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Pou?it{ ddinnych ldtek a fermaceuticky. prostPedek

Predlo¥eny vyndlez se vztshuje ne leptin, cytokin pro-
dukoveny edipocyty; & ovlivaujic{ rGzné druhy bun&k e tkéni.
Mnohem podrobn&j3i popis pifedloZeného vyndlezu se tykd nové
aplikece leptinu v oblesti onkologie.
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Leptin, od adipocytl odvozeny cytokin, regulujici téles-
nou hmotnost, byl identifikovén pozidnim klonovénim murinové-
no ob genu, ( Zheng se sp.; 1994); e bylo prokdzédno, Ze ovliv-
huje jek prijem potravy, tek thermogenezij ( Campfield se sp.;
1995% Collins se sp.; 1996; Haleas se sp.; 1995 Pelleymoun-
ter se Sp.; 1995, Weigle se sp.j 1995 Yo

Vysokd efinits leptinovych vezebnych poloh byle lokali=-
zovéne v choroides plexus) ( cévnetka); expresivnim klonovénim
cDNA z uvedené tkéng predpoklddanym receptorem, ( OB-R); (Tsr-
taglia se sp.; 1995 ).

7némé pisobeni leptinu jsou zprostfedkoveny jeho recepto-
rem v hypothalemu. Exprese leptinovych receptord se vyskytuje
i v daliich orgénech, zejméne v ledvindch, plicich, e jétrech,
( Cioffi se sp.) 1996} Lee se sp.; 1996; Tertsglia se sp.;
1995 ). Krom& toho se rfzny repertoér veriaci receptorového
sest¥ihu ( receptor -splice), liZicich se v Jejich cytoplaz-
metické domén&, se u my3i projevuje expresi gpecifickym tké-
fovym zphsobemj ( Lee se sp.y 1996 ). Proto, kromé kontroly
prijmu potravy e t&lesné teploty, mlZe leptin vykazovat delddi




(XXX XX}
[ XX X J
[ XX X2

[ EE X XX J

L]
(XX X
00"
esse
XXX

fyziologické funkce.

I kdy# je leptin produkovén adipocyty, neddvné zjisténi
korelace mezi pPebytkem tuku, & vysokymi hladinemi leptinu v
séru,, bylo v rozporu s nszorem, e leptin redukuje p¥ijem po-
trevy a télesnou hmotnost) ( Considin se sp.; 19963 Frederick
se sp.; 1995} Lonnquist se sp.; 19953 Maffei se sp.; 1995 ).
Tato korelace, @ spolehlivé doloZeni vtahl mezi obezitou, @8
rezistenci vi&i inzulinuj ( Felber a Goley, 1995 ); nezneli=
ly, Ze leptin mdZe modulovat inzulinem regulované odpovédi.

Ve skute&nosti bylo sle nedévno oznémeno, Ze leptin si-
gnifikentng redukuje bezdlni a s imzulinem redukovenou tyro-
sinovou fosforylaeci inzulinového receptorového substrétu-1 §

( IRS=-1)e»Toto pisobeni leptinu na IRS-1 fosforyleci bylo spe=-
cifické, protoZe tyrosinova fosforylace beta-¥et&zce inzulino-
vého receptoru; (IR), nebyle potledensj( Cohen se spey 1996).

Tyrosinovéd fosforylace IRS-1 s kindzou IR Je kli&ovym
stupném v rdmci inzulinové receptorové signélni keskeédy, ve-
douci ku &etnym znémym plsobenim inzulinuj ( Arski se sp.;)
19947 )Chesthem & Kehn, 1995; Myers se sp.; 19943 Myers se sp.;
1994 Myers e White; 1993; Rose se sp.; 1994 Tememoto se SDe )
19943 White & Kehnj; 1994).

Smdr signélntho pisobeni IRS-1 je zprostiedkovén nékoli-
ke ssociovanymi proteiny, z nich? Jjeden Je GRB-2 = protein vé-
zajici{ se na receptor ristového faktoru-2 = growth~-factor re-
ceptor associated binding proteine2; ( Chestham a Kahn31995).

Inzulihovy receptor) (IR); je pogaZovén ze metebolicky
receptor, zprostPedkujici plisobeni inzulinu na homeostdzu glu-
kosy, @ jeko tekovy je vyludovén ne termindlné odliSngch tké-
nich, jako je ne pr. edipozni ( tukové) tkén; Jétra; e svely.
Betné studie vdsk prokézaly, ¥e IR je siln& u¥inny mitogenic-
ky receptor in vitro e in vivo v pripeds, kdy Je vylufovén
v tumorovych bunkéch,




Funkéni inzulinové receptory byly ns piiklaed identifiko-
védny v n&koliks linifch rekoviny prsu, Jek bylo zjiSténo ty-
rosinovou fosforylaci inzulinového receptoru, pPi reekci ne
1é2bu inzulinem, Krom& toho zprostiedkovévé inzulinovy recep-
tor v tédfto bunkéch mitogenickou odpovéd, jek bylo zji¥t&no.
inkorporaci /aﬁﬁémpymidinu; ( Milezzo se sp.; 19977 Milazzo se
sp. 1992 ). |

A% dosud nebylo popséno pou¥iti leptinu v oblasti onkolo-
gie obecn&, a zeJjméne leptin nebyl popsén jeko pouZitelny pro
inhibici proliferece bmnék, zejména proliferece rokovinnych
bunék,. ‘

- vt am o e s e > s - -

Predmétem pfedloZeného vyndlezu Jje pouZiti leptinu Jeko
inhibitoru bun&&né proliferace, ne priklad pouZiti leptinu, Jje=-
ko inhibitoru proliferace reskovinnych bunék.

Deldim cilem vyndlezu Jje pouZiti samotného leptinu, nebo
jeho kombinace s dal3imi therapeutickymi létkemi, pro 1léZbu
rdznych melignich bujeni.

Delsim cilem predloZeného vyndlezu je pouZitf leptinuj
leptinovych fuznich proteind; leptinovych muteindj egonistd
leptinového receptoru, udinnych fragmen%%ggeggﬁgilv ze zminé-
nych sloZek; d&innych analog nebo derivdtl Jekékoliv ze zming-
nych sloZek; a solf, Jjekékoliv ze zmin¥nych sloZek; & smési
jekékoliv ze zminénych sloZekipro lé&bu rtznych typl melig-
ného bujeni..
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Del3im predmétem pfedloZeného vynédlezu je pouZiti ferme-
ceutickych prost¥edkd, obsshujicich jeden, nebo viée leptind;
leptinovych fdznfch proteind; leptinovych muteind, agonistd
leptinového receptoru, d&innych fregmgﬁggvggﬁgﬁéliv ze zming-
nych slofek, udinnyeh esnalog nebo derivéatd jekékoliv ze zmin&-
nych sloZek; a solf jakékoliv ze zmin&nych sloZek; pro 1lé¥bu
rtznych typd msligniho bujeni.

Dal3{ cile pPedloZeného vynélezu Jsoo uvedeny'déle,,ne-
bo budou snedno pstrné z nédsledujictho popisu ¢

PredloZeny vynélez se t¥kd pou¥itf leptinu jeko inhibito-
ru burdéné proliferace., Leptin mbZe byt pouZitelny bud semot-
ny, nebo v kombinseci s jinymi therepeutickymi létkemi, nebo
postupy, pro lédbu réznych typd meligniho bujent,

Vyhodné provedeni vyndlezu spo¥ivéd v pouZiti leptinu pro
inhibici prolifersce bun&k huménniho karcinomu prsu., Prolife-
race mnohych typd tumorovych bundk Jje zvySenes zs pFitognosti
riznych rdstovych fektord, jako je ns pfikled inzulin; s IGF~13
( inzulinu podobny rtstovy faktor~-1 ). Stimuledni rastové pl-
soben{ inzulinu & IGF-1 na bunky je zprostfedkévéno, slespon
z&4sti, prostPednictvim drghy IRS-1/GRB-2 §; ( Myers se sp.,
1993 ).

