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Trojlistkovy peptid, zpiisob pFipravy, farmaceuticky prostiedek a pouZiti trojlistkového
peptidu

Oblast techniky

Predkladany vynélez se tyka trojlistkovych peptidl, zplisobu jejich pfipravy, farmaceutickych
prostiedki, které je obsahuji a jejich pouZiti pro 1é€eni gastrointestinalnich poruch.

Dosavadni stav techniky

Trojlistkové peptidy tvofi skupinu, ktera se vyskytuje hlavné ve spojeni s gastrointestinilnim
traktem. Trojlistkové peptidy savcli obsahuji jednu nebo nékolik trojlistkovych domén
(Thim akol. 1989), kde je kaZda tvofena 38 nebo 39 aminokyselinami, se 3esti cysteiny
spojenymi v konfiguraci 1-5, 2-4 a 3-6 za vzniku charakteristické trojlistkové struktury
(Thim 1989).

Dosud znamé trojlistkové peptidy savci obsahuji jednu nebo dvé trojlistkové domény (piehled
viz. Thim, 1994, Poulsom a Wright, 1993, Hoffmann a Hauser, 1993). Jsou popsany Zabi
(Xenopus leavis) peptidy a proteiny obsahujici jednu (Hauser a Hoffmann 1991), dvé (Hauser
akol. 1992a), ¢tyfi (Hoffmann 1988) nebo 3est (Hauser a Hoffmann 1992b) trojlistkovych
domén. Trojlistkové peptidy savct obsahujici jednu doménu jsou s rakovinou prsu spojeny pS2
peptid lidsky (Jakowlev a kol. 1984, Prud homme a kol. 1985) a mysi (Lefebvre a kol. 1993),
intestinalni faktor znamy z lidi (Podolsky a kol. 1993, Hauser a kol. 1993) a krys (Suemori a kol.
1991, Chinnery a kol. 1992). U lidi (Tomasetto a kol. 1990), prasat (Thim a kol. 1982) a mysi
(Tomasetto a kyol. 1990) byl popsan spasmolyticky polypeptid (SP), ktery obsahuje dvé
trojlistkové domény. Za normélnich podminek jsou v lidském gastrointestinalnim traktu tvofeny
tfi trojlistkové peptidy hpS2, hITF a hSP; hSP a hpS2 ve vystelkové mukézni vrstvé Zaludku
(Tomasetto a kol. 1990, Rio a kol. 1988) a hITF ve vystelkové mukoézni vrstvé tenkého a tlustého
stieva (Podolsky a kol. 1993).

Fyziologicka funkce trojlistkovych peptidii neni dobfe znama. Za uritych podminek jako je nap.
mukozni poSkozeni pfi zanétu stiev (Rio a kol. 1991, Poulsom a kol. 1992, Wright a kol. 1993)
a zalude¢nich viedech a viedech dvanacterniku (Rio a kol. 1991, Hanby a kol. 1993, Wright
a kol. 1990) byla pozorovina zvysena exprese trojlistkovych peptidl v travici soustavé. To bylo
podnétem pro nazor, Ze trojlistkové peptidy maji mukézni regeneralni funkci. Dikaz o tom byl
v soucasné dobé podan Dignassem a kol. 1994, Playford a kol. 1994 a Babyatsky a kol. 1994.
Mechanismus, kterym trojlistkové peptidy urychluji svou regeneraéni funkci, miize byt vazba
mezi fetézy mucin—glykoproteini za vzniku viskdzniho elastického gelu odolného proti travicim
enzymum (Thim 1994, Gajhede a kol. 1993).

V patentu WO 92/14 837 je popsano klonovéni jedné krysi a lidské domény intestinalniho
trojlistkového faktoru pro 1é&eni poruch travici soustavy.

Podstata vynalezu

Trojlistkovy peptid v &isté form& obsahuje intestinélni trojlistkovy faktor — ITF, ktery se skldda
ze dvou ITF monomeru spojenych disulfidickou vazbou mezi dvéma cysteinovymi zbytky obou
monomert v pozici 57 kazdého monomeru.

Byla objevena moznost pfipravy trojlistkovych faktori s pouze jednou trojlistkovou doménou
a se zajimavymi farmakologickymi vlastnostmi.
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Predkladany vynilez se tedy tyka trojlistkovych peptidi obsahujicich jednu trojlistkovou
doménu.

Jak je uvedeno vyse, trojlistkové peptidy se povazuji za pfispévek k 1é&bé viedu traviciho ustroji
a jinych mukoéznich poruch, a to stabilizaci mukoézni vrstvy v travici soustavé. Mechanismus této
stabilizace neni dosud znamy. Rentgenova struktura porcinového pankreatického spasmo-
lytického polypeptidu (PSP) ale ukézala (srov. Gajhede a kol. 1993), Ze tento ma dvé trojlistkové
domény a Ze vétSina zachovanych zbytku pfispiva k 8 aZ 10 A velké $térbing, ktera se nachézi
vkazdé trojlistkové doméng. Predb&iné spojovaci pokusy ukéazaly, Ze se Stérbina miZe
prizplsobit Casti olisacharidového fetézce napf. pfipojeného k mucinovému glykoproteinu.
Pokud se skute¢né jedna o tento piipad, PSP se dvéma takovymi §térbinami je schopny spojeni
fetézcl mucind za pomoci jim k tvorbé& ochranného gelu u kraje mukoézniho epitelu. Dosud neni
znamo, zda trojlistkové peptidy s jednou trojlistkovou doménou (jako ITF a pS2) tvofi in vivo
dimery pro uplatnéni stejné funkce nebo zda maji rlizné mechanismy puisobeni. Ma se ale za to,

ze dimery takovych trojlistkovych peptidi mohou opravu spojovat fetézce mucind, a tak tvofit
aktivni formu peptidu.

Vjiném aspektu se piedkladany vynalez tykd zpisobu pfipravy trojlistkového peptidu
obsahujiciho jednu trojlistkovou doménu. Zpisob zahrnuje kultivaci vhodnych hostitelskych
bunék transformovanych DNA sekvenénim kédovanim trojlistkového peptidu obsahujiciho jednu
trojlistkovou doménu za podminek pfipoustéjicich produkci peptidu a izolaci vzniklého
trojlistkového peptidu z kultury.

V dalsim aspektu se ptedkladany vynilez tykd farmaceutického prostfedku obsahujiciho
trojlistkovy peptid, obsahujici jednu trojlistkovou doménu, spolu s farmaceuticky vhodnym
fedidlem nebo pfisadou.

V dal§im aspektu se predkladany vynalez tyka trojlistkového peptidu obsahujiciho jednu
trojlistkovou doménu pro pouziti jako léku a pro pfipravu léki pro profylaxi nebo 1é¢eni poruch
travici soustavy.

