PRIHLASKA VYNALEZU

zverejnéna podle § 31 zdkona ¢. 527/1990 Sb.

(19) (22) Ptihlaeno: 15.10.2002
CESKA (32) Datum podani prioritni phihladky:  16.10.2001
REPUBLIKA (31) Cislo prioritni ptihlésky:  2001/329330

(33) Zemé priority:  [JS
(40) Datum zvefejnéni ptihlasky vynalezu: 12.01.2005

(Véstnik & 1/2005)
(86) PCT ¢isto:  PCT/US2002/032904

(87) PCT &islo zvefejnzni: WO 2003/033808

URAD )
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI{

(21) Cislo dokumentu:

2004-479

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. CL :
A 61K 3817
AG61P 3/10

(71) PtihlaSovatel:

GMP ENDOTHERAPEUTICS, INC., Fort Lauderdale,
FL, US

(72) Pavodce:
Vinik Aaron I, Norfolk, VA, US
Rosenberg Lawrence, Montreal, CA
Pittenger Gary, Virginia Beach, CA, US
Taylor-Fishwick David, Norfolk, VA, US
Salem Michael, Ft. Lauderdale, FL, US
Mohrhand Scott, Plantation, FL, US

(74) Zastupce:
PATENTSERVIS PRAHA as., Jivenska 1273/1, Praha
4, 14021

(54) Nazev piihlasky vynélezu:
Farmaceuticky prostfedek, jeho pouZiti a
sestava ho obsahujici

(57) Anotace:
PiedloZené fedent se tyka farmaceutického prostiedku
obsahujiciho INGAP peptid, jeho pouZiti a sestava, kterd tento
farmaceuticky prostiedek obsahuje. Je popsano také jeho
dévkovani. Prostfedek je schopen regenerovat funk&ni
Langerhansovy ostriivky.

CZ 2004 -479 A3




Oblast techniky

Predlozeny vynélez se tyka farmaceutického prostiedku, jeho pouZiti a se-

stavy, ktera ho obsahuje.

Dosavadni stav techniky

Hmotnost bunék pankreatickych ostrivkl se u diabetes mellitus typu I, one-
mocnéni, u néhoZ progresivni autoimunitni reakce vede k selektivni destrukci B-bu-
nék produkujicich inzulin, ztraci. U diabetes mellitus typu I, tak zvaném onemocnéni
s nastupem u dospélych, ale také zvysujicim se u mladych lidi s nadvahou, mize byt
hmotnost B-bunék sniZena aZ na 60 % normaini hiadiny. Pocet funguijicich B-bunék
v pankreasu ma rozhodujici vyznam pro vyvoj, pribéh a nastup diabetu. U diabetu
typu | dochazi ke snizeni hmotnosti B—bunék na méné nez 2 % z normalu. | pfi in-
tenzivni rezistenci na inzulin, jak k tomu dochézi u diabetu typu ll, dochazi k vyvoji
diabetu pouze tehdy, jestlize existuje nepfiméfené kompenzacni zvyseni hmotnosti
B-bunék. Vyvoj kterékoliv z hlavnich forem diabetu mize byt tedy povazovan za
selhani adaptivniho riistu B-bunék a nasledujici nedostateCnosti sekrece inzulinu.
Schopnost stimulovat rast ostrlvki a B-bunék z prekurzorovych bunék, znama jako

neogenese ostrivky, by byla novym a pfitazlivym pfistupem pro zlepseni diabetu.

V serii pokusti byl pripraven pankreaticky extrakt, nazvany ilotropin. Bylo
ukazano, ze stimuluje neogenesi B-bunék z pied tim existujicich bunék souvisejicich
s systémem pankreatického vyvodu. Na zakladé hypotézy, Ze transformace bunék
pankreatického vyvodu vedouci k neogenesi ostrGvka je zavisla na endogennich
rastovych faktorech, genech a proteinovych produktech, byl proveden vyzkum
identifikace aktivni slozky v ilotropinu. Tato linie vyzkumu vedia k objevu nového
genu a s nim souvisejiciho proteinu, proteinu souvisejiciho s neogenesi ostravk
(INGAP).




Bylo ukazéno, ze INGAP peptid (INGAP'*'®)  sekvence 15 aminokyselin ob-
sazena v INGAP o 175 amiokyselinach, stimuluje proliferaci bunék vyvodu u kiecka.
INGAP peptid jsou aminokyseliny 103 az 117 sekvence id. €. 2 z USA patentu ¢.
5834 590, ktery je zde zahrnut jako odkaz.

Podstata vynalezu

Predlozeny vynalez se tyka rezim{ davkovani a pripravki s INGAP peptidem.
Je ukazano, Ze zde popsany piipravek ma prijatelnou stabilitu jako farmaceutické
ginidlo a pfiméfenou bezpeénost pri klinickych pokusech u lidi. Déle je ukazano, ze
takto pfipraveny INGAP peptid regeneruje funkéni bufiky ostrivkd, které si ucho-

vavaji normalni regulaci zpétné vazby.

Predmétem pfedliozeného vynalezu je tedy ziskat farmaceuticky pfijatelny a
stabilni prostfedek INGAP peptidu, ktery je zahrnut v neogenesi Langerhansenovych

ostrivku.
Jinym predmétem tohoto vynélezu je ziskat zplsoby lé¢eni diabetu u savcd.

Jesté jinym predmétem vynalezu je ziskat zplsoby léceni regulace abnor-

maini fysiologické glukosy u savcu.

Jesté jinym predmétem tohoto vyndlezu je ziskat zpGsoby zvy$eni poCtu

pankreatickych beta bunék nebo Langerhansovych ostrlivk( u savcl.

Jedté jinym predmétem vynalezu je ziskat zplsob léCeni savcl tim, Ze savci

dostanou transplanty bunék ostravku.

Jesté jinym predmétem vynalezu je ziskat zpusob léceni indukovanim dife-

renciace predku pankreatickych bunék.

Véechny zde uvedené dokumenty jsou zde zahrnuty odpovidajici ¢asti jako
odkaz. Citaci jakéhokoliv dokumentu nelze vylozit jako pfijeti, Zze jde o pfedchozi

oblast techniky vzhledem k pfedioZzenému vynalezu.




V nasledujici ¢asti popisu budou struéné popsany grafy a obrazky.

Obrazek 1 ukazuje ARIP bunky (bunécna linie krysiho pankreatického vyvo-

du), osetrené INGAP peptidem, ukazujici zvySeni po&tu bunék zavisejici na davce.

Obrazek 2 ukazuje zvys$eni hmotnosti bunék ostrivkl po podani INGAP nor-

malnim syrskym kifeckim.

