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Lécivo k redukci télesné hmotnosti nebo
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Predmetem tohoto fefeni je pouZiti prostiedku obsahujictho
glukagonu podobny peptid-1 nebo jeho analog nebo derivét pro

. piipravu 1&iva k redukci t€lesné hmotnosti nebo k 16b& obezity.
Prostfedek obzvl4st€ obsahuje sloudeninu vybranou ze skupiny
zahmujict GLP-1, derivaty GLP-1, agonisty receptoru pro GPL-1,

%

agonisty signélni pfenosové kaskady pro GLP-1, slougeniny, které

stimuluji syntezu endogenniho GLP-1, slougeniny, které stimuluji
uvoltiovani endogenniho GLP-1, nebo jejich farmaceuticky
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Lé&ivo k redukci télesné hmotnosti nebo obezity

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka pouZiti prostredku obsahujici-
ho glukagonu podobny peptid-1 nebo jeho analog nebo derivat
pro pripravu léc¢iva k redukci télesné hmotnosti nebo k 1éc&bé

obezity.

Dosavadni stav techniky

Obezita, a zejména obezita horni c¢asti téla, je nejbéinéjsim
nutriénim onemocnénim v nadmérné vyZivované svétové populaci.
Mnoho studii ukazalo, Ze sniZeni télesné hmotnosti vyznamné
sniZuje riziko chronickych onemocnéni, jako je diabetes mellitus,
hypertenze, hyperlipidemie, onemocnéni koronarnich cév
a muskuloskeletdlni nemoci. Napriklad, néktera méreni obezity,
véetné prosté télesné hmotnosti, poméru obvod pasu/obvod bokl
a méreni zasob mesenterického tuku, silné& koreluji s rizikovymi
faktory pro diabetes mellitus nezdvisly na inzulinu (NIDDM),
ktery je téZz zndm jako diabetes II typu. Podle American Diabetes
Association (1995) m& pribliZzné 80 % pacientl s NIDDM nadmérnou
hmotnost. Redukce télesné hmotnosti je konkrétnim cilem lécby

mnoha chronickych onemocnéni, vcéetné NIDDM.

Soucasné metody pro sniZeni télesné hmotnosti nejsou zcela
uspokojivé. Nékteri obézni pacienti mohou snizZzit svou hmotnost
zménou chovani, jako je zména diety a zvysSeni télesné aktivity.
Selhani ve sniZeni télesné hmotnosti pri pouziti téchto metod
miZe byt zplsobeno genetickymi faktory, které zpusobuji zvysenou
chut k jidlu, uprednostriovdnim potravin s vysokym obsahem tukua
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nebo tendenci k lipogennimu metabolismu. NaneSt&sti je
vypoCitanych 33 miliard dolarl ro&né& utracenych na sni¥eni
télesné hmotnosti vynaloZeno marn&. Proto existuje naléhava
potfeba novych zplsobl a p¥ipravki jako jsou farmaceutické
prostfedky, navozujici snifeni t&lesné hmotnosti, pro doplné&ni
stavajicich p¥istupt.

Je znamo, Ze glukagonu podobny peptid 1 (GLP-1) ma z&asadni
Glohu p¥i regulaci fyziologické odpovédi na potravu. GLP-1 je
vyrabén z proglukagonu a je uvoliiovdn do krve z endokrinnich
L-bun&k, které jsou lokalizované zejména v distdlnim tenkém
stfevu a tlustém st¥evu, v odpov&di na p¥ijem potravy (Nilsson et
al., 1991; Krcymann et al., 1987; Mojsov et al., 1986). GLP-1
pisobi pfes povrchovy bun&dny receptor spojeny s G proteinem
(GLP-1R) a zvySuje Eivinami indukovanou syntezu inzulinu (Fehmann
et al., 1992) a jeho uvolifiovdni (Fehmann et al., 1995). GLP-1
stimuluje sekreci inzulinu (inzulinotropni G&inek) a tvorbu cAMP
(Mojsov et al., 1992). GLP-1(7-36)amid stimuluje uvoliiovani
inzulinu, sniZuje sekreci glukagonu a inhibuje Zalude&ni sekreci
a vyprazdiiovani (nauck, 1993; Gutniak et al., 1992). Tyto
gastrointestindlni G&inky GLP-1 nejsou pozorovany u
vagotomizovanych subjektl, coZ ukazuje na centralné&
zprostf¥edkované Ginky (Orskov et al., 1995). GLP-1 se va¥e s
vysckou afinitou na izolované krysi adipocyty a aktivuje produkci
CAMP (Valverde et al., 1993) a stimuluje lipogenesu (Oben et al.,
1991) nebo lipolyzu (Ruiz-Grande et al., 1992). GLP-1 stimuluje
syntezu glykogenu, oxidaci glukosy a tvorbu laktatu v kosternim
svalu krys (Villanueva et al., 1994).

mMRNA kodujici pankreaticky typ GLP-1 receptoru je nachdzena v
relativné vysokych mnoZstvich v ostrivkdch krysi slinivky b#isni,
plicich, hypothalamu a Zaludku (Billock et al., 1996). Zajimavé
je, Ze i p¥es znalost toho, Ze jak GLP-1, tak receptory pro




GLP-1, jsou nalézdny v hypothalamu (Krcymann et al., 1989; Kanse
et al., 1988), nebyla urdena Z&dnd centrialni funkce pro GLP-1,
dokud posledni odbornéd publikace nepopsala, Ze GLP-1 podany
intracerebroventrikuldrnim zplisobem (ICV) vyznamn& inhibuje
pfijem potravy krmengch krys (Turton et al., 1996). Stejna
publikace naznacuje, Ze po ICV poddni GLP-1 se objevi c-fos,
marker neurondlni aktivace, vyludné v paraventrikularnim jadfe
hypothalamu a v centrdlnim jad¥e amygdaly, co¥ jsou dva regiony
mozku majici hlavni funkci v regulaci p¥ijmu potravy (Morley,
1987) . ICV podani GLP-1 také vyznamn& redukuje p¥ijem potravy po
injekci G¢inného stimuladniho &inidla, neuropeptidu Y, u zvifat
krmenych ad libitum (Turton et al., 1996). Daldi publikace
popisuje, Ze GLP-1 podany centrdln& nebo perifern& se Gdastni na
kontrole télesné teploty, ale neovliviiuje p¥ijem potravy po
akutnim intraperitonedlnim podéni u krys (O'Shea et al., 1996).
Nedavnéd publikace popisuje, %e injekce GLP-1 do laterdlni komory
mozkové u plné& krmenych krys indukuje znaénou stimulaci Fos-ir
v paraventrikuldrnim j&dru a parvoceluldrnim centrdlnim j&dru
amygdaly, coZ potvrzuje pozorovdni, kterd udinil Turton et al.
(Rowland et al., 1996). Krom& toho tito v§¥zkumnici popisuji
silnou aktivaci jinych center G&astnicich se regulace p¥ijmu
potravy, vletn& bezprost¥edniho &asného genového proteinového
produktu v jadru tractus solitarius, laterdlnim parabrachidlnim
jédru pontu, bazdlnim jadru stria terminalis a v area postrema.
Receptory pro GLP-1 p¥istupné perifernimu GLP-1 jsou nachédzeny
v krysim subfornikdlnim orgédnu a v area postrema (Orskov et al.,
1996) .

Turton et al. (1996) konkrétné uvddi, Ze G&inky GLP-1 na
té&lesnou hmotnost a p¥ijem potravy jsou zptsobeny pouze podanim
GLP-1 pfimo do cerebroventrikuldrniho systému, Ze
intraperitonedlni podani GLP-1, i v relativné& vysokych davkach,
nezpusobuje &asnou fdzi p¥ijmu potravy za tmy a fragmenty GLP-1
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jsou inaktivni, pokud jsou podany periferné&, jak je uvedeno

v citaci (Suzuki et al., 1989). Tak se sniZuje moZnost

pouZiti GLP-1 jako pripravku (farmaceutického &inidla) pro
redukci teélesné hmotnosti, protoZe centrdalni zpusoby podani, jako
je ICV zplsob, nejsou vhodné pro lécbu obezity u lidi.
Fyziologické uc¢inky GLP-1 uvedené vysSe vedly k navrhu jeho
vyhodného pouZiti pro 1lécbu diabetes mellitus a obezity napriklad
za pouziti transplantace rekombinantnich bunéénych 1linii
kodujicich GLP-1 nebo GLP nebo receptory pro GLP-1 (WO 96/25487).

Jinou publikaci, kterd odrazuje od pouziti GLP-1, je
publikace, ktera ukazuje, Ze "periferni podani GLP-1 nemd 2Zadny
vliv na prijem potravy" (WO 97/31943, strana 3). Tato publikace
také popsuje vliv GLP-2 na prijem potravy po perifernim podani.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vyndlezu je pouziti prostredku
obsahujiciho glukagonu podobny peptid-1l nebo jeho analog nebo

derivat pro pripravu léc¢iva k redukci télesné hmotnosti.