Tato drdha je inhibovéne s leptinem.

Krom& toho je IRS-1 substrétem pro receptorové kindzy del3ich
ristovych fektord, e cytokind, vietnd IL-4; ( interleukin-4);
a IL-95.( interleukin-9); ( Pernis se sp.; 1995 YiH se sp.;
1995% Yin se sp.; 1994 ).

Heptin mi¥e tudi¥ inhibovet mitogenické odpovédi né&kte-
rych, nebo viech zminénfch rdstovych fektord e cytokind, stej-
n& jeko ostetnich rtstovych fektord, e tedy inhibovaet proli=-
fersci réznych typd tumorovych bunék.

Pf{klady zehrnuji inhibici prolifersce indukovené s IGF.15
o @ inzulinem indukovenou prolifersci bun&énych T-47D a MCF7
linif huménni rekoviny prsu.




Predlo%eny vynélez se teké tykd pouZit{ leptinu, 1eptii
novych fiuznich proteint, leptinovych muteint, sgonistd lep~-
tinového receptoru, nebo udlinnych fregmentl a frekci jekéko-
liv ze zmin&nych sloZek, nebo soli jekékoliv ze zminénych
slo¥ek,, stejm¥ jako fermaceutickych prost¥edkd, obsahujicich
leptin, leptinové fuzni proteiny, leptinové muteiny, agonisty
leptinového receptoru, d&inné fragmenty nebo frekce, jekéko=-
liv ze zmin&nych sloZek, nebo sole Jakékoliv ze zminénych slo-
%ek, pro lédbu riznych typl meligniho bujeni.

Mnohem specifidtdji se predloZeny vyndlez tyké pouZiti
Wdinné létky, vybrené ze skupiny obsahujici leptin, leptinové
fdzni proteiny, leptinové muteinym egonisty leptinového recep-
toru, Udinné fragmenty nebo frakce Jjekékoliv ze zminénych slo-
Yek, Udinnd enalége nebo derivéty Jekékoliv ze zmin&nych slo-
Yek, sole jekékoliv ze zmin&nych sloZek, a sm&si jekékoliv
ze zmin&n¥ch slofek, Jjeko inhibitoru proliferece tumorovych
buné k. ) |

Provedeni vySe zmin&nych aspektd pPedloZeného vyndlezu zshrnuje:

1) ePouélti d&inné ldtky Jjesko inhibitoru bunééné proliferace
v pro 1é&bu maligniho bujeni u ssvcd

II) Pou?itf Ulinné létky jeko inhibitoru tumord, zévislych
na ristovém fesktoru

ITI) Pou¥itl 6¥inné l&tky jeko inhibitoru prolifersce bun&k
huménniho karcinomu prsu.

Ivw) PouZit{ 4¢inné létky pro lé&bu huménnich kercinomb prsu.
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VI)

VII)

VIII)
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Pou?iti ddinné ldtky jeko inhibitoru rdstového stimu- .
la%niho plsobeni inzulinu) e IGF~-1; ne tumorové bumky,
zprostdedkovend, eslespon z &désti, drehou inzulinového
receptorového substrétu 1;( IRS-1/GRB-2 ),

Pou?iti ddinné léiky Jjeko inhibitoru mitogennich odpo-
védi v tumorovych bunkdch, v3¥i jedné, nebo vice recep=-
torovych kindz) ristovych fektorl; s cytokinl, ze skupi-
ny obsahujici IL-4j e IL-9; pro v3echny,, u kterych IRS-1
je substrétem; pro léfbu tumord..

PouZiti d¥inné létky jeko inhibitoru bazdlni; s IGF~-1 in-
dukovené; e 8 inzulinem indukovené prolifersce tumorovych
bunék pro 1lé¥bu humdnnich rekovin prsu.

Pou¥iti d¥inné létky, kde vyZe zmin&nd ulinnd létky Je
leptin, e leptin je pouZit Jjeko inhibitor, nebo pro 1léZbu.

Podobné& se pPedloZeny vyndlez tyké také'ﬁéinné létky, zvo-

lené ze skupiny, obsahujici leptin; leptinové fizni proteiny,

leptinové muteinyj sgonisty leptinového receptoru;

éinné fre-

gmenty, nebo frekce Jjakékoliv ze zmin&nych sloZek; d&innd ens-
loga nebo derivéty jskékoliv ze zminénych sloZek; sole jekéko-
1iv ze zmin&nych slo¥ek; a smé&si jekékoliv ze zminénych slo-
Yek, pro pouZiti pii vyrobé lé&iva,urdeného pro inhibici pro-
liferace tumorovych bun¥k,

Provedeni z tohoto sspektu vyndlezu zehranuje ¢




1) Pou?¥iti ddinné létky pro vyrobu lé&ive, uréeného pro
1é%bu maligniho bujeni u savel.

II) ©Pou¥itf d¥inné ldtky pro vyrobu lé&ivae, urdeného pro
inhibici tumord zdvislych na rdstovém faktoru.

III) PouZiti d¥inné létky pro vyrobu lédivs, urdeného pro
inhibici proliferace bun&k huménniho ksrcinomu prsu.

I1V) PouZitf @&inné létky pro vyrobu lélive, urdeného pro
1é&bu humdnnich kercinomd prsu.

V) Pou¥iti "dinné létky pro vyrobu lédive,uréeného pro
inhibici rtstového stimule&niho plsobeni IGF-1; e in-
zulinuj ne tumorovych bunkéch, zprostiedkovaného slespon
z&dsti, drshou IRS=-1/GRB=2,

VI) ©PouZitf ddinné ldtky pro vyrobu léZiva, ur¥eného pro
inhibici mitogennich odpovédi v tumorovych bunkéch, vi-
&i jedné, nebo vice receptorovych kindzj rdstovych fek-
tord; & cytokindj ze skupiny, obsshujfci IGF-1; IL-4,
s IL-9; pro viechny, u kterych je IRS-1 substrétem; pro
1é%bu tumord. : :

vII) Pouziti W¥inné létky pro vyrobu 1é%iva, urieného pro
inhibici bezélni} e IGF-1 indukovené; e s inzulinem in-
dukované, proliferace tumorovych bun&k; pro 1lécbu humé-
nnich rakovin prsu.

VIII) Pou¥it{ G¥inné létky, kde ulinnd-slofke Je leptinm; @
leptin je pou¥it pro vyrobu vySe zminéného 1lééiva.




Podobm3 i z jiného sapektu,. se predloZeny vyndlez t¥ké

farmaceutického prostfedku, obsshujictho Jjeko d&innou sloZ-
ku ddinnou létku, e fermeceuticky vhodny nosi¥, Pedidlo, nebo
pomocnou létku, urdeného pro.inhibici proliferade tumorovych

bunék.

Z tohoto aspektu provedeni vyndlezu zehrnuje

I)

II)

II1I)

Iv)

V)

vI)

Farmeceuticky prost¥edek urdeny pro 1é&bu maligniho bu~-
jeni u saved.

Farmsceuticky prost¥edek urdeny pro inhibici tumord zé-
vislych na ristovém faktoru.

Farmeceuticky prostiedek, urdeny pro inhibici prolife=-
roace bunék huménniho karcinomu prsuj e tudiZ i pro 1léZbu
humdnniho ksrcinomu prsu.

Farmeceuticky prostFedek, urdeny pro inhibicu rdstového
stimula&niho ptsobeni IGF=-1} s inzulinu} na tumorovych
bunikéch; & zprost¥edkovenou alespon zd#ésti, drshou IRS-1/
GBR-2. "

Fermaceuticky prostfedek, urdeny pro inhibici mitogen=-
nich odpov&df v tumorovjych bunkdch, viéi jedné nebo vice
receptorovych kindzj rdstovych fektord; a eytokint, ze
skupiny, obsahujfci IL-4; & IL-9; pro v3echny, u kterych
je IRS-1 substrétem, e tudi% i pro 1léZbu tumortl.