Obrazek 3 ukazuje ¢asovy prubéh glukosy v krvi po podani INGAP peptidu
nebo solného roztoku diabetickym mysim C57BL/6J, jejichz diabetes byl indukovan

streptozotocinem.

Obrazek 4 ukazuje normaini distribuci inzulinu a glukagonu ve slinivce bfisni
diabetickych mysi C57BL/6J, jejichz diabetes byl indukovan streptozotocinem, které

byly [&éCeny INGAP peptidem.

Obrazek 5 ukazuje, ze INGAP peptid stimuluje expresi PDX-1 v bunkéach stény
pankreatického vyvodu mysi C57BL/6J.

Obrazek 6 ukazuje histologické srovnani slinivky bfisni odebrané mySim
C57BL/6J osetienych streptozotocinem a streptozotocinem s naslednym lécenim
INGAP.

Obrazek 7 ukazuje zvy$eni % plochy tkané imunoreaktivni na inzulin u nor-

malnich mysi IéCenych INGAP peptidem po dobu 31 dne.

Obrazek 8 ukazuje zvysSeni % plochy tkané imunoreaktivni na inzulin u nor-

malnich psu lécenych INGAP peptidem po dobu 34 dnd.

V dalsi ¢asti je uveden podrobny popis vynalezu. Nejdfive bude uveden se-

znam definici pojmu, které jsou zde pouzivany.

,Farmakologicky prijatelna stl* znamena kationtovou sul vytvofenou na jaké-

koliv kyselé (napf. karboxylové) skupiné nebo jakoukoliv aniontovou stil vytvoienou




na jakékoliv bazické (napf. aminové, alklylaminové, dialkylaminové, morfolinové a
podobné) skupiné sloucenin podle vynalezu. Jelikoz IGAP peptid je obojetny, je
mozna a pfijatelna jakakoliv stl. Mnohé takové soli jsou znamy v oblasti techniky.
Mezi vyhodné kationtové soli patfi, ale bez omezeni na né, soli alkalickych kovu (jako
jsou sodné a draselné), soli kovu alkalickych zemin (jako jsou hoiCik a vapnik) a
organické soli, jako jsou amonné soli. Mezi vyhodné aniontové soli patfi halogenidy,
sulfonaty, karboxylaty, fosfaty a podobné. Jasné uvazovanymi mezi témito solemi
jsou adiéni soli, které mohou poskytovat optické centrum, kde pied tim zadné nebylo.
Napfiklad ze slouéenin podle pfedlozeného vyndlezu se mlze pfipravit chiraini sul
vinanu. Tato definice zahrnuje takové chiralni soli. Uvazované soli jsou netoxicke v
mnozstvich podavanych pacientovi — zivocichovi, savci nebo ¢lovéku. Mezi priklady
pFistusnych adiénich soli s kyselinou patfi, ale bez omezeni na né, chlorid, bromid,
jodid, siran, hydrogensiran, acetat, trifluoracetat, dusiénan, citrat, fumarat, mraven-
gan, stearat, sukcinat, maleinat, malonat, adipat, glutarat, laktat, propionat, butyrat,
vinan, methansulfonat, trifluormethansulfonat, p-toluensulfonat, dodecylsulfat, cyklo-

hexansulfamat a podobne,

,Biologicky hydrolyzovateiné estery“ jsou estery sloucenin podle vynalezu, u
nichz ester v podstaté neinterferuje, s vyhodou neinterferuje, s biologickou aktivitou
slougeniny, nebo u nichz se ester snadno prevadi v hostiteli tak, ze poskytuje ucin-
nou slouéeninu. V oblasti techniky je znamo mnoho takovych ester(, jak je popsano
v USA patentu & 4 783 443, Johnston a Mobashery, 8. listopadu 1988. Mezi takové
estery patii niz$i alkylestery, niz$i acyloxyalkylestery (jako jsou acetoxymethyl,
acetoxyethyl, aminokarbonyloxymethyl, pivaloyloxymethyl a pivaloyloxyethylestery),
laktonylestery (jako jsou ftalidyl a thioftalidylestery), niz$i alkoxyacyloxyalkylestery
(jako jsou methoxykarbonyloxymethyl, ethoxykarbonyloxyethyl a isopropoxykarbo-
nyloxyethylestery), alkoxyalkylestery, cholinové estery a alkylacylaminoalkylestery

(jako jsou acetamidomethylestery).

Pojem ,lééeni* se zde pouziva tak, Ze znamena, alespon podani slouceniny
podle piedioZzeného vyndlezu pro zmiméni onemocnéni souvisejiciho s regulaci
abnormalni fysiologické glukosy u subjektu, s vyhodou u savéiho subjektu, vyhodnéji
u ¢lovéka. Pojem ,lédeni“ tedy zahrnuje: prevenci poruch zpusobenych regulaci

abnormalni fysiologické glukosy u subjektu, zviasté tehdy, kdyz subjekt ma disposici




k ziskani tohoto onemocnéni, ale jesté toto onemocnéni nebylo diagnostikovano,
inhibovani poruchy zpUsobené abnormalni regulaci fysiologické glukosy a/nebo
zmirnéni nebo zastaveni poruchy zplsobené abnormalni regulaci fysiologické gluko-
sy. Pokud jde o zplsoby podle pfediozeného vynalezu, které se tykaji pfedchazeni
poruchy zplUsobené abnormalni regulaci fysiologické glukosy, je tomu tfeba rozumét
tak, Ze pojem ,predchazet’ nevyzaduje, aby stav onemocnéni byl Upiné zlikvidovan
(viz Webster's ninth collegiate dictionary). Spise, jak je zde pouzZivan, pojem pied-
chazeni oznacuje schopnost zruéného odbornika identifikovat populaci, ktera je
vnimava na poruchy vyvolané abnormalni regulaci fysiologické glukosy, tak, ze k
podani slouc¢enin podie preloZzeného vynalezu mlze dochazet pfed nastupem poru-
chy zplsobené abnormalni regulaci fysiologické glukosy. Tento pojem neznamena
to, ze stavu onemocnéni se lze uplné vyhnout. Populace, u které existuje riziko
poruchy vyvolané abnormalni regulaci fysiologické glukosy (napf. diabetes typu | a
typu 1), je takova populace, ktera ma genetickou predisposici k diabetu, jak na to
ukazuje historie onemocnéni v rodiné. Mezi dalsi rizikové faktory patfi obezita a

dieta.

