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I ~ RIASSUNTO
Alcuni derivati di glucégone, contenenti il frammento glucago-
nico His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser—-Asp~Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-
Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp—~ connesso al gruppo idrossi o a
una delle catene peptidiche -Phe-val-GiIn-Trp-Leu o -Met-Asn-
Thf 0 una delle ultime due catene peptidiche, in cui uno o piu
amino acidi sono stati émessi, hanno un effetto di rilascio
dell'insulina in condizioni di iperglicemia.

DESCRIZIONE

La presente invenzione si riferisce all'uso di peptidi deila
formula generale
R'-R" ' (1)

L in cui R' rappresenta His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr~
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* Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp~-, e R" rappresenta OH,
la catena peptidica —Phe—Valésln—Trp—Leu 0 -Met-Asn-Thr o uﬁa corri
spondente catena peptidica o di amino acido, identica a una delle
ultime due catene peptidiche menzionate, con l'eccezione che un a-

mino acido o piu amino acidi sono stati omessi, o sali di essi, co

me agenti rilascianti 1'insulina,

Come esempi di "corrisp&ndéﬂte catena peptidica~ o "diTamino~acido;—i=
dentica a una delle ultime due catene peptidiche menzionate, con
1t'eccezione che uno o pitt amino acidi sono stati omessi® di cui
sSopra, possono essere menzionate ~-vVal-Trp e -Met-Asn,

I1 glucagone, un ormone polipetidico costituito da 29 amino aci
di, e noto possedere molti effetti farmacologici quali un effetto
spasmolitico sulla muscolatura liscia, un effetto inibitore sulla
secrezione acida gastrica, ed effetti metabolici, per esempio un
effetto rilasciante l'insulina.

E' noto che il glucagone rilascia insulina da pancreas di ratto
isolato e perfuso, E' stato ora trovato che il glucagone(1-21)

non ha tale effetto, quando viene infuso, alla stessa concentra-
zione del glucagone, a condizione che la concentrazione di gluco-
sio del tampone sia 0,6 mg/ml, corrispondente a ipoglicemia. Inol
tre, & stato ora trovato che il ‘glucagone(1-21) - al contrario
del glucagone - non provoca iperglicemia o rilascio di insulina in
vivo in ratti normalmente alimentati. Tuttavia, & stato sorprenden

temente trovato che il glucagone(1-21) possiede circa 1'85% del-
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.1'effetto di rilascio della IRI (immunoreactive insulin, cioé in
sulina immunoreattiva) del glucagone, nel modello di pancreas di
ratto perfuso, gquando la concentrazione di giucosio del tampone
& 2,0 mg/ml, corrispondente a iperglicemia, e il 60% circa dell‘'ef

fetto di rilascio della IRI del glucagone quando la concentrazione

di glucosio del tampone & 1,5 mg/ml, corrispondente a moderata i-

W, — ————
-

perglicemia, Studi su ratti e maiali caricati con glucosio, hanno
ora mostrato che il glucagone(1-21), infuso per via endovenosa,
aumenta 1a tolleranza al glucosio, vedi esperimenti da A a C piu
avanti. Poiché il glucagone(1—2ﬁ) possiede 1lt'effetto di rilascio
della IRI del giucagone, in presenza di iperglicemia, sebbene al tem
po stesso privo degli effetti glucogenolitici e gluconecgenetici

del glucagone, essO pud essere utilizzato nel trattaﬁento di dié-
betici con residua funzione delle cellule beta, Un tale uso do-
vrebbe essere specialmente sicuro poiché durante il trattamento

non si verifica ipoglicemia, a causa della mancanza dell'effetto

di rilascio della IRI in presenza di ipoglicemia e di normoglice
mia, Quando il glucagone(1-21) viene infuso in ratti e maiali con
livelli di glucosio del plasma inferiori a 1,2 mg/ml, esso non Ti-
lascerd IRI né influenzerd i livelli di glucosio nel plasma, vedi
esperimento D pin avanti.

In Diabetes 21 (1972), 843, & stato asserito nel sommario che la
struttura necessaria per l'azione insulinogenica & localizzata entro
la sequenza di amino acidi 24-29 nel glucagone. Al contrario & stato

ora sorprendentemente trovato che la struttura per l'azione insulino

genica & nella sequenza di amino acidi 1-21, purché sia presente
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Inoltre, & stato sorprendentemente trovato che il glucagone(1-26)
e i1 des(22-26)glucagone possiedono un effetto di rilascio del-
1'insulina nel modello di pancreas di ratto perfuso, quando la con
centrazione di glucosio del tampone & 2,0 mg/ml.

Ci si dovrebbe aspettare che tutti i composti di formula I avesse-

ro un effetto di rilascio dell'insulina in caso~di~iperglicemia
poiché il glucagone, il "glucagone(1-26), il des(22-26 )glucagone ..
e il glucagone(1-21) hanno questo effetto. Tuttavia, contrariamen

te al ‘glucagone(1=-21), il glucagone ha anché un effetto di rilascio

dellt'insulina in presghza di normoglicemia e di“ipoglicemia.

Nella domanda di brevetto danese No, 2385/81 ¢ stato affermato che
i composti di formula I possiedono effetto spasmolitico e un effet
to inibitore sulla secrezione acida gastrica. Inoltre, & stato as-
serito che questi composti di formula I mostrano effetti metaboli~
ci minori € di secondaria importanza o addirittura nulli. L'asser-
zione in detta domanda di brevetto danese, che il glucagone(5-21)
non rilascia insulina dal pancreas di ratto isolato e perfuso, pud
essere applicata se la concentrazione di glucosio del tampone e di
1,0 mg/ml,corrispondente a normoglicemia, o se al di sotto di gque-
sta concentrazione, In base a cid, & sorprendente che i composti
di formula I abbiano un effetto di rilascio dell‘'insulina su ani-
mali caricati con glucosio corrispondente a iperglicemia,

Gli effetti metabolici del glucagone(1-21); . del glucagone(1-26)"

e del des(22-26)glucagone, come spiegati dal loro effetto lipoli
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.tico su cellule grasse libere di ratto, in vitro, e dal 1loro ef-
fetto sull'attivazione della adenilciclasi in vitro, sono di se-
condaria importanza paragonati agli effetti metaboiici del gluca
gone. Non sono stati trovati effetti metabolici dopo somministra

" zione in vivo a ratti tenuti a digiuno o alimentati secondo le

tecniche usuali.

Per cui, i composti d4i formula I o i loro sali possono essere u-
tilizzati come agenti di rilascio di insulina, I composti di for
mula I o i lore sali sono quindi utili per il trattamento di dia
betici, per esempio, di quelli con funzione residua di cellule
beta, I1 fatto che i composti di formula I mostrino anche effetto
spasmolitico ed effetto inibitore sulla secrezione acida gastri-
ca, non ne precludefa 1'uso come agenti di rilascioc dell'insulina
in molti, se non in tutti i casi. Al contrario, 1la combinazione
degli effetti potrad provocare un vantaggio, per esempio, nei dia-
betici 4i tipo 2. |

Come esempi specifici possono essere menzionati i composti noti
di formula I: glucagone(1-21), glucagone(1-23), glucagone(1-25),
glucagone(1-26) e des(22-26)glucagone. I rimanenti composti di
formula I e i loro sali possono essere preparati mediante metodi
che, generalmente, sono noti nella sintesi peptidica, e in rela-
zione a cid si fa riferimento, per esempio, a: domanda di brevet
to danese No, 2885/81; Hoppe-Seyler's Z. Physiol.Chem. 362 (1981),
665 — 677; Methoden der Organischen Chemie (Houben-Weyl), Ed.:

Miller, Vol. XV/1 + 2, G. Thieme Verlag, Stuttgart, 1974; The Pep
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tides Ed.: Gross and Meienhofer, Vol. 1 - 4, Academic Press, 1981
and Appl.Biochem.Biotech, 7 (1982), 385 e seguenti.
I composti di formula I vengono convertiti in preparazioni farmaceu
tiche e somministrati, preferibilmente a esseri umani, in analogia

con metodi noti.

I composti di formula I e loro sali possono essere somministrati

per via endovenosa, intramuscolare o sottocutanea; a~dosi—nell-‘in-
tervallo di circa 1-1000mg/kg di peso corporeo, preferibilmente
di circa 10-100 mg/kg di peso corporeo, sebbene possa essere som-
ministrata una dose inferiore o superiore, Il dosaggio richiesto
dipendera dalla gravitd delle condizioni del paziente e dal numero
di somministrazioni giornaliere, Inoltre, i composti di formula I
e i loro sali possono essere somministrati per via nasale o rettale;
I composti di formula I devono essere possibilmente somministrati
per via orale, per esempio mediante 1'uso di speciali additivie
Allo scopo di somministrazione parenterale, i composti di formula
I possono essere sciolti in acqua distillata e il valore del pH,
se desiderato, pud essere regolato con un tampone adatto, cosi da
essere nell'intervallo tra circa 6 e 8. Inoltre, la soluzione pud
essere regolata all'isotonicita, per esempio mediante aggiunta di
cloruio di sodio allo .0,9% circa. Per facilitare il procedimento
di 1iofilizzazione che si risolve in un prodotto facilmente utiliz
zabile, alla soluzione pud essere aggiuntoe, per esempio, il latto-
sio, Dopo di che, la soluzione pud essere filtrata sterilmente e

posta in fiale, Quindi, le soluzioni possono essere liofilizzate
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.e le fiale possono eésere sigillate in condizioni asettiche.
Possono essere impiegati altri metodi farmaceutici per controllare
la durata dell‘'azione, Preparazioni a rilascio controllato possono
essere ottenute mediante 1l'uso di polimeri per complessare o adsor

bire i composti di formula I. Il rilascio controllato pud essere

esercitato selezionando macromolecole appropriate (per esempio po

liesteri, poliamino ac¢idij polivinilpirrolidone;—etilenvinilaceta
to, metilcellulosa, carbossimetilcellulosa e solfato di protamina)
e la concentrazione di macromolecole come pure i metodi di incor-
porazione per controllare il rilascio del farmaco, Inoltre, median
te somministrazione parenterale di una sospensione dei compostil in
forma di cristalli o 4di aggregati, & possibile ottenere un'azioné
di durata pil lunga di quella ottenuta con una soluzione acquosa,
poiché i composti vengono sciolti in modo continuo, processo, que-
sto, che pud essere controllato da fattori ben noti (per esempio
forma dei cristalli, tipo degli aggregati e area superficiale). Un
altro metodo possibile per controllare la durata'dell'azione median
te preparazioni a rilascio controllato, & 4i incorporare i composti
di formula X in particelle di un materiale polimerico in forma di
matrice o di sistemi bioerosibili, per esempio, il glucagone(1-21)
in poliesteri, poliamino acidi, idrogels, poli (acido lattieo) o
copolimeroféti1ene—vinilacetato. Anzicheé incorporare i composti in
particelle polimeriche, & possibile intrappolare i composti di for
mula I in microcapsule preparate, per esempio, con tecniche dilcog

cervazione o per polimerizzazione interfacciale, per esempio, mi-
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.crocapsule di idrossietilcellulosa o di gelatina e risPettiﬁaménte
microcapsule di poli(metilmetacrilato), o in sistemi colloidali
di alimentazione del farmaco, per esempio liposomi, microsfere di
albumina, microemulsioni, nanoparticelle e nanocapsule, 0O in macro

emulsioni. Un altro meccanismo per ottenere preparazioni ritardate

& attraverso 1'uso di soluzioni oleose biologicamente accettabili

(per esempio olio di viscoleo e olio di arachide) im cui~il rila=
scio del farmaco & controlilato dalla ripartizione del farmaco al
di fuori dell'olio nel mezzo acquoso circostante, Inoltre e possi
bile utilizzare una sospensione olecsa che combina i principi
coinvolti in sospensioni acquose e soluzioni oleose,

Allo scopo di somministrazione nasale, viene utilizzata una solu~
zione in un dispositivo di spray nasale o in un nebulizzatore, I
composti di formula I vengono sciolti in acqua distillata e il va
lore del pH viene regolato cosl da essere nell'ihtervallo tra cir
ca 6 e 8, per esempio, con aggiunta di fosfato sodico e di acido
citrico come tampone, POssono essere utilizzati cloruro sodico,
sorbitolo e glicerolo per ottenere una soluzione isotonica con una
viscositd adatta, La soluzione pud essere somministrata mediante
1*uso di un nebulizzatore adatto o di uno spray di plastica. La
soluzione pud essere conservata utilizzando conservanti nbti, per
esempio metil o propil p-idrossibenzoati. Per favorire l1'effica-

cia possono servire come esempi di acceleratori di assorbimento

un tensicattivo, per gsempio esteri di poliossietilene, acidi grassi

o derivati di enamina, per esempio N-(1-meti1-2—etossicarboni1vini1)—
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una dose spray aerosol, un composto di formula I viene miscelato
con costituenti adatti e con una miscela di alogenocarboni, per
esempio monofluorotriclorometano, difluorodiclorometano e tetra—
fluorodicloroetano, per ottenere una miscela con una pressione

di vapore che produca una dose singola ben definita, quando la mi

scela viene somministrata per 1'uso di~una~dose spray-aerosols
Per somministrazione nasale i composti di formula I sono usati pre
feribilmente in un intervallo di dosaggio tra cirea 0,1 e 1OQ/ug/kg
di peso corporeo, preferibilmente tra 1 e 10 ,ug/kg di peso corporeo
per dose singola. Questa dose potra essere somministrata molte vol—
te al giorno.