Fermaceuticky prpstiedek, urdeny pro inhibiel bezélni,
g 8§ IGF-1 indukovgné & s inzulinem indukovené prolifersce
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tumorovych bunék; e tudiZ i pro 1lé&bu huménnich reko-
vin priu.

VII) Farmeceuticky prostfedek, ve kterém ddinnéd sloZkas Jje
leptin..

Predlofeny vyndlez se teké tykd postupu pro lé&bu tu-
mord u savcl, nebo pro inhibici proliferace tumorovych bun&k
u saved, zehrnujictho eplikeci fermgceutického prostiedku pe-
eientovi, dle predloZeného vyndlezu, jek Je poznsmendno vy3e,
ve vhodné 1lékové formé; a vhodnymi zpdsoby eplikace,

Takové lékové.formy; a zpisoby eplikace, Jsou obvykle
urdovény prektickymi 1léke¥i; po nésledném vySetZfeni pecients,

Ostetni sspekty & provedeni pPedloZeného vyndlezu, jsou
vyavétleny, nebo budou snedno patrné z nésledujicfho podrob-
ného popisu vynédlezu.
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P¥ehdd obrézkd ns_ vykrese

Obrdzek 1)

Demonstruje zévislost proliferace T=-47D bunék na inzulinu,
jak bylo zji¥téno bervenim s MIT = (3-/4,5-dimethylthiazol~
2-yl/-2,3-difenyltetrazoliumbromid);

Obrédzek 2)

Demonstruje zdvislost proliferace T-47D bun&k ne IGF-1j jek
bylo zji¥téno bervenim s MTT,

Obrdzek 3)

Demonstruje inhibici s inzulinem indukované proliferace T-47D
bundk v 10%nim séru hovdziho zérodku}( FBS); murinovym lepti-
nem, jek bylo zjidté&no bervenim s MIT,

Obrdédzek 4)

Demonstruje inhibici s inzulinem indukované proliferace T-47D
bunék ve 2%aim FBS; murinovym leptinem, jek bylo zji¥t&no ber-
venim s krystalovou violeti.

Obrédzek 5)

Demonstruje inhibici prolifersce T-47D bungk ve 10%nim FBS]
murinovym leptinem, Jjek bylo zji¥té&no bervenim s MIT,
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Obrdzek 6)

Demonstruje inhibici s IGF-1 indukované prolifersce T-47D bu-
ndk ve 2%nim FBS; purinovym leptinem, Jjek bylo zji¥té&no bar-
venim s krystelovou violetdi,

Obrédzek 17)

Demonstruje inhibici s IGF-1 indukované prolifersce T-47D bu-
ndk ve 2%nim FBS; huménnim leptinem, jek bylo zjiSt&no.berve-
nim s krystalovou violeti.

Obrédzek 8)

Demonstruje inhibiei s inzulinem indukovené prolifersce MCF7
bunék;, v séru prostém mediu, murinovym leptinem, Jjek bylo zJis-
téno barvenfm s krystslovou vidleti.

Obrdédzek 9)

Demonstruje inhibici s IGF=-1 indukovené proliferace MCF7 bu-
n&k, v séru prostém mediu, s murinovym leptinem, jak bylo zjig-
t3dno barvenim 8 krystelovou violetd,




PredloZeny vynédlez se tykéd pou¥iti leptinu jeko inhibi-
toru prolifersce tumorovych bun&k. ‘

Je charakteristické, %e bun¥lné linie humédnniho pdvodu,
odvozené od riznych typd tumord, mohou byt kultivovény v kul-
turéch ze pritomnosti rdstového medis,doplnéného sérem hovéz{i-
ho zérodkul( FBS), v objemové koncentreci cca 10%., Zs uvede-
nych podminek je bun¥&nd proliferace ddle definovédne jeko
, ,bazéln{ bun&¥nd prolifersce". Rist fetnych tumorovych linif
je signifikentn& zvyZen v priped&, kdy jsou ku vyde zmingnému
xultiva¥nimu wediu, doplngném sérem, priddny rdzné rdstové fa-
ktory, Jjeko ne p¥. inzulinj gpidermdlni rustovy faktor, nebo
IGF=-1.

Po pridéni leptinu do ristového medias v rozmezi{ nanomo-
1drnich koncentraci od 3 do 600; sni¥uje se bazdlni bun&na
prolifersce; & bun&énd proliferace) zdvisld na rtstovém fektoru.

Vysledky pokusd s bunélnymi kulturami, uvedenym v rémci
prikledd, publikovenymi ddle, naznedujl pouZitelnost leptinu
pro inhibiei rdstu rdznych typd tumort, & leptin miZe byt tu-
d1¥ pouZitelny pro 1léZbu riznych typd meligniho bujeni.

V rémci vyhodného ~provedemipPedloZeného vyndlezu, je
leptin pou¥ivén pro inhibiel prolifersce bunék rekoviny prsu.
V pripad&, %e Jje leptin pFidén ku kulturdm T-47D bun¥k humén-
niho kercinomu mlé&nych vyvodd prsu; ( Americen Type Cultur
Collection? Rockvillej MD; kmen &{slo ATCC HTB 133 ); je roz-
sah jejich proliferace potlacen.

Podobné& i v pripedd, kdy je leptin pridén ku kulturdm
MCF7 bundk humdnniho sdenokercinomu prsu; ( American Type cul-
tur Collection Rockville{ MD; ¥fslo ATCC HTB 22 )} Jje rozssh
jejich prolifersace redukovédn, Leptin inhibuje Jek bezélni,
tek i s IGF-1 indukowsnou proliferaci, tek i s inzulinem in-
dukovanou prolifersci T-47D; & MCFT7 bunék.

Leptin mdZe byt tedy gpecificky pou’itelny pro 1lécbu
kercinomli prsu.




Rstové stimuladn{i plsobeni inzulinu e IGF-1 ns bunky,
je zprost¥edkovéno glespon zldsti, prostfednictvim tyrosino=-
vé fosforylace IRS-1; a nédslednou asociaci IRS-1; s GRB=-2;
kterd méd za ndsledek mitogenni odpovéd. Antimitogenni péso-
veni leptinu md%e byt disledkem Jeho schopnosti redukovat ba-
z4ln{} inzulinem indukoveanou, & 8 IGF-1 indukovanou, tyrosi-
novou fosforylaci IRS-1; mejfci za nésledek sni¥eni vazeb
GRB=-2 ku IRS~1.

Kromé toho je IRS-1 substrdtem receptorov&ch kindz. ostat-
nich rdstovych fektord e cytokimij vietnd Il-4 e IL-9; (Pernis
se sp.) 1995; Yin se sp.; 1995; Yin se sp.; 1994 )e

Leptin mi¥%e tudiZ inhibovet mitogenické odpovedl n¥kte-
rych, nebo vdech zminénych ristovych fektord, o cytokindj a
stejnd jako ostetnich mitogentd, e tim tedy i inhibovet proli-
fersci rtznych typd tumorovych bunék.

Predlofeny vyndlez se ddle vztehuje ns leptinové derivé-
ty 2 analoge, véeiné leptinovych fuznich proteind; leptinovych
muteinti; agonistd leptinového receptoru, nebo udéinnych freg-
mentd nebo frakci zminénych sloZek & soli zmin&nych sloZek,

a farmaceutickych prostfedkd, obsshujicich leptin; leptinové
fuzni proteiny; leptinové muteimy;. egonisty leptinového recep-
toru, d&inné frekce zmin&nych sloZek,. nebo sozgggginénYCh gslo-
Yek, pro 1lé&bu riznych typd rekovin,..

V predlofeném textu pouZiveny vyraz ,,muteiny"; se vzta-
huje na ansloge leptinuj ve kterych jeden,, nebo vice zbytkd
pminokyseliny, Jje nehreZen odliZnymi zbytky eminokyseliny, ne=
bo jsou vyputény; nebo jeden, nebo vice zbytkd eminokyseliny,
jsou pripojeny ku pﬁvodnisekvenci leptinu, eni% dochédzi ku
vyznemné zméneé ddinnosti vyslednych produktd, ve srovnini s
divokymi typy leptinu, nebo Jeho d¢innych fragmentd, nebo
frakci..