Faktor je konkrétné lidsky ITF s monomerni aminokyselinovou sekvenci
ZEYVGLSANQCAVPAKDRVDCGYPPIVTPKECNNRGCCFDSRIPGVPWCFKPLQEAECT
ide Z je Glu, Gln nebo pyrGlu,

nebo jeho homolog schopny dimerace a vykazuji podobnou aktivitu,

nebo lidsky pS2 s monomerni aminokyselinovou sekvenci
ZAQTETCTVAPRERQNCGFPCTVTPSQCANKGCCFDDTVRGVPWCFYPNTID
VPPEEECEF

kde Z je Glu, Gln nebo pyrGlu,

nebo jeho homolog schopny ace a vykazujici podobnou aktivitu.

Homology ITF nebo pS2 obsahuji stejny cysteinovy vzor a disulfidové uspofadani (obr. 1)
a vykazuji n&které homologni sekvence (mysli se v odpovidajicich pozicich bud’ identické
aminokyseliny nebo tradi¢ni substituce) v misté 1, 2 a 3. Stejné sekvence v aktivnich mistech

obsahuji 1 az 10 aminokyselinovych zbytki a potet aminokyselinovych zbytki v kazdém misté
(nehledé na cystein) je 7 az 12, s vyhodou 9 az 10.
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Homolog pS2 ma jednu nebo né&kolik substituovanych, vynechanych nebo pfidanych amino-
kyselin. Tyto zmé&ny jsou vyhodng takové, aby substituce vyznamné neovlivnila stavbu a aktivitu
proteinu. Typické je vynechani 1 az 3 aminokyselin v aktivnim mist& a 1 az 10 aminokyselin v N
a C koncovych &astech, pfidani jedné amino nebo karboxy koncovky (jako aminokoncovy
methionin, maly spojovaci peptid do 10 aminokyselin nebo mala &ast, kterd usnadiiuje &idt&ni
jako polyhistidinova oblast), antigenniho epitopu nebo vazebné domény (Ford a kol., Protein
Expression and Purification 2: 95-107, 1991). P¥iklady konzervativni substituce jsou v ramci
bazickych aminokyselin (arginin, lysin, histidin), kyselych (glutamova a asparagové kyselina),
polarnich (glutamin a asparagin), hydrofobnich (leucin, izoleucin, valin), aromatickych (fenyl-
alanin, tryptofan, tyrosin) a malych aminokyselin (glycin, alanin, serin, threonin, methionin).

Odbornikiim v této oblasti je zfejmé, Ze takovou substituci Ize provést mimo rozhodujici oblasti
pro funkci molekuly a tak, aby vysledny polypeptid neztratil aktivitu. Aminokyseliny nezbytné
pro aktivitu pfedkladanych trojlistkovych polypeptidii, a tedy nesubstituovatelné se stanovi
znamymi postupy jako je lokdlni mutageneze nebo alaninovd skenovaci mutageneze
(Canningham a Wells, Science 244, 1081-1085, 1989). Podle nové&j3i techniky se pro kazdou
aminokyselinu v molekule pfipravi mutace a produkt se testuje na biologickou aktivitu (napf.
mukézni 1é¢ba a 1é¢ba viedl travici soustavy) za stanoveni aminokyselin rozhodujicich pro
aktivitu molekuly.

Homology jsou bud’ allelové varianty (tj. alternativni forma genu, kterd vznikd mutaci) nebo
zménéné peptidy kddované mutovanych genem, ale stéméf stejnou aktivitou jako pivodni
peptid. Proto miize byt mutace latentni (bez zmén koédovaného peptidu), nebo kdduje peptidy se
zménénymi aminokyselinovymi sekvencemi.

Homology pfedkladaného trojlistkového peptidu mohou byt i druhové homology, tj. polypeptidy
s podobnou aktivitou odvozené od jinych druhd, napf. mysi, krys, kralik, krav, prasat nebo Zab.

Pfi vyhodném provedeni ma trojlistkovy peptid v souladu s pfedkladanym vynalezem pfibliznou
molekulovou hmotnost 13 000 a skladd se ze dvou monomernich trojlistkovych peptidu
spojenych disulfidickou vazbou mezi dvéma cysteiny v pozici 58 monomeru typu pS2.

Trojlistkové peptidy se s vyhodou pfipravuji rekombinaci DNA. DNA sekvence kddujici
trojlistkové peptidy lze izolovat ptipravou genomické nebo cDNA knihovny a vyhleddnim DNA
sekvenci kddujicich cely nebo &ast peptidu hybridizaci s pouzitim syntetickych oligonukleoti-
dovych sond podle standardnich technik (srov. Sambrook a kol., Molecular Clonning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York 1989).
Pro naSe ucely je DNA sekvence k’dujici peptid s vyhodou lidského piivodu, tj. odvozena
z lidské genomické DNA nebo cDNA knihovny.

DNA sekvenci kddujici trojlistkovy peptid lze také pfipravit standardnimi metodami synteticky,
napf. fosfoamiditovou metodou (Beaucage a Caruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859-
1869 nebo Matthes a kol., EMBO Journal 3 (1984), 801-805). Fosfoamiditovou metodou se
pfipravi oligonukleotidy (¢i$téni, ztuZeni, vazani, klonovani na vhodné vektory v automatickém
DNA syntetizatoru).

DNA sekvenci lze také pripravit polymeracni fetézovou reakei s pouzitim specifickych zakladi
(napt. US 4 683 302, Saiki a kol., Science 239 (1988), 487—491 nebo Sambrook a kol. supra.)

DNA sekvence kodujici trojlistkovy peptid se obvykle zavadi do rekombinantniho vektoru
(jakykoliv vektor, ktery miZe byt snadno podroben rekombina¢nim postupim DNA). Vybér
vektoru Casto zalezi na hostitelskych butikich, do kterych se ma zavadét. Vektor tak miiZe byt
autonomné replikaéni (existuje jako extrachromozomalni jednotka, jejiZ replikace je nezavisla na
replikaci chromozomu), napf. plazmid, nebo je, pokud se zavadi do hostitelskych bunék,
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integrovan do genomu hostitelskych bunék a replikovan spolu s chromozomy, do kterych byl
zaveden.

S vyhodou se zde jedna o expresni vektor, kde je DNA sekvence kédujici trojlistkovy peptid
operativné spojena s dal§im segmentem nutnym pro transkripci DNA. Obecné je expresni vektor
odvozen od plazmidu nebo virové DNA, nebo obsahuje prvky obou. Termin ,operativné
spojena“ znamena, Ze jsou segmenty usporadany tak, Ze je jejich funkce spravna pro jejich ucel
uréeni, tj. transkripce zagina v promotoru a pokraduje pfes DNA sekvenci kodujici polypeptid.

Promotorem miize byt jakdkoliv DNA sekvence s transkripcni aktivitou ve vybrané hostitelské
buiice a miZze byt odvozena z gentt kédujicich homologni nebo heterologni bilkoviny hostitelské

buiiky.

