy)cytidin, (deoxy)guanin respektive
(deoxy)thymin, pokud se vyskytujl v DNA molekule. Oznadeni
u, ¢, G a T odpovidall 5 -monofosfatove formé nukleosidu
nracil, cytidin, guanin respektive  thymin, pokud  se
vyskytu]i v RNA molekule. V DNA se dvéma vldkny odpovidd péar
bazi spojeni A s T nebo C s G. V DNA/RNA heteroduplexu par

bazl odpovidéd spoieni T nebo U a A nebo C s G.

FMOC - zkratka pro 9-fluorenylmethoxykarbonyl.

Imunoreaktivnl protein(y) - termin, uZivany pro kolektivnl
popls  protilatek, fragmentd protililek, schopnych vazat
antigeny a majlcich podobnou povahu jakou ma molekula
protilatky, ¢ niZ Jsou odvozeny a polypeptidovée vazebne
molekuly s jednoduchym ftetézcem (Bird., E.R., a kol., PBCT
piihlaska <. PCT/US 87/02208, Mezindrodni publikace ¢&. WO

§8/01649, publikovana 10. bfezna 1988).

Plasmid -  extrachromosomdlni samoreplikuiicl geneticky

prvex.

PAM - zkratka pro d-hydroxymethylfernylacetamidomethyl,
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EMSE - zkratka pro fenylmethylsuifeonylfluorid.
Cteci ramec - nukleotidova sekvence, ze které dochazi k

translaci ,Ztenim™ tripletld translacdnim mechanismem LRNA,
ribosomtt a souvisejlicich faktord, pricemz kazdy triplet
odpovida konkrétni aminokyseliné. JelikoZ triplety Jjsau
navzajem ruzné a majl tutéz délku, délke kéddujici sekvence
musl byt délitelna tremi. VloZenl nebo vynechanli paru bazl
(nazyvané mutace posunu ramce) muzZe vést ke vzniku dvou
ruznych proteint, kédovanych tymZz segmentem DNA. Na ochranu
protl tomu musl byt Lripletové  kodony, odpovidajicl
poZzadovane vlastnosti, seskupeny v nasobcich tfl pocinaje
inicialnim kodonem, to jest musi byt udrZovan spravny ,Cteci

ramec™.

Rekombinantnl DNA klonovacil vektor - libovolny rekombinantni

DNA klonovacl vektor, ve kterém je zahrnut promotor.

Replikon - DNA seckvence, ktera ovlada a dovoluje autonomni

replikaci plasmidu nebo daldiho vektorn.

THA - zkratka pro trifluorcctovou kysellnu.

Transkripce - proces, pfi kterém je informace, obsaZengd v
nuklectidove sekvencli DNA pfenddena na komplementarni RNA

sokvenai.

Translace =~ proces, pili kfterém Jje genetickd informace
informacni RNA pouZivana ke specifikaci a pfimé& syntdze

polypeptidovéne felézce.
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Tris - zkratka pro tris{hydroxymethyl)aminomethar.
LéZeni - poplsuje pédl o paclenta 5 cilem potladit nemoc,

stav nebo poruchy a zahrniuje podéavani: slouceniny podle
predkladaneho vynalezu s cllem zabranit vueniku symptomu nebo
komplikaci, pEinést Glevu symptomi nebo komplikaci nebo
odstranit nemoc, stav nebo poruchu. Lecenl obezity proto
zahrnuje 1inhibici prijmu potravy, inhibici prfirustku vahy a

indukci ubytku vahy u pacienta, ktery toho mé& potfebu.

Vektor - replikon, pouzZivany pro transformaci bunky pri
gencové  manlpulacl, nesocucl polynuklectidovou  sekvenci,
odpovidajlcl prislusné proteinové molekule ktery, pokud je
kombinovan 5 vhaodncou kontrolni sekvenci propujcuie
hostitelske bufice, kterd md byt transformovana, speciflcké
vliastnosti. Plasmidy, viry a bakteriofdgy Jjsou vhodné
vektory, nebot Jsou svou vlastni povahou replikony. Umélé

vektory Jjsou konstruovany Stépenim a spojovanim DNA molekul

z ruznych zdroju pouZitim restrikénich enzymi a ligdz.

Vektory zahrnujl rekombinantni DNA kleonovaci wvektory a
rekombinantni [ONA vektory exprese.
X-gal - zkratka pro S-brom-d-chlor-3-indolyl  beta-D-

galaktosid.

Zkratky aminokyselin piijima jake pfipustné Unlted States

J]

Fn

Patent and Trademark 0Office, jak je¢ stanoveno v 3
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22 by 2y (1883). Pokud neri wvyslovné uvedeno, Jscu

I

aminokyseliny v L konfliguraci.
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Jak bylo uvedeno vyse, predkladany vyndlez se tykd proteinu

obecniého vzorce (I):

Val Fro Ile Gin Lys Val Sin Asc Asy Th te Lys Thr
20 et 30

I

Haa Ser Val Ser L2

[

L0 Val Thr Arg Tle Xaa Asp lle

35 40

Y
n

Dro Ile

J o
w

-
[1]
52

Lys Gln Lys Val Thr Gly Asp Phe Ile Fro Gly lLeu H

S0

o
o
pa)

Leu Thr Leu Zor Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gl Dle
b 0 75 80

Lou Thr Ser Met ro Ser Arg Xas Xaz lio Gin o ile Ser Asn 2sp Leu
85 50 95
Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Len Ala FPre Zer Lys Ser Oys
100 185 =0
His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu Oly Gly
s 120
: euv Glu Ala e by Uyr Der Tnx Vi co fuoa Leu Joroaryg

=
48]
ot

Led Jrr Zin Len Asp Lou Ser Pro

-
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ve kterém

-

Xaa v poloze 22 je Asn nebo Ser;

Xaa

<

poloze 28 je Gln nebo chybil;

Xaa v poloze 72 Jje Asn, Gln, Glu, nebho Asp;

Xaa v poloze 73 Je Val nebo Met;

a protein zahrnuje alespcn Jjednu z nasledujicich substitucl:
Trp v poloze 100 je nahrazen Glu, Asp, His, Lys nebo Arg;
Trp v poloze 138 7Je nahrazen Glu, Asp, His, Lys ncbo Arg;

nebo jeho farmaceuticky prijatelnou sul.

Vyhodne proteiny podle predklddaného wvynalezu Jsou ty
proteiny ocbecného vzorce (I}, ve kterém

Xaa v poloze 22 Je Asn;

Xaa v poleze 28 Je Gln;

Xaa v poloze 72 Je Asn nebo Asp; a

Xaa v poloze 73 je Val.

Dalsi wvyhodné proteiny jsou ty, ve kterych Trp v poloze 100
Jje nahrazen Glu nebo Asp; Trp v poloze 138 1Je nahrazen Glu
nebo Asp. Obzvlasdté vyhodné Jsou proteiny obecného vzorce T,
ve kterych Xaa v poloze 72 je Asp. Daldi vyhodné proteiny

jsou ty, ve kterych Trp v poloze 100 je nahrazeno His, Ly

r

[#7]

nebo Arg. Dal3l vyhodné proteiny jsou ty, ve klerych Trp v

poloze 100 1e n

N

o]

hrareno Lys nebo Arg nebo Trp v polorze 134

e rahrazeno Lys niebo Ara.
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Nejvyhodnéjsi proteiny podle vynadlezu jsou proteiny s jednou

ze sekvenci SkQ ID NO:2-12:

10 -5

F1

Val Pro Ile Gln Uys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr

s
bt
:
—3
oy
b

Ile ¥Va! Thr Arg Tle Asn Asp [i¢ Ser Gin Ser Val Ser Ser

0

L
o
F=y
N
[l

b

Tys Val Thr Gly Teu Asp Phe llc Pro

ﬂ
=
[¥]
[
c
o]
e
.
=
M)
Tl
o
L
.

(7]
(%1
o
—

~2u Thy Leu Ser Lys Mot Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln Gln Ile

Lew Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val
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Gl bgn Low Arg Asp Leu leuw His Val Leu Ala Fhe Ser

¥
(
e

=2
.
-

<

n

diz Leu Pro Asp Ala Ser Gly Lew Glu Thr Leu RAsp Ser Leu Gly Oly

115 120 | 7

on

Val Lew waln Ala Ser Sly Tyr
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Ala Val
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Zew Asp
Val ¥
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Ile Val Thr Arg
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;N Asp I.e Ser His Thr Gln Ser Val Ser Ser

s
i

Loni o is Fro o lie

res

—
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Lys Val Thr &ly Leu Asp fhe Ile

Leu Thr Lau Ser Lys Met Asp Gln Thr Leuy Ala Val Tyr Sin Gin fle

Leu Thr Ser Met Pro 3er Brg Asn Val Tle Gln Lle Scr Asn Asp lLen

sla Asn Leu Arg Asp Leu Les Bis Voo Leuo A

Ten 0% 110

Obu Thr Len:

=
'

b—
-
o

val Tew Glu Ala Scr Oly Tyr Ser Thr Siu val Aid Len Sar Arg

enea
s
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¥,

Leu Gly Ser Teu Gln Asp Mel Leu Asp Gln Leu Asp Leu Ser Pro

Val Pro lle CGln Lys Val Glr Asp Asp Thr Lys Thr Leu Tle Lys Thr

20 25 30

[7p]
@
=

Tle ¥al Thr Arg Tle Asn Asp Tle Ser His Thr Gin Ser Val

35 40 45

u
i

Lew fils Pro lle

[

Iwys Gln Tiys Val Thr Gly Leu Asp Fhe L]

[
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Len Thr Len Ser Lys Met Thr Teu Ala Val

T2
u

i)
o
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65 70 50

Lou Thr Ser Met Pro Ser Arg Asp Val Lle Glo Tle Ser REsn Asp Lou
3 G0 47

Giw Asn Lew Arg Asp Teu Leuw Els Val Tea Ao Phe Ser 1

His feu Pro Aszp Noa 3er Gly Tew Gla Thr Tew 2sp Ser Ten Giy Gly

Var Tew Ol Bla Rer Gly

Y

Ser Thr Glu Y&l Val Ala Lou Ser Arg

Pz
<
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Val Pro Ile Gln Lys val Gln Asp Asp Thr TLys Thr Leu Tle Lys Thr
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Tle Val Tnr Arg lie Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val Ser Ser
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Lys Gln
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Thr Gly

Asp Pho Tle Pro Gly Leuw His Pro llo
3 b
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Leu Thr Leou
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Met Asp Gin Thr Leu Ala Val Tyr Gln Gin T!