Vyroba a stabilita: INGAP peptid je sekvence 15 aminokyselin sestavajici
z aminokyselin &islo 104 az 118 obsazenych v pfirodnim INGAP sestavajicim ze 175
aminokyselin. INGAP peptid mUzZe byt syntetizovan jakymikoliv rozmanitymi zpasoby
znédmymi v oblasti techniky, i kdyz vyhodnymi zpUsoby syntézy jsou 9-fluorenyl-
methoxykarbonylové (Fmoc) syntézy v pevné fazi. Vyhodnou formou INGAP peptidu
je INGAP peptid ve formé farmaceuticky pfijatelné soli, s vyhodou acetatu. Tvorba
soli peptidd je v oblasti techniky znama. Fmoc syntéza je popséana v USA patentu ¢.
4 108 846. Fmoc pouziva piperidiny pro Stépeni methoxykarbonylove skupiny (moc)
a trifluoroctové kyseliny (TFA) pro od$tépeni peptidu z pryskyfice. INGAP vyrobeny

podle tohoto zplsobu se mize snadno vydistit preparativni HPLC chromatografii.
INGAP peptid ma nasledujici sekvenci aminokyselin:

NH.-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Ser-His-Gly-Thr-Leu-Pro-Asn-Gly-Ser-COOH
(sekv. id. &. 3).




INGAP peptid ma chemicky vzorec CssHiooN20022, molekulovou hmotnost

1501,6+1 a specifickou rotaci -103,2 ° v 1% kyseliné octové.

Struktura INGAP peptidu je potvrzena aminokyselinovou analyzou, pfi které se
molekula INGAP peptid hydrolyzuje na aminokyseliny, ze kterych sestava. Mnozstvi
aminokyselin se kvantitativné vyhodnoti. Ukazuje se, Ze jsou pfitomny v pfesném
molarnim poméru ve vztahu k molekulové struktufe. Molekulova hmotnost tohoto
peptidu se mize stanovit pouzitim hmotnostni spektrometrie elektrosprejem a mela

by byt s souhlasu s vypoctenou, teoretickou hmotnosti molekuly (1501,6+1 hmot-

nostni jednotka).

Pro potvrzeni toho, Ze syntetickd molekula je biologicky aktivni, se muze
pouzit biotest pro potvrzeni této aktivity. V tomto testu se pouzivaji bunky ARIP,
bunééna linie krysiho pankreatického vyvodu, ziskané z ATCC (Manassas, Va.).
Buriky se kultivuji na kultivaéni desce o 96 jamkach v mnozstvi 10 000 bunék na
jamku. Kultivace probiha 24 hodiny v mediu DMEM (Dulbeccovo minimalni esen-
cialni medium), které obsahuje 10 % hmotn. plodového hovéziho sera. Po 24 ho-
dinach se toto medium nahradi mediem DMEM bez sera. Duplikatni jamky byly
odetfeny riiznymi davkami (0, 107 a 10 g/ml) INGAP peptidu. Po 21 hodiné se
medium doplni o bromdeoxyuridinovy (BrdU) labelujici roztok z ELISA sestavy pro
proliferaci BrdU bunék (Roche Molecular Biochemicals) a kultivuje se dalsi 3 hodiny.
Po 24 hodinach se buriky su$i 60 minut pfi 60 °C, fixuji se a denaturuji. Vystavi se
pusobeni BrdU protilatky po dobu 90 minut a vyvijeji se 15 minut, vée podie pokynli
v sestavé. BrdU znadéeni se kvantitativné vyhodnoti na zafizeni Wallac Victor 1420
Muitilabel Counter. Vysledky se srovnavaji se standardni kfivkou rGstu bunék na
stejné kultivacéni desce, vyseté v hustotach od 100 do 20 000 bunék na jamku. Jak je
ukazano na obrazku 1, jestlize se pouziva tento test, dochazi k priblizné 1,6-nasob-
nému zvySeni poétu bunék pfi srovnani s kontrolami v kulturéch osetfenych 0,1 pug/mi

INGAP peptidu.

Stabilita INGAP peptidu: Stabilita se stanovi srovnavanim rliznych parametru,
mezi které patfi, ale bez omezeni na ne, stupen Cistoty, celkova procenta necistoty,
procento jednotlivych necistot (jak se stanovi HPLC nebo jinym vhodnym kvan-

titativnim zplsobem), vzhled a obsahy vody ve vzorku. Pro stanoveni jakéhokoliv




zvy$eni hladin degradacnich produktli vzhledem k hladiné INGAP peptidu se mize
pouzit HPLC. Vzorky INGAP peptidu (jak roztok tak lyofilizovany prasek) se skladuiji
za rlznych teplot, v pfitomnosti nebo nepfitomnosti vihkosti, ve svétlych nebo tma-
vych ampulkéch. Degradace béhem ruznych podminek skladovani vede ke zvyseni
necistot a k poklesu obsahu INGAP peptidu. Je Zadouci, aby pfipraveny vzorek byl
CistSi nez z 80 %, s vyhodou Gistsi nez 90 %, vyhodnéiji CistSi nez 95 % a nejvy-

hodnéji Cistsi nez 97 %.

INGAP peptid jako lyofilizovany prasek je stabilni za rdznych podminek
skladovani. Cistota INGAP peptidu se za téchto podminek uchovéva a degradadnich
produktl je méné neZ jsou prijateiné hodnoty. Dal$i skladovani az po dobu $esti

mésicl nezpUsobuje Zadnou pozorovatelnou degradaci INGAP peptidu.

Prostiedky: Dalsim aspektem tohoto vynalezu jsou prostfedky, které obsahuiji:
a) bezpecné a ucinné mnozstvi peptidu podle predlozeného vynalezu a b) farma-
ceuticky pfijateiny nosi¢. Pouzivaji se standardni farmaceutické pfipravky, jako jsou
ty, které jsou popsany v Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing

Company, Easton, Pa., posledni vydani.

