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Je popséno pouZitf amylinu nebo agonisty amylinu pro vyrobu
léku k lé€eni nebo prevenci obezity u ¢loveka. Lé&eni obezity
spoCiva v podavéni 1é¢ebné G&inného mnoZstvi amylinu nebo
agonisty amylinu samotného & v kombinaci s jinym agens
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podéva légebné (¢inné mnoZstvi amylinu nebo agonisty
amylinu.
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PouZiti amylinu nebo agonisty amylinu pro vyrobu léku

k léceni nebo prevenci obezity u &lovéka
Tato prihlasSka je Céasteln& pokradovaci pFihladkou

k ptrihlasce U.S. &. 08/870 762, podané 6. &ervna 1997, Jejiz

obsah je plné& zahrnut formou odkazii do této p¥ihléasky.

Oblast techniky

Prfedkladany vynédlez se tykd& 1ékd k léceni obezity.
Konkrétnéji se vyndlez tykd pouZiti amylinu nebo agonisty
amylinu pro vyrobu 1léku k léCeni nebo prevenci obezity

u Clovéka

Dosavadnl stav techniky

Amylin

Struktura a biologie amylinu byly uvedeny v pfehlednych
publikacich jiZ d¥ive, viz nap#iklad Rink et al., Trends in
Pharmaceutical Sciences, 14, 113-118, 1993, Gaeta a Rink,
Med. Chem. Res., 3, 483-490, 1994, a Pittner et al., J. Cell.
Biochem., 555, 19-28, 1994. Amylin je proteinovy hormon o 37
aminokyselinéch. Byl izolovén, purifikovdn a chemicky
charakterizovdn Jjako hlavni sloZka amyloidovych depozit
v ostrlvcich pankreatu zem¥elych 1idi s diabetem typu 2
(Cooper et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 8628-8632,
1987). Po translaci v molekule amylinu nastanou dvé& dileZité
modifikace: C-konec Je amidovadn (tj. 37. aminokyselinovy
zbytek Jje tyrosinamid) a cysteiny v pozicich 2 a 7 ijsou

navazany, takZe wvznikne N-koncovd smylka (prost¥ednictvim
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cystinového zbytku). Sekvence otevieného &teciho réamce
lidského amylinového genu ukazuje pfitomnost Lys—-Arg
dibazického aminokyselinového proteolytického Stépného
signdlu, pfed N-koncovym kodonem pro Lys, a Gly pfed Lys-Arg
proteolytickym signdlem v C-koncové pozici, typicka sekvence
pro amidaci prostfednictvim proteinového amida&niho enzymu,
PAM (Cooper et al., Biochem. Biophys. Acta, 1014, 247-258,
1989). Amylin byl popsdn a narokovan Vv Patentu Spojenych
Stath ¢. 5 367 052, udéleném 22. listopadu 1994.

Prokdzalo se, Ze u diabetu typu I je mnoZstvi amylinu
nepostacujici a jako lécba preferovanad oproti 1éEb& samotnym
inzulinem u v8ech forem diabetu byla navrena nahrada
inzulinu v kombinaci s amylinem. PouZiti amylinu a dal3ich
agonistl amylinu pro 1lécbu diabetes mellitus je predm&tem
Patentu Spojenych sStath ¢&. 5 175 145, ud&leného 29. prosince
1992. Farmaceutické pripravky obsahujici amylin a amylin plus
inzulin jsou popsédny a narokovany v Patentu Spojenych statu
¢. 5 124 314, udéleném 23. Cervna 1992.