Priklady vhodnych promotorti pro fizeni transkripce DNA kodujici trojlistkovy peptid jsou
SV40 promotor (Subramani a kol., Mol. Cell Biol. 1 (1981), 854-864). MT—-1 promotor
(metalothioneinovy gen) (Palmiter a kol., Science 222 (1983), 809-914) nebo hlavni promotor
adenoviru 2.

Priklady vhodnych promotori pro pouZiti v buiikich hmyzu jsou polyhedrinovy promotor
(US 4 745 051; Vasuvedan a kol., FEBS Lett. 311, (1992) 7-11), P10 promotor (J. M. Vlak
akol.,, J. Gen. Virology 69,1988, 765-775), Autograplza enlifomiea promotor zakladniho
proteinu polyhidrézniho viru Autographa californica (EP 397 485), promotor pfimého raného
genu 1 baciloviru (US5 155037; US 5162 222) nebo promotor zpozdéného raného genu
baciloviru 39K (US 5 155 037; US 5 162 222).

Priklady vhodnych promotorii pro pouziti v butikich kvasinek zahrnuji promotory z glyko-
lytickych genti kvasinek (Hitzeman a kol., J. Biol. Chem. 255 (1980), 12073 — 12080; Alber
a Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1 (1982), 419 —434) nebo geny alkoholdehydrogenazy (Young
akol., in Genetic Engineering of Microorganisms for Chemicals (Hollaender a kol., eds.),
Plenum Press, New York, 1982) nebo TPI1 (US 4,599,311) nebo ADH2—4c (Russell a kol.,
Nature 304 (1983), 652 — 654) promotory.

Ptiklady vhodnych promotorti pro pouziti v buiikach vlaknitych hub jsou napf. promotor ADH3
(McKnight a kol., The EMBO J. 4 (1985), 2093-2099) nebo tpiA promotor. Pfiklady vhodnych
promotorii jsou tyto odvozené od genu kédujiciho A. oryzae TAKA amylazu, Rhizomucor
miehei aspartovou proteinizu, A.niger neutrdlni —amyldzu, A.niger kyselinovzdornou
a—amylazu, A.niger nebo A.awamori glukoamylazu (gluA), Rhizomucor miehei lipasue,
A. oryzae alkalickou proteazu, A. oryzae triosa—fosfat izomerazu nebo A. nidulans acetamidéazu.
Vhodné jsou promotory TAKA—-amylazy a gluA (uvedeny napt. v EP 238 023 a EP 383 779).

DNA sekvence kddujici trojlistkovy peptid miZe byt také spojena s vhodnym ukon&enim jako je
ukonéeni lidského ristového hormonu (Palmiter a kol., Science 222, 1983, 809-814) nebo (pro
houbovité hostitele) TPI1 (Alber a Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1, 1982, 419-434) nebo ADH3
(McKnight a kol., The Embo J. 4, 1985, 2093-2099) ukondeni. Vektory mohou dale obsahovat
prvky jako polyadenylaini signily (napf. z oblasti SV40 nebo adenoviru 5 Elb), sekvenci
transkripéniho zlepSeni (napf. SV40 promotor) a translatniho zlepSeni (napf. kédujici
RNA adenoviru VA RNA).

Rekombinované vektory déle obsahuji DNA sekvence umoZiiujici vektoru replikaci v pfislusnych
hostitelskych buiikdch. Pfikladem takové sekvence (pro savéi builky) je SV40 pocatek
replikace SV40.

Pokud jsou hostitelské buiiky kvasinky, jsou vhodné sekvence umoziujici vektoru replikaci
kvasinkové plazmidy 2 replikaéniho genu REP 1-3 a po&atek replikace.
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Vektor také obsahuje volitelny znaCkoval (napf. gen, jehoZ produkt dopliuje defekt
v hostitelskych buiikach) jako gen kédujici dihydrofolatreduktdzu (DHFR) nebo Schizosaccharo-
myces pombe TPI gen (viz. P. R: Russell, Gene 40, 1985, 125-130) nebo gen zpisobujici
odolnost proti lékim napt. ampicillinu, kanamycinu, tetracyklinu, chloramfenykolu, neomycinu,
hygromycinu nebo methotrexatu. Pro vlaknité houby jsou volitelné znackovate amdS, pyrG,
argB, nieD nebo sC.

Pro zavedeni trojlistkového peptidu v souladu s pfedkladanym vynalezem do sekreéniho kanalu
hostitelské buiiky lze v rekombinacnim vektoru zajistit sekre¢ni signalni sekvenci (znamou i jako
fidici, repro nebo pre sekvenci). Tato sekreni signalni sekvence je spojena s DNA sekvenci
kédujici trojlistkovy peptid ve spravné C&teci &asti. Sekredni signdlni sekvence je oby&ejné
v pozici 5 k DNA sekvence kodujici peptid. Sekre¢ni signalni sekvence miZze byt normélng
spojena s peptidem, nebo tvofit gen kodujici jiny sekreéni protein.

Produkci kvasinkami kéduje sekreéni signalni sekvence jakymkoliv signalnim peptidem, ktery
zajiStuje U€inné zavedeni trojlistkového peptidu do sekredniho kanélu buriky. Signalni peptid je
pfirodni forma, jeho &ast nebo synteticky peptid. Vhodné signéini peptidy jsou —faktor signalni
peptidy (srovnej US 4 870 008), signalni peptid amylazy mySich slin (srovnej O. Hagenbuchle
akol, Nature 289, 1981, 643-646), modifikovany signdlni peptid karboxypeptidazy
(L. A. Vallas a kol., Cell 48, 1987, 887-897), signalni peptid kvasinek BAR1 (WO 87/02670)
nebo signalni peptid aspartové proteazy 3 kvasinek (YAP3) (M. Egel-Mitani a kol., Yeast 6,
1990, 127-137).

Pro t¢innou produkei kvasinkami Ize sekvenci kddujici Fidici peptid zavést i za signélni sekvenci
a nad DNA sekvenci kédujici trojlistkovy peptid. Funkce fidiciho peptidu je produkovany peptid
zavést z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu a dale do sekre¢ni dutiny pro sekreci do
kultivaéniho média (tj. export trojlistkového peptidu pfes bun&inou sténu nebo alespoil pres
bunéénou membranu do periplazmatického prostoru buiiky kvasinky). Ridici peptid je napt.
—faktor fidici peptid kvasinek (jehoZz pouziti je popséno napt. v US 4 546 082, US 4 870 008,
EP 16 201, EP 123 294, EP 123 544 a EP 163 529). Alternativné je fidici peptid synteticky,
tj. nevyskytujici se v ptirod€. Synteticky fidici peptid lze konstruovat napi. podle WO 89/02 463
nebo WO 92/11 378.