Predmetem tohoto vyndlezu je také pouziti prost¥edku
obsahujiciho glukagonu podobny peptid-1 nebo jeho analog nebo
derivat pro pripravu léc¢iva k 1lécbé obezity.

Prostredky, zejména léc¢iva (farmaceutické prostredky),
vyuZzivajici analogy glukagonu podobného peptidu-1, jeho
derivaty a aktivni peptidy, jsou tedy u¢inné p¥i redukci
télesné hmotnosti a pri 1écbé obezity. Definice obezity se
ruzni podle geografické lokality, klinického zaméreni
a socialnich preferenci. Prostredky pouzZivané podle
predkladaného vynadlezu jsou nicméné vhodné pro jakykoliv

subjekt, u kterého je Zadouci redukce télesné hmotnosti.
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Vyndlez neni omezen na pouziti nap¥iklad u diabetickych
pacientu. Periferni poddni GLP-1(7-36)amidu obéznim pacientim
je dosti neocekavané a v protikladu k predpokladim Turtona et
al., (1996), a zplUsobuje vyznamnou redukci télesné hmotnosti.
ZpGsob pro redukci télesné hmotnosti spoc¢iva v pouziti
prostredku obsahujiciho slouc¢eninu odvozenou od glukagonu
podobného peptidu-1 a jeho podani subjektu. Vhodné slouceniny
odvozené od glukagonu podobného peptidu 1 zahrnuji GLP-1,
analogy GLP-1, derivaty GLP-1, agonisty receptoru pro GLP-1,
agonisty signadlniho p¥enosu GLP-1, slouceniny, které
stimuluji syntezu endogenniho GLP-1, slouceniny, které
stimuluji uvolnéni endogenniho GLP-1, a jejich farmaceuticky
prijatelné soli. Je podadna farmaceuticky uc¢innd davka, to
znamena davka, které je dostatednd pro redukci télesné
hmotnosti.

Pripravky, zejména léciva (farmaceutické prostredky),
vyuZzivajici analogy glukagonu podobného peptidu-1, jeho
analogy nebo derivaty, jsou G¢inné pri redukci télesné
hmotnosti a pri lécbé obezity. Analogy nebo derivaty GLP-1,
které jsou pouZitelné jsou ty, které maji vyssi polocas
zivotnosti ve srovndni s GLP-1 a které maji schopnost
zplsobit redukci télesné hmotnosti pr¥i podavani subjektu po
uré¢itou dobu.

Slouceniny

Analogy, derivaty, varianty, prekursory a homology
GLP-1 jsou vsSechny vhodné pro pouZiti v predkladaném
vyndlezu, pokud obsahuji aktivni fragment, ktery zpusobuje

redukci télesné hmotnosti.
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"GLP-1" znamend GLP-1 (7-37). Podle zvyklosti v oboru
je amino-konec GLP-1 (7-37) oznacen c¢islem 7 a karboxy-konec
je oznacen ¢islem 37. Aminokyselinova sekvence GLP-1 (7-37)
je v oboru dobre znamad, ale pro orientaci c¢tendre je uvedena
dale: ‘

NH,-His”-Ala-Glu-c1ly10-
Thr—Phe-Thr-Ser-AsplS-Val-Ser-Ser—Tyr—LeuzO-
Glu—Gly-Gln—Ala-Ala25-Lys—Glu-Phe—Ile-Ala30-
Trp—Leu—Val-Lys-Gly35-Arg—Gly37-COOH

(SEQ ID NO: 1)
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"GLP-1" analog je definovén jako molekula majici jednu nebo
vice aminokyselinovych substituci, deleci, inversi nebo adici
vzhledem k GLP-1. Analogy GLP-1 znadmé v oboru zahrnuji napf¥iklad
GLP-1 (7-34) a GLP-1 (7-35), GLP-1 (7-36), Gln®-GLP-1 (7-37),
D—Glng-GLP—l (7-37), Thr*€-Lys*®-GLP-1 (7-37) a Lys*®-GLP-1
(7-37) . V¥hodné analogy GLP-1 jsou GLP-1 (7-34) a GLP-1 (7-35),
které jsou popsdny v U.S. patentu &. 5118666, ktery je zde uveden
jako odkaz a také GLP-1 (7-36). Tyto slouéeniny jsou biologicky
zpracované formy GLP-1 majici insulinotropni vlastnosti. DalSi
analogy GLP-1 jsou popsany v U.S. patentu &. 5545618.

"Derivat GLP-1" je definovan jako molekula, kterda ma
aminokyselinovou sekvenci GLP-1 nebo analogu GLP-1, ale kterad ma
dile chemické modifikace jedné nebo vice z postrannich skupin
aminokyselin, «-uhlikovych atomi, termindlni aminoskupiny, nebo
termindlni karboxylové kyseliny. Chemické modifikace zahrnuji
p¥iddni chemickych skupin, tvorbu novych vazeb a odstranéni
chemickych skupin. Modifikace vedlej$ich aminokyselinovych skupin
zahrnuji, ale nejsou omezeny na, acylaci ¢-aminoskupin lysinu,
N-alkylaci argininu, histidinu, nebo lysinu, alkylaci glutamovych
nebo asparagovych skupin karboxylovych kyselin a deamidaci
glutaminu nebo asparaginu. Modifikace termindlni aminoskupiny
zahrnuji des-amino, N-niZ8i alkylové, N-di-niZ%%i alkylové
a N-acylové modifikace. Modifikace termindlni karboxylové skupiny
zahrnuji amidové, niZ%i alkylamidoveé, dialkylamidové a nizsi
alkylesterové modifikace. NiZ81I alkyl je Cl-C4alkyl. Ddle, jedna
nebo vice vedlejdich skupin, nebo koncovych skupin, miZe byt
chran&na chranicimi skupinami zné&mymi v oboru proteinové chemie.
a-uhlik aminokyseliny miZe byt mono- nebo dimethylovan.

V predkléddaném vynalezu je vyhodna skupina analogl a derivatd
GLP-1 pro pouZiti v p¥edkl&daném vynalezu sloZena z ruznych
molekul GLP-1 chréndnych v U.S. patentu &. 5545618 ('618). G&inné




analogy aktivnich GLP-1 peptidt, 7-34, 7-35, 7-36 a 7-37, maji
aminokyselinové substituce nap¥iklad v pozici 7-10 a/nebo jsou
zkrdceny na C-konci a/nebo obsahuji rizné jiné aminokyselinové
substituce v zékladnim peptidu. Analogy majici D-aminokyselinové
substituce v 7. a 8. pozici a/mebo N-alkylované nebo N-acylované
aminokyseliny v 7. pozici jsou zejména resistentni na degradaci

in vivo.

Analogy podle vyndlezu '618, které vykazuji zvySeni stimulaldni
charakteristiky pro inzulin sekvenci p¥irozeného GLP-1, 7-34,
7-35, 7-36 nebo 7-37, nebo jejich C-termindlniho amidu, s alespoii
jednou modifikaci vybranou ze skupiny sklddajici se z:

(a)
lysinu, za lysin v pozici 26 a/nebo 34 a/nebo neutrdlni

substituce neutridlni aminokyseliny, argininu, nebo D-formy

aminokyseliny, lysinu nebo D-formy argininu za arginin v pozici
36; |

(b) substituce aminokyseliny resistentni na oxidaci za
tryptofan v pozici 31;

(¢) substituci vybranou

z nadsledujicich substituci:

Y za V v pozici 16;

K za S v pozici 18;

D za E v pozici 21;

S za G v pozici 22;

R za Q v pozici 23;

R za A v pozici 24; a
Q za K v pozici 26;

(

Za pouZiti jednopismenného kodu pro aminokyseliny) .
substituci zahrnujici alespon jednu z:
alternativni mald neutrdlni aminokyselina za A v pozici 8;
alternativni kyseld aminokyselina nebo neutrdlni
aminokyselina za E v pozici 9;
alternativni neutrdlni aminokyselina za G v pozici 10; a
alternativni kyseld aminokyselina za D v pozici 15; a




(e) substituce alternativni neutrdlni aminokyseliny nebo D
nebo N-acylované nebo alkylované formy histidinu za histidin v
pozici 7.

. 7 hledigska modifikaci (a), (b), (d) a (e) mohou byt
substituované aminokyseliny v D formé. Aminokyseliny
substituované v pozici 7 mohou byt také v N-acylované nebo
N-alkylované formé.

V jiném aspektu je vyndlez '618 zam&Fen na peptidy, které
vykazuji zvySenou resistenci na degradaci v plasmé ve srovnani s
GLP-1 (7-37) (u kterého je tato zvy%end resistence na degradaci) .
V t&chto analogdch je jakdkoliv vySe uvedend zkrédcend forma
GLP-1(7-34) a% GLP-1(7-37) nebo jejich forma amidovanéd na
C-konci modifikovéna:

(a) substituci D-neutrdlni nebo D-kyselé aminokyseliny za H v
pozici 7, nebo

(b) substituci D-aminokyseliny za A v pozici 8, nebo

(c) obéma zpusoby, nebo

(d) substituci N-acylované nebo N-alkylované formy jakékoliv
prirozené aminokyseliny za H v pozici 7.