Iminéné muteiny Jsou pPiprevovény znimymi synthetickymi
~ postupy, a/nebo polohové smérovanymi technikami mutagenéze,
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nebo ndjekymi jinymi. znémymi vhodnymi technikemi.

Jekykoliv  z t&chto muteintl, mé, vyhodnou sekvenci smino-
xyselin, dostetedn& duplicitni k leptinu, tekZe v podstaté
vykszuje podobné plsobeni jako leptin, nebo jeho d€inné frag-
menty, nebo frakce.

Lze tedy pomoci rutinniho experimentovéni posoudit, zde
néjeky urdity mutein{ ne prikled jednoduchlou metodou bung&-
né proliferace},ktery blokuje bun&lnou proliferaci, vykszuje
dostateénédﬁéinnost leptinu, & proto tedy alespon jednnfz
popsanych pou¥itf: . leptinuj e tedy v podstaté i podobnou
déinnoste.

V rdmeci vyhodného provedeni Je keZdy takovy mutein, ale-
spon ze 40%; identicky nebo homologicky se sekvenci jednoho
z leptind.

Mnohem vyhodn&ji vykszuje slespon 50,0%; alespon 60,0%3
alespon 70,0%; alespon 80,0%; nebo

ne jvyhodndji slespon 90,0% identity, nebo homologie.'

Muteiny leptinu, nebo jeho U&inné fregmenty,. nebo frekce,
mohou byt proto pouZity dle predloZeného vyndlezu, nebo kodo~-
véni nukleové kyseliny, vEetné& koneiného usporédéni, odpovi-
dajiciho v podsteté sekvencim  jeko substituce peptidd, nebo
nukleotidd, které mohou byt rutiné ziskévény, bez zbytedného
experimentovéni, Jjednim z b&Znych postupt v této oblesti, ze-
lo¥eném na poznatcich a pokynech, uvedenych v predloZeném
textue

Podrobndj%{ popis chemie proteind, a struktur; je uveden
v nésledujicich odbornych publikacichj citovanych ddle v li-
terdrnich odkazech) t.Jj. Schulz G.E. se sp.; Principles of
Protein Structure; Springer-Verlagj New York; 19785 & Creigh~-
ton T.E.$ Proteins Structure and Moleculer Properties; W.H,
Freemen CO.} Sen Frencisco, 1983 Y.




Popis substituc{ sekvenci nukleotidd, jeko Jjsou ne p¥,
preference koddnl; viz Ausubel se sp.; persgrefy A.1.1. - A,
1243 ( viz literédrni odkezy uvedené déle), s Sembrook se sps:
Current Protocols in Moleculer Biology, Interscience, N.Y.;}
peragrafy 6.%. a 6.4; ( 1987, 1992 ){ u dodatkt C a D.

Vyhodné zm&ny muteind, tykejici se pFedloZeného vyndle-
zu, jsou ty, které jsou znémy jeko ,ykonzervativni" substitu-
ce. Konzervativni substituce aminokyselin leptinovych polype-
ptid8, nebo prpteind, nebo jejich d&innych fragmentd, nebo
frokef, mohou zehrnovat synonymnieminokyseliny; vietné skupin,,
které maji dostatedn& podobné fyzikéln&.chemické vliestnosti}
tek3e substituce mezi &leny skupiny ochréni biologickou fun-
keci molekuly., »

Grantham; Science;<Vcl,JSS;fstramyv862-864;44974/%

Je zPejmé, Ze zebudovéni, nebo vypudténi sminokyseliny,
mi¥e byt teké ree lizovéno ve vy3e definovenych sekvencich,
ani¥ dochéz{i ku zméndm jejich funkce, zejméne kdy% zsbudovéni,
nebo vypudténi, zshrnuje pouze maly polet eminokyselin; ns p¥.
méné ne¥ 30) e vyhodn¥ méné ne¥ 10} e neni spojeno s vypudté~
nim, nebo nehrefenim eminokyselin, které Jsou kritické pro
funk&ni konformacij ns pifkled zbytky cysteinu.

Anfinsen$ ,,Principles That Govern The Folding of Protein
Cheins$ Sciencej Vol. 181; streny 223 - 2305 ( 1973).

Proteiny,, @ muteiny, produkovené tzkovym vypusténim, nebo
zebudovénim § jsou v rémci pPedloZeného vyndlezu uvedeny.

Vy¥hodné Jsou skupinﬂsynonymnich eminokyselin, uvédéné
ddle v Tebulce I),

Vyhodn&j&1 jsou skupiny synonymnich eminokyselin, uvédé-
né ddle v Tebulce II).

Ne jvyhodn& j&1 jsou skupény synonymnich aminokyselih, uvé-
déné ddle v Tebulce III).




’

TABULKA I¥

Vyhodné skupiny synonymnich eminokyselin.

Aminokyselina: Synonymn{ skupina :

Ser Ser, Thr, Gly, Asnj

Arg Arg, Gln, Lys, Glu, Hisj
Leu Ile, Phe, Tyr, Met, Vel,
Pro Gly, Ale, Thr, Proj

Thr Pro, Ser, Ale, Gly, His,
Ale Gly, Thr, Pro, Ale, |
Val Met, Tyr, Phe, Ile, Leu,
Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly;
Ile Met, Tyr, Phe, Vel, Leu,,
Phe Trp,;Mei, Tyr, Ile, Vel,
Tyr Trp, Met, Phe, Ile, Vel,
Cys Ser, Thr, Cys;

His Glu, Lys, Gln, Thr, Arg,
¢in . Glu, Lys, Asn, His, Thr,
Asn Glnj Asp, Ser, Asnj

Lys @lu,, Gln, His, Arg, Llys,
Asp Glu, Asn, Asp;

Glu Asp, Lys, Asn, Gln, His,
Met Phe, Ile, Vel, Leu,, Met;
Irp Irp;

.
Leu;

Gln, Thrj

Velj

Ile

Leu, Phej

Leu, Tyr;

His;

Arg, Glnj;

Arg, Glu;




TABULKA

1L)

Vyhodné j&1 skupiny synonymnich eminokyselin; =

Aminokyselina:

Ser
Arg
Leu
Pro
Thr -
Ale
Vel
Gly
Ile
Phe

Cys
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu
Met

Trp

Synonymni skuping =

ser;
His,
Leu,
Ale,
Thr,
Vel,
Vel,
Gly;
Ile,
Met,
Phe,
Cys,,

His,

Glu,,

lys,
Asp,,
Glu,.
Met,

Irp,

Lys, Arg,
Ile, Phe,

Pro;

Met, Ilej
Met, Ile;

Met, Phe,
Tyr, Ile,
Tyr;
Ser;
Gln, Arg,
Gln, His,
Asnj
Arg;
Asnj
Gln;.
Phe, Ile,

Met)

Val, Leu;
~Leu, Phej

. Vel, Leuj




TABULKA

II1)

Ne jvyrodnéj&{ skupiny synonymnich sminokyselin :

Aminokyselinaz::

Ser
Arg
Leu
Pro
Thr
Ala
Vel
Gly
Ile
Phe

Gys
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu
Met

Trp

| '
Synonymnd

Ser,
Arg;
Leu,
Proj
Thr;
Als;
Valj
Gly,
Ile,
Phe}
Tyr;
Cys,
His)
Gln;
Asnj}
Lys;
Asp;
Glu,

skupine :

Ile, Met

Met, Leu,

Ser;

Met, Ile, leu;

Met;
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: Priklaedy provéd&ni substituci eminokyselin v proteinech,
které mohou byt pouZfity pro ziskdéni muteind leptinu, nebo Je-
ho d¢innych frakei, v rémeci pouZiti predloZeného vyndélezu,
vietné Jekychkoliv znémych metodickych krokﬁ, uvedenjch na pt.
v US patentech RE 33.653} 4,959.314; 4,588,585 & 4,73%7.46%2;
(Mark se sp. )} 5,116.943; ( Koths se sp. ); 4,965.,195; ( Na-
men se sp. )} 4,879.1113 ( Cheng se sp. ); a 5,017.6913(Lee
se sp. )3 & lysinem substitnovené proteiny; uvedené v US pe-
tentu &fslo 4,904.584;( Shaw se sp. ).