Pro pouziti u vlaknitych hub Ize signalni peptid pohodiné odvodit od genu kédujiciho Aspergillus
sp. a amylazu nebo glukoamylazu, genu kddujiciho Rhizomucor miehei lipazu nebo proteazu
nebo Humicola lanuginosa lipdzu. Signélni peptid je s vyhodou odvozen od genu kédujiciho
A.oryzae TAKA amyldzu, A. niger neutrdlni —amylazu, A. niger kyselinostdlou amylazu nebo
A. niger glukoamylazu. Vhodné signalni peptidy jsou uvedeny napt. v EP 238 023 a EP 215 594.

Pro pouziti vbuiikich hmyzu lze signdlni peptid pohodlné odvodit od genu hmyzu
(WO 90/05783) jako je adipokineticky hormonalni prekurzor signalniho genu motyla Manduca
sexta (US 5 023 328).

Postupy pouzité pro vazani DNA sekvenci kodujicich trojlistkovy peptid, promotoru a volitelné
ukonceni a/nebo sekredni signalni sekvence a jejich zavedeni do vhodného vektoru obsahujiciho
informaci nezbytnou pro replikaci jsou odbornikiim v této oblasti dobfe znamé (napf. Sambrook
a kol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New York, 1989).

Hostitelska buiika, do které se zavadi DNA sekvence kddujici trojlistkovy peptid, je jakakoliv

butika schopna produkce peptidu v jeji formé a zahrnuje buiiky kvasinek, hub a vy3si eukary-
otické buiiky.

Piiklady  vhodnych  spojeni sav&ich bunék jsou COS (ATCC CRL 1650),
BHK (ATCC CRL 1632, ATCC CCL 10), CHL (ATCC CCL39) nebo CHO (ATCC CCL 61).
Zpusoby transfekce saveich bunék a exprese DNA sekvenci zavedenych do bunék popsali napt.
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Kaufman and Sharp, J. Mol. Biol. 159 (1982), 601-621; Southern a Berg, J. Mol. Appl.
Genet.1 1982), 327-341; Loyter a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982), 422 - 426; Wigler
a kol., Cell 14 (1978), 725; Corsaro a Pearson Somatic Cell Genetics 7 (1981), 603, Graham
a van der Eb, Virology 52 (1993), 456; a Neumann a kol., EMBO J. 1 (1982), 841-845.

Piiklady vhodnych buné€k kvasinek jsou Saccharomyces spp. nebo Schizosacharomyces spp.,
zejména pak kolonie Saccharomyces cerevisiae nebo Saccharomyces kluyveri. Zpisoby
transformace kvasinek heterologni DNA a nasledna produkce heterolognich polypeptidi je
popsana v US 4 599 311, US 4 931 373, US 4 870 008, 5 037 743 a US 4 845 075 uvedenych zde
jako reference. Transformované buriky se vyberou podle fenotypu stanoveného volitelnym
znaCkovacem, béZné odolnosti proti 1€kiim a schopnosti riistu bez pfitomnosti jednotlivych Zivin,
napf. leucinu. Vyhodny vektor pro pouZiti u kvasinek je POT1 uvedeny v US 4 931 373. DNA
sekvence kodujici trojlistkovy peptid je pfedchazena signalni sekvenci a volitelné napf. vyse
zminénou fidici sekvenci. Dalsi pfiklady vhodnych kvasinek jsou kolonie Kluyveromyces jako
K. lactis, Hansenula, napf. H. polymorpha nebo Pichia, napf. P. pastoris (Gleeson et al.,
J. Gen. Microbiol. 132, 1986, 3459-3465; US 4,882,279).

Dalsimi ptiklady jsou vlaknité houby, napf. Aspergillus spp., Neurospora spp., Fusarim spp. nebo
Trichoderma spp., zejména kolonie A.oryzae, A.nidulans nebo A.niger. PouZiti
Aspergillus spp. pro expresi proteinli je popséno napf. v EP 272 277, EP 238 023, EP 184 438.
Transformaci F. oxysponum lze napt. provést podle Malardiera a kol., 1989, Gene 78: 147-136.
Transformaci Trichoderma spp. 1ze napf. provést podle EP 244 234.

Pokud se jako hostitelské buitky pouZiji vlaknité houby, mohou byt transformovany pomoci
DNA vsouladu spfedklddanym vynalezem, a to pohodlné integraci konstrukéni DNA
chromozomu hostitelské buiiky za ziskani rekombinované formy. Tato integrace je vyhodna,

wewe

hostitelského chromozomu lze provést konvenéné napf. homologni nebo heterologni

rekombinaci.

Transformaci bunék hmyzu a produkci heterolognich polypeptidi lze pak provadét podle
US 4745 051; US 4 879 236; US 5 155 037; 5 162 222; EP 397 485, které jsou zde uvedeny jako
reference. Buiiky hmyzu, které 1ze pouzit jsou napt. Lepidoptera jako Spodoptera fugiperda nebo
Trichoplusia ni (US 5,077,214). Vhodné podminky kultivace jsou uvedeny napf.
v WO 89/01 029 nebo WO 89/01 028 nebo v dfive uvedenych pracich.

Vyse popsané transformované hostitelské buriky se pak kultivuji ve vhodné vyZzivé za podminek
dovolujicich expresi trojlistkového peptidu. Potom lze veskery nebo ¢ast vysledného peptidu
ziskat z kultury v jeji form&. Médium pouZzité pro kultivaci bunék je bézny material — jednoduché
nebo sloZzené médium obsahujici vhodné doplitky. Vhodna média jsou komeréné€ dostupné nebo
pfipravitelnd podle publikovanych piedpisi (napf. American Type Culture Collection).
Trojlistkovy peptid vyprodukovany buitkami se pak zkultury ziskdvda béZnymi postupy
zahmujicimi separaci hostitelskych bunék zmédia odstfedénim nebo filtraci, sraZeni
bilkovinnych sloZzek roztoku nebo filtratu solemi (napf. siran amonny) a &i$téni riznymi
chromatografickymi technikami (napf. iontové vyménna, gelova, afinitni, atd. chromatografie)
podle pfislusného typu polypeptidu.

Ve farmaceutickém prostfedku v souladu s pfedkladanym vynalezem je trojlistkovy peptid
vruznych farmaceutickych formach popsanych napf. v Remington s Pharmaceutical Science,
1985. Prostiedek je ve formé vhodné pro soustavné podavani v injekcich nebo infuzich, a tedy se
sterilni vodou nebo izotonickym nebo gluk6zovym roztokem. Prostfedky lze sterilizovat béZznymi
technikami. Vysledny vodny roztok lze balit pro pouzZiti nebo filtrovat za aseptickych podminek
a lyofilizovat. Lyofilizovany prostfedek lze pfed poddvanim kombinovat se sterilnim vodnym
roztokem. Prostfedek obsahuje farmaceuticky vhodné prisady podle poZadavki na napodobeni
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fyziologickych podminek jako pufry, tonika, atd. napf. octan sodny, laktét sodny, chlorid sodny,
chlorid draselny, chlorid vapenaty, atd.