Bylo uvedeno, Ze pfebytek plsobeni amylinu napodobuje
vyznamné rysy diabetu typu 2 a jako nova lé&ebna strategie
byla navrZena blokdda amylinu. V patentu U.S. &. 5 266 561,
udéleném 30. listopadu 1993, bylo odhaleno, Ze amylin pusobi
sniZeni inkorporace znalené glukézy do glykogenu v kosternich
svalech, a to bazdlni inkorporace i stimulované inzulinem.
Bylo odhaleno, Ze druhy u&inek je také sdilen peptidem
majicim vztah ke kalcitoninovému genu (CGRP) (viz také
Leighton a Cooper, Nature, 335, 632-635, 1988). Bylo také
publikovéno, Ze amylin sniZuje inzulinem stimulované
vychytavani glukézy kosternim svalstvem a sniZuje obsah
glykogenu (Young et al., Amer. J. Physiol., 259,‘ 45746-1,
1990). Je jiZ popséno 1léCeni diabetu typu 2 a inzulinové

rezistence pomoci antagonist® amylinu.
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Sekvence amylinu je =z pfibliZné 50 % homologni se
sekvenci CGRP, a také se 37 aminokyselinami proteint, které
Jsou roz8ifenymi neurotransmitery s moha silnymi biologickymi
ucinky, véetné vazodilatace. Amylin a CGRP sdileji
disulfidovy mustek “Cys-'Cys a C-koncovy aminokyselinovy
amidovy zbytek, oba Jjsou nezbytné pro plnou biologickou
aktivitu (Cooper et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 857763~
7766, 1988). Bylo publikovano, Ze amylin je moZnad &len rodiny
pEtibuznych peptidt, které =zahrnuji CGRP, inzulin, rastové
faktory podobné inzulinu a relaxiny a které sdileji spolecny
geneticky zaklad (Cooper et al., Prog. Growth Factor
Research, 1, 99-105, 1989).

Amylin Jje primédrné syntetizovan v pankreatickych
beta-buiikdch a Je secernovédn Jjako odpovéd na vyZivové
stimuly, 3jako Jje glukdza a arginin. Studie s klonovanymi
nadorovymi liniemi 2z beta-bun&k (Moore et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun., 179(1), 1991) ukazaly, Ze vyZivové
sekrefni podnéty, Jjako Jje glukéza a arginin stimuluji
uvoliovani amylinu, a také inzulinu. Molarni pomér
amylin:inzulin secernovanych proteint kolisd mezi preparaty
od pribliZné 0,01 do 0,4, ale ukazuje se, Ze nekolisid mnoho
s akutnimi podnéty v kaZdém preparéatu. Ale bé&hem
dlouhotrvajici stimulace zvySenou glukdzou se pomér
amylin:inzulin mbZe progresivn& zvySovat (Gedulin et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 180(1), 782-789, 1991).
Amylin a .inzulin nejsou viZidy secernovadny Vv konstantnim
poméru.

Bylo objeveno a publikovéno, Ze urlity U&inek amylinu je
podobny nékterym nemetabolickym wu&inkim CGRP a kalcitoninu,
ale metabolické u¢inky amylinu objevené b&hem vyzkumu tohoto
nové identifikovaného proteinu se zdaji odradZet jeho primérni

biologickou dwUlohu. Alespofi n&které =z t&chto metabolickych




UCinkd jsou napodobovany CGRP, t¥ebaZe v davkach, které jsou
vyznamné vazodilataéni (viz nap¥. Leighton et al., Nature,
335, 632-635, 1988, Molina et al., Diabetes, 39, 260-265,
1990) .

Prvni objeveny uCinek amylinu bylo snifeni inzulinem
stimulované inkorporace glukézy do glykogenu v kosternim
svalstvu potkant (Leighton et al., Nature, 335, 632-635,
1988), sval se stal ,rezistentnim na inzulin“. Pozdéjsi préce
s m. soleus potkana ex vivo a iIn vitro ukazala, Ze amylin
snizuje aktivitu glykogensyntetazy, podporuje konverzi
glykogenfosforylazy z inaktivni formy b na aktivni formu a,
podporuje Cistou ztrdtu (odboravani) glykogenu (v pritomnosti
¢i nepfitomnosti inzulinu), zvy3uje hladiny glukdzo-6-fosfatu
a muZe zvy3it tvorbu laktdtu (viz nap¥. Deems et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 181(1), 116-120, 1991, Young
et al., FEBS Letts., 281(1,2), 149-151, 1991). 2zda se, 3Ze
amylin neovliviiuje transport glukézy per se (napf. Pittner et
al., FEBS Letts., 365(1), 98-100, 1995). Studie vztahu
amylinu a inzulinu zavislého na davce ukazuji, Ze amylin
pusobi jako nekompetitivni nebo funk&ni antagonista inzulinu
v kosternim svalu (Young et al., Am. J. Physiol., 263(2),
E274-E281, 1992). Neni Z&dny dukaz, Ze amylin interferuje
s vazbou inzulinu na jeho receptory nebo s naslednou aktivaci
inzulinového receptoru tyrozinkinézou (Follert et al.,
Clinical Research, 39(1), 39A, 1991, Koopmans et al.,
Diabetologia, 34, 218-224, 1991).