Loy Thry Rer Mob Pro Ser Arg Asn W

~

O
f

;2 Tle Oin L.e Ser RAsn Asp Leu

Leu Aryg Asp Lou Leu His Val Leu Ala Pho Ser lys

s Se v osoy Cys
it e T
Ser Tew Pro bLys Thr Serv Gly Leu 314 Thr Lew asp Ser Tea Oly Oy
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Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Olu Val Val A.a Leu Ser hrg
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roLeu Glo Asp Mot Leu Trp a.n Leu &sp Leu Sor Jro

Val Pro Tle Ola Lys Val Tin Asp Asp
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r Val Ser Ser

s
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Val Thr Arg Tle 2Asn Asp lle Ser Hig Thr Gln

Lys Gln Ty Tly Leu Asp Phe Tle Prao Gly Leu His Pro Tle
Y 55 6

e Thr Tew Ser Lys Met Asp Gin

Ala Val s
6 76 75 a0

o
s
Lo
=
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=i Fro Ser Arg Ast Val Tle Glo Tle Ser

ot

S Asn Leu Arg Asp Teo Leuw His Val Leu Ala Uoe
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Val Val Lhlia Leu

Gln 2ly Ser Leu Glr bsp Met Leao Tep Glin Lou Asp T

i

Ser Pro Gly Cys (S8R0 L0 NO: 10}

Met Arg Val Pro Tle Gln Lys Val Oon Asp Asp Thr Lys 'hr Tew Ula

Lo

His Thr Gln Sor val

Tr
he
e
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Ser Sezr Tys Gln Lys Val Thr Gly Leu dsp Phe T
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Froodle Len Thr

Mes Anp Gin Thr Lew Ala Val Tyr O0n

Gln Tle Leu Thr Ser Met Fro Ser Arg Asn Val Tie Tl Ser
E G5 =k
Asp Lew Glu Asn Leu Arg Asp Leuw Teo [is vVal Lou Ala Ser
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Sor Cys Bis Leu Pro Glu Rla Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser leu
115 12 125
Gy GLy Val Lewo Tlo Ala Ser Gly Tyvry Ser Ter Glu Val Val Alx le
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Sev Arg leu Gl Gly Her Leu OLn Asp Met Les Trp Cln Lew Asp Leu
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Ser Pro Gly Cys  (SEQ 7D NO:11)

Met Arg Val Pro {lo Gln Lys Val Oin Asp Asp Inr Lys Thr leo Tle
20 25 30

T o

Lys ''hr 1le Val Thr Arg [le Asn Ile Ser lils Thr Gln Sar Val

-
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Ser Ser Lya Gln Tys Val Thr Gly Leu A

»

Pro Gly Teu His

RAN

e Tle Lew Thr Leu Ser Lys Met

Thr Teu Ala Vau Ty ol

Sl Tle Le: Thyr Ser Msth Poo Ser
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freg hisn Il nolle Do A
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Ser Cys His Lou Pro Asp Ala Ser Gly Leu Giu Thr Leu Asp Ser Leu
11% 127 125
Giv Gly Val Leuw Olu Alz Ser Coy Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala leu
130 135 140

Ser Arg Leu Glon Gly Sev Leu Gly Asp Met Loua Trp Gln Leu Asp Leu

Ser Fro Gly Cys (SEQ ID NO:12)

Predkladany vynalez se tykda biologicky aktivnich proteindg,
které prinasejl G0&inné 1é&Ceni obezity. Prihlasovatelé
objevili, Ze specificka substituce do hydrofebnich residul
na povrchu proteinu ma za nasledek zlepsenl vlastnosti. Tato
residua nemchou byt prfedem urCena z primarnich sekvencl.
Proteiny s témito substitucemi Jjscu farmakologicky aktivni a
maji redukovanou nachylnost k agregaci, pokud jscu porovnany
s my&lmi nebo lidskymi formami proteinu. PredklaAdany vynalez
doveluje, aby byly obezitnl proteiny l1épe formulovatelné ve

vy§sich koncentracich a zvysuje farmaceutickou =leganci

¢

jejich  pouzltl, nebot jsou pouiitelnd spolu s béiné

uzivanyml farmaceutickymi latkami.

Froteiny podle vynalezu is0u ziskany cekombinantnimi

vy

cnil aubstitudnich wmutaci v

ke

technikami., Zpisoby pro vytva
predem danych mistech DNA, které ma*l znamou sekvenci jsou
dobre znamy, Jako Jje napfiklad M13 primérovd mutagenece.

Mutace, které  mohou byt provedeny v DNA kédovani
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exlstujicich anti-obezitnich proteinu nesmi umistit sekvenci
mimo Ctecl ramec a vyhodn& nevytvofl komplementérnil oblasti,
které by mohly vytvaret sekundarni mRNA strukturu (DeBoer,
H.A. a kol., publikace Evropského patentu ¢&. 75,444 AZ,

publikovano 30. brezna 1983).

Sioudeniny podle piedkladaného vynalezu mohou byt
produkovany bud rekombinantnl DNA technologil nebo znamymi
chemickymi procedurami, Jjako Jje¢ syntéza proteinn v roztoku
nebo v pevné farzi nebo semisyntéza v roztoku zapocaté
proteinovym  fragmentem, vazana  konvencénimi  roztokovymi

metodami.

A, Pevna féaze

Syntéza narckovanych proteinl mize byt provadéna syntézou
peptidl v pevne fazli nebo rekombinantnimi metodami. Principy
chemické syntézy polypeptidd v pevné fdazi jsou dohfe znamy
cdbornikum a mohou byt nalezeny v  okecnych textech,
pojednavajicich o této oblastl jako Je Dugas, H. & Penney,
C., Bioorganic Chemistry, Springer Verlag, New York, (1981),
54-59. Peptidy mohou byt napfiklad syntetizovany zplsobem v
pevné fazi, pouzivajicl peptidovy syntetizator PE-Bpplied
Blosystemt 433A (Perkin Blmer - Applied Biosystems Divisilon,
Foster  City, California) a cykly syntezy, dodavane
spoleCnostl Applied Biosystems. Boc-aminokyseliny a daldd

reagenty Jsou komercné doslupné od spolednosli PE-Applied

Blosystems a dalsich speleénesti, dodavajicich chemlcké
produkty. Sekvenéni boc chemie, pouZivajicl dvojvazné

protokoly Je aplikovana na vychozi p-methyl benzhydryl

aminovou pryskyricl pro vyropu C-terminalnich karboxamido,
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Pro vyrcbu C-terminalnich kyselln je pouZivédna odpovidajicil
PAM pryskyfice. Arginin, asparagin, glutamin, histidin a
methionin Jsou wvazany s pouzitim pfedbéiné vytvorenych
hydroxy benzotriazolovych esterd. Mchou byt pouZivany

nasledujici zpUscoby ochrany postrannich fetézca:

Arg, tosyl

Asp, cyklchexyl nebo benuyl
Cys, 4-methylbenzyl

Glu, cyklohexyl

His, benzyloxymethyl

Lys, Z-chleorpenzylozxykarbonyl
Met, sulfoxid

Ser, benzyl

Thr, benzyl

Trp, formyl

Tyr, d-bromkarbobenzoxy

Odstraneéni chranicl skupiny Boc miZe byt provedeno pomoci
trifluoroctové kyseliny (trifluorcacetic acid - TFA) v
methylenchleridu. Odstranéni formylu z Trp fJe provedeno
pisobenim 20% piperidinu na peptidylovou pryskytici v
dimethylformamidu po 60 minut pri 40 °C. Met(0) miZe byt
redukovan pascbenim na peptidylovou pryskyficl pomoci TFA/
dimethylsulfid/ koncentrevana HCL (95/5/1) pri 250 °C po
dobu 60 minut. Pomoci vy3e uvedenych predbéiZnyeh zpracovani
monou byt  peptidy dale zbaveny ochrany a odStépeny od

pryskyrice bezvodyvm fluoravodikem, obsahudl

uilct it

kresolu nebe m-kresclu a 13 % p-thiokresolu nebo smés m-
kresol/p-Lhiokresol/dimethylsul fid, Stépeni  skupiny nebo

skupin, chranicich postranni fetérce a Stépenl fFetézcll od
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pryskyfice mbZe byt provéddéno pri tepleté 0 °C nebo niZsi,
vyhodné pti teploté -20 °C po tiicet minut a potom po tiicet
minut pri 0 °C. Po odstranéni fluorevodiku jsou
peptid/pryskyfice promyvany ve vodé&. Peptid je extrahovén
ledovou kyselinou octovou a lyofilizovan. Purifikace se
provadl reverzni fézovou C18 chromatografii v 0,1 % TFA s
gradientem vzrustajlci koncenlrace acetonitrilu, napiiklad v
2,2 cm x 25 cm kolond Vydac™ (The Separation Group, Inc.

Hesperia, Callifornia).

Odbornikovi v oboru je zfejmé, Ze syntéza v pevné fazi také

nuze byt provadéna FMOC strategii a TFA/&tépici smési.

B. Rekombinantni syntéza

Proteiny ©podle predkladaného vynalezu také mochou byt
vyrabény rekombinantnimi metodami. Rekombinantni metody Jsou
preferovany, pokud ma byt dosaZzeno vysokého vyléZku.
Zakladnl kroky prl rekomkinantnim zpusobu pfipravy proteini

zahrnujl:

a)  konstrukecl DNA, kodujici protein  podle vynadlezu,
syntetickym nebo semisyntetickym zpQsobem (nebo izolaci
z pfirodnich zdrojal,

b) integraci kodujici sekvence do vektoru exprese zplusobem
vhodnym pro expresi proteinu bud samctného nebo jako
fzovareho proteinu

) transtormaci  vhodné  eukaryotlicke ncbe  prokaryotické

hostitelske bufky vecktorem exprese a

d)  zlskanil a purifikacl rekombinantné ziskaného proteinu.
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&) Konstrukce genu

Syntetické geny, jejichZz in vitro nebo in vive transkripce a
translace prin&3i produkcl pozadovaného proteinu, mohcou byt
konstruovany zpusoby, dobfe znémymi odbornikiam. Vzhledem k
ptirozené degeneracl genetického koédu je odbornikovi zrejmé,
ze mblZe byt sestrojenc znadéné, byt omezenéd, mnoZstvi DNA
sekvenci, které kddujil proteiny podle vynalezu. Ve vyhodném
provedeni  predkladaneho wvyndlezu je syntezy  dosaZzeno

rekombinantni DNA technologil.