Proto analogy resistentni na degradaci zahrnuji (N-acyl(1-6C
AA)7GLP-1(7-37) a (N-alkyl(1-6C AA)7GLP-1(7-37), kde kdyZz AA je
lysylovy zbytek, tak mohou byt jeden nebo oba dusiky alkylovany
nebo acylovany, a AA p¥edstavuje jakoukoliv aminokyselinu
sluditelnou se zachovénim stimula&ni aktivity pro insulin.

Pro substituce D-aminokyselin v pozicich 7 a 8 miZe byt pouZit
D zbytek jakékoliv kyselé nebo neutrdlni aminokyseliny v pozici 7
a zbytek jakékoliv aminokyseliny v pozici 8, opét pokud je to
sluditelné se zachovdnim stimuladni aktivity pro insulin. Jedna
nebo ob& pozice 7 a 8 mchou byt substituovény D-aminokyselinou;




D-aminokyselina v pozici 7 miZe byt také acylovana nebo
alkylovéna. Tyto modifikace lze pouZit nejen na GLP-1(1-37), ale
také na krat8i zkracené analogy.

- Tak jsou vyhodnymi analogy vyndlezu '618 ty, ve kterych byly
(7-34), (7-35) nebo (7-37) formy GLP-1 modifikovany pouze
substituci neutrdlni aminokyseliny, argininu nebo D-formy lysinu
za lysin v pozici 26 a/nebo 34 a/nebo substituci neutradlni
aminokyseliny, lysinu nebo D-formy argininu za arginin v pzici 36
(¢ast (a)). Zejména vyhodnymi analogy jsou ty, kde je
aminokyselinou substituovanou za lysin v pozici 26 a 34
aminokyselina vybrand ze skupiny sklédajici se z K, G, S, A, L,
I, Q, R, R* a M, a kde je aminokyselinou substituovanou za
arginin v pozici 36 je aminokyselina vybrand ze skupiny
sklddajici se z K, K*, G, S, A, L, I, Q, M a R* (kde ™ oznaduje
D-formu) . |

Té% vyhodnymi jsou analogy, kde jedinou modifikaci je
substituce aminokyseliny resistentni na oxidaci za tryptofan v
pozici 31 (%&st (b)). Zejména vyhodné substituce jsou vybrané ze
skupiny skléddajici se z F, V, L, I, A a¥.

Té% vyhodnymi jsou analogy, kde jedinou modifikaci je
alespoti jedna ze specifickych substituci uvedenych v &asti (c).
Zejména vyhodné jsou ty analogy, kde byly provedeny kombinované
substituce S za G v pozici 22, R za Q v pozici 23 a R za AV
pozici 24 a Q za K v pozici 26, nebo kde byly provedeny
substituce Y za V v pozici 16 a K za S v pozici 18, nebo kde byly
provedeny tyto substituce plus D za E v pozici 21.

TéZ vyhodnymi jsou analogy,.kde jedinou modifikaci je
alespoil jedna z modifikaci uvedenych v Casti (d). Zejména vyhodné
jsou ty analogy, kde mald neutrdlni aminokyselina substituovana
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za alanin v pozici 8 je vybréna ze skupiny sklddajici se z S, S™,
GC, C*, Sar, A*, R-Ala a Aib; a/nebo kde kyseld nebo neutrilni
aminokyselina substituovand za kyselinu glutamovou v pozici 9 je
vybridna ze skupiny sklddajici se z E*, D, D™, Cya T, T, N, N7,
Q, Q°, Cit, MSO a acetyl-K; a/nebo kde je alternativni neutrdlni
aminokyselina substituovand za glycin v pozici 10 vybrana ze
skupiny skladajici se z s, s*, ¥, ¥y, T, T, N, N*, Q, QF, Cit,
MSO, acetyl-K, F a F*; a/nebo kde D je substituovand za E v
pozici 15.

Té% vyhodné jsou analogy, kde byla pozménéna pouze pozice 7
(84st (e)). Vyhodnymi substitucemi jsou ty, kde aminokyselina
substituovand za histidin v pozici 7 je vybréna ze skupiny
sklddajici se z H*, ¥, ¥Y*, F, F*, R, R*, Orn, Orn™, M, M7,
N-formyl-H*, N-acetyl-H, N-acetyl-H", N-isopropyl-H,
N-isopropyl-H*, N-acetyl-K, N—acetyi—K*, PaPr.

Té% vyhodnad jsou provedeni s kombinaci pouze dvou z vySe
uvedenych t¥id modifikovanych forem, spolu s ndsledujicimi
specifickymi provedenimi.

V¥hodné jsou ndsledujici specifické analogy:
(H*) 7-GLP-1(7-37) ; |
(Y)7-GLP-1(7-37);

(N-acetyl-H) 7-GLP-1(7-37) ;

(N-isopropyl-H) 7-GLP-1(7-37);
(A*)®-GLP-1(7-37);

(E*)®-GLP-1(7-37);

(D) ®-GLP-1(7-37);

(D*)®-GLP-1(7-37);

(F*)*°-GLP-1(7-37);
(S)32(R)*3(R)3*(Q)*°-GLP-1(7-37);
(S)®(Q)®(Y)*®(K)*®(D)?**-GLP-1(7-37) ;
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Vihodné formy analogl se zvySenou stabilitou také maji pouze
jednu, nebo nejvice dve, aminokyselinové modifikace.

V§hodné substituce za histidin v pozici 7 zahrnuji D-formy
kysel?ch nebo neutrdlnich aminokyselin nebo D-formy hisitidinu.
V$hodné jsou P*, D*, E*, N*, Q*, L™, V*, I* a H".

Histidin v pozici 7, nebo jeho nahrada (D nebo L), miZe byt
také N-alkylovan (1-6C) nebo N-acylovan (1-6C). Alkylové skupiny
maji p¥imy nebo rozvétveny fetézec (vEetn& cyklického)
uhlovodikovych zbytkl s uvedenym poctem C. Acylové skupiny maji
vzorec RC-, kde R je alkyl. Vyhodné alkylové skupiny jsou
t-ropyl, a-propyl a ethyl; vyhodné acylové skupiny jsou acetyl a
propionyl. Vyhodné zbytky, které mohou byt alkylovany nebo
acylovany, zahrnuji P, D, E, N, Q, V, L, I, KaH, jak v D, tak v
L formé. »

Vyhodné substituce za alanin v pozici 8 jsou D-formy P, V, L,
I a A; té% vyhodné jsou D-formy D, E, N, Q, K, T, S a H.

N&které specifické analogy vykazuji jak zvySenou stimulaéni
aktivitu pro insulin, tak zvySenou stabilitu.

Vghodnd skupina analog a derivdtd GLP-1 pro pouziti v
pPedkladaném vyndlezu je sloZena z molekul vzorce:

Rl—X—Glu-Glyl°-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp*>-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu®°-
Y -Gly-Gln-Ala-Ala®°-Lys- Z -Phe-Ile-Ala®°-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly®®-Arg-R_
(SEQ ID NO: 2)

a jejich farmaceuticky p¥ijatelnych soli, kde: R_ je vybran ze
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skupiny zahrnujici L-histidin, D-histidin, desamino-histidin,
2-amino-histidin, R-hydroxy-histidin, homohistidin,
a-fluormethyl-histidin a o-methyl-histidin; X je vybran ze
skupiny zahrnujici Ala, Gly, Val, Thr, Ile a a-methyl-Ala; Y je
vybran ze skupiny zahrnujici Glu, Gln, Ala, Thr, Ser a Gly; Z je
vybran ze skupiny zahrnujici Gly, Gln, Ala, Thr, Ser, a Gly; a R,
je vybrén ze skupiny zahrnujici NH, a Gly-OH; s podminkou, Ze
sloudenina md izoelektricky bod v rozmezi od asi 6,0 aZ 9,0 a s
dal¥i podminkou, Ze pokud je R His, X je Ala, Y je Glu a Z je
Glu, pak musi R, byt NH,.

Bylo popséno mnoho analogt a derivatd GLP-1, které maji
izoelektricky bod v rozmezi od pZibliZne 6,0 do p¥ibliZné& 9,0 a
pat¥i mezi né& naptiklad:

GLP-1 (7—36)NH2

Gly®-GLP-1 (7-36)NH,

Gln®-GLP-1 (7-37)

D-G1ln®-GLP-1 (7-37)

acetyl-Lys®-GLP-1 (7-37)

Thr®-GLP-1 (7-37)

D-Thr®-GLP-1 (7-37)

Asn®-GLP-1 (7-37)

D-Asn®-GLP-1 (7-37)

Ser?2-Arg32-Arg?*-Gln®*®-GLP-1 (7-37)

Thr*S-Lys*®-GLP-1 (7-37)

Lys*®-GLP-1 (7-37)

Arg®*-GLP-1 (7-37)

Arg3*-GLP-1 (7-37).