,Bezpetné a efektivni mnozstvi® znamena takové mnozZstvi peptidu podle
vynalezu, které je dostateéné pro vyznamné indukovani positivni modifikace stavu,
ktery ma byt léCen, ale dostateéné nizké pro to, aby se obesly vazné vedlejsi Ucinky
(jako je toxicita, podrazdéni nebo alergicka odpovéd) u zivocicha, s vyhodou u sav-
ce, vyhodnéji u Clovéka, ktery to potrebuje, pfiméfené s oduvodnitelnym pomeérem
pfiznivy ucinek/riziko, jestlize se pouziva zpusobem podle vynalezu. Toto specifické
,bezpetné a ucinné mnozstvi“ bude ziejmé rozdilné podle takovych faktor(, jako jsou
piislusny stav, ktery ma byt léCen, fyzicky stav subjektu, doba trvani [é¢eni, povaha
souCasné terapie (pokud néjaka existuje), specificka davkova forma, ktera se pou-
Ziva, pouzity nosi¢, rozpustnost peptidu v tomto nosici a davkovaci rezim, ktery je pro
prostiedek vyzadovan. Zruény odbornik z oblasti techniky mlize pouzit nasledujici
citace pro stanoveni ,bezpe¢ného a efektivniho mnozstvi“ v souladu s predlozenym
vynalezem: Spilker B.: Guide to Clinical Studies and Developing Protocols, Raven
Press Books, Ltd., New York, 1984, str. 7 az 13 a 54 az 60, Spilker B.: Guide to
Clinical Trials, Raven Press, Ltd., New York, 1991, str. 93 aZ 101, Craig C a Stitzel




R., red., Modern Pharmacology, druhé vydani, Little, Brown and Co., Boston, 1986,
str. 127 az 133, T. Speight, red., Avery’s Drug Treatment: Principles and Practice of
Clinical Pharmacology and Therapeutics, treti vydani, Williams and Wilkins,
Baitimore, 1987, str. 50 az 56, a R. Talladria, R. Raffa a P. McGonigle: Priniciples in
General Pharmacology, Srpinger-Verlag, New York, 1988, str. 18 az 20.

Peptid podie vynalezu se rozpusti nebo se suspenduje ve farmaceuticky pfi-
jatelném pufru. Pufr, ve kterém je peptid rozpustén, maze oviiviovat pH, rozpustnost
a tedy biologickou dostupnost peptidu. Vybér pufru zavisi na sloZzeni peptidu, na
zpusobu podavani a na rozsahu rozpustnosti, ktera je pro peptid vyZadovana, na
zivotnosti peptidu ve fysiologickém stavu a na pH a pufrovaci schopnosti fysiologické
kapaliny. Hodnota pH vhodného pufru muze byt blizko hodnoty pK, peptidu nebo
mizZe zaviset na fysiologickém stavu systému, kam se ma peptid dodavat. Mezi
vhodné pufry patfi, ale bez omezeni na né, fosfat, acetéat, uhli¢itan, hydrogenuhli-

Citan, glycin, citrat, imidizol a dalsi. Zviasté vyhodnym pufrem je acetétovy pufr.

Vedle pfedmétného peptidu prostiedky podle piediozeného vynalezu obsahuji
farmaceuticky pfijatelny nosi¢. Pojem farmaceuticky pfijatelny nosi¢*, jak je zde
pouzivan, znamena jedno nebo vice sluciteinych pevnych nebo kapalnych plnidel,
fedidel nebo latek uzavirajicich prostredek do tobolky, které jsou vhodné pro po-
davani zivo€ichovi, s vyhodou savci, vyhodnéji ¢lovéku. Pojem siuciteiny”, jak se zde
pouziva, znamena, ze slozky prostiedku jsou schopny smichat se s pfedmétnym
peptidem a navzajem mezi sebou, takovym zpusobem, Ze nedochazi k zadné inter-
akci, ktera by podstatné snizila farmaceutickou Géinnost prostfedku za podminek
obvyklého pouzivani. Farmaceuticky pfijatelné nosi¢e musi mit ovéem dostatec¢né
vysokou Cistotou a dostateéné nizkou toxicitu, aby byly vhodné pro podavani zivo-
¢ichovi, s vyhodou svaci, vyhodnéji Clovéku, ktery ma byt Iécen. Vybér farmaceuticky
pfijatelného nosice, ktery se ma pouzivat s pfedmétnou slouceninou, je v zasadé dan
zplsobem, kterym se ma peptid podavat. Jestlize se predmétny peptid podava
injek¢né, vyhodny farmaceuticky prijatelny nosi¢ se pripravuje sterilni, s koloidnim

suspendacnim Cinidlem slucitelnym s krvi.

Mezi farmaceuticky pfijatelné nosi¢e pro systémové podavani zvlasté patfi

cukry, Skroby, celulosa a jeji derivaty, slad, Zelatina, talek, siran vapenaty, rostlinné




oleje, syntetické oleje, polyoly, kyselina alginova, roztoky fosfore¢nanového pufru,
emulgacni ¢inidla, isotonicky solny roztok a apyrogenni voda. Mezi vyhodné nosice
pro parenteralni podavani patfi propylenigykol, ethyl-oleat, pyrrolidon, ethanol a
sezamovy olej. Farmaceuticky pfijatelny nosi¢ je v prostfedcich pro parenteralni
podavani s vyhodou obsazen v mnozstvi alespornt 90 % hmotn. z celkové hmotnosti

prostredku.

Prostredky podle prediozeného vynalezu se s vyhodou pfipravuji v jednotkové
davkové formé. Pojem ,jednotkova davkova forma“, jak se zde pouziva, znamena
prostfedek podle tohoto vynalezu, ktery obsahuje takové mnozstvi INGAP peptidu,
které je vhodné pro podavani zivocichovi, s vyhodou svaci, vyhodnéji ¢lovéku, v je-
diné davce souladu s dobrou lékarskou praxi. Tyto prostfedky s vyhodou obsahuiji od
0,1 mg do 300 mg, vyhodnéji od 5 mg do 150 mg, INGAP peptidu. Frekvence lé€eni
prostifedkem podie tohoto vynalezu mize byt zménéna tak, aby se dosahlo zadané
jednorazové podané davky a rovnéz tak, aby nedoslo k vedlejsim uéinkim. Mezi
neomezujici pfiklady ¢asového schéma podavani patfi denné, dvakrat denné, tiikrat
denné, tydné, jednou za dva tydny, mésicné a jejich kombinace. Prostfedek podie

vynalezu se mize podavat také jako kontinualni infuze.