V rémeci jiného vyhodného provedeni predloZeného vyndle-
zu,‘mé jekykoliv wuteim leptinu, nebo jeho dinné frekce, ur-
Sené pro pou?itf dle predloZeného vyndlezu, sekvenci eminoky-
selin, v podstat& odpovidejici sekvenci leptinu.

Vyrez ,, v podstatd odpovidejici" je uveZovén pro souhrné
proteiny, s men3imi zm&nami, vzhledem ku sekvenci prirozeného
proteinu; které neovliviuji zdkladni charakteristiky pFiroze-
nych protein8, pokud jejich schopnost inhibovet buné&inou
prolifereci, je zejimevd.

Typ zmén, obecnd uvaeZovenych a zehrnutych do vyrezového
vyjéd¥ent ,, v podsteté odpovidejici" jsou tekové, které by
mohly vyplyvet z konven¥nich technik mutagenéze DNA kédujici'
lepiin, a resuliujici do n€kolika mdle modifiksci; & prozkou-
méni ( screening) %4dené dinnosti zpisobem; diskutovenym vy3e,

Muteiny, v souhlase s pPedloZenym vynélezem, se tykaji
proteint zekodovvnych s nukleovou kyselin; ou, Jjeko na pfikled
s DNAJ nebo RNAj které hybridizuji DNA nebo RNA, kodujfeich
za striktnich podminek leptin; v souhlase s predloZenym vy-
ndlezem, Tekovy typ nukleové kyseliny by mohl byt nejvhodn&j-
$1im kendiddtem pro urdeni, zde koduje polypeptid, ktery vyke-
zuje dle pPedlo¥eného vyndlezu, funk¥ni d¥innost leptinu,

Vyraz ,,striktni podminky", se vztshuje ns hybridizeci
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& ndsledné podminky promyvéni, které Jsou v rémci odborné
prexe konven¥n& oznelovény Jjako ,,strikini ".

Viz teké Ausubel se sp.; Current Protocols in Moleculsr
Biology, Interscience, N.Y.; peregrefy 6.3. a 6.4.;(1987,
1992)3 a8 Ssmbrook se sp., viz vy3e,

Bez omezeni zehrnuji pPiklsdy ,,striktnich podminek" pod-
minky promyvéni p¥i teplotdch 12,0 - 20,000; niZ&{ich ne? pred-
poklédand teplota studoveného hybridu; ne p¥. 2 x SSC; e 0,5%
SDS po dobu 5 minutj 2 x SSC 8 0,10% SDS po dobu 15 minut;

0,1 x SSC a 0,5% SDS pri teplotd 37,0°C po dobu 30 - 60 minut;
a poté 0,1 x SSC. & 0,5% SDS pFi teplot& 68,0°C; po dobu 30 -
60 minute.

B&¥ny odborny pristup v této oblasti pPedpoklddd, Ze
, ,9triktni podminky" zéleZi také ne.délee sekvence DNA; mrob oligo
nukleotidd; ( ne prikled 10 s% 40 bazi), nebo smiSengich pro-
béch oligonukleotidd.

V pripeds pousiti smifenjych prdob je vyhodné poufit tetra-
methylemoniumchloridy ( TMAC); misto SSC. Viz teké Ausubel; ci-
tovany vyse.

Vyraz ,, leptinové fuzni proteiny”; nebo jednodugeji
,,fdzni proteiny", se vztehuje ne polypeptid, obsshujfci leptin,
nebo jeho tdinné fraekce, nebo muteiny zminénych sloZek, zfui-
zovené s jinym proteinem, ktery vykazuje del¥i dobu zédrie v
t81nich tekutinéch, Leptin, nebo jeho d&inné frakce, mohou
byt fuzovdny s Jidym proteinem, polypeptidem. nebo podobné.

Vyraz ,,s0le", uvadény v pPedlofeném textu, se vztehuje
jak na sole karboxylovych skupiny~tak kyselé adiéni sole emi=-
novych skupin leptinu, jeho dginnych frekci muteind; nebo Je-
ho leptinovych fuznich proteind.

Sole kerboxylové skupiny hohou byt pripraveny pomoci
b&¥né zndmyeh postupd v této oblasti; e zahrnujil anorgsnické
sole; na prikled sodné;,vépengggggfblezité; nebo zinkové sole,,
a podobn&j & sole s orgenickym bézemi; pripravovenymi ne pi.
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's aminy; Jjeko je na priklad triethenolamin; arginin; nebo ly-
sin, piperidinj prokainj] & podobné&.

Kyselé odidni sole zahrnuji na pfiklad sole s minerdlni-
mi kyselinami, Jeko je ne prikled kyseline chlorovodikovd, ne-
bo sirovd; a sole s organickymi kyselinami; jeko je ns pPiklad
kyselina octovd; e oxelovd;( ethandiové kyselina).

Viechny takové sole musi vykezovat v podstaté podobnou
d&innost jeko leptinj. nebo jeho ddinné frakce.

, ,Funk¥ni derivéty"; vyrez pouZivany v pPedloZeném tex=-
tu,, se vztashuje na derivdty leptinu; nebo jeho {&inné frag-
menty; nebo frakcej & jeho muteiny; e leptinové fdzni protei-
ny, které mohou byt pPipraveny z funkinich skupin,, které se
vyskytujl jeko vedlejS8i Fet&zce ne zbytcichj nebo N-j nebo C-;
termindlnich skupinéch, b&%Zné znémymi postépy, & Jsou zshrnu-
ty do pPedloZeného vyndlezu, pokud zpstavaji stdle farmaceu~
ticky skceptovatelné, co? ne pPiklad znememd, Ze nenarudujtl
ydinnost proteinu, ktery je v podsteté svou d&innosti podob=-
ny leptinu; e nevykezujl ve farmecutickém prost¥edku, ktery
jej obsahuje, toxické plsobeni.

Tyto derivéty mohou zshrnovat na prikled polyethylengly-
kolové postranni Pet&zce, které mohou maskovet antigenni po-
lohy; & zvySovat pisobeni leptinuj nebo jeho ulinnych frak-
ci v t&lesnych tekutindch,

Jiné derivéty zehrnuji slifatické estery karboxylovych
skupin; smidy kerboxylovych skupin, ziskené reskci s smonia-~
kem; nebo s primérnimi, nebo sekunddrnimi aminy.

N-acylové derivéty volnych sminoskupin zbytkd sminoky-
selin se pripravi s scylovymi podily; ( ne pi. alkenoylové,
nebo kerbocykdické aroylové skupiny); nebo O-escylové deri-
véty volnych hydroxylovych skupin; ( neprfkled serylové) nebo
threonylové zbytky); pPiprevené s ascylovymi podily.