Al fine della somministrazione per via rettale, vengono pro-
dotte supposte per miscelazione di un composto di formula I con un
costituente dimattivo, come burro di cacao, o cdh'una base come
Polisorbato 85, propilene glicol monostearato e cera bianca d'api.
Tensioattivi e/o derivati di enammine possono servire come esempi
di promotori d'ass@fbimehto.

Una sottoclasse preferita di composti, di formula I & costituita

da composti in cui la sequenza amino acidica & identica a una par—
te continua della sequenza amino acidica del glucagone, Come esem—
Pi di composti speeifici di formula I, possono essere menzionati i
composti in cui R" & Phe, Val, Gln, Trp, Leu, Met, ASn o Thre-'Un
composto preferito di formula I & il glucagone{1=21) poiché mostra

propriéta farmacologiché superiori e poiché pud essere ottenuto fa
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.cilmente, per esémpio, dal glucagone naturale. Come esempi di sali
di composti di formula I posSsSOno essere citati i sali di sodiq, PO
tassio, magnesio, calcio e zinco ei sali di addizione con'acidi
organici o inorganici, come 1 vacido formico, Sali preferiti dei com
‘posti di formula I sono i sali fisiologicameﬁte e farmaceuticamente

accettabili.

La presente invenzione si riferisce anche a una composizione—farma-
ceutica comprendente un composto di formula I o un sale di esso e
uno o pill veicoli farmaceuticamente accettabili, diluenti, preferi-
bilmente acqua, e/o eccipienti, quando utilizzata come farmaco ri-
lasciante insulina, Come esempi-di tali veicoli convenzionall posso
no essere citati'i conservanti, per esempio metil © propil p-idros-
sibenzoato, e cloruro di sodio.

Qualunque nuova caratteristica 6 combinazione di caratteristiche
qui descritte & considerata éssenziale.

Le abbreviazioni di tre lettere per gli amino acidi, qui utilizzate,
sono stabilite in J. Biol. Chem. 243 (1968), 3558. Per brevita, il
glucagone—(1—21)-eneicosapeptide qui & stato chiamato glucagone-
(1-21), e analogamente, questo avviene per il glucagone(1¥23); per
il glucagone(1—§5) e per il glucagone(1-26). Inoltre, il—des—peﬁtg
peptide—(22-26 )-glucagone & stato chiamato des(22-26 )glucagone,. .

I1 seguente esempio, che non viene tuttavia considerato limitativo,
[ presentéto per illustrare 1l'invenzione.

ESEMPIO -

Una preparazione per somministrazione parenterale, contenente 1




Studio Consulenza Breveﬂualg srl

- 11 -
.mg di glucagone(1—21) per ml, pud essere preparata come segue:
1 g di glucagone(1-21) e 99 g di lattosio sono sciolti in un
litro d'acqua distillata e il valore del pH‘viene regolato a 7,0.
La saluzione viene poi sottoposta a filtrazione sterilizzante. La
soluzione sterile viene posta iﬁ 10 fiale in modo tale ché ogni

fiala contenga 1,0 ml della soluzione. Le soluzionli vengono poi

liofilizzate e le fiale vengono sigillate in condizioni asettiche,
La preparazione in ciascuna delle fiale deve essere sciolta in 1,0

ml di acqua sterile prima della somministrazione.

'Ulteriori esempi di preparazione di preparati contenenfi glucagone~
(1-21) sono descritti nella domanda di brevetto danese No. 2885/81.
Preparazioni contenenti altri composti di formula I sonc ottenute
in modo analogo.

ESPERIMENTO A:

Effetto sul rilascio-IRI in ratti in vivo.

10 ratti maschi, ceppo Wistar, 150 g (+/- 5 g) furono anestetizzati
con Pentobarbitgle. Cateteri di polietilene Furono inseriti nella
arteria.carotide destra per il campionamento del sangue, e nella

vena giugulare sinistra per le infusioni. I ratti furono divisi in
due grupﬁi di cinque animali per ciascun gruppo. Un gruppo fu sotto-
posto a infusione con glucosio (1,5 mg/min) per 0-60 minuti (placebo)
e un gruppo fu sottoposto a infusione con glucosio (1,5 mg/min} + g
glucagone(1-21) (100 mg/kg/h) per 0-60 minuti. Il sangue fu campionato
in provette su ghiaccio: contenenti eparina (250 UI/ﬁI) e aprotini-

na (600 KUI/ml) ai tempi 0, 1, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minuti. L'in-
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.sulina fu determinata mediante radioimmuno assay (RIA) sul plasma,
I risultati sono riportati nella Tabella I qui sotto.
TABELLA T

IRI, MmU/ml.

1
' .
Placebo 7 20 32 40 40 40 34 36

Glucagone (1-21) 18 43 48 62 56 56 __ 60__ 55

Tempo, min : 0 1 10 20 30 40 50 60

ESPERIMENTO B:

Effetto sui 1ivelli di glucosio plasmatico in ratti in vivo.

1. Somministrazione endovenosa,

Ratti maschi Wistar furono preparati come descritto nell 'Esperimen
to A, Un gruppo di 5 -ratti aveva una ihfusione endovenosa di gluco
sio (2 mg/min) per 0-30 minuti seguita da infusione di soluzione
fisiologica dello 0,9% con 10 0,1% di HSA (human serum albumin, al
bumina di siero umana). Un gruppo di 5 ratti aveva un'infusione en
dovenosa di glucosio (2 mg/min) per 0-30 minuti, seguita da un'in-
fusione di 1 mg di glucagone (1-21) in soluzione fisiologica con
HSA per 30-60 minuti, Vennero prelevati campioni di sangue dall'ar
teria carotide ai tempi O, 2, 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50, e 60 minu
ti e i valori di glucosio eméticofurOno'deEerminati.medianfé~i1 me
todo della esochinasi in un autoanalizzatore, I valori di glucosio

ematico sono riportati nella Tabella II di sotto,
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TABELLA T1I

! Glucosio ematico, mg/ml

Placebo ro9 1,1 1,3 1,4 1,7 17,8 1,8 1,5 1,3 1,2
|
{
Glucagone— )
(1-21) 1,0 1,2 1,4 1,5 1,7 1,9 1,9 1,3 1,0 O,8
Tempo, min 0 2 5 10 20 25 30 40 50 60

2, Somministrazione perorale di glucosio.

L'effetto del glucagone(1-21) fu studiato in ratti durante un test

di tolleranza al glucosio orale, 20 ratti maschi wistar furono di-
visi in 2 gruppi di 10 ratti e dosati come segue: entrambi i gruppi
furono dosati con glucosio (5 g/kg; per via perorale) a O e 60 minuti,
I1 gruppo placebo fu dosato con 1 ml di soluzione fisiologica allo 0, 9%
con 10 0,1% di HSA, per via intraperitoneale, aj tempi'o, 30, 60 e

90 minuti. L'altro gruppo fu dosato con glucagone(1-21) (1 mg/kg)

in soluzione fisiologica allo 0,9%, con HSA, ai tempi O, 30, 60 e

20 minﬁti. Campioni di sangue furono prelevati dalle code ai tempi

-5, 0, 15, 30, 45, 60, 90, & 120 minuti per la determinazione del
glucosio ematico. T valori di glucosio ematico sono riportati nella
Tabella III qui sotto.

TABELLA TITI

! Glucosio ematico, mg/ml

Placebo 0,88 0,98 1,60. 1,52 1,46 1,45 1,60 1,54
Glucagone-
(1-21) _0,89_ 0,96 1,32 1,35 1,23 1,36 _1;37 1,37 L

Tempo, min =5 0 15 30 45 60 90 120
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.ESPERIMENTO C:

Effetto sui livelli di glucosio ematico in maiali in Vvivo.

1. Somministrazione endovenosa.

L'effetto di glucagone(i—21) sui 1livelli di glucosio del plasma
fu studiato durante una infusione - endovenosa di glucosio, 4

maiali femmina (razza danese/Yorkshire) del peso di 30 kg (+/- 3

kg)r—furéno~dosati—conuglucosio_(0,7_g/kg/h)_sqttoforma_di_infu—

sione endovenosa, e con la stessa infusione di glucosio + infusig
ne di glucagone(1~-21) (100/mg/kg/h) per 0-120 minuti. L'esperimen
to venne effettuato come esperimento Cross—over. I maiali furono
sottoposti a infusione endovenosa con cateteri nell'orecchio, e
vennero prelevati campioni di sangue dall'altro orecchio ai tempi
o, 15, 30, 45, €60, 75, 90, 105 e 120 minuti. Il glucosio venne ana
1izzato mediante il metodo della esochinasi e i valori di glucosio

ematico sono riportati nella Tabella IV qui sotto,

TABELLA IV
! @Glucosio del plasma, mg/ml
Placebo 1,0 1,7 2,1 2,2 2,3 2,3 2,3 2,2 2,3
Glucagone-
(1-21) +
glucosio 0,9 1,5 1,7 1,8 1,9 1,8 2,0 1,9 1,9 _
Tempo, min! 0 15 30 45 60 75 90 105 120

2, Somministrazione perorale di glucosio.
L'effetto del glucagone(1-21) sui livelli di glucosio plasmatico, fu
studiato durante una prova di tolleranza al glucosio orale in maiali.

4 maiali furono trattati in un esperimento cross-over, con glucosio
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. (5 g/kg) per via perorale a O e 60 minuti + placebo (soluzione fi-
siologica con HSA) o glucagone(1-21) (1 mg/kg/h) per 0-120 minuti,
per via éndovenosa. Campioni ematici furono prelevati da una vena
dell'orecchio ai tempi -5, 10, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 105, e 120
minuti, il glucosio plasmatico fu saggiato medianté il metodo della

‘esochinasi. I valori di glucosio plasmatico sono riportati nella

Tabella V qui sotto,

TABELLA V
! Glucosio plasmatico, mg/ml -

Placebo 0,8 1,3 1,8 2,2 2,5 2,5 2,7 2,8 2,7 2,4

Glucagone-~

(1-21) _ 0,8 1,0 1,4 1,7 1,8 1,9 1,8 1,7 1,7 2,1

Tempo, min ! -5 10 20 30 45 60 75 90 105 120

ESPERIMENTO D:

studi dell'effetto del glucagone e del glucagone(1-21) sui livelli
di glucosio plasmatico e di IRI plasmatica in ratti normoglicemici.
Glucagone (1 mg/kg) e una dose equimolecolare di glucagone(1-21),
ciod 0,77 mg/kg, furono iniettati per via endovenosa al tempo di
partenza (tempo: O minuti) a ratti maschi Wistar normalmente alimen
tati, del peso di 150 g (+/- 5 g). Vennero presi campioni di sangue
dal plesso orbitalé ai tempi -5, 2, 5, 10, 15, 30, € 60 minuti, Il
glucosio ematico fu saggiato in acéordo con il metodo della esochi
nasi, e 1l'insulina plasmatica fu saggiata mediante RIA., Il gluéaéo—
ne aveva un effetto significativo di aumento sul glucosio ematico e

sulla IRI plasmatica, Al contrario del glucagone, il glucagone(1~21)
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. non ha effetto su questi parametri. Valori medi di glucosio emati
co (N = 10) sono riportati nella Tabella VI qui sotto, e i valori
medi di IRI plasmatica (N = 10) sono riportati nella Tabella VII
pil sotto.

TABELLA VI

Glucosio ematico, mg/ml

Glucagone™ —1=0;9—172—173—173—174—175—171—lgiorno-di-espe

Placebo 0,9 1,1 1,17 1,2 1,2 1,1 1,3 Irimento 1

Glucagone(1-2f)‘ 1,0 1,1 1,1 1,2 1,3 1,3 1,3 !giorno di espe

Placebo 1,0 1,2 1,2 1,3 1,3 1,3 1,3 Irimento 2

Tempo, min 1 -5 2 5 10 15 30 60

TABELLA VII

IRI plasmatica my/ml

1
Glugagone 19 95 98 g2 67 53 17 giorno di-espe

Placebo 17 25 28 2 20 22 25 Irimento 1

[ €M)

Glucagone(1-21}! 32 30 33 35 43 38 30 l!giorno di espe

Placebo 13 20 20 22 24 22 16 rimento 2

Tempo, min -5 2 5 10 15 30 60

ESPERIMENTO E:

Studio della tossicita acuta,

10 mg di glucagone(1-21), somministrati per via endovenosa come
bolo a topolini NMRI =  .del peso di circa 20 g (cioé una dose
di circa 500 mg/kg di peso corporeo) non avevano effetti contrari.