Prostfedek podle tohoto vynalezu muize existovat v jakékoliv formé, ktera je
vhodna, napfiklad pro oralni, mistni, nosni nebo parenteralni podavani. Podie pfi-
slusného zplsobu podévani se mohou pouZivat rozmanité zadané farmaceuticky
pfijatelné nosiCe dobfe znamé v oblasti techniky. Mezi né patfi kapaina nebo pevna
plnidla, fedidla, hydrotropni &inidla, povrchové aktivni &inidla a latky po zahrnuti
prostiedku do tobolek. Mezi pfipadné farmaceuticky aktivni materialy patii ty, které
podstatné neinterferuji s aktivitou INGAP peptidu, Mnozstvi nosi¢e pouzivaného u
INGAP peptidu je dostate¢né pro to, aby poskytlo praktické mnozstvi materialu pro
podavani jednotkové davky INGAP peptidu. Zplsoby a prostfedky pro vyrobu dav-
kovych forem uzitecnych ve zplsobech podie tohoto vynalezu jsou popsany v nasle-
dujicich odkazech: Modern Pharmaceutics, kapitoly 9 a 10 (Banker & Rhodies, red.,
1979), Lieberman a spol.. Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets (1981), a Anlse:

Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, druhé vydani (1976).
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Pripravek s INGAP peptidem: Vyhodnym pripravkem s INGAP peptidem je
roztok pro injekce pouzivajici steriini vodu a chlorid sodny, ten podle potreby

pro Upravu tonicity roztoku, ve &tyfech rGznych koncentracich: 0, 7,5, 30 a 120
mg/0,5 ml/ampulku. Pro Upravu hodnoty pH na vyhodnou uroven se, podle nutnosti,
mdze pouzit kyselina chlorovodikova a hydroxid sodny. DalSi koncentrace se mohou

pfipravovat ziedénim vy$sich koncentraci zasobniho roztoku pouzitim isotonického

solného roztoku. Zfedéni neovliviiuje biologickou aktivitu INGAP peptidu.

Takto pfipraveny pripravek s INGAP peptidem je stabilni v rozmezi pH 4 az 6,
jestlize je skladovan pfi 5 °C a jestlize je umistén bud v tmavé nebo svétié nadobé.

Nékdy se vSak pozoruje degradace, jestlize je prostiedek skladovéan pii 25 °C.
Degradace je ziejméjSi u prostredku s pH 6 nez u prostiedku s pH 4,5. Zda se, ze
INGAP peptid je stabilnéjsi, jestlize je skiadovan pod 8 °C a pod pH 6.

Priklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1

Roztok INGAP peptidu pro injekce

Pfipravi se roztok 120 mg INGAP peptidu s nasledujici hodnotami:

Tabulka 1

parametr specifikace

vzhied ¢iry bezbarvy roztok

test kazda ampulka obsahuje 90,0 % az 110,0 %
INGAP peptidu

necistoty kazda necistota: 1,0 %
celkem nedistoty: 3,0 %

pH 40az50

bakterialni endotoxiny
sterilita

NMT 2,92 EU/mg
vyhovuje normé USP
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Priklad 2
Podavani INGAP peptidu normalnim kfeckim

Byly studovany ucinky INGAP peptidu na tvorbu ostrivkl u normalnich kieé-
kG. INGAP peptid (5 mg/kg; 25 mg/m?) byl podavan intraperitoneainé denné po dobu
4 tydn(. Hmotnost B-bunék byla hodnocena po 10 dnech a po 30 dnech. Lédeni
INGAP peptidem vedlo k vyznamnému zvySeni poctu ostrivk( pfi srovnani se Zivo-
gichy, kterym bylo podévéano placebo, obrazek 2. U&inek neogenese ostrivkl byl
ukazéan na produkci vétsiho mnozstvi inzulinu a na zvyseni pocétu ostravkl ve slinivce
bfisni. Nové vytvofené B-burky se objevily ve sténé a vychazely z vyvodu pankreasu.
Tyto na inzulin positivni bunky pochazely z diferenciace epitelnich bunék vyvodu a
z rlstu bunék ostrivkl. Jejich objeveni se bylo umérné davce a dobé trvani lé¢eni
INGAP peptidem. Po delSich dobach Iéeni tyto buriky migrovaly z vyvodu a vytvorily
ostravky v parenchymu slinivky brisni. Po 10 po sobé nésledujicich dnech podavani
INGAP peptidu doslo k 30% zvy$eni poctu ostruvk( a po 30 dnech ke zdvojnasobeni
pottu ostrivku ve tkanich, coz je v souladu s pfedchozimi pozorovanimi u zvifecich

modell pouzivajicich ilotropin, rINGAP a zabaleni do celofanu.
Prikiad 3
Studie ucinnosti in vivo

Mysi C57BL/6J byly prevedeny na diabetické plsobenim STZ (35 mg/kg/den x
5 dnu). Byly rozdéleny na skupinu lé¢enou INGAP peptidem (dvakrat denné 250 nug)
a kontrolni skupinu, které byl podavan solny roztok. Obé skupiny obsahovaly 4 mysi.
V8echna Ctyfi zvirata IéCena INGAP peptidem méla koncentraci glukosy v krvi restau-
rovanu na normalni hodnotu, zatimco véechny mysi Iééené solnym roztokem zUstaly
hyperglykemické (obrazek 3). Po 39 dnech se davkovani zastavilo. Dal$i pozorovani
ukézala na trvanlivost G¢inku po dobu 48 dnt, kdy studie skondila. Histopatologické
vyhodnoceni zivoéich(l 1é¢enych INGAP peptidem ukazalo jak pritomnost normainé
se objevuijicich ostrivk( tak oblasti tvorby novych ostrivku, zahrnujicich dopinéni a
distribuci bunék sekretujicich inzulin a glukagon (obrazek 4 a 6). Objeveni se bunék
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produkujicich glukagon je cenné, jelikozZ glukagon hraje hlavni roli v obrané proti hy-
poglykemii. Tato viastnost INGAP peptidu indukovat neogenesi ostriivki by mohla
pomoci obratit porusenou protiregulaéni kontrolu hypoglykemie souvisejici s nadmér-
nym lé¢enim diabetu. Hypoglykemie nebyla pozorovana u zadného zvifete 1é¢eného
INGAP peptidem. U kontrolnich Zivocicht 1é€enych solnym roztokem nebyl pozoro-
van vznik zadnych novych ostravki. Podavani INGAP peptidu indukovalo transdife-
renciaci bunék vyvodu, jak je zfejmé z bunék exprimujicich transkripéni faktor PDX-1
(obrazek 5). Ostruvky u STZ-diabetickych zvirat 1éGenych solnym roztokem vyka-
zovaly tézky protizanétlivy infiltrat a byly nekrotické. U zvirat IéCenych INGAP pep-

tidem byl zanét znateiné snizen a ostrivky se zdaly byt zdravé (obrazek 6).