Metodologie konstrukce syntetickych gend je dobfe zndma
odbornikum (Brown, E.L. a kol., Methods 1in Enzymology,
Academic Press, New York, NY, 68:109-151 (1979)). DNA
sekvence, odpovidajicl syntetickym gendm proteini pecdle
vynalezu miZe byt vytvofena pomoci konvencniho pfistroje pro
syntézu DNA, jako Jje Applied Biosystems Model 380A nebc 380B
DNA Synthetiser (Perkin Elmer, Applied Blosystems Division,

Foster City, California).

Y nekterych aplikacich je Zadouct modifikovat kodujici
sekvencl prolelnu podle vynalezu tak, aby zahrnovala vhodné
misto Stépeni, citlivé na proteazu, napriklad mezi signalni
peptid a strukturalni protein, které usnadiuje fizenou
exclzi signalniho  peptidu od  fuzovaného proteinového

konstruktu.

K
¥
t

Gen kodujicl protein podic vynalezu takd mi voten

ot

’) }’fv v )/

ol
-

i~
"

pouzilim polymcrazové fetéravé reakce [(PCR). Templatem miZe
byt  ¢DNA  knihovna (komercné  dostupna od  spelednosti

CLONETECH nebo STRATACENEY nebo mRNA  izolovana z o lidské
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tukovée tkané. Tyto metodologie Jjsou dobfe znamy odbornikam,
viz napfiklad Maniatis, T. & kol., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2.vydani, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York

(1989).

b. Prima exprese necbho fuze proteinu

Proteiny podle vynalezu mehou byt vytvoteny bud primou
expresi nebo jako fuzovane proteiny obsahujicl protein podle
vynalezu s nasledujicim  enzymatickym  nebo chemickym
gtépenim. Je znamo mnoiZstvi peptidadz (napfiklad trypsin),
které sStépl polypeptid ve specifickych mistech nebo natravi
peptid od amino nebo karboxy konce peptidového Ffetérce
{napriklad diaminopeptidaza). Dale existujl 7Jisté chemické
latky (napriklad kyanogenbromid), které &tépl polypeptidovy
retézec ve specifickych mistech. Odbornikovi jsou zfejmé
nutné modifikace sekvence aminokyselin (a syntetickych nebo
semi-syntetickych kédujicich sekvenci, pokud Jjsou pouZity
rekombinantni postupy} pro vloZenl specifickych wvnitinich
mist Stépeni. Viz napfiklad Carter, P., EKapitela 13 v
Frotein PFPurification: From Molecular Mechanism to large
Scale Processes, Landisch, M., a kol., (Editofl) American

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

z. Konstrukce vektLoru

KonsLrukece vhodnych vektord, obhsahuijicich pofadovansd
kodujicl a  fidici  sekvence pouzlva standardni  ligaéni

techniky. ITzoiovaneg plasmidy nebo  fragmenty DNA sou
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Stépeny, upraveny a znovu llgovany zpusobem, nutnym k

vytvereni pczadovanych plasmidd.

K dosaZeni translace pozZadovaného proteinu se vig#i
zkonstruovana syntetické DNA  sekvence do  kteréhokoll =
nepreberného mnozstvi vhodnych vektorn exprese
rekombinantnich DNA sekvencil pouzitim odpovidajicich

restrikénich endonukleaz.

navrzena tak,

Synteticka

kédujicl sekvence je

resirikéniml

aby obsahovala mista Stépitelna

endonukleazami na obou koncich transkriptu, aby se usnadnila

izolace nebo naopak vloZeni do vektoru exprese a amplifikace

a exprese plasmidd. Izclované cDNA kddujici sekvence mohou

byt snadno modifikovany pouZitim syntetickych spojovnikil pro
usnadnéni vloZenl této sekvence do poZadovaného klonovaclilho

vektoru zpiscby dobfe znamymi odbornikim. Konkrétni volba

endonukledz Je diktovana vzory pro  Stépenl restrikénimi

endonukleazamli v pouzitém vektoru exprese. Restrikénl mista

jsou volena tak, aby spravné orientovaly koédujici sekvenci s

fidicl sekvencl tak, aby bylo dosaZeno spravného ramcového

Cleni a exprese proteinu podle vynalezu.

Obecné Jsou v uvedenych hostilelich pouZivany plasmidove
vektory obsahujl promotory a fidici sekvence, které Jsou
odvozeny z druhlt, slu&itelnych s hostitelskou bufikou. Vektor
obvykle nese replikaéni misto, stejné tak Jake sekvenci
markeru, kterd umcinuje provedenl fenotypové selekce v
Lransformovanych bunkach. Tak napriklad E. coli je typicky
transformovana ponZitim pBR322, <ol de plasmid, odvozeny z
druhu E. coli (Bolivar, F., a kol., Gene 2:95-113 (1977)).

Plasmid pBR372 obsahuje geny pro resistenci na ampicilin a

tetracyklin a proto poskytuje Jjednoduché prostiedky pro
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identifikaci transformovanych bunék. Plasmid pBR322 nebo
dalsi mikrokidlni plasmid musi take obsahovat nebo byt
modifikovan tak, aby obsahoval urcité promotory a dalsi

ridici prvky, které jsou béZné pouZivané v rekombinantni DNA

technoleogii.

FoZadovana kodujlicl sekvence je viciena do vektoru exprese

ve vhodné orientaci, aby byla transkribovana od promotoru a

ribosomovéhe vazebného mista, prifemZz oba tyto prvky musi

byt funkéni v hostitelské bufce, ve které ma byt protein

exprimovan. Prikladem takovénho vekloru expresce e plasmid,

popsany v Belagaje, R.M. a kol., U.S. Patent &. 5,304,473
vydany 19. dubna 1994, ktery je do popisu pfredkladaného
vynalezu  zahrnut  Jake reference. Gen  kédujicli  A-C-B
proinsulin, popsany v U.S. patentu <. 5,304,473 midZe byt

cdstranén 7z plasmidu pRBIB2 restrikCnimi enzymy Ndel a BamHI
Geny kodujicl protein podlie predkladaného vyndlezu mohou byt
vloZeny do hlavniho plasmidového fetézce v Ndel/BamHI kazeté
restrikénich fragmentu.

d. Prokaryotické exprese

I
\

pecné Jsou prokaryota pouZivana pro klonovani DNA sekvenci

pEi konstrukci wvektorl, pouZitelnych podle ptedkléadaného
vynalezu. Napriklad E. coli K12 kmen 294 (ATCC &. 31446) fe
obzvlasté vhodny. Dalsi mikrobialni kmeny, kterd mohou byt
pouzity zahrnujl E. coli 2 a M. coll X177¢ (ATCC &, 31537).
Tyto pfriklady Jsou ilustrativni a neomezuij’ russahu
vynalezu.

Prokaryota Jjsou také poufZlvana pro expresi. Mohou byt
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pouzity vyse uvedené kmeny, stejné tak jako E. coli W3110
(prototropni, ATCC ¢&. 27325%), bacily Jako Jje Bacillus
subtilis a dal&i  enterobakterie jako je Salmonella
typhimurium nebo  Serratia marcescans a  ruzné  druhy
Pseudomonas. Promotory, vhodné pro pouZitl v prokaryotickémn
hostiteli zahrnuji P-laktamazu (vektor pGX2907 [ATCC 39344}
zahrnuje  replikon a  P-laktamazovy  gen) a laktozovy
promotorovy systém (Chang, A.C.Y. a kol., Nature, 275:617-
ez2d  (1978); a Goedel, D.V. a kol., Nature 281:544-548
(19791), alkalickou tosfatazu, tryptofanovy (trp)
promotorovy systém (vektor pATHL [ATCC ¢. 37695] je navrien
s cllem usnadnit expresi otevfeného &teciho ramce jake trpE
faozovany protein pod keontrolou frp prometoru) a hybridni
promotory  Jjako je tac premotor (izolovatelny 2z plasmidu
pDR540 ATCC-37282). Na druhé strané viak Jiné funkciondlni
bakteridlnl promoteory, JjejlchZ nukleotidové sekvence 7Jsou
obecné znamy, dovolujli odbornikovi v oboru ligovat je k DNA
kédu proteinu pouzitim linkerl nebo adaptord pro podporu
Jakychkeli poZadovanych restrikénich mist. Promotory, urdené
k pouzitli v bakteridlnich systémech budou také obsahovat
Shine-Dalgarnc sekvencl operativnim zplusobem pfipojencu k

DNA kédujlcimu proteinu.

e. Bukaryoticka exprese

Froteiny mohou byt produkovany eukaryotickym  zphschem
expresi v  eukaryotickych systémech. Vyhodné promotory,
ovlada)icy transkripct v savéich hostitelskych bufikdch mohou
byt ziskany 7z ruznych ezdrojt, Jako jsou napfiklad genomy
virad Jjako: polyom, Simian wvirus 40 (SV40), adenovirus,

retroviry, virus hepatitidy-B a obzvlasté vyhodné
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cytomegaloviry nebo hetercologni sav<l promotory, napflklad
f-aktin promotor. Rané a pozdnl promotory viru 5V40 fjsou
vyhodné ziskany Jjako 8V40 restrikéni fragment, ktery také
obszhuje SV40 virdlni pocatek replikace [Fiers, W. a kol.,
Nature, 273:113-120 (1978)]. Celvy genom viru SV40 muZe byt
ziskan z plasmidu pBRSV, ATCC 45019, OCkamZlty rany promotor
lidského cytomegaloviru mbZe byt =ziskdn z plasmidu pCMBB
(ATCC 77177 . Premotory z  hostitelské bunky nebo z

pribuznych druhl mohou pochopitelné byt pouZlty take.