Farmaceuticky prostfedek v souladu s predkladanym vynalezem lze pfizpusobit i pro nosni,
transdermalni a rektalni podavani. Jako farmaceuticky vhodny nosi¢ nebo fedidlo prostiedku 1ze
pouzit jakykoliv béZny pevny nosi€. Pfiklady pevnych nosi€i jsou laktéza, terra alba, sachardza,
mastek, Zelatina, agar, pektin, klovatina, stearat hofe¢naty a kyselina stearova. Nosi¢ nebo fedidlo
podobné obsahuje Ziviny uvoliiujici latky jako glycerylmonostearat nebo glyceryldistearat nebo
jejich smés s voskem. MnoZstvi pevného nosice je 25 mgaz 1 g.

Koncentrace trojlistkového peptidu v prostfedku je 5 az 100 % hmotnostnich. Vyhodna je
koncentrace 50 az 100 % hmotnostnich. Podavana jednotka prostfedku je 1 az 200 mg, s vyhodou
25 az 75 mg, nejvyhodnéji 50 mg peptidu.

Jak je uvedeno vyse, trojlistkovy peptid v souladu s pfedkladanym vynalezem se povaZzuje za
aktivni formu peptidu, a takto se povazuje za vyhodné jeho pouziti pro prevenci nebo lé¢eni
poruch travici soustavy. Konkrétnéji je uréen pro léCeni Zaludenich viedi a viedd traviciho
ustroji, zanétu stfev, Crohnovy choroby nebo poruch traviciho Wstroji zplsobenych 1é¢enim
zafenim, bakterialnich nebo jinych infekci atd. Davkovani polypeptidu podavaného pacientiim
zaleZi na typu a zavaznosti lé¢enych poruch, ale obecné je 0,1 az | mg na kg vahy téla.

Prehled obrazki na vykresech

Predkladany vynalez je dale detailn&ji popsan na pfikladech s odkazem na pfipojené obrazky,
kde je:

Obr. 1 navrzeni struktura lidského trojlistkového faktoru ITF. Primérni aminokyselinova
sekvence je prevzata od Hausera a kol., 1993, a disulfidicka vazba umisténa homologné podle
PSP a pS2 (Thim, 1988).

Obr. 2 HPLC roztoku z kvasinek HW756 pro expresi krysiho ITF na reverzni fazi— koloné
Vydac 214TP54

Obr. 3 iontové vyménna chromatografie na Fast Flow SP-sefardze &aste€né CiSténého
lidského ITF. Mnozstvi hITF (monomeru) a hITF (u) bylo stanoveno analytickou HPLC. Carky

NaCl v eluénim roztoku.

Obr. 4 reverzni HPLC éi§téného‘ krysiho ITF (A), lidského ITF monomeru (B) a lidského ITF (C)
na koloné Vydac 214TP54 C4. Carkované ¢ary znadi koncentraci acetonitrilu v elu¢nim roztoku.

Obr. 5 rekonstruované hmotnostni spektrum &isténého krystho ITF (A), lidského ITF
monomeru (B) a lidského ITF (C).

Obr. 6 struktura formy lidského ITF.
Obr. 7 mapa omezeni plazmidu KFN 1003.
Obr. 8 struktura plazmidu pHW756.

Obr. 9 struktura plazmidu pHW1066.
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Priklady provedeni vynalezu

Materialy a metody
Klonovani krysiho ITF (rITF) a lidského ITF (hITF)

Klonovani krysiho a lidského ITF bylo provadéno podle WO 92/14837 a Suemori a kol., 1991
a Chineri a kol., 1992 (krysi ITF) a Podolsky a kol., 1993 a Hauser a kol., 1993 (lidsky ITF). -

Tvorba rITF a hITF expresnich plazmida

Expresni plazmidy pHW756 pro sekreci krysiho ITF a pHW 1066 pro sekreci lidského ITF byly
vytvofeny jak je uvedeno na obr. 7-9. Kvasinkovy expresni vektor pPKFN1003 (WO 90/10 075)
je odvozen od plazmidu CPOT (Kawasaki, G. International Conference on Yeast Genetics and
Molecular Biology, Sept. 17-24, 1984, Edinburgh, Scotland, Abstr. str. 15.). Jako vyb&rovy
znaCkova¢ (Russell, P. R., Gene 40 (1985), 125-130) ma Schizosaccharomyces pombe TPI gen
(POT), jako promotor S.cerevisiae triosafosfatizomerazu (TPI) a ukon&eni pro kontrolu exprese
(Alber, T. and Kawasaki, G. J. Mol. Appl. Genet.1 (1982), 419-434).

Krysi ITF gen byl nejdfive klonovan do Bluescript I KS(-) (Stratagene), ze kterého byl
propagovan podle obr. 8. Pomocny vektor pSX54 zajistujici klonovaci polohy se sklada
zpUCIB a pDN1050 (Diderichsen, B., Poulsen, G. B., Jorgensen, S. T. Plasmid 30 (1993),
312-315). Syntetickd DNA spojka Ncol-PfIM1 ma nésledujici sekvenci:

1858 : 5'-CATGGCTGAA.AGATTGGAAAAGAGACAAGAGTTCGTTGGTTTGTCTCCAT-
CCCAATGT-3' 58 bp

1862 : 5'-TTGrGGATGGAGACAAACCAACGAACTCTTGTCTCTTTCCAATCTTTCAGC—
3" 52 bp

Spojka kéduje C-koncové (8) aminokyseliny pro Fidici sekvenci jak popsali Thim, L., Norris, K.,
Norris, F., Nielsen, P. F., Bjorn, S., Christensen, M., Petersen, J. FEBS Lett. 318, (1993), 345-
352, sngkolika zmé&nami ve vybéru kodénu a N-koncovou ¢&ast krysiho ITF genu:
QEFVGLSPSQC. Ridici a signalni aminokyselinova sekvence je popsina tamtéz.:
MKAVFLVLSLIGFCWAQPVTGDESSVEIPEESLIIAEMAERLEKR.

Lidsky ITF gen byl klonovén do PUC19 a propagovan podle obr. 9.

Syntetickd DNA spojka Ncol-BsaA1l ma nasledujici sekvenci:

2292 : 5'-CATGGCTGAAAGATTGGAAAAGAGAAGAATAC-3' 34 bp

2287 : S'-GTATTCTTCTCTCTTTTCCAATCZ' TTCAGC-3’ 30 bp ,

Spojka kéduje C—koncové (8) aminokyseliny pro Fidici sekvenci, jak je popsano pro rITF tvorbu
a 3 N-koncové aminokyseliny pro hITF gen: EEY. Ridici a signélni aminokyselinova sekvence

je stejna jako vyse.