Non si verificarono morti,.
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RIVENDICAZIONI

1. Uso, come agente di rilascio dell'insulina, di c&mposti'di for
mula generale I

R'-R" (1)
in cui R' rappresenta His-Ser-Gln-Gly-Thy-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-

Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln—-Asp—-, € R" rappresenta idrossi

la catena peptidica —?he—VaI:GIﬁ:Tfﬁzﬁéﬁ'B“ZMet:AanThf'O'una-corri
spondente catena peptidica o un aminé acido, identica a una delle ul
time due catene peptidiche-menzionate, fatta éccezione che un amino

acido o piu amino acidi sono stati omessi, o sali di essi.

2., Uso secondo la rivendicazione 1, caratterizzato dal fatto che la

sequenza amino acidica nel composto di formula I & identica alla se
quenza in un frammento di glucagone.,

3, Uso secondo la rivendicazione 1, caratterizzato dal fatto che R"
rappresenta Phe, Val, Gln, Trp, Leu, Met, Asn o Thr.

4, Uso secondo la rivendicazione 1, caratterizzato dal fatto .che R"
rappresenta idrossi, -Phe-Val-Gin-Trp-Leu o —-Met-Asn-Thr.

5. Uso éecondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1, 2, e 4, carat

terizzato dal fatto che R" rappresenta idrossi.

6. Uso secondo una qualsiasi delle rivendicazioni precedenti, carat
terizzato dal fétto che il composto di formula I & utilizzato ‘per

il trattamento 4i diabetici.

7. Uso secondo la rivendicazioné‘G, caratterizzato dal fatto che

il composto di formula I viene utilizzato pér il trattamento di

diabetici con Punzione residua delle cellule beta,
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. 8. Uso secondo una qualsiasi delle precedenti rivendicazioni, carat
terizzato dal fatto che il composto di formula I & utilizzato in
una quantita efficace,

9, Composizione farmaceutica che comprende una quantita efficace di
un composto di formula I, in accordo con la rivendicazione 1, © un

sale di esso, in associazione con un veicolo fisiologicamente ac-—

cettabile-adatto,-con.diluenti_e/o_eccipienti,_gquando_utilizzato

come farmaco di rilascio dell'insulina.

10, Composizione farmaceutica secondo la rivendicazione 9, carat-
terizzata dal fatto che comprende tra 7,5 e 75,000 mg, preferibil-
mente tra 75 e 7500 mg, di un composto di formula I o di un sale
di esso per unita di dosaggio.

11, Composizione farmaceutica secondo la rivendicazione 9 o 10,
caratterizzata dal fatto che contiene un composto di formula I, in
cui la sequenza di amino acidi & identica alla sequenza in un fram
mento di glucagone.,

12, Composizione farmaceutica secondo le rivendicazioni 9 o 10,
caratterizzata dal fatto che contiene un composto di formula I,

in cui R" rappresenta Phe, Val, Gln, Trp, Leu, Met, Asn, © Thrf
13, Composizione farmaceutica secondo le rivendicazioni 9 © 10,
caratterizzata dal fatto che contiene un composto di formula I,

in cui R" rappresenta idrossi, ~Phe-Val-Gln-Trp-Leu ¢ -Met-Asn-Thr,
14. Composizibne farmaceutica secondo le rivendicazioni 9, 10 ©
13, caratterizzata dal fatto che contiene un composto di formula

I, in cui R" & idrossi,
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. 15. Uso di composti di formula I, specificati nella rivendicazione
1, preferibilmente dei composti utilizzati secondo una qualsiasi
delle rivendicazioni da 2 a 5, 0 di un sale di essi, per la prepa
razione di farmaci aventi un effetto di rilascio dell'insulina.

16, Composto di formula I specificato nella rivendicazione 1, prefe

ribilmente i composti utilizzati secondo una qualsiasi delle riven

dicazioni—da—Qva-S:—per-lJusowcome-agente-rilasciante_liinsulina.
17. Un agente‘di rilascio di insulina caratterizzato dal fatto che
comprende un composto di formula I, specificato nella rivendicazio
ne 1, preferibilmente i composti utilizzati in accordo secondo una
qualsiasi delle rivendicazioni da 2 a 5.

18. Uso di un composto di.formula I, specificato nella rivendica
zione 1, preferibilmente dei composti utilizzati in accordo con
una qualsiasi delle rivendicazioni da 2 a 5, per il trattamento di
persone aventi normalmente una produzione troppb bassa di insulina.
19. Metodo per il trattamento o per la prevenzione dell'iperglicenia,
caratterizzato dal fatto che si somministra, allo scopo di rilta-
sciare insulina, un composto '@l formula I stabilito nella rivendi
cazione 1, preferibilmente i composti utilizzati in accordo con
una qualsiasi delle rivendicazioni da 2 a 5e

20. Qualunque nuova caratteristica o combinazione di caratteristi
che qui descritte,

Milano, 22 dicembre 1982
Studio Consulenza Brevettuale srl.




RIASSUNTO

UsS0O DI PEPTIDI COME MEﬂCAMENTI E CERTI NUCGVI PEPTIDI
Certi peptidi contenenti la catena peptidica His-Ser-
—Gln—Gly-Thr—Phe—Thr-Ser;Asp—Tyr—Ser-Lys—Tyr-Leu—Asp—Ser—Arg-

-Arg-Ala-Gln-Asp hanno un effetto di rilascio dell'insulina.

NOVO

Lz presente . invenzione si riferisce™all"uso™di"peptidi
della formula generale
R'-R" (1)

in cul R' rappresenta His»ser—Gln-Gly—T%r—Phe—Thr—Ser—Asp-Tﬂr—
: o : %

’ -

Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-, e R'" rappresenta
' 15 20

OH, la catena peptidica -Phe-Val-Gln-Trp-Leu o ~Met-Asn-Thr o

una corrispondente -catena peptidica o di aminoacido, identica alle

ultime due catene péptidiche menzionate, con 1l'eccezmione che un amino-

acido o pit amine acidi sono stati omessi, o sali di essi.

I composti di formula I mostrano un effetto
rilasciante l'insulina.

Il glucagone, un ormone polipetidico costituito da 29 amino aci
di, & noto possedere molti effetti farmacologici gquali un effetto
spasmolitico sulla muscolatura liscia, un effetto inibitore sulla

Secrezione acida gastrica, ed effetti metabolici, per esempio un

effetto rilasciante 1'insulina.

E' stato dimostrato che il glucagone rilascia insulina da pan
424

creas di patto iseclato e perfuso, ma il glucagone/ﬁon ha tale



effetto, quando viene infuso, alla stessa concentrazione del
glucagone, a condizione che la concentrazione di glucosio del
tampone sia 0,6 mg/ml di glucosio. Inoltre, il glucagone 1-21,
al contrario del gducagone, non provoca iperglicemia o rilascio
di insulina in‘vivo in ratti normalmente tenuti a digiunoc e ali

mentati. Tuttavia, & stato sorprendentemente trovato che il gluca-

gone 1-21 possiede circa 1'85% dell'effetto di rilascio della

IRI (immunoreactive insulin, cioé insulina immunoreattiva)

del glucagone, nel modelli di pancreas di ratto perfuso, quan

do la concentazione di glucosio del tampone & 2,0 mg/ml e il

60% circa dellt'effetto di rilascio della IRI del glucagone quan

do la concentrazione di glucosio del tampone & 1,5 mg/ml di glucosio
Studi preliminari su maiali caricati con glucﬁsio; hanno mostrato
100 pg/kg/h di

che /glucageone 1-21, infuso per via endovenosa, aumenta la tolle-

ranza al glucosio 1-21. Poiché il glucagone 1-21 ppssiede 1'ef-

fetto di rilascio della IRI del gducagone, in presenza di iper-

glicemia, cosl come il farmaco & prive di effetti glucogenolitici

e gluconeogenetici del glucagone, il farmaco pud essere utilizza-

to nel trattamentc di diabetici con residua funzione delle cellu-

le beta. 11 farmaco dgvrebbe essere specialmente sicuro poiché

durante il trattamente non si verifica ipoglicemia, a causa della

mancanza dell'éffetto di rilasci odella IRI in presenza di ipo-

glicemia e di normoglicemia. Inoltre, & stato sorprendentemente

trovato che il glucagone 1-26 e il des{22-26)glucagone possiedono

un effetto di rilasqio dell'insulina nel modello di pancreas di



ratto perfusc, guando la concentrazione di glucosio del tam-
pone & 2,0 mg/ml.

Gli effetti metabolici del glucagone 1-21, del glucagone

1-26 e del des(22:26)g1ucagone, come spiegati dal loro ef-
fetto lipolitico su cellule grasse libere di ratto,‘in vitro,

e dal loro effetto sull'ativazione della adenilciclasi in

vitro, sono di secondaria importanza paragonati agli effetti
metabolici del glucagone. Non sono stati trovati effetti me-
tabolici dopo somministrazione in vivo a ratti tenuti a di

giuno o alimentati secondo le tecniche usuali.

Per cui, i composti di formula I o i loro sali possono essere u-
tilizzati come agenti di rilascio di insulina, I composti di for
mula I o i loro sali sono quindi utili per il trattamento di dia
betici, per esempio, di quelli con funzione residua di cellule
beta, I composti di formula I vengono convertiti in prepa-
razioni farmaceutiche e somministrati; preferibilmente a

esseri umani, in analogia con metodi noti.

I composti di formula I e loro sali possono essere somministrati
pPexr via endovenosa, intramuscolare o sottocutaned, a dosi nell'in-
tervéllo di circa 1-1000mg/kg di peso corporeo, preferibilmente
di circa 10-100 mg/kg di peso corporeo, sebbene possa essere som-
ministrafa una dose inferiore o superiore, Il dosaggio ricﬁitho
Vdipenderé dalla gravita delle condizioni del paziente e dal nuﬁero
di somministrazioni giofnaliere. Inoltre, ircomposti di. formula I

e 1 loro sali possono essere somministrati per via nasale o rettale.



I composti di formula I devOno essere possibilmente somministrati
per via orale, per esempio mediante 1'uso di speciali additivi.

Allo scopo di somministrazione parenterale, i composti di formula
I possono essere sciolti in acqua distillata e il valore del pH,

se deside&ato, pud essere regolato con un tampone adatto, cosi da

essere nell'intervallo tra circa 6 e B,

Per facilitare il procedimento di liofilizzazione che si risol-
ve in un prodotto facilmente utilizzabile, alla soluzione pud
essere aggiunto, il lattosio. La soluzione viene filtrata ste-
rilmente e posta in fiale, Quindi, le soluzioni possono essere
liofilizzate e le fiale possono essere sigillate in condizioni
asettiche.

Possono essere impiegati altri metedi farmaceutici per control-
lare la durata dell'azione e anche effetti collaterali. Preparati
ritardo possono essere ottenuti mediante 1'uso di polimeri per
complessare o adsorbire i composti di formula I. Il rilascio
controllato pud essere esercitato selezionando macromolecola
appropriate (per esempio polivinilpirrolidone, carbossimetil-
cellulosa e solfato di protamina) e la concentrazione di macro-
molecole per controllare l'associazione farmaco-macromolecola.
Ineltre, mediante somministrazione parenterale di una sospen-
sione dei composti & possibile ottenere un'azione di durata piu
lunga di quella ottenuta con una soluzione acquosa, poiché i
composti vengono sciolti in modo continuo, processo, questo, che

pud essere controllato da fattori ben noti (per esempio forma di



cristalli e area superficiale). Un alfro metodo possibile

per controllare la durata dell'azione mediante preparati
ritardo & di incorporare i composti di formula I in particel-
le di un materiale golimerico, per esempio, il glucagoné 1-21
in copolimero etilene-vinilacetato o in una matrice polime-

rica biodegradabile, per esempio poli{acido lattico). Anzi-

ché incorporare i composti in particelle polimeriche, & pos-
sibile intrappolare i compostidi formula T in microcapsule
preparate, con tecniche di coacervazione o per polimerizza-

zione interfacciale, per esempio, microcapsule di idrossi-

—etilcellulosa o di gelatina e rispettivamente
microcapsule di ‘poli(metilmetacrilato), o in gistemi colloidali
di alimentazione del farmaco, per esempio liposomi, microsfere di
albumina, microemulsioni, nanoparticelle e nanocapsule, © in macro
emulsioni. Un altro meccanismo ﬁer ottenere preparazioni ritardate
2 attraverso l'uso di soluzioni oleose biologicamente accettabili
(per esempio olio di viscoleo e olio di arachidé) in cui il rila-
scio del farmaco é controllato dalla ripartizione del farmaco al
di fuori dell'olioc nel mezzo acquoso circostante. Inoltre & possi
bile utilizzare una sospensione oleosa che combina 1 prindipi
coinvolti in sospensioni acqudse e.soluzioni oleose,

Allo scopo di somministrazione nasale, viene utilizzata una solu-
zione in un dispositivo di spray nasale o in un nebulizzatore. I

composti di formula I vengono sciolti in acqua distillata, il va



lore del pH viene regolatp tra circa 6 e 8, con aggiunta

di fosfato sodico e di acido citrico come tampone. Possono

essere utilizzati cloruro sodico, sorbitolo e gliceroleo per
ottenere una soluzione isotonica con una viscositd adatta.