Transkripce DNA kodu narckovanych protein( vy3$imi eukaryoty
je zvySena vloZenim enhancerove (zesilujci) sekvence do
vektoru. Enhancery Jjsou cis-puscbici prvky DNA, obvykle
okole 10-300 parh bazi, které pusobl na promotor a zvysuji
jeho transkripcl. Enhancery Jjsou relativné nerivislé na
orientaci a poloze a byly nalezeny u 5 ([Laimins, L.A. a
kel., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 78:464-468 (1981)| a 37
[Luskz, M., a kol., Mcl. C(Cell. Bio. 3:1108-1122 (1983}]
konce transkripénl Jjednotky, uvnitf intronu [Baneriji, J. a
kol., Cell. 33:729-740(1983)] steijné tak jako uvniti samotné
kédujlcl sekvence  [Osborne, T. a kol., Mol. Cell. Bio,
4:1293-1305  (1984)]. Nyni Je znamo mnoho enhancerd ze
savCich gend {globin, RSV, SV40, EMC, alastasovy albumin, o-
fetoprotein a insulin). Typicky v3ak budou pouZivany
enhancery =z vird eukaryotickych bunék. Pfiklady zahrnuji
5v40 pozdni enhancer, enhancer raného promotoru
cytomegaloviruy, enhancer polyomu na pozdni strane
replikacniho poc¢édrku a enhancery adenc
Vektory exprese, pouiZlvaneé v eukaryotickych hostitelskych

bunkach (kvasinky, houby, hmyz, rostliny, zvifata nebo
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jaderné buhxy z dalsich vicebunéinych organismia) budou také
obsahovat sekvence, které jsou  nutné pro ukonéent
transkripce, které mchou ovliivnit expresi mRNA. Tyto oblasti
jsou transkribovany jako polyadenylované segmenty v
nelranslatovanych Sastech  mRNA, kbdujici protein. 37
netranslatované oblasti také zahrnuo]l terminadni  mista

transkripce.

Vektor exprese maZce obsahovat selekdnil gen, ounadovany takeé
jako selekéni marker. Priklady selekcnich markerl pro savdét
bunky 7dscou dihydrofelat reduktéza (DHFR, kterd mé7e byt
odvozena =z BglII/HindIIl restrikéniho fragmentu pJOD-10
[ATCC e8815]), thymidin kindza (thymidin kindza viru herpes
simplex je obsaZena v BamAI fragmentu vP-5 klonu (ATCC 2028)
nebo kmeny, rezistentni na neomycin (G418), které lze ziskat
z pNNZ414 kvasinkového artificlialniho chromosomového vektoru
(ATCC 37682). Pokud Jsou Lakove selekéni markery Ospésng
pfeneseny do savCl hostitelské bunky, transfektovana savdi
buhka muZe prezit, pokud je umisténa pod selektivnl tlak.
Existujl dvé 3iroce pouZivané odlisdné kategorie selekénich
reZimi. Prvni kategorie je zaloZena na metabolismu bufhky a
pouzivad mutované bunécéné linie, které postradaijil schopnost
rust bez vhodneho doplnéného média. Dva ptiklady jsou: CHO
DHER™ bunky (ATCC CRL-90%96) a wysi LTK bunky (L-M(TK-)} ATCC
CCL-2.3). Tyto bunky postradajl schopnost rusl bez pridant
takovych Zivin, 7Jako je thymidin nebo hypoxanLin., Jeliko?
tyto bunky postradajl jistée geny, nutné pro Uplnou drahu
nukleotidove syntézy, nemohoun 1t,  poxud chybéjici
nukleotidy nejsou poskytnuty v poddvaném meédiu. Alternativou
k podavani pilslusného doplnénéhc médla je vlo?it neporudeny

DHFR nebe TK gen do bunék, které tyto geny postrada’l a tim
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pozménit jejich rustevé poZadavky. Jednotlivé bunky, které
nebyly transformovany pomocl DHER, respektive TK genu

nebudou schopny pfeZit v nedoplneéném méediu.

Drunou kategoril 7Je dominantni selekce, kterda se odvolava na
seleké&nl schéma, pouZzité u libovoiného bunédéného Lypu a
nevyzaduje pouZitl mutovane bunécné linie. Toto schéma
typicky pouZiva chemickou latku pro zastavenl  rastu
hostiteiské bunky. Ty bunky, které majl novy gen Jsou
schopny exprimovat protein, poskytujicl jim odolnost proti
uvedene latce a tudiZ pfezit selekci. V pfikladech takové
dominantnl selekce se jJako chemicka latka pouZiva necomycin
[Southern, P.J. a kol., J. Molec. Appl. Genet. 1:327-341
(1982) ], mykcfenclova kyselina ([Mulligan, R.C. a kol.,
Science 209:1422-1427 (1980)] nebo hygreomycin [Sudgen, B. a
kol., Mol. Cell. Bicol. 5:410-413 {(1985%}]. Tyto ti¥i pfiklady
podane vy$e pouzivajl bakterialnich gend pod eukaryotickou
kontrolou k pfedani resistence na odpovidajici latku,
naptiklad G418, neomycin (geneticin), xgpt (mykofenolova

kyselina) nebo hygromycin.

Vyhodny vektor pro eukaryotickou expresi je pRc/CMV. pRc/CMV
Je komercné dostupny od spolednosti Tnvitrogen Corporation,
San Diego, Ch. Pro  potvrzeni spravne sekvence Y
konstruovaném plasmidu je pouzZlta ligagni SMES  Pro
transformaci E. coli K12 kmen DHDa (ATCC 31446) a uspésné
transformanty Jsou selekfovany, pokud Jje to polfebnéd,

antibiotickou rezistenci. 7 transfo

r

mant&  jsou plipraveny
plasmidy, analyzovany restrikcl a/nebo sekvencovany rplsobem
podle ¢lanku Messing, J. a kol., Nucleic Acid Res. 9:309-321
{1981).
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Hostitelské bufiky meohou byt transformovany vektory exprese
podle vynalezu a kultivovany v konvenénich zZivnych médiich,
jak je vhodné pro indukci promotord, selekci transformanti
nepo amplifikaci gend. Kultivaéni podminky, jake je teplota,
pH a podobné Jscu  ty, ktere bpyly drive pouzlity U
hostitelskych bunék, zvelenych pro expresi a Jsou zZFeimé
kaZdému odbornikovi v oboru. Techniky transformace bunék
vy&e uvedenyml vektory Jsou dobFe znamy odbornikim a mohou
byt nalezeny v takovych obecnych referencich, jako je
Maniatis, T. a kol., Molecular Clioning: A Laboratory
Manual, 2. vyd. Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harpor, New York (1989) nebo

Current Protocols in Molecular Biology (1988) a dodatky.

Vyhodné hostitelské bufky pouZitelné pro expresi vektors,
kédujiclch proteiny podle vynalezu wve vydSich eukaryotech
zahrnuji: ledvinove bunky africke zelené opice
transformované pomoci Sv4aQ (COS-7, ATCC CRI.-1651},
transformovane lidské primarni embryonalnl buné&éné linie 293
[Graham, F.L. a kol., J. Gen. Virol. 36:59-72 (1977);
Harrison T. a kol., Virclogy 77:319-329 (1977); Graham, F.L.
a kol., Virology 86:10-21 (1978)]; ledvinové bunky mladéte
kfecka [BHK-21 (C-13), ATCC CCL-10; MacPherson, I. a kol.,
Virology 16:147-151 (1962)1; ovarialnil bunky dinského kfedka
[CHO/DHFR  (ATCC CRL-9096)i; mz39 Scrtoliho bunky [TM4, ATCC
CRI.-1715; Mather, J.PF., RBicl. Reprod. 23:243-252 (1980)];
ledvinoveé pubky africké zelené opice (VERC 76, ATCC CRL-
1587);  lidske cervikalrl epiteloidni  karcinomové  bunky
(HeLA, ATCC CCL-2); psi ledvinove bufky (MDCK, ATCC CCL-34);

krysl Jaternil bufky (BRL  3A, ATCC CRL-1442) ., lidskeé
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diploidni plicnl  bunky  (WI-39, ATCC CCL-75); lidské
hepatocelularni karcinomové bunky (Hep G2, ATCC HB-8065) a

my5i bunky nddoru prsni Zlazy (MMT 060562, ATCC CCL51).

f. Exprese v kvasinkach

Kromé& prokaryotickych a savéich hostitelskych bunek mohou
byt jako hostitelske bunky  pouZity take kvasinky.
Saccharomyces cerevisiae, bé&ineé pekatfske kvasnice,
predstavu)l nejfastéjl uiZivany eukaryoticky organismus pro
expresl heterolognich proteina, 1 kdyZ je k disposici fada
dalsich kmend. Pro expresi v Saccharomyces Je prikladen

bé

AT

né uzivaného vektoru plasmid YRp7 [ATCC-40053,
Stinchcomb, D. T. a kol., Nature 282:39-43 (1979); Kingsman,
A, J. et al., Gene 7:141-152 (1979); Tschumper, G. ot al.,
Cene 10:157-166 (1980)]. Tentc plasmid J1Z obsahuje trp
gen, ktery poskytuje selekdni marker pro mutovany kmen
kvasinek, postradaiicl schopnost rustu v tryptofanu
[napriklad ATCC 44076 nebo PEP4-1; Jones, E. W., Genetics

85:23-33 (1977)7].

Vhodne  sekvence promotord pro  pouzZziti v kvasinkovém
hostitell zahrnujl promotory pro 3-fosfoglycerat kindzn,
ktery se nachazil v plasmidu pAPLl2BD ATCC 53231 [Patel, A. et
al., U.5. Patenl No. 4,935,350, wvydany 19. &ervna 1990] nebo
dalsi glykolytické enzymy, jako Je enclaza kterd se nachazi
v plasmidu  pACl (AT'CC 38532y, glyceraldehyd-3-fostat
dehydrogenaza, derivovana z plasmidu pHeGAPCl (ATCC L7090,

57091), zymomonas mobilis [Ingram, 1..0. a kol., Patent

i

5,000,000 wvydany 19. bfezna 19911, hexokinaza, pyruvat

dekarboxylaza, fosfoiruktokinaza, glukdra-6-fosfat
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izomerdza, 3-fosfoglycerat mutaza, pyruvat kindza,
tricsefosfat isomeraza, fosfoglukdzova iscmeraza, a

glukokinaza.