Expresni plazmidy byly transformovany do S.cerevisiae MT 663 (E2-7B X E11-36 a/, tpi/tpi,
pep 4-3/pep 4-3) vyb&rem pro rist na glukoze jako Zivné pudé.

Transformované kvasinky pro expresi krysiho a lidského ITF byly nazviny W756 a HW 1066.
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Fermentace

Vyse popsané transformované buriky byly kultivovany pti 30 °C, 72 h ve kvasinkové peptonové
dextroze (Sherman a kol., 1981), doplnéné daldim kvasinkovym extraktem (60 g/1). Na konci
fermentace byly dosazeny pro HW756 (rITF) a HW1066 (hITF) OD hodnoty 153 a 232 pfi
660 nm. na konci fermentace bylo pH upraveno pomoci 1M kyseliny fosfore¢né na
2,5 a kvasinky byly separovany odstfedénim p¥i 3000 ot/min. po dobu 15 min.

Cisténi recombinantu rITF

Koncentrace rITF ve fermentaénim extraktu kvasinek a frakcich ziskanych béhem ¢isténi byla
méfena analytickou HPLC. Alikvoty (obvykle 50-200 1) byla nastfikovany na Vydac 214TP54
reverzni C4 HPLC kolonu (0,46 x 25 cm) temperovanou na 30 °C pfi prutoku 1,5 ml/min s 0,1 %
(objemové) TFA v 15 % (objemové) acetonitrilu. Po 10 min. izokratické eluce byla koncentrace
acetonitrilu v elu¢nim roztoku zvy$ena béhem 40 min na 55 % objemovych. Absorbance byla
méfena pfi 214 nm, formu rITF reprezentovaly tfi piky (26,5 min, 27,3 min, 28,2 min), viz.
obr. 2. Kvantita byla stanovena pomoci kalibrovaného hSP standardu (Thim a kol., 1993).

Expresni troveii pro rekombinant krysiho ITF byla v prfedklddaném systému 113 mg/l.

Z 101 fermentoru bylo odstfedénim ziskano 8,7 1 fermentacniho roztoku, ktery byl zfedén 14,8 1
destilované vody na men3i vodivost. Vzorek byl &erpan na Fast Flow S-sefarazovou kolonu
(Pharmacia) 5 x 42 cm pii prutoku 600 ml/h. Pfed pouzitim byla kolona vyrovnina 50 mM
pufrem (kyselina mravenéi) na pH 3,7. Krysi ITF byl vymyvan zkolony 50 mM kyselinou
mravenéi (pH 3,7) obsahujici 50 mM NaCl. Pi pratoku 600 m/h byly odebirany a na obsah rITF
analyzovany 100 ml frakce. Frakce z pfede$lého kroku obsahujici rITF byly spojeny (2,3 1)
a Cerpany na Amberchromovou (G-71) kolonu 5 x 10 cm. Pfed pouzitim byla kolona vyrovnéna
pfi pritoku 0,11/h na pH 4,8 pomoci 10 mM (octan amonny) pufru obsahujiciho 60 %
objemovych ethanolu. Byly odebirany 10 ml frakce a spojeny podle obsahu rITF. Koncentrace
ethanolu byla ve spojeném roztoku pfidinim dvou objemu ethanolu (99,99 % objemovych)
zvySena ze 60 % objemovych na 87 % objemovych a rITF byl vysraZzen ochlazenim smési
na — 25 °C po dobu 16 h.

SraZenina byla odstfedéna (1h, 10 000 g, — 25 °C) a pfi laboratorni teploté rozpusténa ve 130 ml
mravenéi kyseliny (20 mM) s pH 3,0. Vzorek byl &erpan na Fast Flow S-sefaré6zovou kolonu
(Pharmacia) 5x20 cm pfi pritoku 50 ml/h. Pfed pouzitim byla kolona vyrovnana na pH
3,0 pomoci 20 mM kyseliny mravenéi. Peptidy byly z kolony vymyty linedrnim gradientem (1,5 1
50mM kyseliny mravenéi, pH 3,0 az 1,51 50mM kyseliny mraven¢i, pH 3,0 obsahujici 0,5 M
NaCl). Pfi pritoku 80 ml/h byly odebirany 10 ml frakce a absorbance byla méfena pii 280 nm.
Frakce byly testovény na obsah rITF a podle n&j spojeny. Krysi ITF byl dale ¢isté€n preparativni
HPLC. Spojené frakce (900 ml) byly &erpany na preparativni HPLC kolonu Vydac 214TP54 C4
(2,2 x 25 cm) vyrovnanou v 0,1 0 (objemovych) TFA. Peptidy byly vymyty pti 25 °C a priitoku
5mimin linedrnim gradientem (540 ml) vytvofenym zMeCN/H,O/TFA (10 : 89,9:
0,1 objemové&) a MeCN/H,O/TFA (65 : 34,9 : 0,1 objemové&). UV absorpce byla sledovana pfi
280 nm a byly odebirany frakce po 10 ml a analyzovany na obsah rITF. Frakce obsahujici rITF
byly spojeny a objem zmen3en vakuovou centrifugou na 30 %. Z vysledného roztoku byl fITF
izolovén lyofilizaci. Celkovy vytéZek rITF z 8,7 | fermentainiho média byl 236 mg odpovidajici
celkovému vytézku Cisténi 24 %.
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Cistni rekombinantu hITF

Koncentrace rITF ve fermentaénim extraktu kvasinek a frakcich ziskanych b&hem &isté€ni byla
méfena HPLC systémem stejnym jako u rITF. Pomoci tohoto systému byly hmotnostni
spektrometrii a sekvenci analyzou identifikovany dva piky (21,2 min. a 27,1 min.) jako

amonomer hITF. Expresni troveri pro rekombinant lidského ITF byla v predkladaném systému
90 mg/1.

Z 101 fermentoru bylo odstiedénim ziskano 8,0 1 fermentaéniho roztoku. Vzorek byl trikrat
dialyzovan (vzdy 24 h) proti 401 10 mM kyseliny mravendi s pH2,5. Vzorek byl &erpan
(0,25 /h) na Fast Flow S-sefardzovou kolonu (Pharmacia) 5x 40 cm pfi pritoku 600 mi/h.
Kolona byla promyta 5 I 20 mM pufru (kyselina mravenéi) s pH 2,5 a vymyta linearnim
gradientem tvofenym 5 | 20 mM pufru (kyselina mravenci) s pH 2,5 a 5 1 20 mM pufru (kyselina
mravenci) s pH 2,5 obsahujici 1 M NaCl. Byly odebirany a na obsah hITF analyzovany 100 ml
frakce (obr. 3). Z kolony byly vymyty dv€ formy hITF: jedna reprezentovala monomer hITF
(vymyta 0,5 M NaCl) a druhd (vymyta 0,78 M NaCl). Frakce obsahujici stejnou formu byly
spojeny.