La soluzione pud egéere somministrata mediante 1'uso di un

nebulizzatore adatte o di uno spray di plastica. La solu-

zlone~“pudTessere conservata utilizzanto conservanti noti

e pud essere aggiunto un tensiocattivo noto. Al fine della
somministrazione nasale con l'uso di una dose spray aerosol
i peptidi sono miscelati con costituenti adatti e con una
miscela di alogenocarboni, per esempic monofluorotricloro-
metanc, difluorodiclorometano e tetrafluorcdiclofoetano,

per ottenere una miscela con una pressione di vapore che
produca una dose singocla ben definita, quando la miscela
viene somministrata per l'uso di una dose spray aerosol.

I composti di formula I sono usati preferibilmente per som-
ministrazione nassle, in un intervallo di dosaggio tra cir-
ca 0,1 e 100)ug/kg di peso corpcreo per dose singola. Questa
dose potrd essere somministrata molte volte al giorno.

Al fine della somministrazione per via rettale, vengono pro-
dotte supposte per miscelazione di composti di formula T

con un costituente inattivo, come burro di cacao, o con

una base come Polisérbato.ss, propilene glicol monostea-
rato e cera bianca d'api.

I composti di formula I e i loro sali possono essere prepa



*rati con metodi generalmente noti nella sintesi .dipeptidica.
Brevemente, i composti di formula I possono essere costruiti
da un frammento di glucagone protetto, per esempio'glucagone
1-15 protetto, e un .peptide protetto contenente gli amino

acidi rimanenti del composto di formula I desiderato. La pre-

parazione del glucagone 1-15 protetto & descritta in Res. Discl.

1979, 247. I peptidi contenenti piti di 16-21 amino acidi nel
glucagone possono essere preparati da un frammento di glucagone
protetto per esempio glucagone 1-16 prbtetto,' e un peptide
protetto contenente amince acidi rimanenti. L'uso di gruppi‘pro-
t ettori adatti all'attivazione durante la sintesi peptidica sono
noti agli esﬁerti della materia. E' desiderabile usare gruppi
pr otettori che possono essere rimossi facilmente.

Cosl, glucagone 1-21, glucagone 1-26 e des(22-26)-glucagone

possono essere preparati accoppiandeo il frammento di glucagone

protetto
T t . £, N T anty o
Adoc-His (Adoc) ~Ser (Bu y=Gln-Gly~-Thr (Bu )-Phe—Tu;(gu )—-Ser (Bu )
t - £ . .
_Asp(osut)-Tyr(But)—Ser(But)—Lys(Boc)—Tyr(Bu ) -Leu-Asp (OBu ) ~OE .
10 . . 13

con i frammenti di glucagone protetto:

e e e g

H—Ser{But}-Arg(HCl)*Arg(HCl)fAla—Gln-Asp(OBut)—OBut (1
20
H-Ser (But)-Arg.(HBr) -Arg (HBr} -Ala-Gln-Asp(0Bu®) -Phe-Val-Gln-Trp-
, 20 25 :
-Leu-—OBut | o ‘ (T3)

t
or H—Ser(But)-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-Gln—Asp(OBu J~Met-Asn-
20

—Thr (Bu%) -oBu® )



rispettivamente, con il metodo delle anidridi miste utilizzan-
do isobutilcloroformiato. I peptidi completamente protetti cosi
ottenuti possono essere deprotetti in condizioni acide, per

esempioc per trattamento con acido tricloroaceticg contenente il
10% di 1,2-etanditiolo. I peptidi grezzi possono essere purifi-

cati per cromatografia a scambio ionico, per esempio QAE-Sepha-

dex A-25, seguita da un procedimento di desalinizzazione, per
esempilo gel-filtrazione su Sephadex G-25. T peptidi purificati
possono essere isclati per liofilizzazione. I frammenti gluca-
gonici protetti intermedi IV e V possono esere preparati per
accoppiamento, usando il metodo delle anidridi miste, del fram-
mento di glucagone protetfor

t t
Bpoc-Ser{Bu )-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-Gln-Asp(0OBu )-0OH (VI)
20

con i frammenti di glucagone protetto:

B~Phe~va1-Gln-Trp-Leu-oBu® (VIT)
' 25 |

© H-Met-Asn-Thr (But)-oBu® (viiT)

rispettivamente, dopo di che il gruppo N-terminale Bpoc pud
essere rimosso selettivamente in condizioni debolmente acide,
per esempioc per trattamento con HCl (0,2 N) in metanolo/N,N-di-
metilformammide.

I frammenti peptidici protetti IIT, VI, VII e VIII possono esse-
re sintetizzati mediante allungamento della catena a sfadi,

applicando procedimenti convenzionali come i metodi dell'estere
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attivo delle anidridi miste dell'accoppiamento.
I peptidi di formula I, in cui R® rappresenta la catena
peptidica .~Phe~-Val-Gln-Trp-Leu o Met-Asn-Thr, in cuil uno
25
o -pitt amincacidi é&/sono stati omessi, possono essere prepa--

rati in una maniera simile come scpra descritto, tranne che

uno o pit amino acidi in questione é&/sono stati omessi nei

frammenti peptidici protetti VII e VIII.
Un procedimento per preparare il glucagone 1-21 é& stato
descritto in J. Biol. Chem. 247, 2133, per digesione di gluca
gone suino, kovino o ovine con carbossipeptidasi A. I1 gluca-
gone 1-26 & noto da Metabolism 25, Suppl. 1, 1315.
Una sottoclasse preferita di composti di fofmula I & costitui-
ta da composti in cui la sequenza amino acidica & identica
a una parte continua della sequenze amino acidica del ¢luca-
gone. Come esempio di composti specifici possono essere menziona
ti, in questa classe di composti, i composti in cui_RE e
Phe, Val, Gln, Trp, Leu, Met, Asn o Thr. Un cocmposto preferi-
to di formula I & il glucagone 1-21 poiché mostra proprieté
farmacologiche superiori e poiché pud essere otténuto facilmen-
te, per esempio, dal glucagone naturale.Inoltre, la presente
invenzione si riferisce a nuovi compesti di formula generale
1,

rlore® (1)
dove Rl & come sopra definito, e R'2 ha lo stesso significato

.2 2
di R , tranne che R'" non rappresenta -Phe-Val-Gln-Trp-Leu
) 25

© OH, o un suo sale.



Brevemente, i composti di formula (I') possono essere

preparati trattando un composto della formula generale
4 t

r?_r*_oB ' - (1IX)

3 .
dove R rappresenta AdOC—HlS(Adoc)“Ser(BUt)‘Gln—Gly—Thr(nut)_

5
t
~Phe-Thr (Bu )_Ser(But}'ASP(OBut)"TYr(But)—Ser(But)-Lvs(Roc)-
10 ST
t
-Tyr (Bu )—Leu~Ai§(OBut)-Ser(But)—Arg(HX)-Arg(HX)-Ala—Gln—
o T 20

Asp(OBut)-,

4
R rappresenta il frammento peptidico -Phe-Val-Gln-Trp-Leu-
25

aal guale uno o pit amino acidi sono stati omessi, il fram-
sy t . . C g
mento peptidico -Met—Asn-Thr(Bu )- o 1 frammenti peptidici
corrispondenti identici a detto frammento7 a condizione che
uno o pilt aminoacidi siano stati omessi, e X rappresenta
cloro o bromo, con un acido come l'acido trifluorcacetico.
Come sempi di sali di composti di formula I possono essere
citati- per esgmpio i sali di sedio, di potassio, di magnesio,
di calcio e di zinco e i sali di addizione con acidi orga-
nici o inorganici, come acide formico, acido metansélfoniCO,
acido cloridrico e acidc solforico. Sali preferiti dei composti
di formula I sono i sali fisiologicamente e farmaceuticamente

accettabili.

La presente invenzione si riferisce anche a una composizione farma-
ceutica comprendente un composto di formula I o un sale ¢i esSso e
uno o pilt veicoli farmaceuticamente accettabili, diluenti, preferi-

bilmente acqua, e/o0 eccipientis
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Come esempi di tali veicoli convenzionali posso
no essere citati i conservanti, per esempio metil o propil p-idros-
sibenzoato, e cloruro di sodio.

Qualunque nuova caratteristica o combinazione di caratteristiche

qui descritte & considerata essenziale,

La nomenclatura qui usata si accorda con_quanto_stabilito_in

J. Biol. Chem. 247, 977, e Biochem. J. 104, 17. Comunque, per
brevita, il glucagone-(1-21)-eneicosapeptide & stato qui. chiamato
glucagone 1-21, in glucagone&l—26)—esacosapeptide & stato chia
mato glucagone 1-26, e 11 des-pentapeptide-~(22-26)-glucagone &
stato chiamato des(22-26)-glucagone. Bpoc¢ rappresenta 1-{(bifenil-
4-il)-~1-metiletossi-carbonile, Adoc‘rappresenta l-adamantilossicar-
. t . . -

bonile, Bu rappresenta butile terziario, e Boc rappresenta
tert-butilossicarbonile.
I seguenti esempi, che non vengonoc tuttavia considerati limitativi,
sona presentati per illustrare l'invenzione.
ESEMPIO 1
des(22-26)-glucaone

. . t t t
1 g di Adoc~H15(Adoc)_Ser(Bu_)—Gln-Gly—Tgr(Bu )-Phe-Thr{(Bu )-

t t t, . t t
-Ser(Bu )-Asp(0Bu }-Tyr{(Bu )-Ser(bu )-Lys(Boc)-Tyr(Bu )-Leu-
10

t . t
-Asp (0OBu )—Ser(But)—Arg(HBr)—Arg(HBr)-Ala—Gln—Asp(OBu )~Met~Asn-Thr (

15 20 :

t . . ; . . . .
But)——OBu viene sciolto in 25 ml di acido trifluorcacetico conrite

nente 10% di 1,2-etanditioclo e la miscela di reazione & lasciata

a '15°C per 3 cre. Dopo di che 200 ml di tetraidrofurano vengono
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aggiunti lentamente e il precipitato viene isolato, lavato

con tetraidrofurano ed essiccato in vacuo. I1 prodotto risul-
tante pud essere purificatc per cromatografia a scambioc ionico
su QAE-Sephadex A-25 e desalinizzato per gel-filtrazione su
Sephadex G-25.

ESEMPIO &

Una_pneparazione_pen,somministrazione_panﬁntenalew_cpntenents

4mg di glucagone 4-24 "per mi, pud essere preparata come segue:
1 g di glucagone 4-44 e 99 g di lattosio sono sciolti in un
litro d'acqua distillata e il valore del pH viene regolato a 7,0,
La soluzione viene poi sottoposta a filtrazione stefilizzante. La
soluzione sferile-viene posta in 10 fiale in ﬁodo tale che ogni
fiala contenga 1,0 ml della soluzione. Le soluzioni vengono poi
liofilizzate e le fiale vengono sigillate in condizioni asettiche.
La preparazione in ciascuna delle fiale deve essere sciolta in 1,0
ml di acqua sterile prima della somministrazione.

ESEMPIO 3

Una preparazione per somministrazioneparenterale contenente
1¢ mg di glucagone 1-21 per ml pud® essere pféparato come Segue:

10 g di glucagone 1-21 e 50 g dilattosio sono sciolti in 1
litro di acqua distillata e la soluzione viene preparata analo
'gamente al metodo descritto nell'esempio 2.

ESEMPIO 4

Supposte rettali sono preparate miscelando 1 mg di glucago

ne 1-21 con 4 g di burro di cacao.