M& se za to, Ze amylin pusobi prost¥ednictvim receptorua
pEitomnych v plazmatickych membréanadch. Studie amylinu a CGRP
a ucinek selektivnich antagonistd sv&d&i pro to, Ze amylin
pusobi prostfednictvim svého vlastniho receptoru (Beaumont
et al., Br. J. Pharmacol., 115(5), 713-715, 1995, Wang et
al.,” FEBS Letts., 219, 195-198, 1991 b), coZ odporuje zavéru
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jinych védcl, Ze amylin miZe pUsobit primarn& na receptory
CGRP (napf. Chantry et al., Biochem. J., 277, 139-143, 1991,
Galeazza et al., Peptides, 12, 585-591, 1991, Zhu et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 177(2), 771-776, 1991).
Amylinové receptory a jejich pouZiti v metoddch pro screening
a testovani na amylinové agonisty a antagonisty jsou popsény
v Patentu Spojenych Stata ¢&. 5 264 372, ud&leném 23.
listopadu 1993. |

Zatimco amylin mé& vyrazné ucinky na Jjaterni =zasobni
("fuel") metabolismus in vivo, neexistuje obecnd shoda co se
tyCe toho, Jjaky u¢inek amylinu se pozoruje v izolovanych
hepatocytech nebo perfundovanych jatrech. Dostupnd data
nejsou pfrilis v souladu s pfedstavou, Ze amylin podporuje
jaterni glykogenolyzu, tj. neplisobi Jjako glukagon (napt.
Stephens et al., Diabetes, 40, 395-400, 1991, Gomez-Foix et
al., Biochem. J., 276, 607-610, 1991). Bylo navrZeno, Ze
amylin miZe plsobit na jatra tak, Ze podporuje konverzi
laktatu na glykogen a zvy3uje mnoZstvi glukébézy, Kkterou je
moZné uvolnit glukagonem (viz Roden et al., Diabetologia, 35,
116-120, 1992). Timto zplsobem by amylin mohl pusobit jako
anabolicky partner inzulinu v Jjatrech na rozdil od svého
katabolického plisobeni ve svalech.

V tukovych bunikdch nemd na rozdil od svého plUsobeni ve
svalech amylin pozorovatelny ufinek na vychytavani glukézy
stimulované inzulinem, inkorporaci glukdézy do triglyceridf,
tvorbu CO, (Cooper et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 85, 7763-
7766, 1988), lipolyzu stimulovanou epinefrinem nebo
inzulinovou inhibici 1lipolyzy (Lupien a Young, ,Diabetes
Nutrition and Metabolism - Clinical and Experimental“, dil
6(1), 1318, dUnor 1993). Amylin tak projevuje ucinky tkatové
specifické s prfimym plsobenim na kosterni sval, vyrazné

neprimé (prost¥ednictvim zasoby substradtu) a snad p¥imé
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pusobeni na Jjé&tra, zatimco se adipocyty Jevi ,slepé®
k pfitomnosti nebo nepritomnosti amylinu.

Bylo také publikovéno, Ze amylin mbZe mit vyrazny vliv
na sekreci inzulinu. Pokusy na nedotlenych laboratornich
potkanech (Young et al., Mol. Cell. Endocrinol., 84, R1-R5,
1992) ukazuji, Ze amylin inhibuje sekreci inzulinu. Ale jini
védci nemohli zjistit pusobeni amylinu na izolované [(-bufiky,
na izolované ostrivky nebo na celé zvife (viz Broderick et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 177, 932-938, 1991).