Jind vyhodna skupina aktivnich sloulenin pro pouziti
v pfedkladaném vyndlezu je popsana ve WO 91/11457 (souvisejici
s U.S. 5545618) a skl&d4 se z GLP-1 (7-34), GLP-1 (7-35), GLP-1
(7-36), nebo GLP-1 (7-37), nebo jejich amidovych forem, a jejich
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farmaceuticky prijatelnych soli, majicich alespon jednu
modifikaci vybranou ze skupiny zahrnujici:

(a) substituci glycinu, serinu, cysteinu, threoninu,
asparaginu, glutaminu, tyrosinu, alaninu, valinu, isoleucinu,
leucinu, methioninu, fenylalaninu, argininu nebo D-lysinu za
lysin v pozici 26 a/nebo v pozici 34; nebo substituci glycinu,
serinu, cysteinu, threoninu, asparaginu, glutaminu, tyrosinu,
alaninu, wvalinu, isoleucinu, leucinu, methioninu, fenylalaninu,

lysinu nebo D-argininu za arginin v pozici 36;

(b) substituci aminokyseliny resistentni na oxidaci za
tryptofan v pozici 31;

(c) substituci alespoll jednoho z: tyrosinu za valin v pozici
16; lysinu za serin v pozici 18; kyseliny asparagové za kyselinu
glutamovou v pozici 21; serinu za glycin v pozici 22; argininu za
glutamin v pozici 23; argininu za alanin v pozici 24; a glutaminu

za lysin v pozici 26; a

(d) substituci alesporl jednoho z: glycinu, serinu nebo
cysteinu za alanin v pozici 8; kyseliny asparagové, glycinu,
serinu, cysteinu, threoninu, asparaginu, glutaminu, tyrosinu,
alaninu, valinu, isoleucinu, leucinu, methioninu nebo
fenylalaninu za kyselinu glutamovou v pozici 9; serinu, cysteinu,
threoninu, asparaginu, glutaminu, tyrosinu, alaninu, valinu,
isoleucinu, leucinu, methioninu nebo fenylalaninu za glycin
v pozici 10; a kyseliny glutamové za kyselinu asparagovou
v pozici 15; a

(e) substituci glycinu, serinu, cysteinu, threoninu,
asparaginu, glutaminu, tyrosinu, alaninu, valinu, isoleucinu,
leucinu, methioninu nebo fenylalaninu nebo D- nebo N-acylované
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nebo alkylované formy histidinu za histidin v pozici 7; kde v
substitucich (a), (b), (d) a (e) miZe byt substituovana
aminokyselina voliteln& v D-form& a aminokyselina substituovanéd v
pozici 7 miZe volitelné& byt v N-acylované nebo N-alkylované
formé.

JelikoZ za pozorovanou rychlou in vivo inaktivaci podaného
GLP-1 miZe byt odpovédny enzym dipeptyl-peptidasa IV (DPP IV)
(viz Mentlein, R. et al., (1993)), je vyhodné podéni analogl nebo
derivatd GLP-1, které jsou chréanény pred aktivitou DPP IV,

a nejvyhodn&j%i je podédni Gly®-GLP-1 (7-36)NH_, Val®-GLP-1
(7-37)0H, a-methyl-Ala®-GLP-1 (7-36)NH_, a Gly®-Gln®**-GLP-1
(7-37)0H nebo jejich farmaceuticky p¥ijatelnych soli.

Vyhodné je v p¥edklddaném vyndlezu také pouZiti molekul
chranénych v U.S. patentu ¢. 5188666 ('666). Takova molekula je
vybrédna ze skupiny zahrnujici peptid majici jednu z ndsledujicich
aminokyselinovych sekvenci:

NH_-His”-Ala-Glu-Gly™°-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp*®-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu®°-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®®-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala®°-

Trp-Leu-Val-X
(SEQ ID NO: 3)

kde X je vybran ze skupiny zahrnujici Lys a Lys-Gly; nebo
derivatd uvedeného peptidu, a kde uvedeny peptid miZe byt
farmaceuticky p¥ijatelnd adiéni sdl uvedeného peptidu
s kyselinou; farmaceuticky p¥ijatelnad karboxylatovd sul uvedeného
peptidu; farmaceuticky p¥ijatelny niZ8i alkylester uvedeného
peptidu; nebo farmaceuticky p¥ijatelny amid uvedeného peptidu
vybrany ze skupiny zahrnujici amid, niZ$i alkylamid, a nizsi
dialkylamid.
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Vyndlez '666 se tykd peptidového fragmentu, ktery je
insulinotropni a ktery je mozZno odvodit od pfirozené
aminokyselinové sekvence.

Vyndlez obsahuje sloudeninu vybranou ze skupiny zahrnujici:
(A) peptid obsahujici sekvenci:
Hig-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-

Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-X

kde X je vybrén ze skupiny zahrnujici:

(a) Lys,

(b) Lys-Gly,

(c) Lys-Gly-Arg; a
(B) derivat peptidu; kde sloulenina je v podstaté prosta

p¥irozenych kontaminujicich sloZek a md insulinotropni aktivitu,
kterd je vy&8i neZ insulinotropni aktivita GLP-1(1-36) nebo
GLP-1(1-37).

Vynédlez také obsahuje sloufeninu vybranou ze skupiny
zahrnujici:
(A) peptid obsahujici sekvenci:
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-X
kde X je vybran ze skupiny zahrnujici:
(a) Lys,
(b) Lys-Gly,
(c) Lys-Gly-Arg; a
(B) derivat peptidu; kde sloulenina je v podstaté prosté
p¥irozenych kontaminujicich sloZek a mad insulinotropni aktivitu
koncentraci nejméné 10-*° M.

Zejména vyhodné jsou peptidy nésledujiciho vzorce:

(1) HZN--X-CO—R:L
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kde R™ je OH, OM nebo -NR?R?;

M je farmaceuticky p¥ijatelny kationt nebo niZ8i alkylova
skupina s rozvétvénym nebo pr¥imym retézcem;

R® a R® jsou stejné nebo odlisné a jsou vybrany ze skupiny
zahrnujici vodik a niZ8i alkylova skupina s rozvé&tvé&nym nebo
p¥imym Fetézcem;

X je peptid obsahujici sekvenci
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg

NH, je amino-skupina amino-konce X; a CO je karbonylova
skupina karboxy-konce X;

(2) jeho adifni soli s kyselinami; a

(3) jeho chrinéné nebo fastelné chrénéné derivaty;

kde uvedend sloudenina mid insulinotropni aktivitu, kterd je
vy&8i ne? insulinotropni aktivita GLP-1(1-36) nebo GLP-1(1-37).

Jind vyhodnid skupina molekul pro pouZiti v predklidaném
vyndlezu se skladdd ze sloudenin chréanénych U.S. patentem ¢&.
5512549, které maji obecny vzorec:

R*-Ala-Glu-Gly*°-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp*®-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu®°-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®®-Xaa-Glu-Phe-Ile-Ala>°-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly>®-Arg-R*

R2
(SEQ ID NO: 4)

a jejich farmaceuticky p¥ijatelnych soli, kde R je vybréan ze
skupiny sklddajici se z 4-imidazopropionyl, 4-imidazoacetyl, nebo
4-imidazo-o, a-dimethyl-acetyl; R*® je vybrédn ze skupiny zahrnujici
CG_cl
skupiny zahrnujici Gly-OH nebo NH_; a Xaa je Lys nebo Arg.

, nerozvétveny acyl, nebo neni p¥itomen; R® je vybréan ze
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V¥hodné&jsi slouleniny SEQ ID NO:4 pro pouZiti v pF¥edkladaném
vyndlezu jsou ty slouleniny, kde Xaa je Arg a R® je C_-C_
nerozvétveny acyl.

o

Je8té& vyhodnéjsi slouleniny SEQ ID NO:4 pro pouZiti
v predklédaném vyndlezu jsou ty slouleniny, kde Xaa je Arg a R?
je C_-C, nerozvé&tveny acyl a R® je Gly-OH.

Je8té vyhodnéjs$i sloudeniny SEQ ID NO:4 pro pouZiti
v predklddaném vyndlezu jsou ty slouleniny, kde Xaa je Arg a RZ
je C_-C__ nerozvétveny acyl, R® je Gly-OH a R* je
4-imidazopropionyl.

Nejvyhodnéjsi sloufenina SEQ ID NO:4 pro pouZiti
v pfedkladdaném vyndlezu jsou ta sloulenina, kde Xaa je Arg, R?® je
C_ nerozvétveny acyl, R® je Gly-OH a R* je 4-imidazopropionyl.