ESEMPIC 5

Uno spray nasale di pldstica pud essere preparato
come segue:

0,5 g di glucagone 1-21 sono sciolti in circé g5 M1

di tampone fosfato 0,01 M (valore di pH : 7,4)reso isoto-

nico per aggiunta di glicerolo. La scluzione & conservata

per aggiunta di 0,01% di cloruro di benzalconio‘e 0,05%
di EDTA, dopo di che viene aggiunto poliossisorbato allo
0,5%. Viene aggiunto un tammne fosfato isotonico per dare
un volume risultante di 100 ml, e la soluzione viene filtra-
tasterilmente. 15 ml di detta soluzione sono posti in uno
spray di plastica; dando 0,5 mg di glucagone 1-21, guando
attivato.
Esperimento A:

Dieci ratti Wistar maschi del peso di 15045 . g furono
anestetizzati con Nembutal e un catetere di polietileﬁe
fu inserito in una vena giugulare per infusioni. UN altro
catetere fu inserito in un'arteria carotide per campicna-
mente  di sangue. UN gruppc di 5 ratti ricevetite un'infu-
sione di glucosio, cioé& 2 mg/min.,per 60 minuti. UN altro
gruppo di 5 ratti ricevette un'infusione di glucosio,
cioé 2 mg/min., da 0 a 20 minuti e da 20 a 60 minuti wvenne
effettuata infusione di glucosio, cioé 2 mg/min., pid gluca-
gone 1-21, cioé 100 microgrammi/min. L'analisi del glucosio

plasmatico fu effettuata in accordo con il metodo della
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esochinasi con l'autcanalizzatore, utilizzandoe GLUCOQUANT
I valori di glucosio plasmatico medio (N = 5) sono riportati
in tabella I.

TABELLA T

Glucosio plasmatico, mg 100/ml

Glucosioc
2 mg/min .
0-60 min 831103 134 | 160 | 179 197 |-2151] 210! 197 ] 183

Glucosio

2 mg/min
0-60 min

pia
glucagon%_zl

100 pg/min
20-60 min 81 99| 125 1494 160 | 167 | 152} 140 1251 109

I1 gruppo che aveva ricevuto glucagone 1-21 aveva un livello

di glucoéio ematico significativamente inferiore, paragonato
all'al?ro gruppo dopo ltaggiunta di glucagone 1-21 al fluido

di infusione. -

ESPERIMENTO B:

Glucagone 1 mg/kg ' e una dose equimolecolare di gluéagone 1-21
cioce 0,77 mg/kg, furono iniettati per via endovenosa al tempo

0 a ratti maschi Wistar normalemnte alimentati, del pesc di

150 + 5 ¢g. Vennero presi campioni di sangue dal plesso orbitale
ai tempi -5, 2, 5, 10, 15, 30, e 60 minuti. Il glucosic ematico
fu saggiato in accordo con i1l metodo della esochinasi, e 1l'insu-

lina plasmatica fu saggiata mediante RIA- Il glucagone aveva

Tempolmin) 02| 5 | _10d—20-|—25./—30-|—40-|—50-|—60-| ———
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un effetto signifiéativo di aumento sul glucosio ematico

e sulla IRI Plasmatica (insulina immunoreattiva). Al contra-

rioc del glucagone, il glucagone 1-21 non ha effetto su questi

parametri. Valori medi di glucosio ematico (N = 10} soni ri
IT

portati ndla Tabella/qui sotto, e i valori medi di IRI pla-

smatica (N = 10) sono riportati nella Tabella III.

TABELLATIT
Glucosic ematico, mg/10C ml
Tempo{min) -5 2 5 10 15 30 60 i
7 Giorno di espgi
Glucagon¢€ rimento 1
1 mg/kg 94 ) lle ) 128 | 134 ) 137} X461 112 ‘ i
Placebo | ge | 107 | 112 | 117 | 115} 1081 125

GlucagonT_Zl Giorno di

0,77 mg/kg 101 | 111 | 133 | 122§ 126 | 130 | 129 | esnerimentc
Placebo 102 | 1154 1197 126 | 125 | 127 | 126

TABELT.A 11II

(  PLASMA IRT, aU/m1l
X [ 7

Tempo  (hi-3 -3 2 5 il 1z 3G 60
| -

Glucagcne '
Gi i -
1 me/kg 16| 95| 92| e2] 671 531 171 orne A espe-

i rimento 1
Piacebo 271 2541 28 237 20! 221 25 !
Glucagon%ﬁzl ‘

. ' (Gierno di espe- .
0,77 na/kg 32 30 33 35 43 38 30 ' |
_ rimentc 2 i
1
) T
Placebo 13 20 20 22 24 2z i6 {




ESPERIMENTO C:

studio della tossicita acuta.

{O mg di glucaQOne(1e21), somministrati per via endovenosa come

bolo a topolini NMRI del peso di circa 20 g (cioé una dose

di circa 500 mg/kg di peso corporeo) non avevano effetti contrari.

'Non—si—verificarOno-morti.

RIVENDICAZIONI

1. 7 Uso, come agente di rilascio dell'insulina, di composti
di fermula generale I
R -R (I)

. ‘
in cui R~ rappresenta His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-

5
o
Tyr-Ser—Lys—Tyr-Leu—Asp-Ser-Arg—Arg-Ala-Gln—Asp-, e R rappre-
10 15 20
senta idrossi la catena peptidica -Phe-Val-Gln-Trp-Leu o -Met-

25

Asn-Thr o una corrispondente catena peptidiga identica alle ulti
me due catene peptidiche menzionate, fatta eccezione che uno o
piti amino acidi sono stati omessi, o sali di essi.

2. Usoe secondoe la rivendicazione 1, caratterizzato dal fatto
che detti composti sono utilizzati per il trattamento di diabe-
tici.

3. Uso, secondo una qualsiasi delle precedenti rivendicazioni

in cut R2 rappresénta una catena peptidica contenente amlnoc acl-

di nella esatta stessa seguenza presente in un frammento di

glucagoeone.



4.

Uso secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 o 2, carat-

. 2 -
terizzato dal fatto che R ™ rappresenta Phe, Val, Gln, Trp, Leu,

Met, Asn o Thr.

",

Uso secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 o 2, carat

3 2
terizzato dal fatto che R rappresenta OH, -Phe-Val-Gln-Trp-Leu o
‘ ‘ 25

-Met-Ash-Thr-
6. Uso secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 3. e 5,

5 ‘
caratterizzato dal fatto che R rappresenta OH.

7. Compos%zibne farmaceutica che comprende una quantita efficace di

un composto di formula I, in accordo con la rivendicazione 1, 0 un
sale di esso, in asSociazione con un veicolo fisiologicamente ac-

cettabile adatto, con diluenti e/o eccipienti.

8. Composizione farmaceutica-secondo 1la rivendicaziorie 7, carat-

terizzata dal fatto che comprende tra 7,5 e 75.000 g, preferibil-

mente tra 75 e 7500 mg, di un composto di formula I o di un sale

di esso per unita di dosaggio,

Composizione farmaceutica secondo la rivendicazione 7 o 8,
¥

caratterizzata dal fatto che contiene un composto di formula I,

. R~ C s . .
in cul R rappresenta una catena peptidica contenente amino aci-

di esattamente nella stessa sequenza presente in un frammento di

glucagone,

10. Composizione farmaceutica secondo le rivendicazioni 7 o 8,

caratt e r i zzata dal fatto che contiene un composto di formula I,



. -
in cui R rappresenta Phe, Val, Gln, Trp, Leu, Met,
Asn, o Thr,.
11. Composizione farmaceutica secondo le rivendicazioni
7 o 8, caratterizzata dal fatto che contiene un composto
; . . 2
di formula I, in cui R rappresenta OH, -Phe, Val-GIn-Trp-

25
Leuw o ~Met-Asn-Thr.

12. Composizione farmaceutica secondo le rivendicazioni
7 o B caratterizzata dal fatto che contiene un composto
di formula I, in cui R2 & OH.
13. Nuovi composti della formula generale 1':
1 2
R™~R' e " (1)
. . 1., L 2 . .
in cui R™ & come sopra definito, e R' ha lo stesso signi
. . L2 2
ficato di R, tranne che RY non rappresenta -Phe-Val-
gln-Trp-Leu o OH, o un sale di essi.
25
14. Procedimento per la preparazione di composti di for-
mula T!' o di sali di essi, caratterizzato dal fatto che
essi sono preprati dagli L-amincacidi parenti per uso
di metodi generalmente noti nella sintesi peptidica, dopo
di che un composto di formula (I') se desiderato, & convertito
in un sale di essi, analogamente a metodi noti.
15. Procedimento per la preparazione di composti di formula
I' o 81 sali di essi, caratterizzato dal fatto che un composto
di formula generale
3 _4 t
R™-R -0Bu (1X)

3 ,
in cui R rappresenta Adoc—Hisw(Adoc)—Ser(But)—Glanly-Thr(But)—
5
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-Phe-Thr(But)-Ser(But)—Asp(OBut)—Tyr(But)-Ser(Bu“)~4ys(Boc)—
10

4mm1But)-Leu-Asp(OBuF)—Ser(But)-Arg(HX)-Arg(HX)—Ala-G;g—Asp(OBut)-,
15 o : - '

4
R rappresenta il frammem peptidico -Phe-Val-Gln-Trp-Leu-

25
dal guale uno o pili aminoacidi &/sono stati omessi, il frammento

- s t - C o . .
peptidico -Met-Asn-Thr(Bu )- o frammenti peptidici corrispondenti,

identici a detto frammento, tranne che uno o pitd aminoacidi &/
sono stati omessi, e X rappresenta clero o bremo, & trattato con
un acido quale acido- trifluorocacetico, dopo di che il composto
risultante, se desiderato, & convertito. in un suc sale.

16 . Uso di composti di formula I, come specificati nella ri-
vendicazione 1 o di qualsiasi delle sottoclassi preferite di
composti stabiliti in una qualsiasi delle rivendicazioni da 3

a 6, o di un sale di essi, per la preparazione di farmaci aventi
un effettg di rilasciOXQEll'inSulina.

17. Composto di formula T come specificato nella rivendica-
zione 1, o di una qualsiasi delle sottoclassi preferite di
composti stabiliti in una qualsiasi delle rivendicazioni da

3 a 6, per l'usc come agente rilasciante l'insulina.

18. Un agente di rilascio dell'insulina caratterizzato dal
fatto che comprende un composto di formula I, coﬁe specificato
nella rivendicazione 1 o in una qualsiasi delle sottoclassi
preferite di.composti stabiliti in una qualsiasi delle rivendi-
cazioni da 3 a 6.

19. Qualungue nuova caratteristica o combinazione di caratte-
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ristiche qui descritte.

Per traduzione conforme.

Milano, 21 aprile 1983
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RIASSUNTO
Alcuni derivati di glucagone, contenenti il frammento glucago-
nico His—Ser—Gln-Gly-Thr—Phe—Ihr—Ser—Asp—Tyr—Ser—Lys—Tyr—Leu—
Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp- connesso al gruppo idrossi o a
una delle &atene peptidiche —Phe—ﬁal-Gln—Trp—Leu 0 —-Met-Asn-
Thr_o una delle ultime due catene peptidiche, in cui uno o piu
amino acidi sono stati omessi, hanno un effetto di rilascio
dell'insulina in condizioni di iperglicenia,

DESCRIZIONE

La presente invenzione si- riferisce all'usc di peptidi delia
formula generale
.o , R'-R" (1)

in cui R' rappresenta HiS—Ser—Gln~G1ysThr—Phe-Thr-Ser—Asp-Tyr—
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e Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-, € R" rappresenta OH,

la catena peptidica —Phe-Val-GlnéTrp—Leu o -Met-Asn-Thr 0 una corri
spondente catena peptidica o di amino acido, iden£ica a una delle
ultt..e dﬁe catene peﬁtidiche menzionate, con l'eccezione che un a-
mino acido o pin amino acidi sono stati omessi, o sali di essi, co

me agenti rilascianti 1'insulina.

Come esempi di "corrispondente catena peptidica o di amino acido, i-
dentica a una delle ultime due cétene peptidiche menzionate, con
1'eccezione che uno o pill amino acidi sono stati omessi" di cuil
sopra, pOSsSOno essere menzionate -~Val-Trp e -Met-Asn.

Il glucagone, un ormone polipetidico costituito da 29 amino aci

di, & noto possedere molti effetti. farmacologici quali un effetto
spasmolitico sulla muscolatura liscia, un effetto inibitore sulla
secrezione écida gastrica, ed effetti metabolici, per esempio un

effetto rilasciante 1l'insulina.