Amylin nebo agonisté amylinu silné inhibuji
vyprazdnovédni Zaludku u potkanl (Young et al., Diabetologia,
38(6), ©642-648, 1995), psu (Brown et al., Diabetes, 43,
(suppl. 1), 1724, 1994) a u 1lidi (Macdonald et al.,
Diabetologia, 38 (Suppl. 1), A32 (abstrakt 118), 1995). Bylo
publikovano, Ze vyprazdiovani Zaludku je urychleno u amylin
deficitnich laboratornich potkant BB s diabetem typu 1 (Young
et al., Diabetologia, vySe, Nowak et al., J. Lab. Clin.
Med., 123(1), 110-6, 1994) a u potkant léCenych selektivnim
antagonistou amylinu, AC187 (Gedulin et al., Diabetologia, 38
(suppl. 1), A244, 1995). 2zZdad se, Ze uCinek amylinu na
vyprazdiiovani Zaludku je fyziologicky (G€inny
v koncentracich, které jsou normadlné& v obé&hu).

Nemetabolické plUsobeni amylinu zahrnuje vazodilatacéni
uc¢inek, ktery mazZe byt zprostfedkovany interakci
S vaskulérnimi receptory CGRP. Publikované pokusy in vivo
svéd¢i pro to, Ze amylin je jako vazodilatadtor pfinejmen3im
pribliZné 100 aZ 1000 x méné U¢inny neZ CGRP (Brain et al.,
Eur. J. Pharmacol., 183, 2221, 1990, Wang et al., FEBS
Letts., 291, 195-198, 1991). Byl pﬁblikovén u€inek amylinu na
regiondlni hemodyhamickou ¢innost vcCetné prltoku krve
ledvinami u potkanl pfi védomi (Gardiner et al., Diabetes,

40, 948-951, 1991). Auto¥i si poviimli, Ze infize potkaniho
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amylinu byla sdruZena s vét3i vazodilataci rendlnich cév
a men3i vazokonstrikci mezenterickych cév, neZ co se pozoruje
pfi infazi lidského a-CGRP. Vyvodili z&vér, Ze vé&t3i podporou
rendlni hyperémie, neZ <&ini oa~CGRP, mlZe potkani amylin
zplsobit méné vyraznou stimulaci systému renin-angiotenzin,
a tedy men3i vazokonstrikci zprostfedkovanou  sekundarné
angiotenzinem II. Bylo také ale pozorovéano, Ze bé&hem soudasné

8-37CGRP a potkaniho amylinu, byla odhalena

infize 1lidského a-
vazokonstrikce rendlnich a mezenterickych cév, pravdépodobné
diky bez odporu ptfrijimaného vazokonstrik&niho pusobeni
angiotenzinu II, a Ze tento nadlez Jje podobny vysledku
pozorovanému béhem spolecné infuze lidského A~CGRP a lidského
a-°"*"CGRP (ibid., 951).

Bylo také publikovano, Ze amylin pUsobi jak na izolované
osteoklasty, kde zpUsobuje klidové stédium bunék, tak
in vivo, kdy sniZuje plazmatickou hladinu kalcia aZ na 20 %
u potkanu, u kralikd a u lidi s Pagetovou nemoci (viz nap?.
Zaidi et al., Trends in Endocrincl. and Metab., 4, 255-259,
1993). Dostupnad data svédéi pro to, Ze amylin Jje pF¥i tomto
pusobeni 10 aZ 30 x méné& ulinny neZ 1lidsky kalcitonin. Je
zajimavé, Ze podle publikaci se ukazuje, Ze amylin zvy3uje
produkci CcAMP osteoklasty, ale nezvySuje Ca?" v cytosolu,
zatimco kalcitonin je U¢inny v obou pfipadech (Alam et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 179(1), 134-139, 1991). Bylo
navrZzeno, 1 kdyZ neovéFeno, Ze kalcitonin mbZe pusobit
prostfednictvim dvou typld receptorl a Ze amylin miZe
interagovat s jednim z nich.