Obrazek 4 ukazuje imunocytochemické vlastnosti slinivky bfisni u mysi
C57BL/6J osetienych streptozotocinem a dale 1é¢enych INGAP peptidem. Horni levy
panel ukazuje ostr(ivek stale jesté asociovany se segmentem epitelu vyvodu obar-
venym protiinzulinovou protilatkou, coz ukazuje normalni pfitomnost a distribuci inzu-
linového proteinu. Dolni levy panel ukazuje stejny ostrivek obarveny smési anti-glu-
kagonovych a anti-somatostatinovych protilatek, coz také ukazuje na normalni
distribuci téchto proteint bunék ostrivkl v oblasti plasté ostrivkd. Horni pravy panel
ukazuje nové vytvofené pupeny ostrivku vyvodu zbarvené barvivem H & E. Dolni

pravy panel ukazuje buriky positivni na inzulin ve sténé vyvodu.
Piiklad 4

Studie mysi po dobu 31 dnli (opakované davkovani)

Toxikologicka studie v zavislosti na opakované davce byla provedena u mysi
pii 31 dnech denniho podavani injekce INGAP peptidu v davce O, 2, 20 a 100
mg/kg/den. V této studii byly pouzity &tyfi skupiny podrobujici se Ié¢eni, v nichz bylo
10 samcl a 10 samic, a dvé kontrolni skupiny o 5 samcich a 5 samicich. Krev byla
odebrana na konci pokusu. Pro celkova a mikroskopicka pozorovani byly provedeny
pitvy. Klinicka patologie a hladiny v seru byly vyhodnoceny u pfiblizné poloviny zvifat
v kazdé skupiné. Vybrané organy (mozek, nadledvinky, srdce, ledviny, jatra, plice,
slinivka bfisni a slezina) byly odvazeny a byly vypocteny relativni hmotnosti téchto

organt. Cast slinivky bifi$ni byla odstranéna a zmrazena v kapalném dusiku pro
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vyhodnoceni obsahu inzulinu. Cast tkané slinivky bFidni byla podrobena nezavislému
mikroskopickému vySetieni. Kontrolni zvifata byla usmrcena 28 dnu po ukonéeni
podavani davek. Pro dalsi studii byly hodnoceny rizné parametry stejné jako abnor-
malni nalezy potenciainé souvisejici s Ié¢ivem. Byla stanovena reprodukovatelnost a

potenciélni klinicka vyznamnost.

Podavani INGAP peptidu intramuskularni injekci po dobu 31 po sobé& nasle-
dujicich dnll neposkytlo zadné nepfiznivé Ucinky souvisejici s davkovanim, jestlize
byly vyhodnoceny po zastaveni davkovani a béhem 28 dnu po léceni. U samc( i
samic bylo pozorovano podrazdéni mista injekce ve zvySené frekvenci u nejvyssi
davky, ale nebylo pozorovano i kontrolnich zvifat ve stejné davce, coz ukazovalo
reverzibilitu tohoto podrazdeéni. U jednoho samce pii vysoké davce byla v této studii
pozorovana ve sleziné extramedularni hematopoéza. Zadny mikroskopicky prikaz
infiltrace zanétlivych bunék, edému, nekrosy nebo atrofie nebyl pozorovan. Klicovym
zjisténim bylo zvys$eni poétu malych ostrivki, jak souvisejicich s vyvodem tak mezi
acinarnimi bunkami. Hladina INGAP peptidu v seru dvé hodiny po podani davky pro
31 po sobé nasledujicich dnl byla pod mezemi kvantitativnino vyhodnoceni. U téchto
zvirat byla pozorovana farmakologicka aktivita, ktera byla zméfena zvySenim oblasti
tkané positivni na inzulin (obrazek 7). Vysledky ukazuji na to, ze neexistuji zadné
nepfiznivé G¢inky pfi u¢inné hladiné (NOAEL) vétsi nez 100 mg/kg u CD-1 mysi

béhem 31 dnl davkovani.
Ptiklad 5
Studie u psu po dobu 34 dnl (opakované davkovani)

Toxikologicka studie na opakovanou davku byla provadéna u psl beagle po
dobu 34 dnl s denni intramuskularni injekci INGAP peptidu v davce 0, 0,5, 1,5 a 10
mg/kg/den. Pro kvantitativni vyhodnoceni hmotnosti B-bunék byla ziskana pankre-
aticka tkan ze zvirat usmrcenych v den 34, na konci 1éCeni, a ze zvifat vylééenych
usmrcenych 25 dnl po konci l1é¢eni. Hmotnost pankreatickych B-bunék byla zvysena
po podavani INGAP peptidu (viz obrazek 8). Tyto vysledky ukazuji, ze intramus-
kularni injekce INGAP peptidu v rozmezi studovanych davek poskytla biologicky
dulezitou odpovéd u normalnich pst beagle. Dale pak, pfi hloubkovém prozkoumani
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pankreatické tkané, sekce nevykazaly zadné zmény, jako je edém, infiltrace zanét-

livych bunék, nekréza nebo atrofie.
Priklad 6
Lidské klinické studie

Davkovani jsou Casto zalozena na vysledcich a studiich Ucinnosti a bezped-
nosti u zvifat. Dvé davky INGAP peptidu, 7,5 mg (0,125 mg/kg nebo 4,625 mg/m? u
pacienta o hmotnosti 60 kg) a 120 mg (1,6 mg/kg nebo 74 mg/m? u pacienta o
hmotnosti 60 kg), jsou priklady 1éCeni diabetes mellitus typu | nebo typu Il. Pfi sta-
noveni ucinnosti IeCeni INGAP peptidem byly hodnoceny nasledujici parametry,

1. Snizeni hladiny glukosy nalaéno na 35 mg/dl, pfi¢emz se udrzuje celkova
davka inzulinu.

2. Snizeni davky inzulinu 0 25 % s tim, Ze se hladiny glukosy nala¢no udrzuji
v normalnim rozmezi, jak je dano kriterii Americké diabetické spole¢nosti
(ADA).

3. Ziska se zvySeni C-peptidu nalaéno na > 1 ng/ml. Ziska se zvySeni C-pep-

tidu na > 2 ng/ml jako odpovéd na Sustacal® (Boost®).

Kazdy pacient byl nahodné vybran tak, aby dostal jednu jedinou intramus-
kularni injekci INGAP peptidu. Po vyhodnoceni dat téinnosti a bezpeénosti by mohly

byt pacientlim podany dalsi injekce INGAP peptidu, jak usoudi lIékai za vhodné.