~E' noto che il glucagone rilascia insulina da pancreas di ratto

isolato e perfuso,., E' stato ora trovato che il glucagone{1-21)

non ha tale effetto, quando viene infuso, alla stessa concentra-
zione del glucagone, a condizione che la concentrazione di gluco-
sio del tampone sia 0,6 mg/ml, corrispondente a ipoglicemia, Inol
tre, & stato ora trovato che il glucagone(1-21) - al contrario
del glucagone - non prbvoca iperglicemia o rilascio di insulina in

vivo in ratti normalmente alimentati, Tuttavia, & stato sorprenden

temente trovato che il glucagone(1-21)‘ possiede circa 1'85% del-
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.1'effetto di rilascio della IRI (immunoreactive insulin, cioé in
sulina immunoreattiva) del glucagone, nel modello di pancreas di
ratto perfuso, quando la concentrazione di glucosio del tampone
& 2,0 mg/ml, corrispondente a iperglicemia, e il 60% circa dell'ef
fetto di rilascioc della IRI del gluéagone quando la concentrazione

di glucosio del tampone & 1,5 mg/ml, corrispondente a moderata i-

perglicemia, Studi su ratti e maiali caricati con glucosio, hanno
ora mostrato che il glucagone(1—21), infuso per via endovenosa,
aumenta la tolleranza al glucosio, vedi esperimenti da A aC pit
avanti, Péiché il glucagone(1—2%) rpossiede 1'effetto di rilascio
della IRI del glucagone, in presenza di iperglicemia, sebbene al tem
po stesso privo degli effetti glucogenolitici e gluconeogenetici
del glucagone, esso pud essere utilizzato nel trattamento di dia-

- betici con residua funzione delle cellule beta, Un tale uso do-
vrebbe essere specialmente sicuro poiché durante il trattamento
non si verifica ipoglicemia, a causa della mancanza dell'effetto
di rilascio della IRI in présenza di ipoglicemia e di normoglice
mia. Quando il glucagone{(1-21) viene infuso in ratti e maiali con
livelli di glucosio del plasma inferiori a 1,2 mg/ml, esso non ri-
lascerd IRI né influenzera i livelli di glucosio nel plasma, vedi
esperimento D piu avanti,
In Diabetes 21 (1972), 843, & stato asserito nel sommario che la
struttura necessaria per 1l'tazione insulinogenica & localizzata entro
la sequenza di amino acidi 24-29 nel glucagone. Al contrarioc & stato

ora sorprendentemente trovato che la struttura per 1'azione insulino

genica e nella seqguenza 4di amino acidi 121, purché sia presente
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 ipexglicemia.

Inoltre, & stato sorprendentemente trovato che il glucagone(1~26)
e il des(22—26)g1uq§gone possiedonovun effetto di rilascio del-
1'insulina nel modello di pancreas di ratto perfuso, quando la con

centrazione di glucosio del tampone & 2,0 mg/ml.

Ci si dovrebbe aspettare che tutti i composti di formula I avesse-

ro un effetto di rilascio dellt'insulina in caso di iperglicemia
poiche il glucagone, il ‘glucagone(1-26), il des(22-26)glucagone

e i1 glucagone(1-21) hanno questo effetto. Tuttavia, contrariamen
te al ‘@iucggoné(1-21), il glucagone ha anche un effetto éi rilascio
dell'insulina in presehza di normoglicemia e di ipoglicemia.

Nella domanda di brevetto danese No. 2885/81 & stato affermato che
i composti di formula I possiedono effetto spasmolitico e un effet
to inibitore sulla secrezione acida gastrica. Inoltre, & stato as-
serito che questi composti di formula I mostrano effetti metaboli-
ci minori e di secondaria importanza o addirittura nulli., L'asser-
zione in detta domanda di brevetto danese, che il glucagone(1-21)
non rilascia insulina dal pancreas di ratto isolato e perfuso, puo
essere applicata se la concentrazione di glucosio del tampone & di
1,0 mg/ml,corrispondente a normoglicemia, o se al di sotto di que-
sta concentrazione, In base a cid, & sorprendente che i composti
di formula I abbiano un effetto di rilascio delltinsulina su ani-
mali caricati con glucosio corrispondente a iperglicemia.

Gli effetti metabolici del glucagone(1-21), del glucagone(1-26)

e del des(22-26)glucagone, come spiegati dal loro effetto 1lipoli
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.tico su cellule grasse libere di ratto, in vitro, e dal loro ef-
fetto sulltattivazione della adenilciclaéi in vitro, sono di se-
céndariarimportanza paragonati agii effetti metébolici del gluca
gone, Non sono stati trovati effetti metabolici dopo somministra

zione in vivo a ratti tenuti a digiuﬁb o alimentati secondo le

tecniche usuali.

Per cui, i composti di formula I o i loro sali posSsono essere u-
tilizzati come agenti di rilascio ai insulina, I composti di for
mula I o i loro sali sono quindi utili per il trattamento di dia
betici, per esempio, di quelli con funzione residua di cellule
beta, Il fatto che i composti di formula I mostrino anche effettod
spasmolitico ed effetto inibitore sulla secrezione acida gastri-
ca, non ne precluderd l'uso come agenti di rilascio dell'insulina
in molti, se non in tutti i casi. Al contrario, la combinazione
degli effetti potra provocare un vantaggio, per esempio, nei dia-
betici di tipo 2.

Come esempi specifici possono essere menzionati i composti noti
di formula I: glucagone(1-21), glucagone(1-23), glucagone(1-25,
glucagone(1-26) e des{22-26)glucagone, I rimanenti composti di
formula I e i loro sali possono essere preparati mediante metodi
che, generalmente, sono noti nella sintesi peptidica, e in rela-
zione a cid si fa riferimento, per esempio, a: domanda di brevet
to danese No. 2885/81; Hoppe-Seyler's Z. Physiol.Chem. 362 (1981),
665 - 677; Methoden der Organischen Chemie (Houben-Wweyl), Ed.:

Miiller, Vol. XV/1 + 2, G. Thieme Verlag, Stuttgart, 1974; The Pep
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tides Ed.: Gross and Meienhofer, Vol. 1 - 4, Academic Press, 1981

and Appl.Biochem.Biotech. 7. (1982), 385 e seguenti.

I composti di formula I vengono convertiti in preparazioni farmacew

tiche e somministrati, preferibilmente a esseri umani, in analogia

con metqdi noti. |

I composti di formula I e 1loro sali possono essere somministrati

per via endovenosa, intramuscolare 0O sottocutanea, a dosi nell'in-
tervallo di circa 1-1000 mg/kg di peso corporeo, preferibilmente
di circa 10-100 mg/kg di peso corporeo, sebbene possa essere som-
ministrata una dose inferiore o superiore. Il dosaggio richiesto
dipendera dalla gravita delle condizioni del paziente e dél numero
di somministrazioni giornaliere, Inoltre, i composti di formula I
e i loro sali possono essere somministrati per via nasale o rettale.
I composti di formula I devono essere possibilmente somministrati
per via orale, per esempio mediante 1'uso di speciali additivi.
Allo scopo di somministrazione parenterale, i composti di formula
I possono essere s$ciolti in acqua distillata e il valore del PpH,
se desiderato, puod éssere regolato con un tampone adatto, cosl da
essere-nell'intervallo tra circa 6 e 8. Inoltre, la soluzione pud
essere regolata all'isotonicita, per esempio mediante aggiunta di
cloruro di sodio allo 0,9% circa., Per facilitare i1 procedimento
di 1iofilizzazione che si risolve in un prodotto facilmente utiliz
zabile, alla soluzione pud essere aggiunto, per esempio, ii iatto—
sio, Dopo di che, la soluzione pud essere filtrata sterilmente e

posta in fiale. Quindi, le soluzioni possono essere liofilizzate
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.e le fiale possono essere sigillate in condizioni asettiche,
Possono essere impiegati altri metodi farmaceutici per controllare
1a durata dell‘'azione, Preparazioni a rilascio contrcllato possono
essere ottenute mediante 1'usé di polimeri per complessare O adsor
bire'i comﬁosti di formula I. Il rilascio éontro;lato pu6 essere

esercitato selezionando macromolecole appropriate (per esempio pO’

liesteri, poliamino acidi, polivinilpirrolidone, etilenvinilaceta
to, metilcellulosa, carbossimetilceilulosa e solfato di protamina)
e 1a concentrazione di macromolecole come pure i metodi di incor-
porazione per controllare il rilascio del farmaco. Inoltré, median
te somministrazione parenterale di una sospensione dei compoéti in
forma di cristalli o di .aggregati, & possibile ottenere un'azione
di durata pil lunga di quella ottenuta con una soluzione acquosa,
poiché i composti vengono sciolti in‘modo continuo, processo, que-—
sto, che pud essere controllato da Ffattori ben noti (per esempio
forma dei cristalli, tipo degli aggregati e area superficiale). Un
‘altro metodo possibile per controllare la durata dell'azione median
te preparazioni a rilascio controllato, & di incorporare i composti
di formula I in particelle di un materiale polimerico in forma di
matrice o di sistemi bioerosibili, per esempio, il glucagone(1-21)
in poliesteri, poliamino acidi, idrogels, poli (acido lattico) o
copolimero.étilene—vinilacetato. Anzicheé incorporare i composti in
particelle polimeriche, & possibile intrappolare i composti di for
mula I in microcapsule preparate, per esempio, con tecniche di coa

cervazione o per polimerizzazione interfacciale, per esempio, mi-
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.crocapsule di idrossietilcellulosa o di gelatina e rispettivamente
microcapsule di poli (metilmetacrilato), o in sistemi colloidali

- di alimentazione del fafmaco, per egémpio,liposomi, microsfere di
albumina, microemulsioni, nanoparticelle e nanocapsule, 0 in macro
emulsioni. Un altro meccanismo per ottenere preparazioni ritardate

& attraverso 1'uso di soluzioni oleose biologicamente accettabili

(per esempio olio di viscoleo e olio di arachide) in cui il rila-
scio del farmaco & controllato dalla ripartizione del farmaco al
di fuori delltolioc nel mezzo acquoso circostante, Inoltre & possi
bile utilizzare una sospensione oleosa che combina i principi
coinvolti in sospensioni acquose e :soluzioni oleose,

Allo scopo di somministrazione nasale, viene utilizzata una solu-
zione in un dispositivo di spray ﬁasale 0 in un nebulizzatore, I
composti di formula I vengono sciolti in acqua distillata e i1 va
lore del pH viene regolato cosl da essere nell‘'intervallo tra cir
ca 6 e 8, per esempio, con aggiunta di fosfato sodico e di acido
citrico come tampone, Possono essere utilizzati cloruro sodico,
sorbitolo e glicerolo per ottenere una soluzione isotonica con una
viscosita adatta. La soluzione pud essere somministrata mediante
1*uso di un nebulizzatore adatto o di uno spray di plastica. La
soluzione pud essere conservata utilizzando conservanti noti, per
esempio metil o propil p-idrossibenzoati. Per favorire lteffica-
cia possono servire come esempi di acceleratori di assorbimento
un tensioattivo, per esempio esteri di poliossietilene, acidi grassi

o derivati di enamina, per esempio N-(1-metil-2-etossicarbonilvinil)-
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.D;fenilglicina.'Al fine della somministréiione nasale con.i‘ﬁéaf@igﬁ
una dose spréy aerosol, un.composto di formula I viene miscelato
con costituenti adatti e con una miscela di alogenocarboni, peﬂ
esempio monofluorotriclorometano; difluorodiclorometano e tetra-
fluorodiéloroetano, per otteneré una miscéla con una fressione

di wvapore che produca una dose singola ben definita, quando la mi

Scela viene somministrata per 1*uso di una dose spray aerosol,.

Per somministrazione nasale i composti di formula I sono usati pre
feribilmente in un intervallo di dosaggio tra circa 0,1 e 1OQ/ug/kg
di peso corporeo, preferibilmente tra 1 e 10 ug/kg di‘peso corporeo
per dose singola. Questa dose potra essere somministrata molte vol-
te al giorno.

Al fine della somministrazione pér via rettale, vengono pro-
dotte supposte per miscelazione di un composto di formula I con un
costituente imattivo, come burro di cacao, © con una base come
Polisorbato 85, propilene glicol monostearato e cera bianca d'api.
_Tensioattivi e/o derivati di enammine possono servire come esempi
di promotori d'assorbimento.

Una sottoclasse preferita di composti di formula I & costituita

da composti in cwui 1a sequenza amino acidica & identica a una par-
te continua della sequenza amino -acidica del glucagone. Come esem-—
pi di composti speecifici di fofﬁula I, possono essere menzionati i
composti in cui R" & Phe, Val, Gln, Trp, Leu, Met, Asn o Thr, Un
composto preferito di Fformula I & il glucagone(1~21)' poiché mostra

proprietad farmacologiche superiori e poiche pud essere ottenuto fa
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.Cilmente, per esempio, dal glucagone naturale., Come esempi di sali
di composti di formula I possono essere citati i sali di sodio, po
tassio, magnesio, calcio e zinco e i sali di addizione con acidi
organici o inorganici, come 1l'acido formico, Sali preferiti dei com

posti di formula I sono i sali fisiologicamente e farmaceuticamente

accettabilis

La presente invenzione si.riferisce anche a una composizione farma—
ceutica comprendente un composto di formula I o un sale di esso e
uno o pill veicoli farmaceuticamente accettabili, diluenti, preferi-
bilménte acqua, e/o0 eccipienti, quando utilizzata come farmaco rTi-
lasciante insulina, Come esempi di tali veicoli convenzionali posso
no essere citati i conservanti, per esempio metil o propil p-idros-
sibenzoato, e cloruro di sodio.