Kazda frakce byla rozd&lena na tfi stejné dily po 700 ml a &erpana na kolonu Vydac 214TP54 C4
(2,2 x 25 cm) vyrovnanou v 0,1 % objemové TFA. Peptidy byly vymyty pfi pritoku 4 ml/min
linedrnim gradientem (540 ml) vytvofenym z MeCN/H,O/TFA (10: 89,9: 0,1 objemové)
a MeCN/H,O/TFA (65 : 34,9 : 0,1 objemové). UV absorpce byla sledovana ptfi 280 nm a byly
odebirany frakce po 10 ml a analyzovéiny na obsah hITF.

Frakce z piedeslého kroku obsahujici hITF (monomer) a hITF dimer byly oddélené spojeny a pH
upraveno na 3,0. Vzorky byly oddélen& Eerpany na SP—sefardzovou HiLoad 16/10 (Pharmacia)
kolonu (1,6 x 10 cm) pomoci 20 mM kyseliny mravenci (pH 3,0) obsahujici 40 % objemovych
ethanolu. Kolona byla promyta 80 m! vyrovnavaciho pufru a vymyta lineArmim gradientem pfi
4 ml/min tvofenym 200 ml 20 mM kyseliny mravenéi s pH 3,0; 40 % objemovych ethanolu
2200 ml 20 mM kyseliny mravenéi s pH 3,0; 40 % objemovych ethanolu obsahujici 1 M NaCl.
Byly odebirany a na obsah hITF analyzovany 5 ml frakce.

Frakce obsahujici stejnou formu byly spojeny a peptid vysrazen zvySenim koncentrace ethanolu
na 90 % objemovych a ochlazenim smé&si na — 25 °C po dobu 72 h. SraZenina byla odstfedéna
a lyofilizovana. Celkovy vytéZek z 81 fermentaniho roztoku byl 256 mg hITF (monomer)
a 133 mg hITF (), coZ odpovida celkovému vytézku &isténi 50 % pro monomer a 65 % pro ().

Hmotnostni spektra byla méfena na API III LC/MS/MS (Sciex, Thornhill, Ont., Canada). Pristroj
s trojitym kvadrupdlem ma m/z rozsah 2400 a je osazen pneumatickym elektrosprej (ion—sprej)
interface (Bruins et al., 1987; Covey a kol., 1988). Vzorky byly nastfikovény stfikackovou
infuzni pumpou (Sage Instruments, Cambridge, MA) pies Zhavenou kapilaru (75 m) pfi pritoku
kapaliny 0,5 aZ 1lmin. Stupnice (m/z) pfistroje byla kalibrovana amonnym aduktem
polypropylenglykoli (PPG) s nédbojem 1 pii jednotkovém rozlideni. Pfesnost méfeni hmotnosti je
obecné lepsi nez 0,02 %.

Obr. 4 uvadi analytické HPLC chromatogramy &isténého rITF (obr. 4A) a hITF (obr. 4B a 4C).
Rekombinovany rITF obsahuje smés 3 velmi pfibuznych peptidi, které jsme se nepokousSeli
rozdélit. Pfi analyze elektrosprejovou MS byly nalezeny tfi hlavni molérni hmotnosti
odpovidajici 13112,2; 13096,6 a 13078,8 (obr. 5A). Vypottena molarni hmotnost monomeru
rITF, kde Cys—57 obsahuje volnou SH skupinu, je 6558,3. Vypodtena molarni hmotnost u rITF
(s S-S mustkem mezi Cys—57) je 13114,5. Z nalezenych molarnich hmotnosti rekombinovaného
rITF je zfejmé, Ze viechny 3 peptidy reprezentuji dimerni formu rITF. Z jinych trojlistkovych
peptidd s Gln jako N-koncovou aminokyselinu napf. PSP (Thim a kol., 1985 a Tomasetto a kol,,
1990) je znamé, Ze tyto zbytky maji tendenci k cyklizaci za vzniku pyrrolidonové karboxylové

-10-
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kyseliny (pyrGlu). V ptipadé rITF s pfedpovidanou N-—koncovou sekvenci Gln-Glu-Phe-Val-
Gly se jevi logické predpokladat, Ze N-koncovy Gln mohl rovnéz cyklizovat na pyrGlu formu.
Takova zména by vedla ke sniZzeni molarni hmotnosti rITF o 17 (1 pyrGlu) nebo 34 (2 pyrGlu)
jednotek. Pozorované molarni hmotnosti 13096,6 a 13078,8 (obr. 5) odpovidaji rITF s jednim
resp. dvéma zcyklizovanymi N—koncovymi Gln. Vypoétend molarni hmotnost téchto forem je
13097,6 a 13080,6 a je v dobré shodé s experimentilnimi udaji. Zavérem z HPLC (obr. 4A)
a MS analyzy (obr. SA) tedy je, Ze rekombinovany rITF obsahuje 3 riizné dimery: prvni s dvéma
N-koncovymi Gln, druhy s jednim N-koncovym Gln a jednim N-koncovym pyrGln a tfeti se
dvéma N-koncovymi pyrGln. Tabulkal uvadi aminokyselinové slozeni rITF v dobré shodé
s otekavanymi hodnotami. Obr. 5A a 5B ukazuji &istotu monomeru a hITF podle analytické
HPLC (obr. 5C) jenz je pomémé Cisty, zatimco monomer (obr. 5B) vykazuje znegi$téni latkami
vymytymi pied peptidem, ale i po op&tovné chromatografii latky s hlavnim pikem byl ziskan
podobny chromatogram (neni uveden). To ukazuje spiSe nez na nelistoty na atypické chovani
monomeru hITF na nevezni fazi. D¥ive jsme pozorovali podobné chovéni vysoce &isténého
porcinu PSP a rekombinovaného hSP (Thim a kol., 1993).

MS analyza monomeru ITF molarni hmotnost hlavniho piku 6694,0 (obr. 5B). Molarni hmotnost
vypocttena pro aminokyselinovou sekvenci (obr. 1) s pfedpokladem volné SH skupiny na Cys—57
je 6574,4. Analyza aminokyselinové sekvence v tabulce II ukazuje ofekdvanou N—koncovou
sekvenci Glu-Glu-Tyr—Val-Gly. Analyza aminokyselinového sloZeni (tabulka I) ukazuje kromé
pritomnosti 7,3 (8) cysteinli ofekdvané hodnoty. Dalsi cystein pfipojeny k Cys—57 hITF
monomeru zvy$i molarni hmotnost na 6694,7, coz je velmi blizko experimentdlni hodnoté
6694,0. Proto predpokladame disulfidické spojeni Cys—57 monomeru hITF s dalsim cysteinem.
Minoritni pik v hmotnostnim spektru (obr. 5B) miize reprezentovat jiny derivat Cys—57 nebo
necistotu.