, yAktivni fregmenty nebo frekce" leptinu; leptinovych
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,,,,,

vého Feté&zce leptinu, nebo fiznich proteint, obsshujicich te-
kovy fragment semotného leptinu, nebo s asociovanymi Moleku-
1a%§§%bytkﬁ, spojenych s vy%e zmin&nymi sloZksmi; Jeko Jsou
na pPfikled cukerné, nebo fosfétové zbytky, nebo shluky, Jjeké-
hokoliv ze zumindnych drivétd; za predpokladu, Ze frekce vyka-
zuje vyznamné podobnou d&innost s leptinem.,

Predlo¥eny vyndlez se ddle tykd pifirozenych a synthetic=-
‘kych agonistd leptinového receptoru, které jsou z hledisek
svych vlestnosti schopné inhibovat buné&nou prolifereci, vyz-
nemné poddbnou leptinu. Tekovy typ egonistd miZe byt vybrén
z knihovny peptidd; knihovny enslog peptidd; nebo knihovny
néhodnych organickych molekul. Vybér se provddi postupy, bé&Z-
né znédmymi odbornikim v pfislu¥né oblastij hlavné na zékledd
vybranych sgonistl vézet de ku leptinovému receptoru,

Na prikled knihovna ndhodnych peptidd miZe byt priprave-
na jeko prokaryotické exprese plasmidd, vykazujicich kodovéni
DNA u ndhodnych peptidd, pPipojenych ku proteinu-nosiéi,

Dal3{ p¥iklaed mehrnuje fdédgovy rozvinuty systém, ve kterém
expresivni systém predstevuje fég, obsehujfci DNA: kddujicd
nehodpnyr peptid, zebudoveny do jednoho z fégovych proteind,
Kédovené fégy pro egonisty féznich peptidfd; nebo entegonistd,
jsou izolovéng z knihovny fégl; t.j.panordmovénim ned povrchy
obalenymi s leptinovymi receptory. Vézené fdagy jsou izolové-
ny; @ poté emplifikovény v bskteriich.

Ngkolik serii psnordmoveni-amplifikasci Jje obvykle zapotie-
bi pro ziskéni fégh vyludujicich fuzni peptidy, které msji
vysokou afinitu pro leptinové receptory. Izolovany fédg Je
poté smplifikavén, & je urdena sekvence kédujic{ DNA pro pe-
ptide.

Alternativnd lze b&Znymi postupy, znémymi odbornikdm v
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piisludné oblesti, pripravit knihovny ndhodnych peptidd, ne-
bo knihovny Jjinych molekul,, synthesou pevné fdze na polymer-
nich perli&kdéch, Perlidky s peptidem, nebo Jjinou molekulou,
vykazujici efinitu pro leptinovy receptor, Jjsou vybrény z
knihovny; na priklsd vezbou zneleného leptinového receptoru;
na prikled fluorescenci znadeného leptindéﬁo receptoru.

Kladné reagujici perlidky jsou shroméZdény; e Je urdena
struktura peptidu, nebo jiné molekuly, zachycenych ne perlid-
ce. V pPipadé,. ¥e perlidka je nosi¥em peptidu, je stanovens
gekvence peptidu snelysou sekvence proteinu,

V ptriped&, %Ze perlidke Je typickd pro ndhodné orgenické
molekuly z knihovny, potom Jje molekule z perlidky odSté&pens,
a2 jeji strukture Jje uréenes b&Znymi postupy, zndmymi odborni-
ktm v pPrisluZné oblasti, jeko Jje nepfiklsd hmotnostni spektro
metrie; nukledrni megnetickd rezonance; s podobné.

Pro dal${ studie Jsou potom uveZovény peptidy, identifi-
kované na zdklad& Jejich efinity ku leptinovému receptoru; e
poté jsou déle t¥id&ny ne zdkladé schopnosti inhibovet proli-
ferace u? vyfe zminénym zpdsobem..

’ ". o Leptin, Jjeho d&inné frakce; leptinové muteiny;
leptinové fuzni proteiny; agonisté leptinového receptoru; e
jejich solej funk&ni derivéty;. s U¥inné fragmenty nebo frskce
zmindnych sloudenin, indikoveng  pro lé&bu rdznych typd me-
lignfho bujeni, jsou proto vyhodné pro 1lé&bu tumord zévislych
na rastovém fektoru, s Jjesté& vyhodné&jsi pro lé¢bu kercinomum
pPrsu.

Predlo¥eny vyndlez se ddle vztehuje na pou?itf fermaceu-
tickych prostredkd, obsshujicich farmsceuticky vhodny nosid
8 leptin,. zehrnuty do vynédlezu, nebo jeho ulinné muteiny,
fuzn{ proteiny, sgonisty leptinového receptoru, a jejich so-
le), funkdni derivdty; nebo jejich iéinné frekce.

Farmasceutické prostredky, tykejici se vyndlezu, lze pro
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légebnou aplikaci pPiprevit smiBenim leptinu, nebo Jjeho deri-
vétd, nebo asgonistd leptinového receptoru; s fyziologicky vho=-
dnymi nosidt) a/nebo stebilizdtory! a/nebo pombenymi ldtksmi,

a pripravenymi v lékové form&; na priklad lyofilizsci v em=-
pulce.

Zphsol: aplikece mhZe byt realizovén bud jekymkoliv sk-
ceptovatelnym postupem eplikece u podobnych l4tek; e bude zé~-
le¥et na podminkdch 1é&by; na piiklad intrevendzné; subkuté-
n&j, lokélni injekcij nebo povrchovou aplikacis nebo kontimu-
dlni infdzi) std.

Mno¥stvi d&inné sloudeniny, kterd mé byt eplikovéne; zdé-
je¥{ na zplsobu.eplikece; nemoci, kterd md byt 1léZens, & stavu
pacienta.

Ne prikled lokdlni injekce vyZeduje, na zékladé t&lesné
hmotnosti, men¥f wmnoZstvi proteinu; neZ intravendzni infuze,
Typickd d¢innd mnoZstvi leptinu, kterdé meji byt eplikovéne in-
jek¥n&; se pohybuji v rozmezi 0,1 - 1000 mikrogremd/ kg téles-
né hmotnostij e vyhodné v rozmezi od 1,0 do 10,0 mikrogrsmi/kg.

Udinné mnoZstvi derivétd leptinu e agonist® leptinového
receptoru mohou byt ne moldrni bézi v podstaté stejnd; jeko u
leptinu..

Leptin mi¥%e byt splikovén pecientlm trpicich rekovinou,
ne prikled injek&n&; = to bud sesmotny, nebo v kombineci s os~-
tatnimi therapeutickymi ldédtkami; nebo v kombineci s ostatnimi
therepeutickymi postupye.

Vyndlez md%e byt teké demonstrovén nésledujicimi, neomezuji-
cimi Pi#{kledy, publikovenymi ne del¥ich strenéch..
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Priklad 1)
Stanoveni buné&né proliferece barvenim s MIT.

R-e 8 g e nig &

MTT zésobni roztok :
(3=/4,5-dimethylthiezol=2-yl/=2,5-difenylte trezolium bromidj
5,0 mg/ml;, ve fosfétem pufroveném fyziologickém roztoku,ktery
je uchovévén pred pouZitim pfi teploté minus 20,0°C.

Rozpoudtedlos:

Koncentrovené kyseline chlorovodikovd;( 450 mikrolitrdj ve
100,0 ml; 2=-propenolu.

Postup

Kulture rostoucich bun&k ne destidkéch opet¥enych 96 Jamkemi;
ze pritomnosti rdstovych stimuldtordj & rdstovych inhibitord.

V poZsdoveném Zase se pridd do kaZdé z jemek destidky
10 mikrolitrd roztoku MTT{ e inkubuje se 2,5 a2 3,0 hodiny;
pFi teplots 37,0°C.

Po odséti supernstentu za vakue, pomoci &isté kelibrova-
né jehly} se pridd 100,0 mikrolitrd rozpoustédle; ( jehoZ pri-
prava Jje popsénea ¥yde)! a odedt& se sbsorbence pomoci ode¥i-
taciho zaPizeni destidek; pfi pouZiti filtru 570 nmj e po ode-
¢teni pozadi p¥i 630 nm,
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PP L{k1ad 2)

Stanoveni bundiné proliferace bsrvenim s krystelovou violeti.