V¥hodné je v pfedkladaném vyndlezu pouZiti molekuly chranéné

v U.S. patentu &. 5120712. Takovd molekula je vybrana ze skupiny
zahrnujici peptid majici aminokyselinovou sekvenci:

NH_-His”-Ala-Glu-Gly*°-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp*®-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu?°-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®*®-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala®°-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly*®-Arg-Gly>7-0H

(SEQ ID NO: 1)

a derivaty uvedeného peptidu, kde uvedeny peptid je vybrédn ze
skupiny zahrnujici: farmaceuticky pfijatelnou adiéni sl uvedeného
peptidu s kyselinou; farmaceuticky p¥ijatelnou karboxylatovou stl
uvedeného peptidu; farmaceuticky p¥ijatelny niZsi alkylester
uvedeného peptidu; a farmaceuticky pf¥ijatelny amid uvedeného

peptidu vybrany ze skupiny zahrnujici amid, niZsi alkylamid, a
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nizsi dialkylamid.

Vyhodné je v pf¥edklddaném vyndlezu pouZiti GLP-1 (7-36)amidu,
nebo jeho farmaceuticky p¥ijatelné soli. Aminokyselinova sekvence
GLP-1 (7-36) amidu je:

NH_-His”-Ala-Glu-Gly*°-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp*®-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu®°-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®*®-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala>°-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly>®-Arg-NH_

(SEQ ID NO: 5)

Nejvyhodnéjsi je v predklddaném vyndlezu pouZiti Val®-GLP-1
(7-37)0H, nebo jeho farmaceuticky p¥ijatelné soli.
Aminokyselinova sekvence Val®-GLP-1(7-37)0H je:

NH_-His”-Ala-Glu-Gly™°-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp*®-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu?°-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®*®-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala>°-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly*®-Arg-Gly>7-0H

(SEQ ID NO: 6)

P¥iprava sloudenin

Zplsoby pro pfipravu aktivnich sloulenin pouZitych
v predklddaném vyndlezu, jmenovité& GLP-1, analogt GLP-1 nebo
derivatl GLP-1, nebo jakychkoliv p¥ibuznych sloulenin vietné&
aktivnich fragmentl schopnych redukce t&lesné hmotnosti pfi
perifernim podéni, jsou dob¥e zndmé a jsou popsédny v U.S.
patentech &. 5118666, 5120712 a 5523549.

Aminokyselinova Cast aktivni slouleniny pouZité v predkladaném
vyndlezu, nebo jejiho prekursoru, je vyrobena bud: 1) chemickou
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syntesou na pevné fazi; 2) pfelisténim GLP molekuly z p¥irozenych
zdrojli; 3) technologii rekombinantni DNA; nebo (4) kombinaci vyse
uvedenych technik.

Chemickd syntesa polypeptidd na pevné fazi je v oboru dobfe
zndmd a je uvedena napfiklad v Dugas a Penney, (1981);

Merrifield, (1962); Stewart a Young, (1969).

Nap¥iklad, aminokyselinova ¢ast miZe byt syntetizovana
technikou syntesy na pevné fazi za pouZiti 430A peptidového
850 Lincoln Center

syntezdtoru (PE-Applied Biosystems,

Foster City, CA 94404) a cykll syntesy dodavanych

Inc.,
Drive,
PE-Applied Biosystems. BOC-aminokyseliny a jind &inidla jsou
komerdné dostupnd od PE-Applied Biosystems a jinych
dodavatelskych firem. Sekvenéni Boc chemicky postup vyuzivajici
protokol dvojité vazby je pouZit na vychozi
p-methyl-benzhydryl-aminové pryskyt¥ici pro produkci C-koncovych
karboxamidd. Pro produkci C-koncovych kyselin se pouzije
odpovidajici PAM pryskyfice. Asn, Gln a Arg jsou navazany pomoci
predem vytvorenych hydroxy-benzotriazolesterli. Mohou byt pouZity
ndsledujici chréanici skupiny pro postranni Fet&zce:

Arg, tosyl

Asp, cyklohexyl

Glu, cyklohexyl

Ser, benzyl

Thr, benzyl

Tyr, 4-brom-karbobenzoxy

Boc odstranéni chrédnicich skupin miZe byt provedeno pomoci
kyseliny trifluoroctové v methylenchloridu. Po dokonleni syntesy
mohou byt peptidy zbaveny chradnicich skupin a mohou byt odStépeny
z pryskyfice pomoci bezvodého fluorovodiku (HF) obsahujiciho 10%
meta-kresol. St&peni chrénicich skupin pro postrani Fet&zce
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a 3t&peni peptidu z pryskyfice je provedeno p¥i -5 °Cc a%z 5 °C,
vyhodn& na ledu b&hem 60 minut. Po odstranéni HF je smés
peptid/prysky¥ice promyta etherem a peptid se extrahuje ledovou
kyselinou octovou a lyofilizuje se.

Techniky dob¥e znamé odbornikim v oboru rekombinantni DNA
technologie mohou byt poufity pro p¥ipravu aktivni sloueniny
pou?ité v pr¥edklddaném vyndlezu. V praxi mohou byt rekombinantni
DNA techniky mohou byt preferovény, protoZe maji vysSsi vytézek.
Zédkladni kroky v rekombinantni produkci jsou:

(a) izolace p¥irozené DNA sekvence kodujici GLP-1 molekulu
podle predkladdaného vyndlezu nebo konstrukce syntetické nebo
semi-syntetické DNA kodujici sekvence pro GLP-1 molekulu;

(b) umist&ni kodujici sekvence do expresniho vektoru zpusobem
vhodnym pro expresi proteinld bud samostatnych, nebo ve formé
fisnich proteind;

(¢) transformace vhodnych eukaryotickych nebo prokaryotickych
hostitelskych bunék expresnim vektorem;

(d) kultivace transformovanych hostitelskych bun&k za podminek
umoZiiujicich expresi GLP-1 molekuly; a

(e) zigk&ni a pPedist&ni rekombinantné produkované GLP-1
molekuly.

Jak bylo uvedeno vyfe, kodujici sekvence miZe byt plné
syntetickd nebo miZe vzniknout modifikaci v&t$i, p¥irozené
kodujici DNA pro glukagon. DNA sekvence kodujici preproglukagon
je uvedena v Lund et al. (1982) a miZe byt pouZita jako vychozi
materidl pro semisyntetickou produkci sloucenin podle
p¥edkladaného vyndlezu pomoci zmény prirozené sekvence tak, aby
bylo dosaZenc poZadovaného vysledku.

Syntetické geny, jejichZ in vitro nebo in vivo transkripce a
translace vede k vyrob& GLP-1 molekuly, mohou byt konstruovany
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technikami dob¥e zndmymi v oboru. Vzhledem k degeneraci
genetického kodu bude odbornikim jasné, Ze miZe byt konstruovan
velky polet DNA sekvenci, které budou vSechny kodovat GLP-1
molekulu.

Technika konstrukce syntetickych gend je v oboru dob¥e znama
(Brown et al., (1979)). DNA sekvence je navrZena pro poZadovanou
aminokyselinovou sekvenci pomoci genetického kodu, coZ snadno
provede zkuSeny biolog. Po navrZeni miZe byt sekvence samotnd
vytvotena pomoci b&¥ného p¥istroje pro syntesu DNA, jako je
napfiklad Model 380A nebo 380B DNA syntezatoru (PE-Applied
Biosystems, Inc., 850 Lincoln Center Drive, Foster City, CA
94404) .

Pro expresi aminokyselinové &asti sloulenin pouZitych v
predklddaném vyndlezu se zpracovand synteticka DNA sekvence vloZi
do jednoho z mnoha vhodnych rekombinantnich DNA expresnich
vektord pomoci vhodngch restrikd&nich endonukleas (Maniatis et
al., (1989)). Rozpozndvaci mista pro restrik&ni endonukleasy se
zapracuji do jednoho konce DNA kodujici GLP-1 molekulu pro
usnadn&ni jeji izolace, integrace a amplifikace v expresnich
vektorech dobfe zndmych v oboru. Typ urdité pouZité restrikéni
endonukleasy bude urden charakterem Stépeni plvodniho pouZitého
expresniho vektoru. Restrikéni mista jsou vybrana tak, aby
spravné orientovala kodujici sekvenci vzhledem ke kontrolni
sekvenci, co? umoZni sprédvné ¢teni v &tecim ramci a expresi
pofadovaného proteinu. Kodujici sekvence musi byt umisténa ve
spravném &tecim rdmci s promotorem a vazebnym mistem pro ribosomy
expresniho vektoru, kde oba tyto elementy jsou funkéni
v hostitelské buiice, ve které md byt protein exprivovan.

Pro dosafeni G&inné transkripce syntetického genu musi byt gen
operativn& navdzan na region promotor-operator. Proto je region
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promotor-operdtor syntetického genu umistén ve stejné sekvencni
orientaci vzhledem k ATG start kodonu syntetického genu.