Qualungue nuova caratteristica 0 combinazione di caratteristiche

qui descritte & considerata essenziale,

Le abbreviazioni di tre lettere per gli amino acidi, qui utilizzate,
sono stabilite in J. Biol. Chém. 243 (1968), 3558. Per brevita, il
glucagone-(1-21)~eneicosapeptide qui é stato chiamato glucagone.
(1-21), e analogamente, questo avviene per il glucagone(1-23), per
il glucagone(1-35) e per il glucagone(1-26)., Inoltre, il des-penta
peptide-(22-26)-glucagone & stato chiamato des(22-26)glucagone.

I1 seguente esempio, che non viene tuttavia considerato limitativo,
& presentato per illustrare l'invenzione,

ESEMPIO

Una preparazione per somministrazione parenterale, contenente 1
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.mg di glucagone(1a21)ﬁ pér ml, pud essere preparata come segue:
1 g,diJQIucagone(1+21)ﬂ e 99 g di lattosio sono sciolti in un

7 litro d'acéua distillata e il valore del pH viene regolato a 7,0,
La soluzione viene poi sottoposta a filtrazione sterilizzante, La

soluzione sterile viene posta in 10 fiale in modo tale che ogni

fiala contenga 1,0 ml della soluzione, Le soluzioni'vengono poi

liofilizzate e le fiale vengono sigillate in condizioni asettiche.

La preparazione in ciascuna delle fiale deve essere sciolta in 1,0

ml di acqua sterile prima della somministrazione,

Ulteriori esempi di preparazione di prepérati contenenti glucagone
(1-21) sono descritti nella domanda di brevetto danese No. 2885/81.
Preparazioni contenenti altri composti di formula I sono ottenute

in ‘modo analogo.

ESPERIMENTO A:

Effetto sul rilascio-IRI in ratti in vivb.

10 ratti maschi, ceppo Wistar, 150 g (+/- 5 g) furono anestetizzati
‘con Pentobarbitale, Cateteri di polietilene furono inseriti nella
arteria carotide destra per il campionaménto del sangue, e nella

vena giugulare sinistra per le infusioni. I ratti furono divisi in
due.gruppi di cinque animali per ciascun gruppo. Un gruppo fu sotto-
posto a infusione con glucosio (1,5 mg/min) per 0-60 minuti (placebo)
e un gruppo fu sottoposto a infusione ¢on glucosio (1,5 mg/min) +
glucagone(1-21) (100,mg/kg/h) per 0-60 minuti. Il sangue fu campionato
in provette su ghiaccio  contenenti eparina (250 UI/ml) e aprotini-

na (600 KUI/ml) ai tempi O, 1, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minuti. L'in-
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«Sulina fu determinata mediante radioimmuno assay (RIA) sul plasma,
I risultati sono riportati-nella Tabella I qui sotto.
TABELLA 1

IRI, mU/ml.

Placebo 7 20 32 40 40 40 34 36

Glucagone (1-21) ! 18 43 48 63 56 56 60 __ 55

Tempo, min 0 1 10 20 30 40 50 60

ESPERIMENTO B:

Effetto sui livelli di glucosio plasmatico in ratti in vivo.

1. Somministrazione endovenosa, |

Ratti maschi Wistar furono preparati come descritto nell'Esperimeg
to A, Un gruppo di 5 ratti aveva una infusione endovenosa di gluco
sio (2 mg/min) per 0-30 minuti seguita da infusione di soluzione
fisiologica dello 0,9% con 1o 0,1% di HSA (human serum albumin, al
bumina di siero umana). Un gruppo di 5 ratti aveva un'infusione en
dovenosa di glucosio (2 mg/min) per 0-30 minuti, seguita da un'in-
fusione di 1 mg di-glucagbﬁe (1-21)7£;Aé§1uzione fisiologica con
HSA per 30-60 minuti, Vennero prelevati campioni di saﬁgue dall‘ar
teria carotide ai tempi 0, 2, 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50, e 60 minu
ti e 1 valori d4i glucosio ematiéb.furénd determihati mediante {1 me
todo della esochinasi in un autoanalizzatore, I valori di glucosio

ematico sono riportati nella Tabella II di sotto,.
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TABELLA TI

Glucosio ematico, mg/ml

Placebo 0,9 1,1 1,3 1,4 1,7 1,8 1,8 1,5 1;3 1,2

(1-21) 1,0 1,2 1,4 1,5 1,7 1,9 1,9 1,3 1,0 0,8

1
1
1
!
f
3
¥
Glucagone- |}
!
i

Tempo, min 0 2 5 10 20 25 30 40 50 60

2,_Somministrazione_perorale di glucosio.

L'effetto del glucagone(i~21) fu studiato in ratti durante un test

di tolleranza al glucosio orale, 20 ratti maschi wWistar furono di-
visi in 2 gruppi di 10 ratti e dosati come segue: entrambi i gruppi
furono dosati con glucosio (5 g/kg, per via perorale) a d e 60 minuti,
I1 gruppo placebo fu doséto con 1 ml di soluzione fisiologica allo 0,9%
con 10 0,1% di HSA, per via intraperitoneale, ai tempi O, 30, 60 e "
90 minufi. Lraltro gruppo fu dosato coﬁ glucagone{1-21) (1 mg/kg)

in soluzione fisiologica allo 0,9%, con HSA, ai tempi O, 30, 60 e

90 minﬁti. Campioni di sangue furono prelevati dalle code ai tempi

-5, 0,.15; 30, 45, 60, 90, € 120 minuti per la determinazione del
glucosio ematico, I valori di glucosio ematico sono riportati nella

Tabella III qui sotto.

TABELLA III

Glucosio ematico, mg/ml -

Placebo - 0,88 0,98 1,60 1,52 1,46 1,45 1,60 1,54
Glucagone-- :
(z21) 3982 0,98 1,32 1.9 1 23__1,36__1;37 1,37  _____

Tempo, min -5 0 . 15 30 45 60 90 120
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_ESPERIMENTO C:

Effetto sui livelli di glucosio ematico in maiali in vivo.

1. Somministrazione endovenosa,

L'effetto di glucagone(1-21) sui livelli d&i glucosio éel plasma
fu studiato durante una infusione endovenosa di glucosio. 4

maiali femmina (razza daneseé/Yorkshire) del peso di 30 kg (+/- 3.

kg)T‘Turono'dosati‘con'glucosio*(O:7'g/kg/h)‘SOttOEOrma‘di'infu-
sione endovenosa, e con la stessa infusione di glucosio + infusio
ne di glucagone(1-21) (100mg/kg/h) per 0-120 minuti. L'esperimen
to venne effettuato come esperimento cross—over, I maiali'furdno
sottoposti a infusione endovenosa con cateteri nell'orecchio, e
vennéro prelevati campioni di sangue dall'altro orecchio ai tempi
o, 15, 30, 45, 60, 75, 90G, 105 e 120 minuti. Il glucosio venne ana
lizzato mediante il metodo della esochinasi e i valori di glucosio
ematico sono riportati nella Tabella IV qui sotto.

TABELLA IV

Glucosio del piasma, mg/ml

=

placebo 7,0 1,7 2,1 2,2 2,3 2,3 2,3 2,2 2,3
Glucagone—

(1-21) +

glucosio 0,9 1,5 1,7 1,8 1,9 1,8 2,0 1,9 1,9
Tempo, min O 15 30 45 60 75 90 105 120

2, Somministrazione perorale di glucosioc.
L'effetto del glucagone(1—21) sui livellil di glucosio plasmatico, fu
studiato durante una prova di tolleranza al glucosio orale in maialiQ

4 maiali. furono trattati in un esperimento cross—o%ég‘con glucosio
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. (5 g/#g) per via perorale a 0 e 60 minuti + placebo (soluzione fi-
siologica con HSA) o glucagone(1-21) (1 mg/kg/h) per 0-120 minuti,
per via endovenosa; Campiohf ematici furono prelevati da una vena
dell‘'orecchio ai tempi -5, 10, 20, 30, 45, 60, 75, 96, 105, e 120
minuti, il glucosio ?ié;matico fu saggiato medianteiil métcdo della

esochinasi. I valori di glucosio plasmatico sono riportati nella

Tabella V qui sotto.

TABELLA V
Glucosio plasmatico, mg/ml
Placebo 0,8 1,3 1,8 2,2 2,5 2,5 2,7 2,8 2,7 2,4
Glucagone-~ ;- . :
(1-21) _ 4 o8 1,0 1,4 1,7 1,8 1,9 1,8 1,7 1,7 2,1
|
Tempo, min 1! -5 10 20 30 45 60 75 90 105 120

ESPERIMENTO D:

Studi dell'effetto del giucagone e del giucagone(1—21) sui livelli
di.glucosio‘plasmatico e di IRI plasmatica in ratti normoglicemici.
Glucagone (1 mg/kg) e una dose equimolecblare di glucagone(1-21),
cio2 0,77 mg/kg, furono iniettati per via endovenosa al tempo di
partenza (tempo: O minuti) a ratti maschi Wistar normalmente alimen
tati, del peso di 150 g (+/~ 5 g}. Vennero presi campioni di sangue
dal plesso orbitale ai tempi -5, 2, 5, 10, 15, 30, e 60 minuti, Il
glucosio ematico Fu_Saggiato in accordo con il metodo dellﬁ esochi
nasi, e 1l'insulina plasmatica fu saggiata mediante RIA. J1 glucago-
ne aveva un effetto significativo di aumento sul glucosio ematico e

sulla IRI plasmatica. Al contrario del glucagone, il glucagone(1—21)
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non ha effetto su questi parametri. Valori medi di glucosio emati

co (N = 10) sono riportéti nella Tabella VI qui sotto, e i valori

‘medi di IRI plasmatica (N = 10) sono riportati nella Tabella VII

pit sotto,.
| _ TABELLA VI )
Glucosio ematico, mg/ml
Glucagone p,9 1,2 1,3 1,3 1,4 1,5 1,1 S%anQ.di espe
Placebo M: 0,9__1,1 1,17 1,2 1,2 1,1 1,3 riﬁéﬁté 1 —

Glucagone(1-21)f{ 1,0 1,1 1,17 1,2 1,3 1,3 1,3 jgiorno di espe

Placebo 41,0 1,2 1,2 1,3 1.3 1,3 __1,3_lrimento 2

Tempo, min . -5 2 5 10 15 30 60

TABELLA VII

TRI plasmatica my/ml

@Glugagone 19 95 o8 82 67 53 17 __lgiorno di;espg
Placebo 17 25 28 23 20 _ 22 25 _Irimento 1
Glucagone{1-21)! 32 30 33 .35 .43 38 30 lgiorno di espe
Placebo Y13 20 20 22 24 22 _ 16 _irimento 2 _
Tempo, min 1 =5 2 5 10 15 30 60

ESPERIMENTO E:

studio della tossicita acuta,

10 mg di glucagone(1-21), somministrati per via endovenosa come
bolo a topolini  NMRI del peso di circa 20 g (cioé una dose
di circa 500 mg/kg di peso gorporeo) non avevano effetti contrari.

Non si verificarono morti.
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RIVENDICAZIONI

1. Uso, come agente di rilascio dell'insulina, 4i composti di for
mula generale I

R'-R" (1)
in cui R' rappresenta His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-3Ser-—

Lys—Tyr-Leu~-ASp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-, e R" rappresenta idrossi

la catena peptidica -Phe-val-Gln-Trp-Leu 0 -Met-Asn~-Thr o una corri

 spondente catena peptidica o un amind acido, identica a una delle ui
time due catene peptidiche menzionate,'fatté'ecqezione che un amino
acido o pill amino acidi sono stati omessi, o sali di essi.

2. Uso secondo la rivendicazione 1, caratterizzéto dal fatto che la

sequenza amino acidica nel composto di formula I & identica alla se
quenza in un frammento di glucagone.

3., Uso secondo la rivendicazione 1, caratterizzato dal fatto che R"
rappresenta pPhe, vVal, Gln, Trp, Leu, Met, Asn o Thr.

4. Uso secondo la rivendicazione 1, caratterizzato dal fatto che R"
rappresenté idrossi, ~Phe-Val-@Gln-~Trp-Leu o -Met-Asn-Thr.

5. Uso secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1, 2, e 4, carat

terizzato dal fatto che R" rappresenta idrossi.

6. Uso secorido una qualsiasi delle rivendicazioni precedenti, carat
terizzato dal fatto che il composto di formula I & utilizzato per

ii trattamento di diabetici.

7. Uso secondo la rivendicazione 6, caratterizzatb dal fatto che

il composto di formula I viene utilizzato per il trattamento .di

diabetici con funzione residua delle cellule beta,
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. 8. Uso secondo una; qualsiasi delle pfecedenti rivendicazioni, carat
terizzato dal fatfo che i1 composto di_formﬁlé I é utilizzato in
‘una quantita efficace. |

O Composi#ibne farméceutica che comprende una qﬁantita efficace di
un composto di formula 1, in accordo con. 1a rivendicazione 1, o un

sale di esso, in associazione con un-veicolo fisiologicamente ac-—

cettabilg adatto, con diluenti e/o eccipienti, quéndo ufilizzafb
come farmaco di rilascio dell'insuiina.