Postupt

Kulture rostoucich bunék v destidkéch opetfenych 96 jsm=
kemi, za pPfftomnosti rdznych riéstovyech stimuldtord; e risto-
vych inhibitord.,

V poZedoveném lese se pfidé do ke%dé jednotlivé Jemky de-—
stidek 40 mikrolitrd 12,5%vglutaraldéhyduiﬁ(140 mikrolitrd),

e destilky se inkubuji po dobu 30,0 minut, pri teplotéd mist-
nosti,

Poté byle destilke promyte s vodou, vysufenes & bylo pPfi-
ddno 0,10 ml} 0,1%niho roztoku ( vodného) krystalové violeti.
Mikrodestidka byles poté ddle inkubovéna po dobu 30,0 minutj
promyta s vodou, 8 odedténe p¥i 540 nm; s odelté&nym pozedim
pfi 630 nm.

P¥1klad 3)
Stanoveni ‘n& inzulinu zdviglé prolifersci T47D bunék

Huménn{ bunky T-47D ( Americké sbirke typovych kultur =
Americen Type Culture Collection; Rockville;, MD; kimen &islo
ATCC HTB 133 ); byly nsolkovény do 96 jemek destilek v kon=-
centraci 3 X 107 bunék/mly v DMEM; & 10% séra hové&ziho zérod-
xu (FBS)} v mno%stvi 0,1 ml; v keZdé jamky.

Poté, co byl do rdznych Jjemek priddn ve zvy3ujicich se
koncentracich huménnf inzulinj byly destilky .inkubovény po
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dobu 72 hodinj, e podty bunék byly poté stenoveny barvenim s
MTT, ( viz Obrézek 1); publikovany ddle ).

Vysledky jsou propoéteny z primérd 8 replikaci. Na zékle~-
d& rozsshu bun&dné proliferace, Jjek je demonstrovéno dédle ns
Obrézku 1); byles pro dal3f studie pouZita koncentrace 50 nM/ml
IGF=Iw

Pr{iklad 4)
Stenoveni ns IGF=-1 zévislé proliferace T=47D bun&k

Do destidek, opetPenych 96 Jjemkemi,. byly nsolkovény hu-~
ménn{ T~47D bunky v koncentraci 3 x 10° bundk/ml v DMEM,

10% sére hovéziho zérodku)( FBS), v mno¥stvi 0,1 ml v keZdé
Jjemce,

Poté, co byl do riznych jemek pridéan ve zvy3ujicich se
koncentracich IGF~-I , byly destilky inkubovény po dobu 3 dnd;
a po&et bundk byl stanoven barvenim s MTIT,( Viz teké Obrézek
2), publikoveny ddle). ‘

Vysledky jsou propo&teny z priméru 8 replikaci{, Ne zdkla-
d% rozsshu bun&¥né proliferace; jek Je demonstrovéno ddle na
Obrézku 2); byle pro delSi studie pouZite koncentrace 50 ng/ml.

Pri1klad 5)

Inhibice inzulinem indukovené proliferasce T-47D bungk leptinem,
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Bufiky T-47D3 ( 3 x 10° bunsk/ ml )] v DMEM; dopln&ném
10% sére hovézihjo zédrodku, ( FBS); byly nsodkovény do desti~
%ek opatPenych 96 jemkemi; ( 0,1 ml v ke¥dé Jednotlivé Jemce).
Poté byly butky smichdny s inzulinem; ( 50 nM); bud ze pFito-
mnosti, nebo sbsence urdenych koncentraci murinového leptinu.
Poté byly destidky inkubovény pfi teploté 37,0°G; v atmosfe-
¥e 5%niho oxidu uhli¥itého; po dobu 48 hodin,

Poté Byly bunky oberveny s MTT. Udaje jsou vyjéd¥eny s
prim&rnou standerdni % chybou;( SE; n =8 ).

7 vysledk® vyplyvd, Ze leptin signifikentné imhiboval s in-
zulinem indukovanou proliferaci,

Viz Obrdzek 3): publikoveny dédle.

Bunky T-47D; ( 3 x 10° bunék/ml ) v DMEM, doplnéném
s 10% sére hovéziho zérodku)( FBS)j byly nsolkovény do desti-
dek, opatienych 96 jemkemi; (0,1 ml v ksZdé Jednotlivé jesmce).

Po uplynuti Jjednoho dne bylo medium nshreZeno s DMEM; do-
doplnéném s 2% sére hovdztho zdrodku;( FBS); = po uplynuti del-
$iho dne, byly bunky smichény s inzulinem;( 50 i)} bud za
pfitomnpsti, nebo absence ur&enych koncentreci murikového lep-
tinu; ve sm&si DMEM; & 2% sére hov&ztho zdrodku( FBS).

Poté byly destidky inkubovény pfi teploté 37,000; v ate-
mogfePe 5%niho oxidu uhli¥itého; po dobu 48 hodin. Bunky byly
poté obarveny s krystelovou violeti, Udaje Jsou vyjédfeny s
primérnou-gtendardni + chybou( + SE, n = 8 ).

7 vysledkti vyplyvéd, Ze leptin signifikantn& inhibovel s
inzulinem indukovanou bunéénou proliferaci.

Viz Obrézek 4); publikoveny déle.

P*¥1klad 6)
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Inhibice s IGF-I indukované prolifersce T-47D. bun&k leptinem

Bunky T-47D% ( 3 x 10° bundk/ml )jv DMEM; doplnéném s
10% séra hovéziho zdérodku}(FBS); byly naodkovény do destidek,
opatfenych 96 jemkemi; v mno%stvi O,1 ml v ksZdé jednotlivé
jemce, @ poté byly smichény s 50 ng/ml; IGF-I, za pfiromnosti
nebo ebsence urdenych koncentreci murinového leptinu. Poté
byly desti&ky inkubovény pri teplots 37,0°C; v atmosfefe 5%
oxidu uhli&itého, po dobu 48 Hodin,.

Poté byly bunky obarveny s MTT. Udaje jsou vyjédreny s
primérnou stendardni chybou * SE;( n = 8 ).

7 vysledkd vyplyvd, %e leptin signifikentné inhibovel s
IGF-I indukovenou prolifersci buné&k.

Viz Obrédzek 5)) publikovany ddle.

Butiky T-47D5( 3 x 10 bun&k/ml )} v DMEM; doplnném s
10% sére hovéziho zérodku (FBS); byly naolkovédny do destilek,
opatPenych 96 jamkemi, v mnoZstvi 0,1 ml v keZdé jednotlivé
jemce..

Po uplynuti jednoho dne, bylo medium nshrazeno s DMEM;
doplnéném s 2% FBS, e po uplyntti del¥fho dne, byly buiky smi-
chény s 50,0 ng/ml IGE-I; bud za piritomnosti, nebo sbsence ur-
%enych koncentrsci murinového leptinu, ve sm&si DMEM s 2% sé~-
ra hovéziho zdérodkuj( FBS),

Poté byly destidky inkubovény pfi teploté& 37,0°Cr v at-
mosfere 5%niho oxidu uhliditého, po dobu 48 hodin. Poté byly
bunky obarveny s krystelickou violeti. Udaje jsou vyjéddreny
s prdmérnou standerdni * chybou ( SE; n =8 ).

7 vysledkd vyplyvd, Ze leptin signifiksntné inhibovel g
IGF-I indukovenou bun&&nou proliferaci.

Viz Obrézek 6), publikoveny ddle.
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Buiiky T-47D3 ( 3 x 10° bun¥k/ml ) v DMEM; doplnéném s
10% séra hovéziho zdrodku; (FBS), bylv naolkovény do destidek,
opatifenych 96 Jjemkemij v mnoZstvi O,1 ml v ke#dé jednotlivé
jeamce.

Po uplynuti Jednoho dne, bylo medium nahresZeno s DMEM]
dopln&ném s 2% séra FBS, a po uplynuti deld¥iho dne, byly bun-
ky smichdny s 50 ng/ml IGF-I1] za pritomnosti, nebo eabsence
urdenych koncentrsci humédnniho leptinu; ve sm&si DMEM 2% FBS.

Poté byly destidky inkubovény pii teploté 37,0°C v etmo-
afere 5% niho oxidu uhliditého, po dobu 48 hodin., Poté byly
bunky obarveny s krystelovou violeti. Udaje jsou vyjédbeny s
primérnou stenderdni chybou + SE ( n =8 ).