V oboru je znamo mnoho expresnich vektorl pouzitelnych pro
transformaci prokaryotickych a eukaryotickych bun&k. Viz Promega
ACatalogue (1992), Stratagene Catalogue (1992). Té&Z U.S. patent C.
4710473 popisuje cirkuldrni DNA plasmidové transformalni vektory
pouZitelné pro expresi exogennich gend v E. coli s vysokym
vyt&¥kem. Tyto plasmidy jsou pouZitelné jako transformadni
vektory v rekombinantnich DNA technikéach a

(a) udileji plasmidu schopnost autonomni replikace v
hostitelskych burlkdch;

(b) kontroluji autonomni replikaci plasmidu v zdvislosti na
teplot&, p¥i které jsou hostitelské bullky kultivovany;

(¢) stabilizuji udr¥ovéni plasmidu v populaci hostitelskych
bunék; '

(d) ¥idi syntesu proteinového produktu, ktery je znakem
udrfovani plasmidu v populaci hostitelskych bunék;

(e) poskytuji serii rozpozndvacich mist pro restrik&ni
endonukleasy, kterd jsou jedineénd pro plasmid;

(£) ukon&uji transkripci mRNA.

Tyto cirkuldrni DNA plasmidy jsou uZiteéné jako vektory v
rekombinantnich DNA technikich pro zajisténi vysokych hladin
exprese exogennich gent.

Po konstrukci expresniho vektoru pro aminokyselinovou &ast
sloudenin pouZitych v predkliddaném vyndlezu je dalfim krokem
umist&ni vektoru do vhodnych bunék a tak konstrukce
rekombinantnich hostitelsk§ch bun&k pouZitelnych pro expresi
polypeptidu. Techniky pro transformovdni buné&k rekombinantnimi
DNA vektory jsou dob¥e zndmé v oboru a jsou uvedeny napfiklad v
Maniatis et al., vySe. Hostitelské butiky mohou byt vytvoZeny bud
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z prokaryotickych, nebo z eukaryotickych bunék.

Prokaryotické hostitelské butiky obvykle produkuji protein
vy&8i rychleosti a lépe se kultivuji. Proteiny exprivované ve
vysokych koncentracich v bakteridlnich expresnich systémech jsou
charakteristicky agregovany v granulich nebo v inklusnich
t&liskdch, kteréd obsahuji vysoké hladiny nadm&rné exprivovaného
proteinu. Takové proteinové agregaty musi byt typicky odebrany,
solubilizovdny, denaturovdny a znovu sloZeny pomoci technik dobfe
zndmych v oboru. Viz Kreuger et al., (1990), U.S. patent &.
4923967.

P¥iprava analogiu a derivatd GLP-1

Zm&ny v aminokyselinové sekvenci prekursoru GLP-1 nebo GLP-1
vedouci k zisku poZadovaného GLP-1 analogu nebo GLP-1 derivatu,
nebo jejich aktivniho fragmentu, jsou vytvofeny pomoci dobfe
zndmych technik: chemickou modifikaci, enzymatickou modifikaci,
nebo kombinaci chemické a enzymatické modifikace. Techniky
klasické metody v kapalné fazi a semisyntetické metody mohou byt
také pouZity pro p¥ipravu GLP-1 molekul pouZitelnych
v predkladaném vyndlezu. Metody pro p¥ipravu GLP-1 molekul podle
pPedkladaného vyndlezu jsou odbornikim v oboru peptidové chemie
dob¥e znamy.

Adice acylové skupiny na epsilon amino skupinu Lys®* miZe byt
provedena pomoci jakékoliv techniky, kterd je v oboru znamd. Viz
(Bioconjugate Chem. (1990); Hashimoto et al., (1989).

Nap¥iklad, N-hydroxy-sukcinimidester kyseliny oktanové miZe
bft navdzén na epsilon-lysyl-amin za pouZiti 50% acetonitrilu
v boritanovém pufru. Peptid miZe byt acylovdn bud pfed, nebo po
adici imidozalové skupiny. Krom& toho, pokud je peptid pF¥ipraven
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rekombinantn&, je mo¥nd acylace pred enzymatickym Ztépenim. Také
lysin v GLP-1 derivatu miZe byt acylovan, jak je uvedeno v WO
96-29342.

‘ Existence a pfiprava mnoha chranénych, nechrdnénych, a
&astednd chrénénych, pfirozenych a syntetickych, funk&nich
analogll a derivatd GLP-1(7-36)amidu a GLP-1(7-37) molekul byla v
oboru popséna (U.S. patenty &. 5120712 a 5118666,

Orskov et al., 1989; a WO 91/11457.

Volitelnd, amino- a karboxy-koncové aminokyselinové zbytky
GLP-1 derivatl mohou byt chran&ny, nebo je, voliteln&, chrénén
pouze jeden konec. Reakce pro tvorbu a odstrané&ni takovych
chranicich skupin jsou popsdny ve pracich zndmych v oboru, jako
je nap¥iklad "Protective Groups in Organic Chemistry", (1973);
Green, (1981); Schroder and Lubke, (1965). P¥iklady chrénicich
skupin pro amino skupinu zahrnuji formyl, acetyl, isopropyl,
butoxykarbonyl, fluorenylmethoxykarbonyl, karbobenzyloxy
a podobn&. P¥iklady chranicich skupin pro karboxy skupinu
zahrnuji benzylester, methylester, ethylester, t-butylester,
p-nitrofenylester a podobné.

GLP-1 derivaty s niZ%Zim alkylesterm na karboxy konci pouzité
v predkladaném vyndlezu jsou p¥ipraveny reakci poZzadovaného
(C,-C,)alkanolu s poZadovanym polypeptidem za p¥itomnosti
katalytické kyseliny jako je kyselina chlorovodikova. Vhodné
podminky pro takovou tvorbu alkylesteru zahrnuji reak&ni teplotu
okolo 50 °C a reakdni dobu okolo 1 aZ 3 hodin. Podobné mohou byt
vytvo¥eny alkylesterové derivaty Asp a/nebo Glu zbytkd.

P¥iprava karboxamidovych derivatld sloudenin pouZitych
v predkladaném vynadlezu je provedena nap¥iklad zpiscbem popsanym
v Stewart et al., 1984.
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Farmaceuticky p¥ijatelné soli GLP-1, analogl GLP-1 nebo
derivat GLP-1 mohou byt pouZity v pF¥edkladdaném vynilezu.
Kyselinami b&%Zn& pouZivanymi p¥i tvorbé adiénich soli s
kyselinami jsou anorganické kyseliny jako je kyselina
chlorovodikova, kyselina bromovodikovad, kyselina jodovodikové,
kyselina sirov4, kyselina fosforend a podobné a organické
kyseliny jako je kyselina p-toluensulfonovd, kyselina
methansulfonovéd, kyselina Stavelovd, kyselina
p-bromfenylsulfonovd, kyselina uhliditd, kyselina jantarova,
kyselina citronovd, kyselina benzoova, kyselina octovd a podcobné.
P¥iklady takovych soli zahrnuji siran, pyrosiran, kysely siran,
siti&itan, kysely sifiditan, fosforedénan,
monohydrogenfosforednan, dihydrogenfosforelnan,
monohydrogenfosforeénan, metafosforeénan, pyrofosforednan,
chlorid, bromid, jodid, octan, propionat, dekanoat, kaprylat,
akrylat, formiat, isobutyrat, kaproat, heptanoat, propiolat,
gtavelan, malonan, jantaran, suberat, sebakat, fumarat, maleinan,
butin-1,4-diocat, benzoat, chlorbenzoat, methylbenzoat,
dinitrobenzoat, hydroxybenzoat, methoxybenzoat, ftalat, sulfonat,
xylensulfonat, fenylacetat, fenylpropionat, fenylbutyrat, citrat,
laktat, gamma-hydroxybutyrat, glykolat, vinan, methansulfonat,
propansulfonat, naftalen-l-sulfonat, naftalen-2-sulfonat,
mandlan, a podobn&. Vyhodné adidni soli s kyselinou jsou ty,
které jsou tvoreny s anorganickymi kyselinami jako je kyselina
chlorovodikovd a bromovodikova, zejména soli s kyselinou
chlorovodikovou.

Adi¥ni soli s bazemi zahrnuji ty soli, které jsou tvofeny s
anorganickymi bazemi jako jsou amoniak nebo hydroxidy alkalickych
kovl nebo kovi alkalickych zemin, uhliditany, hydrogenuhlilitany
a podobn&. Takové baze pouZitelné p¥i pfipravé soll podle
pPedkladaného vyndlezu zahrnuji hydroxid sodny, hydroxid
draselny, hydroxid amonny, uhli&itan draselny a podobné&. Zejména
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vyhodné jsou formy soli.

GLP-1, analog GLP-1 nebo derivat GLP-1 miZe byt p¥ed pouZitim
v predkladaném vyndlezu p¥ipraven spolu s jednou nebo vice
p¥isadami. Naptiklad, aktivni sloudenina pouZitd v predkléadaném
Vynélezu miZe byt v komplexu s kationtem dvojvazného kovu, za
pou?iti dob¥e znadmych technik. Takové kationty kovl zahrnuji,
nap¥iklad, 2zn**, Mn**, Fe**, Co**, Cd**, Ni*™ a podobné.