Bylo také objeveno, Ze amylin vyrazné zvy3uje aktivitu
reninu Vv plazmé& u nedot&enych potkant, je-1li podavéan
subkuténné tak, aby se zabrédnilo jakémukoliv poruSeni
krevniho tlaku, coZ Je pFekvapivé vzhledem k jeho d#ive

popsané schopnosti plsobit vazodilatad¢né v ledvinadch a jeho
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dalsim vlastnostem. Je dileZité nezm&nit krevni tlak, nebot
jeho sniZeni je silny podn&t ©pro uvolfiovani reninu.
Antagonisté amylinu, jako Jjsou antagonisté amylinového
receptoru, vcCetné téch, které ijsou ve srovnani s CGRP
receptory a/nebo kalcitoninovymi receptory selektivni pro
amylinové receptory, mohou byt pouZity pro blokovani vzestupu
plazmatické aktivity reninu vyvolaného amylinem. PouZiti
antagonistd amylinu k 1é&b& chorob spojenych s reninem je
popsano a néarokovano v Patentu Spojenych Stata U.S. &. 5 376
638, udéleném 27. prosince, 1994,

Bylo publikovédno, Ze u zdravych lodi Jjsou hladiny
amylinu nalaéno od 1 do 10 pM a postprandidlni hladina nebo
hladina po podani glukdézy 5 aZ 20 pM (nap¥. Koda et al., The
Lancet, 339, 1179-1180, 1292). U obéznich jedinca
rezistentnich na inzulin mohou byt hladiny amylinu po jidle
zvySené a dosahovat aZ pfibliZné& 50 pM. Pro srovnéani, hodnoty
inzulinu nala¢no a postprandidln& jsou 20 a? 50 pM a 100 aZ
300 pM u zdravych lidi, u 1lidi rezistentnich na inzulin jsou
hladiny asi 3 aZ 4 x vy33i. U diabetu typu 1, kdy jsou
zniCeny beta-bufiky, 3jsou hladiny amylinu v rozmezi hladin
detekce nebo pod nimi a v odpovéd na glukézu nestoupaji (Koda
et al., The Lancet, 339, 1179-1180, 1992). Bylo publikovano,
Ze u zdravych my3i a potkanll jsou bazalni hladiny amylinu od
30 do 100 pM, =zatimco u uréitych diabetickych kmentd hlodavcua
rezistentnich na inzulin byly namé&Ffeny hodnoty aZ do 600 pM
(napf. Huang et al., Hypertension, 19, I-101-I-109, 1991).

Bylo publikovéno, Ze amylin p¥i injekci do mozku nebo
perifernim podavéani sniZuje p¥ijem potravy (nap¥. Chance et
al., Brain Res., 539, 352-354, 1991, a Chance et al., Brain
Res., 607, 185-188, 1993), G&inek, ktery sdili s CGRP
a kalcitoninem. U&inna koncentrace v bunikach, které

zprostfedkovavaji toto plUsobeni, neni zndma. PouZiti amylinu
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a agonistd amylinu pro léceni anorexie je popsano narokovano
v Patentu Spojenych Statd ¢&. 5 656 590, ud&leném 12. srpna
1997. Ptipravky obsahujici agonistu cholecystokininu
a agonistu amylinu nebo hybridni molekulu pro pouZiti
v redukci pfijmu potravy nebo ke kontrole chuti k jidlu nebo
télesné hmotnosti jsou popsdny a nérokovany v Patentu

Spojenych Statl &. 5 739 106, udéleném 14. dubna 1998.
Obezita

Obezita je chronicka nemoc, ktera ma v moderni
spoleCnosti vysokou prevalenci a Jje spojena nejen se
socialnim stigmatem, ale také se zkracenou délkou Zivota
a Cetnymi zdravotnimi problémy, vietné nepfiznivého duSevniho
vyvoje, reproduktivnich poruch, jako jsou polycystické
vajelniky, dermatologickych nemoci jako Jsou infekce,
varikézni Zily, acanthosis nigricans a ekzém, pohybova
intolerance, diabetes mellitus, rezistence na inzulin,
hypertenze, hypercholesterolémie, cholelitiéza, osteo-
artritida, ortopedickd poranéni, tromboembolickéa nemoc,
rakovina a 1ischemick& choroba srde&ni (Rissanen et al.,
British Medical Journal, 301, 835-837, 1990).