7 vysledkd vyplyvd, Ze leptin signifikentné inhibovel s
IGF-I indukovenou bund&nou proliferaci.

Viz Obrézek 7), publikovany déle,

Prikled 8)

Inhibice s inzulinem indukovené proliferesce MCF~-7 bun&k leptinem.,

Bunky' MCF7 huménniho adenokarCinomersu; ( 3 x 104 bunék/mlv);
( Americké sbirka typovych kultur = Americen Type Culture Co-
llection) Rockville; MD; kmen &islo HTB 22 ); doplnéné s 6%
FBS; byly nsolkovény do destilek, opatfenych s 96 Jjemkemij v
mno%stvi O,1 ml; v keZdé jednotlivé jJamce.

Po uplynuti jednoho dne bylo medium nshraZeno s DMEM; za
sbsence sérs. Po uplynuti delifho dne byly bunky smichény s
50 nM inzulinu, bud zs pritomnosti, nebo sbsence urdenych kon-
centraci murinového leptinu,v séru prostém mediu.

Poté byly destiéky inkubovény pii teplotd 37,0°C v egtmo-
sfete 5%niho oxidu uhli¥itého) po dobu %8 hodin. Poté byly
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bunky obsrveny s krystalovou violetf, Udaje jsou vyaédreny 8
primérnou standardni chybou + SE;( n = 8 ),

Z vysledkld vyplyvé,, Ze leptln gignifikentng inhiboval s
inzulinem indukovanou bun&&nou proliferaci,

Viz Obrézek.8); publikoveny déle.

Priklad 9)

Inhibice IGF-I indukované proliferace MCF7 bunék s leptinem,

Busiky MCP7 huménnfho sdenoksrcinomu Prsuj v DMEM; doplnéném
a 10% séra hovéziho zdrodku; ( FQS), bvly neolkovény do destilek,

opatfenych 96 jemkemi; ( 3 x 10" bun&k /mlj v mnoZstvi 0,1 ml
v ka¥dé Jjednotlivé Jamce..

Po uplynuti jednoho dne bylo medium nahreZeno serum pro-
stym mediem} & po uplynuti deldiho dne, byly bunky smichény s
50 ng/ml; IGF-I; bud za pritomnosti, nebo absence urdenych
koncentraci murinového leptinuj v séru prostém mediu.

Poté byly destilky inkubovény p¥i teplotd 37,0°C; v satmo-
sfete 5%nfho oxidu uhli&itého,. po dobu 96 hodin., Poté byly
bunky oberveny s krysteslovou vileti. Udeje jsou vyjddfeny s
pgmérnou standerdni chybou + SE;( n = 8 ).

7 vysledkd vyplyvéd, %e leptin signifiksntné& inhibovsl s
inzulinem indukovanou bun&énou prolifersci,

Viz Obrézek 9), publikoveny déle.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti G&innych latek ze skupiny leptin, leptinove fazni
proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinoveho receptoru, ucinne
fragmenty a frakce téchto latek, jejich adinné analogy nebo derivaty,
jejich soli a jejich smési pro vyrobu farmaceutickych prostifedkd pro

inhibici proliferace nadorovych bunék.

2. Pouziti G&innych latek ze skupiny leptin, leptinové fazni
proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinového receptoru, ucinne
fragmenty a frakce téchto latek, jejich Géinné analogy nebo derivaty,
jejich soli a jejich smési pro vyrobu farmaceutickych prostfedkl pro

l&é&bu maligniho bujeni u savcu.

3. Pouziti u&innych latek ze skupiny leptin, leptinové fazni
proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinového receptoru, aéinné
fragmenty a frakce téchto latek, jejich uéinné analogy nebo derivaty,
jejich soli a jejich smési pro vyrobu farmaceutickych prostfedkl pro

inhibici nador, zavislych na ristovém faktoru.

4. Pouziti uéinnych latek ze skupiny leptin, leptinové fazni
proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinového receptoru, ucéinné
fragmenty a frakce téchto latek, jejich a&inné analogy nebo derivaty,
jejich soli a jejich smési pro vyrobu farmaceutickych prostiedkd pro

inhibici proliferace bunék humanniho karcinomu prsu.

5. Pouziti uéinnych latek ze skupiny leptin, leptinové fuzni
proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinového receptoru, ucéinné
fragmenty a frakce téchto latek, jejich uginné analogy nebo derivaty,
jejich soli a jejich smési pro vyrobu farmaceutickych prostfedkd pro

lé&bu humanniho karcinomu prsu.




6. PouZziti Uéinn'ych latek ze skupiny leptin, leptinové fuzni
proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinového receptoru, ucinné
fragmenty a frakce téchto latek, jejich Gaéinné analogy nebo derivaty,
jejich soli a jejich smési pro vyrobu farmaceutickych prostfedkd pro
inhibici rastového stimulaéniho pisobeni insulinu na nadorové buriky,

zprostfedkovaného alespon z¢asti drahou IRS-1/GBR-2.

7. Pouziti Géinnych latek ze skupiny leptin, leptinove fuzni
proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinového receptoru, ucéinné
fragmenty a frakce téchto latek, jejich uéinné analogy nebo derivaty,
jejich soli a jejich smesi pro vyrobu farmaceutickych prostfedkd pro
inhibici mitogennich odpovédi nadorovych bunék na jednu nebo vétsi
podet receptorovych kinaz rastovych faktord a cytokinG ze skupiny
IGF-1, IL-4 a IL-9, pro néz je substratem IRS-1.

8. Pouziti u&innych latek ze skupiny leptin, leptinové fazni
proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinového receptoru, ucinneé
fragmenty a frakce téchto latek, jejich ucinne analogy nebo derivaty,
jejich soli a jejich smési pro vyrobu farmaceutickych prostfedkd pro
inhibici bazalni a insulinem indukované proliferace nadorovych bunek

p¥i Iéeni humannich zhoubnych nadord prsu.
9. Pouziti podle narok( 1 az 8, pfi némz je u¢innou latkou leptin.

10. Farmaceuticky prosttedek, vyznacujici se tim, ze
jako uginnou slozku obsahuje Ucinnou latku ze skupiny leptin,
leptinové fuazni proteiny, leptinové muteiny, agonisté leptinového
receptoru, uginné fragmenty a frakce téchto latek, jejich uéinné
analogy nebo derivaty, jejich soli a jejich smési spolu s
farmaceutickym nosi¢em, fedidlem a pomocnymi latkami a je urcen

pro inhibici proliferace nadorovych bunék.

11. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 10, vyzna ¢ uj ici

se tim, Ze je uréen pro lé¢bu maligniho bujeni u savcl.




12. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 10 nebo 11, vy zn a
gujici se tim,Ze je ur€en pro inhibici nadorud, zavislych na

ristovém faktoru.

13. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 10 az 12, vy zna -
gujici se tim, ze je ur€en pro inhibici proliferace bunék

humanniho karcinomu prsu pfi Ié¢eni tohoto karcinomu.

14. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 10 nebo 12, vy z n a-
gujici se tim,zeje uren pro inhibici rastového stimulaéniho
plsobeni insulinu na nadorové burky, zprostiedkovaného alespof
z&asti drahou IRS-1/GBR-2.

15. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 10 nebo 12, vy z n a-
gujici se tim,zeje uréen pro inhibici mitogennich odpoveédi
nadorovych bunék na jednu nebo vétsi pocet receptorovych kinaz,
ristovych faktorl a cytokin ze skupiny IGF-1, IL-4 a |L-9, pro néz je
IRS-1 substratem.

16. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 10 az 15, vy zn a-
gujici se tim,zZe je uren pro inhibici bazalni a insulinem
indukované proliferace nadorovych bunék pfi léceni humannich

zhoubnych nadort prsu.

17. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 10 az 16, vy zn a ¢

ujici se tim, zejako uginnou slozku obsahuje leptin.

Zastupuje :
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