Faramaceutické prost¥edky podle pfedkladaného vyndlezu

Volitelné& miZe byt aktivni sloulenina pouZitd v predkladaném
vyndlezu v kombinaci s farmaceuticky p¥ijatelnym pufrem a pH miZe
byt upraveno tak, aby bylo dosaZeno p¥ijatelné stability a aby
bylo pH p¥ijatelné pro parenterdlni podani.

Voliteln& miZe byt priddno jedno nebo vice farmaceuticky
pfijatelnych antimikrobidlnich &inidel. Meta-kresol a fenol jsou
v¥hodnymi farmaceuticky p¥ijatelnymi antimikrobidlnimi &inidly.
MiZe byt priddna jedna nebo vice farmaceuticky prijatelnych soli
pro {pravu iontové sily a tonicity. MiZe byt pfidéna jedna nebo
vice dal%ich ptrisad pro daldi Gpravu isotonicity prostfedku.
Glycerin je p¥ikladem p¥isady upravujici isotonicitu.

GLP-1 receptory a signdlni p¥enosovad kaskdda zahdjend vazbou
ligandu na receptor pro GLP-1 jsou popsédny ve WO 96/25487;
Thorens, (1992); Thorens et al., (1993); Widmann et al., (1994).
Receptor pro GLP-1 je membrdnovy protein spfaZeny s
heterotrimerickymi G-proteiny, které spojuji aktivaci receptoru
vazbou ligandu s produkci intraceluldrnich druhych posld, zejména
cyklick§m adenosinmonofosfatem (cAMP). cAMP potom aktivuje
specifickou protein-kinasu (protein-kinasu A, PKA). Tento enzym
fosforyluje mnoho kli&ovych reaktivnich element v promotorovém
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regionu urditych gent. V pankreatickych b-butikdch a jinych
neuroendokrinnich bufikdch stimuluje fosforylace nékterych
specifick§ch proteind regula&ni sekre&ni drdhy sekreci peptidd
prost¥ednictvim stimulace exocytosy sekrenich granuli.

O rtznych sloudenindch je znamo, Ze stimuluji sekreci
endogenniho GLP-1. Nap¥iklad, expozice STC-1 bunék nékterym
substancim vyvolavajicim sekreci, jako je napfiklad aktivator
adenylatcyklasy, forskolin, nebo &inidlo stimulujici
protein-kinasu-C, 12-O-tetradekanoylfobol-13-acetat (TPA) ,
zpusobuje zvy$ené uvolilovani GLP-1 (Abelo et al., 1994). STC-
bun&nd linie pochézi ze st¥evnich nddord transgennich mysi,
které nesou spoudt&ci onkogeny pro inzulin a o STC-1 buikach je
zndmo, Ze obsahuji m-RNA transkripty proglukagonu, ze kterého je
tvoren GLP-1. O daldich sloudenindch, jako je somatostatin,
Yalude&ni inhibiéni polypeptid, glukosa-dependentni
insulinotropni peptid, bombesin, peptid souvisejici
s kalcitoninovym genem, peptid uvolfiujici gastrin, cholinergni
agonisté, R-adrenergni agonisté, isoproterenol a muskarinovy
cholinergni agonista, bethanechol, je také znémo, Z%e zpisobuji
uvoln&ni endogenniho GLP-1 (Plaisancie et al., (1994); Orskov et
al., (1986); Brubaker, (1991); Buchan et al., (1987)).

Podani farmaceutickych prost¥edkl

Podani mife byt provedeno zpusobem, o kterém je odbornikim
nebo lékafim zndmo, %e je &inny, s vyjimkou parenterdlniho
podani p¥imo do centrdlniho nervového systému, které neni
souddsti predkliddaného vyndlezu. Vyhodné je periferni,
parenterdlni podani. Parenterdlnim podédnim se obylejné& v léka¥ské
literatu¥e rozumi injekce davkové formy do té&la sterilni injekdni
st¥ikadkou nebo n&jakym jinym mechanickym prostfedkem jako je
infusni pumpa. Pro G&ely p¥edkladaného vyndlezu zahrnuji




28

periferni, parenterdlni zpisoby poddni intravenosni,
intramuskuldrni, subkuté&ni a intraperitonedlni podani.
Nejvyhodn&jSi jsou v predklddaném vyndlezu intravenosni,
intramuskuldrni a subkutdnni zptusob poddni sloudenin pouZitych
v predkladaném vynédlezu. Jestd vyhodn&j§i jsou v predkladaném
vyndlezu intravenosni a subkutanni zplsob podani sloucenin
pouZitych v predkladaném vyndlezu. Pro parenterdlni podani je
sloudenina pouZitd v predklddaném vyndlezu vyhodné kombinovéna
s destilovanou vodou p¥i vhodném pH.

N&které sloueniny pou?ité v p¥edklddaném vyndlezu pro redukci
t&lesné hmotnosti mohou byt vhodné pro ordlni, rektdlni, nasdlni
podéni, nebo pro poddni do dolnich dychacich cest, kde tyto
zpisoby nejsou parenterdlni. Z uvedenych neparenterdlnich zplsobl
podani je pro podédni peptidd podle pfedklédaného vyndlezu vyhodna
podéni do dolnich cest dychacich. Rizné prostfedky peptidovych
sloudenin pro poddni do dolniho respira&niho traktu jsou popsany
v U.S. patentech &. 5287656 a 5364838. P¥ihlaSka WO 96/19197
popisuje aerosolové prost¥edky raznych peptidl vhodné pro
zvySenou absorpci sloudenin podle p¥edklddaného vynalezu
v dolnich dychacich cestdch. Vyhodné& je pro slouleniny podle
pFredkladaného vyndlezu poufito ordlniho zplsobu podani.

Dal%i farmaceutické techniky mohou byt pouZity pro kontrolu
trvani G&inku. PPipravky s kontrolovanym uvoliiovdnim mohou byt
vyrobeny pomoci polymerl pro tvorbu komplexl nebo pro absorpci
aktivni sloudeniny pou%ité v p¥edklddaném vyndlezu. ProdlouZené
trvani G&inku miZe byt dosaZeno vybérem vhodnych makromolekul,
nap¥iklad polyesterfi, polyaminokyselin, polyvinylpyrrolidonu,
ethylenvinylacetatu, methylcelulosy, karboxymethylcelulosy nebo
protaminsulfatu a volbou koncentrace makromolekul, stejné jako
techniky inkorporace sloufenin. Jinou moZnou metodou pro
prodlouZeni trvani G&inku prost¥edkd s kontrolovanym uvoliovanim
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je inkorporace aktivni slouéeniny pouZité v predkladaném vynalezu
do Gastic polymerického materidlu jako jsou polyestery,
polyaminokyseliny, hydrogely, poly(mlé&néd kyselina) nebo
kopolymery ethylenvinylacetatu. Alternativné, misto inkorporace
slougenin do téchto polymerickych &&stic je moZné vloZit
sloudeninu pou¥itou v p¥edkladaném vyndlezu do mikrokapsli,
p¥ipravenych nap¥iklad koacervatovou technikou nebo mezifdzovou
polymerizaci, nap¥iklad do hydroxymethylcelulosovych nebo
Yelatinovych mikrokapsli, v p¥islu$ném pofadi, nebo do koloidnich
systému pro podadni lé&iv, jako jsou nap¥iklad liposomy,
albuminové mikrosféry, mikroemulse, nanolastice a nanokapsle nebo
do makroemulsi. Takové postupy jsou uvedeny v Remington's
Pharmaceutical Sciences (1980).

Davka GLP-1, GLP-1 analogu nebo GLP-1 derivatu, nebo jejich
aktivnich fragmentt, G&innd pro redukci télesné hmotnosti
urditého subjektu bude zaviset na mnoha faktorech, mimo jiné na
pohlavi subjektu, hmotnosti a v&ku subjektu, na p¥ifiné& obezity,
na zptsobu podani a biodostupnosti, na persistenci podané
sloudeniny v t&le, na typu prostfedku a na sile prostfedku. Pokud
je poddni intermitentni, pak by m&la byt jednotliva davka
upravena podle intervalu mezi davkami a biodostupnosti podané
sloudeniny. Pokud je podani kontinudlni, pak je vhodna rychlost
podédni mezi 0,25 a 6 pmol/kg t&lesné hmotnosti a minutu, vyhodné&
mezi 0,5 a 1,2 pmol/kg/min. Odbornici v oboru jsou schopni
titrovat davku a rychlost podani prost¥edku obsahujiciho GLP-1,
GLP-1 analog nebo GLP-1 derivéat nebo jejich aktivni fragmenty,
pro dosa¥eni poZadovaného klinického vysledku, to znamend redukce
t&lesné hmotnosti.