Dalsi kvasinkove promotory, CcoZ 730U indukovatelné

promotory, které majil dalsi vyhodu v tom, Ze iLranskripce je
rizena rustovymi podminkami, Jjsou promotorove oblasti pro
alkohol dehydrogendzu 2, 1isocytochrom C, kyselou fostatéazu,
degradativnl enzymy asociovane s  dusikovym metabolismem,
metalothionein, ktery Jje obsaZen v plasmidovem vektoru
pCL28XhoLHBPY [ATCC 39475; Reddy, V. B. a kol., U.S. Patent
No. 4,840,896, vydany 20. <Zervna 198%], glyceraldehyd 3-
fosfat dehydrogenaza a enzymy odpovidajicl za pouziti
maltdézy a galaktdzy, jako je GALl promotor, ktery se nachazi
v plasmidu pRY1Z1 (ATCC 37658). Vhodné vektory a promotory
pro pouzZiti prfl expresi v kvasinkach jsocu dale popsany v
Hitzeman, R. A., a kol., Evropsky patent &. 73,657A1, vydany
9. brezna 1983. Kvasinkove enhancery Jako Je UAS Gal =z
Saccharomyces cerevisiae, kftery se nachazi spolu s CYCL
promoterem na plasmidu YkEpsec-hllbeta (ATCC 67024)jscou také

vyhodné pouzivany s kvasinkovymi promotory.

Priklady provedeni vynalezu

Nasledujici priklady poskytuji ilustraci zplscbld vyroby

4 - Ty A PR ™ “rtr ey ¥
neho wvynédlezu. Rozsah

narokovanych proteind podle piedklads

o
1 - Aol

predméetu  vi3ak nenl omezen ndstedujicimd  pfriklady, ale

vyplyva vyhradné z pfilozenych patentovych naroku.
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Priklad 1
Konstrukce vektoru
Gen o SEQ ID NQO:13 je sloZen ze dvou segmenttd o asi 220
parech bazi a asi 240 parech bazi, které jsou odvozeny z

chemicky syntetizovanych oligonukleotida.

(SEQ ID NO:13)

1  CATATGAGGG TACCTATCCA AAAAGTACAA

51 AAAGACAATA GTCACAAGGA TAAATGATAT
101 CATCTAAACA GAAAGTCACA GGCTTGGACT
151 ATACTGACAT TGTCTAAAAT GGACCAGACA
201  CTTAACAAGT ATGCCTTCTA GARACGTGAT
251 AGRAACCTGCG GGATCTGCTG CACGTGCTGG
301 TTGCCATGGG CCAGTGGCCT GGAGACATTG
351 GGAAGCCTCA GGCTATTCTA CAGAGGTGGT
401  GGTCTCTGCA AGACATGCTG TGGCAGCTGG
451  TAGGATCC

GATGACACCA
CTCACACACA
TCATACCTGG
CTGGCAGICT
ACARATATCT
CCTTCTCTAA
CACAGTCTGE
GGCCCTGAGC

ACCTGAGCCC

AAACACTCGAT
CAGTCAGTCT
GCTGCACCCC
ATCAACAGAT
AACGACCTGG
AARGTTGCCAC
GGGGAGTCCT
AGGCTGCAGG

CGGGTGCTAA

Segment o 220 parech bazl se nachazi od mista Ndel k mistu

Xbal v poloze 220 v kédujici oblasti a je vytvofen ze sedml

pfekryvajicich se oligonukleotidd, jejichz délky jsou od 34
do 83 bazl. Segment o 240 parech bazi, ktery sc¢ nachazi od
mista Xbal do mista BamHI Jje také vylvoren ze sedmi
pfekryvajlcich se oligonukleotidd Jejich?Z délky Jsou v
rozmezl od 57 do 92 bazi.

Pro vytvorenl téchto fragmentu bylo sedm odpovidaijicich
oligonukleotidd smichéno v ekvimolarnim mnoZstvi, obvykle v
koncentracich asi [-2 pikomold na mikrolitr. VFred spolenim




S

byly vwvEechny oligonukleotidy s vyjimkou téch, které se
nachézeji na 5 konci seagmentu, fosforylovany v standardnim
kinazeovém pufru s T4 DNA kinazou za podminek specifikovanych
dodavatelem latky. Smés byvla zahfivana na 95 °“C a potom
ponechana pomalu ochladit na pokojovou teplotu po dobu 1-2
hodin, aby pbylo zajlsteno spravné zpracovani
oligonukleotida. Cligonukleotidy byly potom ligovany
navzajem a do odpovidajiclho klonovacihc vektoru, jako Je
pUC18 nebo pUCLY pouzitim T4 DNA ligazy. Pufry a podminky,
které byly peouZity, se shodovaly s doporucenymi podminkami
dodavatele enzymu. Vektor pro fragment o 220 parech bazi byl
natraven pomocl Ndel a Xbal, zatimco vektor pro fragment o
240 parech bazi byl pied pouZitim natraven pomoci Xbal a
BamH!. Pro transformaci bunék E. coli DHIOR (komeréné
dostupnyech od Iiife Techneologies, vyrobce produktl GIBCO/BRL,
Grand Island, NY) byly pouZity ligaéni smési a
transformované buiky byly umistény na tLrypton-kvasinkovée (TY
- tryptone-yeast) misky (TY, Difco, Detroit, MI), cbsahujici
100 pg/ml ampicilinu, X-gal a IPTG. Kolonie, které prfes noc
vyrostly, byly péstovidny v tekutém médiu TY s 100 pug/ml
amplcilinu a byly pouZity pro izolaci plasmida a2 DNA
sekvenacnl analyzu. Plasmidy se spravnou sekvencl byly
pornechany pro sestavenl uplného genu. Toho byleo dosa?enc
gelovou purifikacl fragmentd s 220 pdry bazi a fragmenth s
240 pary bazl a ligaci téchte dvou fragmentd do vektoru
exprese jakoe je pRBI8Z ze kterého byla vynechana sekvence
kédujlici A-C-B proinsulin a ktery pyl pfed pouZitim natraven

pomocl Ndel a  BamHI.

Alternativné muZe byt natraven plasmid PpET30 (Novagen,

Madlson, WI) pomocl Ndel a BamHI a poZadovana DNA sckvence,
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kédujict proteiny podle predkladaného vynalezu, miZe byt
vlocZena procedurami podle stavu techniky, které Jscu zde
popsany. Zdrojem DNA jsou synteticke oligonukleotidy, ktere
jsou spojeny zpusobem podle stavu fechniky, ktery Je zde
popsan.

Plasmid pOJ72Z2 {NRL, <&. B-21,654), obhsahujici DNA sekvenci
kéduijlici  poZadovany  protein, byl pfipraven zphsobem
analogickym prfikladu 1. Plasmid byl natraven pomoci PmlI a
Bsu36I. Sekvence rozpoznavana témito enzymy leZi uvnitr

oblastil kdédulicil protein mezi nukleotidovymi polcohami 275 a

360. Klonovacl vektor neobsahuje tuto rozpoznavacl sekvenci.

Z tohoto divedu po natrévenl restrikénimi enzymy Pmll a

Bsu3ol byly  pozorovany dva

odpovidajici

pouze fragmenty, jeden

fragmentu vektoru a druhy fragmentu o asi 85

parech bdazi, ktery byl uvelnén z protein kodujicl sekvence.

Tato sekvence byla nahrazena libovolnou DNA  sekvenci,

kddujici aminokyselinovou substitucl podle pPedkladanéhe

vynalezu. Tyto DNA sekvence byly syntetizovany chemicky Jako

dva oligonukleotidy s komplementarnimi bazemi a konci, kteréd

jsou kompatibilni s konci, wvzniklymi natravenim pomoci

enzymy PmlT a Bsu36I. Chemicky syntetizované oligonukleotidy

byly smichany v ekvimolarnim mnoiZstvi (1-10 pikomeld na

mikrolitr), zahfivany na 95 °C a ponechany chlazeny pomalym

poklesam hodnntu °C

20-25

teploty na C.  Takto ziskané
oligonukleotidy byly pouZity ve standardni ligaéni reakoi,
Ligadnl produkty potom byly transformovany do E. coli DHIOR

bunék [GIBCO BRL) a transformované bunky byly umistény na TY
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misky obsahujici 10 mikrogramiu na mililltr tetracyklinu
(Sigma, St. Louis, MO). Kolonie, kterée wvyrostly pfes noc,
byly péstovany v tekutém TY médiu s 10 mikrogramy na
mililitr tetracyklinu a byly pouZity pro plasmidovou isclaci
a DNA sekvenéni analyzu. Plasmidy se spravnou sekvenci byly

uchovany.

Priklad 3

Plasmid exprese pHS787 (Protein SEQ ID NO: 6)

Vektor pHS69%2, ziskany zpusobem analcgickym postupu 72
prikladu 1 (40 wng) byl natraven 20 Jjednotkami PmlI (New
England Biolab, Beverly, MA) v pufru ,New Fngland Biolab
buffer 1% pri teploté 37 °C po dobu dvé hodiny. Pufrovaci
sul byla zménéna na ,New England Biclab buffer 3" a bylo
pridanc 20 jednotek BstX! (New England Biolab), &imzZ
zapotalo natravenil, ktere pokracovalo po dobu dvou hodin pri
teploté 55 °C. Na natrdvenou latku bylo plsobeno 20
jednot kami alkalicke fesfatazy {Boehringer Mannheim,

Indianopolis, IN) p¥i teploté 37 °C po dobu 30 minut.

Vznikla natrdavenad latka byla purifikovana na 1 % agardzovém

gelu a fragment o 4170 parech bazi byl isclovan metodou

sfrecze-squeeze™.

Oligonukleotidy 13824

{5'-TGA GGC TTC CAGC GAC TCC CCC CAG ACT GTC CAA TGT CTC CAG
GCC RACT GGT OTC TGGE CAA G1G GCA ACT TTT AGA GARA GGC CTAG CAC
~3'" (SEQ ID NO:14}

a 13825

{(H'-CTG CTG GCC TTC TCT ARA AGT TCC CAC TTG CCA GAC GCC AGT

(

[}

-C CTG GAG ACA TTG GAC AGT CTG GGG GGA GTC CTGC GAA SCO-3°




(SEQ ID NO:15)

byly kindzovany v pritomnosti 1x kinazového pufru, 50 mM
Tris-HCl pH 8.0, 10 mM MgCl., 0.5 mM ATP, 1 mM DTT, and 5
jednotek T4 polynukleotidové kindzy (GIBCO BRL) pfi 37 °C po

30 minut.