Nasledujici tabulka shrnuje ¢astecny seznam hodnoceni, ktera byla ziskana u

pacientl, kterym bylo poskytnuto ié¢eni INGAP peptidem nebo placebem.
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Tabulka 2

Casovy pribéh hodnoceni

postup predmét plvodni doba léCeni doba po lé¢eni
stav den1az 34 den 35 az 63+2
den navstévy 1 7 14 21 28 34 42 49 56 63
vySetieni Iékarem X X X X
zivotni znaky X X X X X X X X X X X X

klinicke labora-

torni testy X X X X X X X X
plasma PK pro

INGAP peptid X X X X X X X X

Stimulovany C-peptid

Testy stimulovaného C-peptidu se provadéji rano po obdobi no¢niho hlado-
véni alespon 10 hodin. Tyto testy se provadéji pouze tehdy, jestlize glukosa nalacno
je mezi 80 a 250 mg/dl. Pacienti si mohou vzit jejich Iéky na diabetes vecer pfed
testem, ale neméli by si je brat rano v den testu, dokud test neni ukonéen. Vzorky
krve pro stanoveni C-peptidu se odeberou bezprostiedné pred polknutim pfipravku
Boost® a 0,5, 2 a 4 hodiny po polknuti. Boost® se podava polknutim. Pacienti jsou
povazovani za pacienty deficitni na inzulin, jestlize hodnota jejich C-peptidu nalaéno
je < 1,0 ng/ml a jejich maximalni stimulovana hodnota C-peptidu je , 2,0 ng/ml.

Vysledkem tohoto IéCeni bylo, Ze pacienti, ktefi obdrzeli INGAP peptid, vyka-
zovali zlepSenou toleranci na cukr, snizenou hladinu glukosy nalaéno, sniZzenou
pozadovanou davku inzulinu, zvySenou hladinu C-peptidu nalaéno a zvy$enou hla-
dinu C-peptidu jako odpov&d na Boost® Pacienti, ktefi bylo 1é¢eni placebem,

nevykazovali zadna takova zlepseni.
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Pokud neni jinak uvedeno, vSechna mnozstvi, v€etné kvantitativnich mnozstvi,
procent, podili a pomér( ,jsou chapana tak, Ze je Ize upravit slovem ,asi‘ a tato

mnozZstvi nejsou minéna tak, ze znamenaji vyznamna cisla.
Pokud neni jinak uvedeno, slova znamenaji ,jeden nebo vice".

I kdyZ jsou zde ilustrovana a popsana pfislusna provedeni podle prediozeného
vynalezu, mélo by byt odbornikovi z oblasti techniky zfejmé, Ze Ize provadét rizné
jiné zmény a modifikace, aniz by se tyto odchylily od ducha a rozsahu tohoto vyna-
lezu. Popis je tedy mysien tak, ze v pfipojenych narocich jsou zahrnuty véechny tyto

zmény a modifikace, které jsou v rozsahu tohoto vynalezu.




Seznam sekvenci:

Sekvence identifikadni Eislo 1:

Met Met Leu Pro Met Thr Leu Cys Arg Met Ser Trp Met Leu Leu Ser Cys Leu Met
1 5 10 15

Phe Leu Ser Trp Val Glu Gly Glu Glu Ser GIn Lys Lys Leu Pro Ser Ser Arg lie Thr
20 25 30 35

Cys Pro GIn Gly Ser Val Ala Tyr Gly Ser Tyr Cys Tyr Ser Leu lle Leu lle Pro Gin
40 45 50 55

Thr Trp Ser Asn Ala Glu Leu Ser Cys GIn Met His Phe Ser Gly His Leu Ala Phe Leu
60 65 70 75

Leu Ser Thr Gly Glu lie Thr Phe Val Ser Ser Leu Val Lys Asn Ser Leu Thr Ala Tyr
80 85 90 95

GIn Tyr lle Trp lle Gly Leu His Asp Pro Ser His Gly Thr Leu Pro Asn Gly Ser Gly
100 105 110 115

Trp Lys Trp Ser Ser Ser Asn Val Leu Thr Phe Tyr Asn Trp Glu Arg Asn Pro Ser lle
120 125 130 135

Ala Ala Asp Arg Gly Tyr Cys Ala Val Leu Ser Gin Lys Ser Gly Phe GIn Lys Trp Arg
140 145 150 155

Asp Phe Asn Cys Glu Asn Glu Leu Pro Tyr lle Cys Lys Phe Lys Val
160 165 170 175




Sekvence identifikaéni ¢islo 2:

lle Gly Leu His Asp Pro Ser His Gly Thr Leu Pro Asn Gly Ser Gly Trp Lys Trp Ser

1 5 10 15 20

Sekvence identifikacni &islo 3:

lle Gly Leu His Asp Pro Ser His Gly Thr Leu Pro Asn Gly Ser
1 5 10 15




PATENTOVE NAROKY

Farmaceuticky prostiedek, vyznadcujici se tim, Ze obsahuje poly-
peptid, ktery ma alespon patnact po sobé nasledujicich aminokyselin z pfi-
rozené se vyskytujiciho proteinu souvisejiciho s neogenesi savéich ostrvkd,

pfitemz aminokyselinova sekvence znamena sekvenci identifikaéni Gislo 1

Met Met Leu Pro Met Thr Leu Cys Arg Met Ser Trp Met Leu Leu Ser Cys Leu Met
1 5 10 15

Phe Leu Ser Trp Val Glu Gly Glu Glu Ser GIn Lys Lys Leu Pro Ser Ser Arg lle Thr
20 25 30 35

Cys Pro GIn Gly Ser Val Ala Tyr Gly Ser Tyr Cys Tyr Ser Leu lle Leu lle Pro GIn
40 45 50 55

Thr Trp Ser Asn Ala Glu Leu Ser Cys GIn Met His Phe Ser Gly His Leu Ala Phe Leu
60 65 70 75

Leu Ser Thr Gly Glu lle Thr Phe Val Ser Ser Leu Val Lys Asn Ser Leu Thr Ala Tyr
80 85 90 95

Gin Tyr lle Trp lle Gly Leu His Asp Pro Ser His Gly Thr Leu Pro Asn Gly Ser Gly
100 105 110 115

Trp Lys Trp Ser Ser Ser Asn Val Leu Thr Phe Tyr Asn Trp Glu Arg Asn Pro Ser lle
120 125 130 135

Ala Ala Asp Arg Gly Tyr Cys Ala Val Leu Ser GIn Lys Ser Gly Phe Gin Lys Trp Arg
140 145 150 155

Asp Phe Asn Cys Glu Asn Glu Leu Pro Tyr lie Cys Lys Phe Lys Val
160 165 170 175
(sekv. id. €. 1),




sekvenci identifikacni ¢islo 2

lle Gly Leu His Asp Pro Ser His Gly Thr Leu Pro Asn Gly Ser Gly Trp Lys Trp Ser
1 5 10 15 20
(sekv. id. &. 2)

nebo sekvenci identifikaéni &islo 3

lle Gly Leu His Asp Pro Ser His Gly Thr Leu Pro Asn Gly Ser
1 5 10 15
(sekv. id. & 3) a

jejich fragmenty, s pH od 4 do 6.