Vypotitana molarni hmotnost u hITF, kde jsou dva y spojeny disulfidickou vazbou mezi dvéma
Cys—57 zbytky je 13146,8. To je v dobré shodé s experimentalni hodnotou 13147 (obr. 5C). Dalsi
pik v hmotnostnim spektru (13169) pravdépodobné reprezentuje Na* adukt u hITF. Sekven&ni
analyza (tabulka I) i analyza aminokyselinového sloZeni (tabulka II) jsou rovnéz v dobré shodé
s o¢ekavanymi hodnotami.
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Tabulka I

Aminokyselinové slozeni dimeru rITF, monomeru hITF a dimeru hIT

Aminokys. rITF (dimer) hITF (monomer) hITF (dimer)
Asx 11.92 (12) 6.00 (6) 12.01 (12)
Thr® 8.00 (8 2.03 2) 4.01 @
Ser® 9.86 (10) 2.04 2) 4.01 )
Glx 15.98 (16) 6.92 ) 14.00 (14)
Pro® 12.48 (12) n.d.’ 6) n.d.’ (12)
Gly 6.02 6) 420 ) 8.09 ®)
Ala 2.04 )] 3.91 O] 7.90 8)
Val 11.92 (12) 492 5) 9.86 (10)
Met 1.80 ) 0.00 (1)) 0.00 )
Ile 1.98 2) 1.17 ) 2.13 )
Leu 3.92 0] 2.03 2) 3.99 4
Tyr® 2.02 2) 1.94 2) 3.92 4)
Phe 7.88 ) 293 3) 5.94 (6)
Lys 2.14 2) 3.07 3) 6.09 (6)
His 0.00 0) 0.99 0)) 2.03 2
Trp 2.16 2) nd’ ) nd.f 2)
Arg 3.94 ) 2.96 3) 6.05 6)

PE-Cys" 12.70 (14) 7.30 (@) 13.80 (14)
Celkem (118) (59) (118)

Hodnoty v zavorkdch jsou odvozeny zcDNA: rITF (Chinery a kol, 1992), hITF
(Hauser a kol., 1993), '

“stanoveno extrapolaci na po&atek hydrolyzy,
Ystanoveno hydrolyzou ve 4 M methansulfonové kyselinég,

“nebylo stanoveno.
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Automatizované Edman—odbourani dimeru rITF, monomeru hITF a dimeru hITF

rITF (dimer) hITF (monomer) hITF (dimer)
Vytézek Vytézek -

Cyklus &. | PTA-A.A. (pmol) PTH-A.A. (pmol) Vytézek | (pmol)
1 Glu 989 Glu 1517 Glu 2227
2 Glu 731 Glu 1998 Glu 2361
3 Phe 967 Tyr 2205 Tyr 2528
4 Val 1072 Val 2409 Val 2431
5 Gly 701 Gly 1625 Gly 1803
6 Leu 838 Leu 2318 Leu 2253
7 Ser 497 Ser 852 Ser 904
8 Pro 965 Ala 1729 Ala 1712
9 Ser 406 Asn 1394 Asn 1518
10 Gln 820 Gln 1494 Gln 1499
11 (Cys) n.d. (Cys) nd. (Cys) nd.
12 Met 581 Ala 1243 Ala 1377
13 Val 971 Val 1468 Val 1356

40 Pro 962 Pro 1223 Pro 1195
15 Ala 529 Ala 1248 Ala 1249
16 Asn 791 Lys 1270 Lys 1050
17 Val 952 Asp 937 Asp 991

18 Arg 331 Arg 891 Arg 964
19 Val 956 Val 1002 Val 1069
20 Asp 476 Asp 847 Asp 932
21 (Cys) n.d. (Cys) n.d. Cys n.d.
22 Gly 381 Gly 709 Gly 703

23 Tyr 352 Tyr 894 Tyr 792
24 Pro 927 Pro 766 Pro 701

25 Thr 498 His 309 His 236
26 Val 812 Val 755 Val 670
27 Thr 510 Thr 505 Thr 576
28 Ser 225 Pro 458 Pro 473

29 Glu 398 Lys 444 Lys 321

30 Gln 499 Glu 219 Glu 304
31 (Cys) nd. (Cys) nd. (Cys) n.d.
32 Asn 557 Asn 312 Asn 300
33 Asn 591 Asn 464 Asn 503

34 Arg 196 Arg 325 Arg 294
35 Gly 222 Gly 239 Gly 223

36 (Cys) n.d. (Cys) n.d. (Cys) n.d.
37 (Cys) n.d. (Cys) nd. (Cys) nd.
38 Phe 335 Phe 189 Phe 174
39 Asp 275 Asp 133 Asp 137
40 Ser 164 Ser 49 Ser 43

R.Y 97.0% 93.2% 92.5%
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Primyslova vyuZitelnost

Predklddany vynalez se tyké trojlistkovych peptidl, zpiisobu jejich pipravy, farmaceutickych
prostiedk, které je obsahuji a jejich pouZiti pro 1é€eni gastrointestindlnich poruch. Za urgitych
podminek jako je napf. mukézni podkozeni pfi zan&tu stiev (Rio a kol. 1991, Poulsom a kol.
1992, Wright a kol. 1993) a Zalude&nich viedech a viedech dvanactniku (Rio a kol. 1991, Hanby
a kol. 1993, Wright a kol. 1990) byla pozorovana zvy$ena exprese trojlistkovych peptidi v travici
soustavé. To bylo podnétem pro nazor, Ze trojlistkové peptidy maji mukézni regeneraéni funkei,
o ¢emz byl vsouasné dob& podan dikaz Dignassem a kol. 1994, Playford a kol. 1994
a Babyatsky a kol. 1994.
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PATENTOVE NAROKY

1. Trojlistkovy peptid v isté form& obsahujici intestinalni trojlistkovy faktor —ITF, ktery se
sklada ze dvou ITF monomeri spojenych disulfidickou vazbou mezi dvéma cysteinovymi zbytky
obou monomerii v pozici 57 kazdého monomeru.

2. Peptid podle naroku 1, kterym je lidsky intestinalni trojlistkovy faktor — ITF.

3. Zpisob pripravy trojlistkového peptidu podle ndroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se
kultivuji vhodné hostitelské buiiky transformované DNA sekvenci kédujici trojlistkovy peptid
obsahujici jednoduchou trojlistkovou doménu a ziska se vznikly dimerni trojlistkovy peptid
z kultury.

4. Farmaceuticky prostiedek, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje trojlistkovy peptid
podle kteréhokoliv z néroki 1 aZ 2 spolu s farmaceuticky vhodnym fedidlem nebo ptisadou.

S. Trojlistkovy peptid podle naroku 1 pro pouZiti jako 1égivo.

6. PouZiti trojlistkového peptidu podle naroku 1 pro pripravu lé&iva pro profylaxi nebo lé&eni
poruch travici soustavy.

9 vykrest
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