The PmlI/BstXI linearizovany pHS69%92 vektor a linkery 13824 a

c

13825 byly ligovany v 1x kindzového pulru,

0.5 mM ATP and 1
jednotky T4 DNA ligadzy (GIBCO BRL) pfi teploté 16 °C po
jednu noc. Ligacni produkty byly transformovany do E. coli

BLZ21 (DE3) (NOVAGEN) a kolonie vypéstované na TY miskach s

pridénim 10 jg/ml tetracyklinu Dbyly analyzovany. Byla

isclovana plasmidova DNA, ktera byla podrobena DNA sekvenaci

na sekvenceru PE-Applied Blosystems 370 DNA  sequencer,

Plasmidy obsahujici ocCekévané fragmenty od Ndea7 do BanHI o

okolo 400 parech bazi byly uchovany a nazvany pHS787.

Priklad 4
Plasmid exprese (Protein SEQ ID NO:3)

Plasmid pQJ722 byl natraven pomoci PmlT a RsuléT,

Synteticky DNA fragment, ktery ma sequenci

5'-5EQ ID NO:i6: (SEQ ID NO:le)

TCAGGCTTCCAGGACTCCCCCCAGACTGTCCAATGTCTCCAGGCCACTGGCGTCTGGCAR

GTGGCAACTTTTAGAGAAGGCCAGCAC

zpracovany se sekvencit




- ayw ae £29 4 -n LX)
. L3 - - - - . LN ]
- "e - - - . L]
— 43 - ¢ = LI . » - LN
. » s [ . . . LN ]
- s e LR .s LR ] (X

5'-3EQ ID NC:17: (SEQ ID NO:17)
GTGCTGGCCTTCTCTARRAGTTGCCACTTGLCAGACGCCAGTGGCCTGGAGACATTEGAC

AGTCTGGGGGGAGTCCTGGAAGCC

byl vloZen mezl mista Pmll a Bsul3él. Po ligacl, transformaci
a isolaci plasmidu byla sekvence syntetickéhe fragmentu

ovefena DNA sekvenacnl analyzou.

Techniky pro transformaci bunék vyse uvedenyml vektory Jsou
odbornikim dobte znamy (Maniatis, T. a kol., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2. vyd., Ccld Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
New York ({1988); Current Protocols 1in Molecular Biology
(1989) a dodatky). Techniky pouzite pfi transformaci bunék
E. coli, pouZité pil vyhodném provedeni predkladanégho
vynalezu, Jak jsou zde popsany, Jsou dobre znamy odbornikim
v cboru. Ffesné podminky, za nichz byly transformovane bunky
E. coli kultivovany jsocu  zévislé na povaze linie
hostitelskych buné&k E. coli a na pouZitém vektoru exprese
nebo klaonovacim vektoru. Napriklad vektory, které zahrnuijl

termoinduciblilni oblasti promotor-operator, Jako je ¢

)

857
termoinducibilni lambda fdgova c¢blast promotor-operator,
vyzadujl teplotni posun =z asi 30 °C na asi 40 ¢ v
kultivaénich  podminkach, aby  byla indukovana  syntéza

proteinu.

Ve vyhodném provedeni predkladanéhe wvynadlezu byly Jako
hostitelské bufky pouZity bunky E. coli KIZ2 RV308, ale je
mozné pouziti 1 fady daldich bunéénych 1linii, “ako Jsou v
neomezujicim vyétu E. coli K 12 L2001, Leg7, L 693, L5507,

Led0, Lasl, 1695, 1814 (F. coli B, Tranasformovane
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hostltelské bunfky jJsou potom umistény na vhodnou kultivadéni
pidu pod selektivnim tlakem antiblotika, odpovidajiciho genu
resistence, ktery Je prfitomen v plasmidu exprese. Kultury
jsou potem  inkubovany po dobu a pii  teploté, které

odpovidail zvolené linii hostitelskych bunék.

Proteiny, které Jsou exprimovany v bakteridalnim systému
exprese © vysoké urovni, typicky agregull v granulich nebo
inkluznich télesech, ktera cbsahuiji vysokou Uroven
hyperexprimovaného proteinu [Kreuger, J.K. a kol., v
Protein Folding, Gierasch, L.M. a King, J. editori,
publikace American Assoclation for the Advancement of
Science ¢. 89-18%, Washington, D.C., 136-142 (1990})]). Takové
proteinové agregaty musi byt rozpustény, aby byla moZna
jejicn dalsl purifikace a isolace pozZadovaného proteinového
produktu. [Kreugexr, J.K. a kol., viz vyse]. Pro solubilizaci
takevych proteint Je pouZivana fada technik, pouZivajicich
silné denaturujicil roztoky, jako Je guanidin-HCl a/nebo
slabé denaturujici roztoky Jjake Je mocCovina. Postupné
odstranovani denaturujicich ¢&inidel (&asto dialyzou) =z
roztoku dovoluje denaturovanému proteinu, aby prijal svesl
prirozenou konformaci. Konkrétni podminky denaturace a
sklédani Jsou urceny  konkréetnim  pretein exprimuiicim

il

systémem a/nebo uvaZovanym proteinem,

Vyhodné jsou proteiny podle predkladaného vynalez
exprimovany s leader sekvenci. Odbornik v oboru vi, Ze je
mozno pouzlt fadu leader sekvenci, avsak lzader sekvence e
vyhodné Met-R.-, kde R, je jakdkoli aminokyselina s vyjimkou
Pro a nebo chybl, tak?e exprimované proteiny mohou byt

snadno kenvertovany na proteiny podle predkladaného wvynalezu
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pomocl Cathepsinu C nebo Jjiné vhedné aminopeptidazy. R, Je
vyhodné Arg, Asp nebo Tyr a obzvlaste vyhodné jsou proteiny
exprimovany se leader sekvencl Met-Arg. Je zajimavé, iZe
leader sekvence neovliviuje vyznamnym zpasobem stabliitu
nebo aktivitu proteinu. Leader sekvence je vSak vyhodné od
proteinu od&tépena. Proteiny obecného vzorce Met-Ri-SEQ [D
NO:1 jsou tedy pouzitelné jakeo bloleogicka <inidla a vyhodné

jako meziprodukty.

Priklad 5

Protein se sekvencl SEQ ID NO:3, ktery md Met-Arg leader
sekvencl e exprimovan v E. coli, isclovan a slofen
technikami, analogickymi technikém z predchozich pfrlklada.
pH proteinoveho roztoku Je redukovano na pH 2,8. Met-Arg
leader sekvence je odStépena pridanim 5-10 milijednotek dDAP
na miligram proteinu (dDAP je zkratka pro
dipeptidylaminopeptidazu isolovanou z slizovky Dictecstelium
descoidium, popsana Atkinsonem P.R. a kol., U.S5. patent
5,565,330, wvydany 15. £filjna 1996). Reakce konverze byla
provadéna po dobu 2-8 hodin pfi pokojové teploté&, Postup
reakce byl menitorovan vysokovykonnou chromatografii s
reverzni fazi (HP-RPC). Reakce byla ukonéena upravenim pl na
8 pridanim NaOH, des{Met-Arg) protein byl dale purifikovan
kationtovou ionexovou chromatografii v pritomnesti 7-8 M
moéoviny a vylucovaci chromatografii v PBS. Po finalni
purifikaci vyludovaci chromatografil byl protein

koncentrovan na 3-3,5 mg/ml v PRS,

Purifikace proteini podle vynalezu byla provaddéna zplsoby

znamymi ze stavu techniky, které zahrnuiil reverzni fazovou
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chromatografii, alinitni chromatografii, chromategrafii

iontovou vyménou a vyludovanim podle velikosti.

Proteiny podle vynalezu obsahuji dva cysteinové zbytky. 2
tohoto duvodu miZe byt pouzita disulfidova wvazba pro
stabilizaci proteinu. Predkladany vynidlez zahrnuje proteiny
obecného vzorce (1), ve kterém Cys v poloze 96 Jje kiizové
spojen s Cys v peloze 146 stejné tak jako proteiny bez
takoveto disulfidove wvazby. Vyhodné Je Cys v poloze 96
disulfidovym zpusobem wvazana k Cys v poleoze 146. DNavic
proteiny podle vynalezu mchou existovat, obzvlaité ve
farmaceutickych pripravcich, jako dimery, trimery, tetramery
a dalsi multimery. Takovéto multimery spadajl do rozsahu

pfredmétu predkladaného vynalezu.

Predkladany vynalez podava pouZziti proteint podle vynalezu
pfi léfeni chezity. Toto pouzZiti zahrnuje podavani udlnnéeho
mnoZstvi antl-obezitniho proteinu do organismu v davkach od
asi 1 ug/kg do asi 1000 pg/kg. Vyhodna dévka Je od asi 10
ng/kg do asi 100 ug/kg aktivni slozky. Typicka denni davka

pro dospélou ocsobu je od asi 0,5 mg do asi 100 mg., PF

e

pouzitl podle predkladaného vynalezu mohou byt sloudeniny
obecnéhoe vzorce (1) podavany v jednoduché denni davce nebo
ve vice davkach denné. Reiim mizZe vyZadovat podévanl po
dlouhou dobu. MnoZstvi podavang latky v Jodné davece nebo
celkove podané mnoZstvi budou uréeny lékatem a zavisl na
takovych faktovech, jako je povaha a upornost nemocl, vék a
celkovy zdravotnl stav paclenta a sniScnlivost pacienta K

slouceniné.