Farmaceuticky prostfedek podie naroku 1, vyznacujici se tim, ze

znamena lyofilizovany prasek nebo roztok.

Farmaceuticky prostiedek podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokl 1 az 2,

vyznacujici se tim,zemapHod4do®6.

Farmaceuticky prostfedek podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokll 1 az 3,
vyznacujici se tim, Ze polypeptid je ve formé vybrané ze skupiny

sestavajici z farmaceuticky pfijatelnych esterl, soli a jejich smési.

Farmaceuticky prostredek podle kteréhokoliv z predchazejicich narokd 1 az 4,
vyznacujici se tim,ze obsahuje od 0,1 mgdo 300 mg polypeptidu.

Pouziti farmaceutického prostredku podle kteréhokoliv z pifedchazejicich naro-
ki 1 az 5 pro vyrobu lé€iva pro |éCeni diabetu u ¢lovéka nebo u jiného Zivo-

cicha.

Pouziti farmaceutického prostiedku podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naro-
ki 1 az 6 pro vyrobu léciva pro regenerovani Langerhansovych ostravk(, pan-
kreatickych beta bunék nebo pro zajisténi regulace normalni fysiologické glu-

kosy u savce.
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Pouziti farmaceutického prostiedku podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naro-
kd 1 az 7, v némz podavani se provadi v takové frekvenci, ktera je vybrana ze
skupiny sestavajici z podavani denné, dvakrat denné, tiikrat denné, tydné,

dvakrat za tyden, mési¢né, podavani kontinualni infusi a jejich kombinaci.

Sestava pro pouziti podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroki 1 az 8, vy -
znadujici se tim,Ze obsahuje:

a) farmaceuticky prostfedek podle naroku 1 a

b) navod k pouziti.
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" Obrazek 1
INGAP peptidem oSetfené bunky ARIP (krysi linie bunék pankreatického vyvodu)

ukazujici zvyseni poctu bunék zavisejici na davce.
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Obrazek 2

p<0,001

kontrola INGAP

p<0,001

den 10

den 30

dny léceni

Zvy$eni hmotnosti pankreatickych endokrinnich bunék po podani INGAP peptidu.
Normalni zlati syrsti kfedci byli 1é¢eni solnym roztokem (kontrola) nebo INGAP
peptidem bud po dobu 10 nebo 30 dnd. Pocet ostravk(/mm? byl stanoven morfo-

metrickym systémem pomoci pocitate pouzivajiciho software Image-pro Plus.
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Obrazek 3

Casovy priibéh glukosy v krvi po podavani injekce INGAP peptidu (250 ug/kg) dva-
krat denné nebo solného roztoku po dobu 39 dnl diabetickym my$im C57BL/6J, je-
jichz diabetes byl indukovan rezimem vice injekci streptozotocinu v nizkych davkach.
Hladiny glukosy v krvi byly méfeny kazdé tfi dny. Zvifata byla ponechana dalSich
devét dnli po prerudeni injekci INGAP peptidu a bylo demonstrovano pretrvavani
ucinku léceni.

"p<0,025 pii srovnani se zvifaty 1é¢enymi solnym roztokem
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Obrazek 4

Immunocytochemické vlastnosti slinivky bfisni diabetickych mysi C57BL/6J, jejichz
diabetes byl indukovan streptozotocinem, které byly léCeny INGAP peptidem. Horni
levy panel ukazuje ostriivek jesté asociovany se segmentem epitelu vyvodu ozna-
geny anti-inzulinovou protilatkou, coz ukazuje na normalni pfitomnost a distribuci
inzulinového proteinu. Dolni levy panel ukazuje stejny ostrivek oznaCeny smési
anti-glukagonové a anti-somatostatinové protilatky, coz také ukazuje na normaini
distribuci proteinti bunék téchto ostrlvkl v oblasti plasté ostrlvku. Horni pravy panel
ukazuje nové vytvofené vypucenim ostrlvkt z vyvodu obarvené H & N barvivem.

Pravy dolni panel ukazuje buriku pozitivni na inzulin ve sténé vyvodu.
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Obrazek 5

INGAP peptid stimuluje expresi PDX-1 v pankreatickych vyvodech mysi C57BL/6J.
Panel napravo je druha oblast PDX-1 imunoreaktivity souvisejici s neogenesi bunék

ostravkl. Tmavé zbarveny materiél je PDX-1 bunék ve sténé vyvodu.
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Obrazek 6

Histologické vlastnosti slinivky bfi$ni mys$i C57BL/6J oSetfenych streptozotocinem.
Dolni pravy panel (STZ-INGAP) ukazuje slinivku bfisni INGAP peptidem léceného
zvitete s oblasti neogenese bunék ostriivku, pozorovanych jako puceni bunék z pfi-
lehlych intralobularnich chodbicek. Dolni levy panel (STZ-INGAP) je normaini vzhled
ostrivku ve slinivce brisni zvifete l1é¢eného INGAP peptidem. Horni pravy panel
(STZ) ukazuje slinivku bfisni zvifete 1é€eného solnym roztokem, ktery ukazuje ne-
kroticky ostriivek se zanétlivou bunéénou infiltracni charakteristikou insulitidy, zanétu
Langerhansovych ostrivki. Horni levy panel (Ctrl) ukazuje slinivku bfisni kontrolni
mysi normalniho véku, ukazuiici histologicky vzhled norméliniho ostrivku pro srov-

nani. Vimnéte si, ze INGAP restauruje histologii ostrivku smérem k normalu.
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% oblasti tkan& imunoreaktivni na inzulin

Obrazek 7

Flt

davka INGAP peptidu (mg/kg)

Imunopositivni oblast tkané u normalnich my$i po 1é¢eni INGAP peptidem po dobu
31 dnu. Data jsou vyjadiena jako stfed + stfedni odchylka. Procenta oblasrti prifezu

obarveného inzulinem byla stanovena mikroskopem Olympus (150 x) a softwarovou
analyzou zobrazeni (Image Pro Plus Version 4.0, Media Cybernetics).
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% oblasti tkdné oznadené inzulinem
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Obrazek 8

Vliivy denni injekce INGAP peptidu u pst po dobu 34 dnd na oblast bunék ve slinivce
biigni, které se stanou positivnimi na inzulin imunohistochemickym oznacenim. Data

znamenaji stfed + stfedni odchylka. Procenta prifezu oblasti obarvené inzulinem byla
stanovena mikroskopem Olympus (150 x) a softwarovou analyzou zobrazeni (Image

Pro Plus Version 4.0, Media Cybernetics).
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