Termin "farmaceuticky p¥ijatelny" znamend vhodny pro podani
u 1lidi, to znamend necbsahujici toxické sloZky, nezéadouci
kontaminujici sloZky a podobn&, a neinterferujici s aktivitou
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aktivnich sloudenin obsaZenych v prostfedku.

pP¥edkladany vyndlez bude nyni dédle popséan pomoci jednotlivych
prikladl, které jsou uvedeny pouze pro ilustraci a nijak
neomezuji predkladany vyndlez.

ik v ni nialez
P¥iklad 1

Ctyfem pacientd s diabetes mellitus nezdvislym na inzulinu
(NIDDM) (3 mu%i, 1 ¥emna, v&k 60,2 + 1,8 let; vychozi BMI 33,5 %
1,4 kg/m?; vychozi t&lesnd hmotnost 97,5 % 6,5 kg; vychozi
obvod pasu/obvod bokli 0,946 + 0,036; vychozi HbA 7,1 & 0,3%;
glukosa v krvi na la¢no 7,2 x 1,1 mM) se podava kontinuélni,
subkutédni infuse GLP1(7-36)amidu po dobu 4 tydnd. Roztoky GLP-1
se p¥ipravi kombinovdnim 100 nmol GLP-1(7-36)amidu a 0,025 ml
roztoku lidského albuminu (20%), potom upravenim pH na 4 za
pou¥iti 5 moldrni kyseliny octové a nakonec Gpravou objemu na 1
ml pomoci normidlniho fyziologického roztoku. Roztok se poda
rychlosti 1,2 pmol GLP-1/kg/min. Volumetrickd rychlost podani
Minimed pumpy (Minimed Europe, Paris) pouZitd k podani roztoku
GLP-1 je 0,05 - 0,07 ml/h. Mistem subkutdniho poddni je b¥icho.

Tato lé&ba pomoci GLP-1 se srovndva s dvoutydenni intenzivni
inzulinovou terapii p¥ed a po infusi GLP-1. B&hem insulinové
18¢by se inzulin podd subkutédné p¥ed kaZdym jidlem (viz tabulka
1) . B&hem infuse GLP-1 se nepoddva Zadny insulin. Jak bé&hem
insulinové terapie, tak b&hem GLP-1 terapie dodrZuji pacienti
standardni diabetickou dietu sklddajici se z - podle kalorického
obsahu - p¥ibli¥n& 55% uhlovodant, 30% tuku a 15% proteini. Neni
dodrfovan %&dny cvifebni reZim. Pacienti nejsou hospitalisovani a
po celou dobu pokusu jsou ambulantnimi pacienty.
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B&hem 1lé&&by GLP-1 doSlo u &ty¥ pacientld k prumérné redukci

t&lesné hmotnosti 3,5 + 1,2 kg, zatimco v pribéhu prvnich dvou

tydnt intenzivni 1&¢by insulinem do$lo k redukci pouze 1,3

+ 0,

6

kg a dokonce v prub&hu dalZich dvou tydnd intenzivni insulinové

terapie doSlo vzestupu t&lesné hmotnosti. VSechny hodnoty jsou

jednotlivé hodnoty, nebo primér + SEM (smérodatna odchyka) .

Nejsou dostupnd 24dnéd data pro pacienta MP pro druhou periodu

inzulinové lécby.

Tabulka 1: Protokoly insulinové 1&¢by. Cty¥i hodnoty

predstavuji dévku insulinu podanou podkoZné& (IU) kaZdému

pacientovi p¥ed dty¥mi dennimi jidly. Prvni podédvani insulinu

predchizelo a druhé poddvani insulinu nésledovalo po 4-tydenni
lé¢bé& GLP-1.

Pacient Prvni insulinova Druhd insulinova

terapie (2 tydny) terapie (2 tydny)
VN 47; 39; 35; 53 21; 20; 28; 26
NW 12; 13; 11; 12 11; 10; 12; 12
HF 11; 10; 12; 56 11; 10; 12; 12
MP 20; 14; 34; 30
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Tabulka 2: Hmotnost pacientd a zm&na hmotnosti.
GLP-1(7-36)amid byl poddvadn kontinudlni subkutdnni infusi po dobu
4 tydni a bezprostfedn& p¥ed tim a potom prob&hla dvoutydenni

intenzivni inzulinova terapie.

Hmotnost pacienta (kg)

Pacient Poléateéni Prvni 2-tydny  GLP-1 Druhé 2-tydny
insulinu 4 tydny insulinu
VN 101,5 99,0 92,0 95,0
NW 113,5 111,0 108,0 108,0
HF 94,0 93,5 91,5 91,5
MP 82,0 81,9 80,0 -
97,5+6,5 96,4+6,0 92,915,8 98,2+5,0

Tabulka 2 - pokradovéni

Zména hmotnosti (kg)

Pacient Prvni 2-tydny GLP-1 Druhé 2-tydny
insulinu 4 tydny insulinu
VN -2,5 -7,0 3,0
NW -2,0 -3,0 0,0
HF -0,5 -2,0 0,0
MP -0,1 -1,9 -—-
-1,3+0,6 -3,5+1,2 +1,0+1,0
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Patentové naroky

1. Pouziti prostr¥edku obsahujiciho glukagonu podobny
peptid-1 nebo jeho analog nebo derivat pro pripravu léciva

k redukci télesné hmotnosti.

2. PouZiti prostredku obsahujiciho glukagonu podobny
peptid-1 nebo jeho analog nebo derivat pro pripravu léciva

k lécbé obezity.

3. PouzZiti prostrfedku obsahujiciho slouc¢eninu vybranou
ze skupiny zahrnujici GLP-1, analogy GLP-1, derivaty GLP-1,
agonisty receptoru pro GLP-1, agonisty signdlni prenosové
kaskady pro GLP-1, sloudeniny, které stimuluji syntezu
endogenniho GLP-1, sloudeniny, které stimuluji uvolnovani
endogenniho GLP-1, nebo jejich farmaceuticky prijatelné soli

pro pripravu léc¢iva k redukci télesné hmotnosti.

4. Pouziti podle naroku 3 prostredku obsahujiciho
sloudeninu vybranou ze skupiny zahrnujici GLP-1, analogy
GLP-1, derivaty GLP-1 a jejich farmaceuticky prijatelné soli
pro pripravu léc¢iva k redukci télesné hmotnosti.

5. Pouziti podle naroku 3 prostredku obsahujiciho
sloudeninu vybranou ze skupiny zahrnujici latky podle naroku
3 pro pripravu 1lé&iva pro periferné parenterdlni podani

k redukci télesné hmotnosti.

6. Pouziti podle naroku 5 prostredku obsahujiciho
sloudeninu vybranou ze skupiny zahrnujici latky podle naroku
3 pro pripravu lé¢iva pro intravenosni podani k redukci

télesné hmotnosti.
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7. Pouziti podle ndroku 6 prostredku obsahujiciho
slouc¢eninu vybranou ze skupiny zahrnujici latky podle naroku
3 pro pripravu léc¢iva pro subkutanni podani k redukci télesné

hmotnosti.

8. PouZiti podle naroku 3, 5, 6 nebo 7 prost¥edku
obsahujiciho slouc¢eninu vybranou ze skupiny zahrnujici latky
podle naroku 3 pro pripravu léc¢iva pro kontinudlni podani

k redukci télesné hmotnosti.

9. Pouziti podle naroku 8 prostredku obsahujiciho
sloudeninu vybranou ze skupiny zahrnujici latky podle naroku
3 pro pripravu léc¢iva pro kontinudlni podani rychlosti mezi
0,25 a 6 pmol/kg/min k redukci télesné hmotnosti.

10. PouZiti podle naroku 8 prost¥edku obsahujiciho
slouc¢eninu vybranou ze skupiny zahrnujici latky podle naroku
3 pro pripravu léc¢iva pro kontinudlni podédni rychlosti mezi

0,6 a 2,4 pmol/kg/min k redukci télesné hmotnosti.

11. PouZiti podle ndroku 6 prostredku obsahujiciho
slouc¢eninu vybranou ze skupiny zahrnujici latky podle naroku
3 pro pripravu lé¢iva pro intravenosni prerusSované podani

k redukci télesné hmotnosti.

12. PouZiti podle naroku 3 prostf¥edku obsahujiciho
slou¢eninu, kterou je GLP-1(7-36)amid nebo jeho farmaceuticky
prijatelna sal, pro pripravu léc¢iva k redukci télesné

hmotnosti.

13. PouZiti podle naroku 3 prostr¥edku obsahujiciho
slouc¢eninu, kterou je Val®-GLP-1(7-37)0H nebo jeho




farmaceuticky prijatelnd sul, pro pripravu léc¢iva k redukci

télesné hmotnosti.

14. Poﬁziti prostredku obsahujiciho slouc¢eninu
vybranou ze skupiny zahrnujici agonisty receptoru pro GLP-1,
agonisty signdlni prenosové kaskady pro GLP-1, slouceniny,
které stimuluji syntezu endogenniho GLP-1, slouc¢eniny, které
stimuluji uvolnovadni endogenniho GLP-1, a jejich farma-
ceuticky prijatelné soli, pro pripravu léc¢iva k redukci

télesné hmotnosti.

15. Farmaceuticky prostredek pouzitelny pro redukci
télesné hmotnosti, vy znac¢cujici s e t im, Ze
obsahuje glukagonu podobny peptid-1 nebo jeho analog nebo

derivat nebo aktivni fragment.
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