Predkladany vynalez déale podavd farmaceutické prostredky,




obsahujici sloufeniny podle wvynédlezu. Proteiny, vyhodné& ve
formé farmaceuticky pfijatelne soli, mochou byt piipraveny
pro parenteralni podavanl pro terapeuticke nepo
profylaktickée ucely, tykajicl se chezity. Slouceniny
obecneho vzorce mohou napfiklad byt smichény s konvenénimi
farmaceutickymi nosic¢l a exciplenty. Kompozice obsahujicl
proteiny pcdle vynalezu obsahujl od asi 0,1 do asi 85 %
hmotnostnich aktivniho proteinu, vyhodné ve rozpustné formé
a obhecnéji od asi 10 do asi 30 %. Dale, proteiny podie
vyndlezu mohou byt podavany samotné nebo v kombinaci s
dalsimi anti-obezitnimi &inidly nebo &inidly, uiZiteénymi pro
léCeni diabetu. Pro intravendzni (i.v.) poddvani mbie byt
protein podavan v béznée pouzivanych intravendznich
tekutinach a podavan infdzi. Takové tekutiny ijsou napfiklad
fyziologicky roztok, Ringeruv roztok nebo 5 % roztok
dextrozy. Pro 1ntramuskuldrni pedavani miZe byt sterilni
pifipravek proteinu obecného wvzorce (I), vvhodné ve formé
vhodné rozpustné soli, napriklad soli kyseliny
chlorovodikové, rozpustén a podavan ve  farmaceutickém
fedidle jako je nepyrogenni (destilovana) voda, fyziclogicky
roztok nebo 5 % roztok glukdézy. Vhodnd rozpustna forma
slou¢eniny miZe byt p¥ipravena a podavana 1 jako suspenze na
vodné bazi ncbo na barzl fyziologicky prijatelného oleie

napriklad Jako ester mastné kyseliny s dlouhym fetézcem,
jako je ethyloleat. Do kompozice Jsou vyhodné pEidany
farmaceuticky prijatelnd konzervadnl nebo chranici ¢&inidla
Jjako je alkylparaben, obzvla3tée methylparaben, ethylparaben,
propylparabn nebo butylparaben a nebo chlorburanal, aby se
umoinilo vicedavkove pouZitil. Je vyznamné, Ze proteiny podle
vynalezu jsou také stabilnl v pfitomnosti fenolovych

&¢inidel, Jako Je m-kresol nebo fenol. Stabilita proteind




podle vynalezu v pfitomnosti fenolovych ¢inidel je vyhodna
ve farmaceutickém pouziti, které vyuzivad zvydencu uéinnost

nvedenych ¢&inidel. Pripravky Jsou vyhodné pfipravovany v

nepritomnosti soli, aby se mninimalizoval ionicky 0&inek

ptipravku.

Schopnost slougenin podle vynalezu pusobit na obezitu je

demonstrovana in vivo v nasledulicich prikladech.

Biologické testy

Parablotické experimenty naznacujl, Ze protein je uvolfovan
periferalnl adipdzni (tukovou) tkanl a Ze protein je schopen
ridit prirdstky télesné hmotnosti u normalni 1 u obézni mysi
[Coleman, D.L., Diabetologia 14:141-148 (1978)]. Biclogickym
testem, ktery nejvice odpovidad pouzitl proteinl, Je proto
injekce testovanéhoe <inidla kterymkeli =z vice mozZnych
zpuscbll podavani, napfikiad intravendzné (i.v.), subkutanné
(S.C), iIntraperitonedlné (i.p.) nebo minipumpou nebo kanylou
a nasledujlcl sledovani spotieby potravy a vody, prirustku
téiesné hmotnosti, chemickych vlastnosti plazmy nebo hormoni
(glukdza, iInsulin, ACTH, kortikesteron, GH, T4) po razné

casové 1intervaly.

Mezi vhodna testovacl zvifata patfi normalni my3i (ICR a
podobng) a obézni mysi  (ob/ob, Avy/a, KK-Ay, ,tubby™,
LLat™) . Mysi model ob/ob obezity a diabetu e obecné
prijiman jako indikativni pro obezitni stavy. Byly pouZivany
kentrolnl vzorky pro urcovani nespecifickych Iéinkd pomoci

vehikula s nebo  bez aktivniho <&inidla nebo  podobnych

kompozic u stejnych zvifat monitorovanim tychi parametri: a
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nepo pouZitim téhoz Zirnddla u zvirat, U nichz se
pfedpoklada, Ze postrédajl prlsludne receptory (mysi dp/db,
krysy fa/fa nebo cp/cp). Proteiny, vykazujici ucinnost v
téchto modelech budou vykazovat podobnou  uadinnost u

ostatnich savcuy, specialné u &loveka.

JelikoZz se predpoklada, Ze cilova tkan Je hypothalamus, ve
kterym je regulovan pfijem potravy a lipegenni stav, podobny
model zahrnuje injekci testované latky primo do mozku,
napriklad 1njekcl laterdlnimi neboc tfetimi  ventrikuly
(i.c.v.) nebo primo do specifického hypothalamového Jadra
jako Jje obloukeové, paraventrikuldrnli nebo perifornikalni
jadro. Mohou byt méreny stejneé parametry jako vy3e uvedené a
nebo miZe byt monitorovance uvolhovani neurcotransmiterd, o
nichz je zname, Ze regulull prijem potravy nebo metabolismus
{napf. uvolnovani NPY, galaninu, norepinefrinu, dopaminu, [B-

endorfinu).

Reprezentativnl proteiny zminéné v prikladech € a 7 byly
pripraveny zpisobem podle popisu a pfikladd uvedenych vyse.
Oznacenl Met-Arg- znamen& proteiny p¥ipravené a testované s
pripojencu leader sekvencl Met-Arg. Aminokyselinova sekvence
proteint podle prikladi byla potvrzena hmotovou
spektroskopii a/nebo aminokyselinovou analyzou. Pro testy
byly proteiny konfigurovéany s Cys zbytky kfiZové spojenymi
disulfidovymi mistky. Schopnost proteind podle vynalezu
puscobit na obezitu u ob/ob my31 je dokumentovana v Tabulkach
1-3. Podobne studie byly provedeny in vitro za pouZiti
isolovanych hypothalamickych tkani v perifiuznil nebo tkanové
lazni. V. této situacli  bylo moniterovanc  uvolilovanil

neurotransmiterd a elektrofyziologicke zmény.
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Testovani Cb proteinu SEQ ID NO:2, 3 a 6 u samci ob/ob my$i

Samci ob/cb mysi [Harlan, Ltd. Blackthorn, England] byly
chovany wve skupinach po 5 =zviratech a bylo jim podavana ad
libitum Purina 5008 potrava a voda. My$S1 byly udriovany pri
reveznim osvetlovacim reZzimu (svétlo vypnuto 9.00 hod a
zapnuto v 21.00). Mysi byly denné vazZeny v 8.30. V tuté:z
dobu byly wvyhcdnocovana jeiich spotfeba wvedy a potravy.
Podavani testované latky bylo provadéno, jak Jje uvedenc
niZze, po rannim vazZeni, tésné pred vypnutim osvétleni. Mysim

byla testovana latka podavana denné po 4 dny.

Skupina OSetfenl (n=%)
1 PBS 0,2 ml denné. S.C.
2 Protein 30 pg/0,2 ml denné, S§.C.
3 Praotein 300 pg/0,2 ml denné, S.C. 4__“J

UCinek tohoto pusocbeni na spotfebu potravy a kumulativni
télesnou hmotnost Jsou ilustrovany pro reprezentativni

proteiny podle predkladangho  vynalezu v nasled

119 G e s Al
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tabulkach 1-3.




Tapulka 1. Ucinek proteinu SEQ ID NO:2 na spotfebu potravy a

zménu kumulativni télesné hmotnosti u ob/ob mysi

Spotreba potravy (g/den) Zména télesné hmotnosti (g)
Den | Skup.l | Skup.2 | Skup.3 Skup.1 Skup.Z Skup. 3
1 4,4 4,1 2,4 +0,5 -0,6 -0,8
2 5,3 4,3 3,0 +0, 4 -0,2 -1,3
3 4,8 4,2 2,4 +0,6 -0, 2 -2,3
4 5,1 3,8 1,5 tQ0, 9 -0,6 -3,5
Tabulka 2. U&inek proteinu SEQ ID NO:3 na spot¥ebu potravy a

zménu kumulativnl télesné hmotnosti u ob/ob mysi

Spolfcha potravy (g/den) |Zména té&iesné hmotnosti (g)

Den Skup.1 Skup.2 | Skup.3 Skup.1 Skup.?2 Skup.3
1 5,6 4,9 4,0 +0,3 -G,2 -0,5
2 6,1 4,0 3,1 10,5 -0,3 -1,0
3 5,9 3,5 2,3 +0,6 -0,5 -2,0

Tabulka 3. U¢inek proteinu SFQ ID NO:6 na spotfebu potravy a

zménu kumulativni télesné hmotnosti u ob/ob my3i

Spotieba potravy (g/den) Zmena télesné hmotnostl (g)

Den Skup. 1 Skup.2 Skup.3 Skup.1 Skup. 2 Skup.3
] 6,2 4,6 4,0 +0,4 -0, -0,
2 6,4 3,9 3,5 10,4 -0, 3 -0,9
3 5,5 3,4 2,1 +0,5 -0,6 -1,7
4 5,9 2,8 1,6 10,4 -1,3 -2,5




. e s anesm .e ve
e ® - . @ L3 .o
-~ - L
- SZ - : v..I » : : .. - [T X g..
- @ L L " e [ ] LN 1
ser we . . (X} LY

Priklad 7
Analyza agregace dynamickym rozptylem svétla

(DLS - Dynamic Light Scattering)

Fyzikalni vlastnosti sloucenin podle vynalezu byly
demonstrovany nasledujicim  zplUsobem. V.  zavislosti  na
deostupnosti latky byl roztok  pro  analyzu  dynamickym
rozptylem svétla pfipraven jednim ze dvou zpusobl. Material
byl dodan v roztoku =z posledniho purifikaé¢niho kroku,
provadéného wvylufovacil chromategrafil v PBS v koncentraci
ptiblizné 1,5 mg/ml a byl bud koncentrovdn na 5 mg/ml
diafiltraci nebe dialyzovan proti vodé, lyofilizovan a

rekonstituovan na 3-5 mg/ml,

Vv  prvnim pripadé byl proteincvy roztok s  koncentraci
pribliZne 1,5 mg/ml kencenfrovan na vice ne? 3-5 mg/ml v
nizkookbjemevé michacl bunce (10 ml) pouzZitim Amicon YM10 25
mm membrany. Operace byla provadéna za sniiZené teploty (asi
H °CYy. Proteinovd koncentrace hyla urdena UV absorpci a
roztok byl =zfedén na 3,0 mg/ml pomocl PBS (10 nascbné

sFedéni vodou 10x PBS bez Ca/MG, GIBCO RRID.