Obezita, =zejména obezita horni ¢&&sti téla, je <&asty
a velmi vaiIny obecny zdravotni problém ve Spojenych Statech
a na celém svété&. Podle neddvné statistiky mé& vice neZ 25 %
populace Spojenych Statd a 27 % kanadské pépulace nadvahu.
(Kuczmarski, Amer. J. of Clin. Nut., 55, 4955-502S, 1992,
Reeder et al., Can. Med. Ass. J., 23, 226-233, 1992). Obezita
horni <céasti té&la je nejsilnéjsi znamy rizikovy faktor pro
vznik diabetes mellitus II. typu a Jje to silny rizikovy
faktor pro vznik kardiovaskul&rnich chorob, a také rakoviny.

Nedavné odhady svétovych vydajid na 1é¢bu obezity jsou
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150 000 000 000 dolaru. Problém se stal natolik vaZny, Ze
Ufad hlavniho 1lékafe zah&jil iniciativu na potirani stéale
narustajici otylosti hojné& roz3ifené v americké spolelnosti.

Mnoho =z téchto obezitou vyvolanych patologickych stava
se muZe pripisovat silné vazb& s dyslipidémii, hypertenzi
a inzulinovou rezistenci. Mnoho studii prokézalo, Ze redukce
obezity dietou a cviéenim tyto rizikové faktory dramaticky
sniZuje. NaneStésti je tato lécba vétSinou neusp&dnd s mirou
selhani dosahujici 95 $%. Selh&dni miZe byt zplsobeno faktem,
Ze tento stav Jje v silné asociaci s geneticky zdédénymi
faktory, které prispivaji ke zvySené chuti k jidlu,
preferenci vysoce kalorické potravy, ke sniZené fyzické
aktivité a zvySenému lipogennimu metabolismu. To sv&d&i pro
to, Ze 1lidé, ktefi zdédili tyto genetické znaky, maji sklon
k obezité Dbez ohledu na 1usili s ni bojovat. Proto je
zapotfebi nové 1é&ivo, které mlZe upravit tuto nevyhodu
a umoznl lékari Uspé&3né& lécit obézni pacienty navzdory jejich
genetickému dédictvi.

Dosavadni 1lécCeni obezity zahrnuje standardni diety
a cviCeni, diety s velmi malym pfivodem kalorii, behaviordlni
terapii, farmakoterapii =zahrnujici 1léky potladujici chut
k jidlu, termogenni 1léky, inhibitory absorpce potravin,
mechanické prostfedky, jako je sdratovani c&elisti, opaskové
gfitry a Dbaldénky a chirurgické zakroky. (Jung a Chong,
Clinical Endocrinology, 35, 11-20, 1991, Bray, Am. J. Clin.
Nutr., 55, 5385-544S, 1992). Publikovalo se, Ze p¥i redukci
hmotnosti u dospivajicich bylo G&inné modifikované hladovéni
Setfici proteiny (Lee et al., Clin. Pediatr., 31, 234-236,
duben 1992). SniZeni kalorického p#¥ijmu jako 1lé&eni obezity
zpusobuje katabolismus z&sob té&lesnych proteinl a vytvaii
negativni dusikovou bilanci. Proto ziskaly popularitu diety

s dopliikem proteinl jako zplsob snifeni ztraty dusiku pfi
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sniZeni kalorického prijmu. ProtoZe takové diety Set#i dusik
pouze mirné, Je =zapot¥ebi u&inn&j3i zpuisob pro zachovani
netu¢né télesné hmoty a proteinovych z&sob. Kdyby takovy
rezim mé&€l krom& toho také za néasledek zrychlenou =ztratu
télesného tuku, byla by zlepZena 1é&ba obezity. Razné
pEistupy k takovému 1léceni =zahrnuji zplisoby uvadéné autory
Wintraub a Bray (Med. Clinics N. Amer., 73, 237, 1989, Bray,
Nutrition Reviews, 49, 33, 1991).