10, Composizione fafmaceutica%secondo la rivendicazione 9, carat-
terizzata dal fattéméhe comprende tra 7,5 € 75.000 g, preferibil--
mente tra 75 e 7500 mg, di un composto di formuia I o di un sale
di esso per unita di dosaggio.

11, Composizione farmaceutica secondo la:rivendicazione 9 o 10,
caratterizzata dal fatto che contiene un composto di formula I, in
cui la sequenza di ‘amino acidi & identica alla sequenza in un fram
mento di glucagone.

12, Composizione"farmaceutica'secondowle;rivendicazioni 9 o 10,
caratterizzata dal fatto che-contiene un composto di formula I,

in cui R" rappresenta Phe, Val; Gin, Trp, Leuw, Met, Asn, O Thr,
13. Composizione farmaceutica secondo le rivendicazioni 9 o 10,
caratterizgata dal Ffatto che contiene un composto di formula I,

in cui R" rappresenta idrossi, -Phe-Val-Gln-Trp-Leu O -Met-Asn-Thr.
14, Composizione farmaceutica secondo le rivendicazioni 9, 10 ©
13, caratterizzata dal fatto che contiene un composto di formula

I, in cui R" & idrossi.
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. 15. Uso di composti di formula I, specificati nella rivendicazione

1, preferibilmente dei composti utilizzati secondo una gualsiasi
delle rivendicazioni da 2 a 5, © di un sale di essi, per la prepa
razione di farmaci aventi un effetto di rilascio dell'insulina.

16. Composto di formula I specificato nella rivendicazione 1, prefe

ribilmente i composti utilizzati secondo una qualsiasi delle riven

dicazioni da 2 a 5, per 1'uso come agente rilasciante 1'insulina,
17. Un agente di rilascio di insulina caratterizzato dal fatto che
comprende un composto di formula I, specificato nella rivendicazio
ne 1, preferibilmente i composti utilizzati in accordo secondo una
gualsiasi delle rivendicazioni da 2 a 5,

18. Uso di un composto di formula I, specificato nella rivendica
zione 1, preferibilmente dei composti utilizzati in accordo con
una qualsiasi delle rivendicazioni da 2 a 5, per il trattamento di
persone aventi normalmente una produzione troppo bassa di insulina.
19, Metodo per il trattamento o per la prevenzione dell'iperglicemia,
caratterizzato dal fatto che si somministra, allo scopo di rila-
sciare insulina, un composto di formula I stabilito nella rivendi
cazione 1, preferibilmente i composti utilizzati in accordo con
una qualsiasi delle rivendicazioni da 2 a 5.

20, Qualunque nuova caratteristica o combinazione di caratteristji

che qui descritte,

Milano, 22 dicembre 1982 \
" Studio Consulenza Brevettuale srl

Nosina Biouchelds
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OGGETTQO - Domanda di brevetto per ‘invenzione indu

striale avente per titolo: "USO DI PEPTIDI ,COME MEDI

CAMENTI" depositata in data 22 dicembre 1982 al

n. 24915 A/82 a nome: NOVO INDUSTRI A/S, Novo Allé,

2880 BAGSVAERD (Danimarca)

Con riferimento alla domanda di brevetto in oggetto

si richiede che nel testo della descrizione vengeano

apportate le seguenti correzioni formali:

“POSTILLA N, 1

| A pagina n, 5, ottava riga dal basso, inserire una

parentesi rotonda subito dopo il numero "25",

POSTILLA N. 2

A pagina n, 10, ottava riga dal basso, far seguire

un trattino subito dopo 1'ultima parola della riga,

vale a dire "glucagone",

POSTILLA N. 3

A pagina n, 11, decima rigs dall'alto, si effettui

la stessa correzione :indicata in postilla n, 2.

POSTILLA N 4

A pagina n, 15, nell'ultima riga della tabella V,




sopprimere il purito esclamativo,.

Le suddette correzioni vengono_richieste a norma.

dell'art,49, D.P.R. 22/6/1979, n.338.

Con ossequi,

Milano, 5 gennaio 1983

iAllegati: ' ’ - T

* norates

2) 2 copieu@g;lg_pagingun.45;4ld+m11_e_15;_erraﬁe;—~

13)"2-copie~della pigina ‘H}i"20; “donteénents Le "postill

3% | Studio Consulanza Brevattuale sl
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ALLEGATO A

Rettifiche alla domanda di brevetto per invenzione industriale
dal %titolo: "Uso di peptidi come medicamenti" depositata in
data 22 dicembre 1982 al n. 24915 A/82 a nome: NOVO INDUSTRT
A/S, Novo Ailé, 2880 BAGSVAERD_(Danimarca), contenute in n. 4

postille richieste con istanza depositata il 5 gennaio 1983

—C et . — -_— e T - - ® . L )
. — t—t—i— -— e § o . 4 .

.
.

. - -
- - - L -

POSTILLA N. 1

A Dagina;n._j, ottava riga dal basso, inserire una
parentesi rotonda subito dopo il numero na2s5v.

POSTILIA N. 2

A pagina n. 10, ottava rig§"ga% bassqt_far seggire

un trattino subito dopo 1L'ultima parola della riga,

vale a dire "glucagone“.

POSTILLA N. 3

A pagina n., 11, decima riga dall'alto, si effettua

la stessa correzione indicata in postilla n. 2.

POSTILLA N, 4

A pagina n. 15, nell'ultima riga della tabella V,

§9ppgim@rgwil punto egsclamativo.

Per approvazione.

Milano, 5 gennaio 1983
Studio Consulenza Breveltuale sil.
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.tico su cellule grasse libere di ratto, in vitro, e dal loroc ef-
fetto sulltattivazione della adenilciclasi in vitro, sono di se-
condaria importanza paragonati agli effetti metabolici del gluca
gone, Non sonc stati trovati effetti metabolici dopo somminist=a
zione in vivo a ratti tenuti a digiuno o alimentati secondo le

tecniche usuali,

Per cul, 1 composti di formula I © 1 loro sali possono €ssere u-
tilizzati come agenti di rilascio @i insulina,. I composti.di for
mula I © 1 loro sali sono quindi utili per il trattamento di dia
betici, per esempio, di quelli con funzione residua di cellule
beta., I1 fatto che i composti di formula I mostrino anche effetto
spasmolitico ed effetto inibitore sulla secrezione acilda gastri-
ca, non ne precluderd 1'uso come agenti di rilascio dell'insulina
in molti, se non in tutti i casi. Al contrario, la combinazione
degli effetti potra provocare un vantaggio, per esempio, nei dia-
betici di tipo 2,

Come esempi specifici possono essere menzionati 1 Comgggéir?EEiIijj
di formula I: glucagone{i-21), glucagone(1-23), gluca;Z;;E:t:gl/~_
glucagone(1-26) e des(22-26)glucagone. I rimanenti composti di
formula I e i loro sali possono essere preparati mediante metodi
che, dgeneralmente, sono noti nella sintesi peptidica, e in rela-
zione a ci¢ si fa riferimento, per esempio, a: domanda di brevet
to danese No. 2885,81; Hoppe-Seyler's Z. Physiol.Chem, 362 (1981),
665 ~ 677; Methoden der Organischen Chemie (Houben—Weyl), Fd.:

Miller, vol., ¥V/1 + 2, G, Thieme Verlag, Stuttgart, 1974; The Pep

! _—
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.cilmente, per esempio, dal glucagone naturale. Come esenpi di sali
di composti di Fformula I possono essere citati i sali di sodio, po
tassio, magnesio, calcio e zinco e 1 sali di addizione con acidi
organici o in~~ganici, come l'acido formico., Sali preferiti dei com
posti 4di formula I sono i sali fisiologicamente e farmaceuticamente

accettabili.

La presente invenzione si riferisce anche a ﬁna composizione farma-

ceutica comprendente un composto di formula I o un sale di esso €

uno o pit veicoli farmaceuticamente accettabili, diluenti, preferi-

bilmente acgua, e/0 eccipienti, quando utilizzata come farmaco ri-

lasciante insulina., Come esempi di tali veicoli convenzionali poOSsoO

no essere citati i conservanti, per esempio metil o propil p-idros-

sibenzoato, e cloruro di sodio,

Qualunque nuova caratteristica o combinazione di caratteristiche

kA

qui descritte & considerata essenziale,

Le abbreviazioni di tre lettere per gli amino acidi, qui utilizzate,

sono stabilite in J. Biol. Chem. 243 (1968), 3558. Per brevita, il
o T!L(_ﬁu_zl. ’

glucagone-{1-21)-eneicosapeptide qui & stato chiamato glzggigzg}/nﬁh/

(1-21), e analogamente, questo avviere per il glucagone(1-23), per

il glucagone(1-25) e per il glucagone(1-26), Inoltre, il des-penta

peptide-(22-26 )-glucagone & stato chiamato des(22-26)glucagone.

I1 seguente esémpio, che non viene tuttavia considerato limitativo,

€ presentato per illustrare l'invenzione.

ESEMPIO

Una preparazione per somministrazione parenterale, contonenie 1
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.mg di glucagone(1-21) per ml, pud essere preparata come segue:

1 g di giucagone(1-21) e 99 g di lattosio sono sciolti in un
litro d'acqua distiliata e il valore del pH yiene regolato a 7,0,
La saluzione viene poi sottoposta a filtrazione sterilizzante, La
soluzione sterile viene posta in 10 fiale in modo tale che ogni

fiala contenga 1,0 ml della soluzione. Le soluzioni vengono poi

liofilizzate e le fiale vengono sigillate in condizioni asettiche.
La preparazione in ciascuna delle fiale deve essere sciolta in 1,0

ml di acqua sterile prima della somministrazione. FﬂS7VQLA N‘3

Ulteriori esempi di preparazione di preparati contenenti glucagon
(1-21) sono descritti nella domanda di brevetto danese No. oBBS/81.
Preparazioni contenenti altri composti di formula I sono ottenute

in modo analogo.

ESPERIMENTO A:

Effetto sul rilascio-IRI in ratti in vivo.

10 ratti maschi, ceppo Wistar, 150 g (+/- 5 ¢g) furono anestetizzati
con Pentobarbitale. Cateteri di polietilene Ffurono inseriti nella
arteria carotide destra per il campionamento del sangue, e nella

vena giugulare sinistra per le infusioni. I ratti furono divisi in
due gruppi di cinque animali per ciascun gruppo. Un gruppo fu sctto-
posto a infusione con glucosio (1,5 mg/min) per 0-60 minuti {plracebo)
€ un gruppo fu sottoposto a infusione con giucosio (1,5 mg/min) +
glucagone(1-21) (100,mg/kg/h) per 0-60 minuti. Il sangue fu campicnat
In provette su ghiaccio contenenti eparina (250 UI/ml) e aprotini-

na (600 KUI/ml) ai tempi O, 1, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minuti, L'in-

4
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. (5 g/kg) per via perorale & 0 e 60 minuti + placebo (soluzione fi-
siologica con HSA) o glucagone(1-21) (1 mg/kg/h) per 0-120 minuti,
per via endovenosa. Campioni ematici furono prelevati da una vena
dell'orecchio ai tempi -5, 10, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 105, e 120
minuti, i1 glucosio plasmatico fu saggiato mediante il metodo della

esochinasi. I valori di glucosio plasmatico sono riportati nella

Tabella V qui sotto.
TABELLA V

Glucosio plasmatico, mg/ml

1
1
f
!
1

Placebo 0,8 1,3 1,8 2,2 2,5 2,5 2,7 2,8 2,7 2,4
Glucagone— | :
(1-21) 0,8 1,0 1,4 1,7 1,8 1,9 1,8 1,7 1,7 2,1

1
' .
Tempo, min ¥1)=5 10 20 30 45 60 75 90 105 120

ESPERIMENTO \13:\3 Po<T | LL7°¥ NE L[

studi delltleffetto del glucagone e del glucagone(1~21) sui livelli

di glucosio plasmatico e di IRI plasmatica in ratti normoglicemici.
Glucagone (1 mg/kg) e una dose equimolecolare di glucagone(1-21),
cioé 0,77 mg/kg, Ffurono iniettati per via endovenosa al tempo di
partenza (tempo: O minuti) a ratti maschi Wistar normalmente alimen
tati, del peso di 150 g (+/- 5 g). Vennero presi campioni di sangue
dal plesso orbitale ai tempi -5, 2, 5, 10, 15, 30, € 60 minuti. Il
glucosio ematico fu saggiato in accordo con il metodo della esochl
nasi, e 1lfinsulina plasmatica fu saggiata mediante RIA, I glucago-
ne aveva un effetto sigrnificativo di aumento sul glucosio ematico e

sulla IRI plasmatica, Al contrario del glucagone, 11l glucagone(1—21)
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