Druha alternativni metoda byla pouZivana v piipadé&, Ze byla
moZna lyofilizace a spoéivala v dialyze roztoku proteinu
proti vodé pouzitim tii az péll vymén vody pfri teplotd asi 4
°C. Typické dialyzadni membt ana byla Speclra/Por-7
dialyzadni membrana s meznl velikesti dancu molekuldrni

hmotnostl 2000 (Spectrum Medical Industries, Los Angeles,

CA). Material byl koncentrovan podobné jako vyEe na 3 az 4



. (X ) (2] LX X 2 L) as
e ¢ . [} - L - .

r‘% » .« L] *» L ] - L -e
- 32 = ey ® v @ s wma
. & = s sa @ .

vor aw LT .o (1] s

mg/ml a typicky bylo lyofilizovano 2mg v 5 ml nadobce. Pro
DLS analyzu byl tento vzorek rekonstituovan vodou na vice
ne? 3,3 mg/ml nebo na vice nez 5,5 mg/ml. Najednou bylo
typicky pouZivano nékolik nadebek. Proteinova koncentrace
byla urc¢ena UV metodou pfi 3pickovéem maximu {(typicky 280
nm). Proteinova koncentrace byla zfedéna na asi 3 mg/ml nebo
na asi 5 mg/ml kombinaci wvody a 10x PBS (bez Ca/MG, GIBCC

BRL), ¢imZz se ziskala konecCna PBS koncentrace 1x.

Proteinovy roztok s koncentraci 3 mg/ml nebo 5 mg/ml v 1X
PBS byl upraven na pH 7,4 pomoci HCI/NaCH a prefiltrovan
pfes (0,1 um Anotopm—lo filtr (Whatman International, Ltd.,
Maidstone, England) do DL3 komory. Stredni kumulativni
velikost <astice byla mé&tena na pristroji Brookhaven BIS00
DLS (Brecokhaven Instruments, Heltsville, NY) pomoci argon-
lontovehe laseru Lexel kazdych 15 minut s 30 vtefinovou
dobou trvani a uhlem %0°. Byl pouzit 488 nm filtr s otvorem
400 pm. P¥i inkubadni teploté 37 °C byla pouZita viskozita
0,6915 centlipolse (cP) a refraktivnl index 1,333. Stiedni
velikost €astic byla uréena kumulantovou metodou pouZitim

méfené autokorelacnl zakladni tUrovné.

Odhadovany cas, pottebny k tomu, aby rizné anfiobezitni
proteinové slouceniny dosahly vellikosti &astic 50 nm v PBS
roztoku pri pH 7,4 a teploté 37 °C jsou ukdzany v Tabulce 4.
Stredni velikost <astic byla urcena kumulantovou analyzou
binodalnl distribuce sloZené z monomerni populace a populaci

o 1=

nlch fadi. Cas, potfebny k desazeni stredni

¢

irir
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agrega
agregované velikostl 50 nm byl urdovan vynadenim velikosti
jako lunkce c¢casu. Testované proteiny byly skladany s Cys

zbytky krizovée vazanymi disulfidovou vazbou. Jake reference
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jsou podény lidsky Ob protein
Oznadeni ,u.d.™ znamena
,n.d." znamend hodnotu,

ID NO:18 ma nasledujicli sekvenci:
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Ser ALrg Leu Glrn Oly Ser T=u Gln Asw Mer Liou Trp 3in Teu Asp Teun

Ser Pro Gly Cys  (SEQ ID NO:1R)

Table 4. Odhadovany ¢as (v minutach), nutny k tomu, aby
razné anti-obezitnl proteiny dosanly stiednl velikosti

gastic 50 nm v PBS roztoku pfi pH 7.4 a 37 °C.

Odhadovany cas pro dosaZenl 50 nm {min)
Protein 3 mg/ml 5 mg/ml
Lidsky Ob Protein Z u.d.
SECQ ID NO:2 604 n.d.
SEQ ID NO:3 572 44
SEQ ID NOC:6 1356 527
SEQ ID NO:18 124 n.d.

SlouCeniny Jjsou aktivnl v alespoi jednom z vyse uvedenych

(L=

Talacgteckdrh taath = o rrir S d mm 4 ale e l
D10 L0gLCKYCn Lest 2 r e

predstavuiji anti-ohezitni Cinidla. Jako
takova mohou byt pouZzivana v 1é&cenl obezity a poruch,
zahrnujlclch obezitu. Proteiny podle pfedkladaného vynalezu
viak nejsou uzitedcna jako terapeuticksd latky, ale
odbornikovi Jje zfejmé, Ze proteiny mohou byt také pouZlivany
pri vyrobé protildtcek pro dlagnostické pouzZitli a Jako
proteiny Jsou také pouzitelne jako krmnd aditiva pro

zvifata. SloucCeniny podle vyndlezu jsou také pouZitelné pro
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fizeni vany pro kosmetické ucely u savel., Kosmetické ucely
znamenal]l snahu ovladat télesnou hmotnost savcl pro zlepSeni
vzhledu téla. Pritom savec nemusi nutné byt obézni. Takové

kosmetické pouZiti tvorl cast predkladaného vynédlerzu,

Principy, vyhodna provedenl a zplisoby provadéni
predkladaného vynalezu byly pepsany ve vySe uvedeném poplsu
a prikladech. Vynalez, ktery Je pfedkladédn k ochrané viak
neni omezen zadnou specilialni formou zde popsanou, nebot vyse
uvedeny popls Je treba chapat jako ilustrativni a ne jako
restriktivni. Odbornik miZe provést rizné zmény a variace,

aniz by se odchylil od ducha ptedkladaného vynalezu,

Zastupuje:

Dr. Otakar Svordik v.r.
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PATENTOVE NAROKY

1. Protein obecného vzorce (1):

Val Pro ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Tle Lys Thr

20 25 30
Ile Val Thr Arg lle Xaa Asg Ile Ser His Thr Xaa Ser Val Ser Ser

35 40 45

i

Lys Gln Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe Tle Pro Gly Leu His Pro Il

(431

bl
(Sl
(]

[

Lowu Thr Ten Ser Lys Mel Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln Gin Ile

(]

-
i
]
-

Lew Thr Ser Met Pro Ser Arg Xaa Xaa Ile Ser Asn Asp Leu

X
N
o
)

Ehel

lu Asn Leu Arg Asp Leu Leu Hi

-
"

Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cvs

100 T0k 110

Hdis Leu Pro Trp Ala Ser Cly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu Gly Gy

,

T

Yal Lei Zou Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu val val Ala Lo Ser Arg
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Gly Cys (SEQ

ve kterém

Xaa

<

pcloze

Xaa

<

poloze

Xaa

<

poloze

Xaa poloze

a protein zahrnuje

Trp v poloze 100 je nahrazen Glu, Asp, His,

Trp v poloze 138 je nahrazen Glu, Asp,

D

0
»

72

.: - - » [Y LY [}
_58_ :-..oo:: 'lc.o
L] - . L] L 2 L]
Eme @& e ae L]
135 140
Leu Zln Asp Met Leu Trp Cln Leu Asp Leuw Sar Fro

NO:1)

je Asn nebo Ser;

je Gln nebo chybi;

je Asn, Gln, Glu, nebo Asp;

je Val nebo Met;

73

alespon jednu z

Lys nebo Arg;

His, Lys nebo Arg;

nepo Jjeho farmaceuticky piijatelnéd sul,

2

2. Protein podle naroku

1, ve kterém Cys v poloze 96

spojen disulfidovym mastkem s Cys v pnloze 146,

3. Protein

Xaa

Xaa

v

v

podle naroku

poloze

poloze

22
28

-
i

.

17

je

T

]

2, ve kterém
Asn;
Gln;
Asn nebu Asp;

Val; a

100 Je nahrazen Glu nebo Asp.

nédsledujicich substitucl:

T
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4. Protein podle naroku 1, ktery ma sekvencli zvelenou
ze scuboru, zahrnujiciho sekvence 3EQ ID NO:2, SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NC:6, SEQ ID NO:7 a SEQ ID

NO: 8.

5. Protein sestdvajici 2z proteinu podle kteréhokoli =
narckit 1 aZz 4 a leader sekvence, kterd je vazana k N-koncil

proteinu, nebo jeho farmaceuticky prijatelna sul.

6. Protein podle narcku 5, ve kterém leader sekvence Je
Met-R,, kde R; chybl nebo je to libovelnd aminokyselina razna

od Pro.

7. Protein podle narcku 6, ve kterém leader sekvence je

Met-Arg, Met-Asp nebo Met-Tyt,

8. Protein podle naroku 7 ktery mé& sekvenci zvolenou ze
souboru, obsahujlcihe SEQ [ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ 1D

NO:11 a SEQ ID NO:12.

9. Farmaceutlcky prostfedek, obsahujici jako aktivni
CZinidlo protein podle kterehokoll z narokd 1 aZ & nebo jeho
farmaceuticky prfljatelnou s0l, spolu s ijednim ncho vice
farmaceuticky pFijatelnymi Fedidly, nosici nebo excipienty
aktivniho &inidla.

-~ 4

10, DNA polynuklentidova slou anujicl DNA

(e

enin

Y e
iLlia R S

kédujici protein pedle kteréhokoll z narokd 1 az 8.

11. Zpusob vyroby proteinu podle kteréhokeoli z naroks 5



az 4,
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zahrnujicl nasledujicli kroky:

a) transformace hostitelské bunky pomocl DNA, kterd
kébduje uvedeny protein,

b) kultivace transformované hostitelské bunky takova,
ze je exprimovan uvedeny protein,

c) ziskanil exprimovaného proteinu.

12. Zpusob vyroby proteinu podle kteréhokoll z naroka 1

az 4,

kroky:

zahrnujicl kroky zplsebu podle naroku 11 a nasledujicl

d) enzymatické odstépeni leader sekvence exprimovaného
proteinu a vytvorenl proteinu podle nékterého z
narckld 1 az 4 a

e) ziskdnl proteinu.

Zastupuje:

Dr. Otakar Svordik v.r.
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Anotace
Nazev vynalezu: Anti-obezitni proteiny, zpusob jejich

vyroby a farmaceuticky prost¥edek

s jejlch obsahem

Predkladany vynalez se tykd anti-obezitnich proteini
které, pokud Jsou podavany pacientovi, regulujl tukovou
tkadn. Uvedené proteiny proto dovolujl pacientovi pfekenat
obezitnl handicap & Zit normalni Zivot s podstatné sniZenym
rizikem diabectu typu 2, kardiovaskularnich onemocnéni a

rakoviny.
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