Vzhledem k vysoké prevalenci obezity v nadi spolednosti
a vainym nasledkim s ni spojenych, jak jsou projednany vyse,
kaZzdé 1éCivo potencidlné& pouZitelné pro snifeni hmotnosti
obéznich osob by mé&lo skute&né& prosp&3ny u&inek na jejich
zdravi. Je zapotfebi 1é&ivo, které bude sniZovat celkovou
télesnou hmotnost obéznich pacientt na Jjejich ide&lni
télesnou hmotnost a bude pomdhat sniZenou uUrovedi hmotnosti

udrZet.

Podstata vynalezu

Nyni Jjsme prekvapivé =zjistili, Ze amylin a agonisté
amylinu, napfiklad analog agonisty amylinu ?%%%2°Pro-h-amylin
(také nazyvany jako ,pramlintid“ a d¥ive nazyvany ,AC-0137%“),
mohou byt pouZity pro léZeni obezity u lidi.

Predkladdany vynédlez se tykd novych zpasobll lé&eni nebo
prevence obezity u 1idi, které zahrnuji podavéni amylinu nebo
agonisty amylinu, nap¥iklad analogu agonisty amylinu
#902%:2°pro~h-amylinu. Amylin nebo agonista amylinu miZe byt
podavén samotny nebo ve spojeni s jinymi agens odstrafiujicimi
obezitu. V jednom aspektu se vyndlez tykd zplsobu léceni
obezity u 1lidi, ktery =zahrnuje podavani w0&inného mnoZstvi

amylinu nebo agonisty amylinu uvedenému subjektu. ,Lécenim®
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se rozumi vedeni pacienta a péle o né&j za ulelem potirani
nemoci, chorobného stavu nebo poruchy a zahrnuje podavani
amylinu nebo agonisty amylinu pro =zabran&ni propuknuti
symptomi nebo komplikaci, zmirnéni symptomd nebo komplikaci
nebo odstranéni chorobného stavu &i poruchy. Lé&eni obezity
tudiZ zahrnuje potla&eni narlistku hmotnosti a vyvolani ztraty
hmotnosti u pacienta, ktery to potfebuje. Kromé& toho se
léCenim obezity mini, Ze zahrnuje kontrolu hmotnosti
z kosmetickych divodid u 1idi, coZ Jje kontrola té&lesné
hmotnosti pro zlep3eni t&lesného vzhledu.

Rozumi se, Ze termin ,amylin“™ v tomto popisu =zahrnuje
slouCeniny, Jjak Jsou vymezeny v Patentu Spojenych Stéatua
¢. 5 234 906, udéleném 10. srpna 1993, pro ,Hyperglykemické
pfipravky", JjehoZ obsah Jje formou odkazt zahrnut zde.
Napfiklad zahrnuje 1lidsky peptidovy hormon uvadény jako
amylin secernovany pankreatickymi beta-bufikami a jeho druhové
varianty. ,Agonista amylinu“™ je také termin v oboru Znamy
a tykd se slouleniny, kterd napodobuje u&inky amylinu.
Agonista amylinu miZe byt peptid nebo nepeptidovd slou&enina
a zahrnuje také analogy agonisty amylinu.

Rozumi se, Ze termin ,analog agonisty amylinu“ se
vztahuje k derivatim amylinu, v soudasnosti se mé& za to, 3Ze
pusobi Jjako agonisté amylinu normaln& na zakladé& vazby
S receptorem amylinu nebo Jjinak pfimo &i nep¥imo interaguiji
s amylinovym receptorem nebo jinym receptorem nebo receptory,
se kterymi muZe interagovat samotny amylin, aby vyvolal
biologickou odpovéd. PouZitelné analogy agonisty amylinu
zahrnuji ty, které jsou uvedeny v mezinédrodni prihla&ce, WPI
rejstfik. ¢&. 93-182488/22 s nazvem ,New Amylin Agonist
Peptides Used for Treatment and Prevention of Hypoglycemia
and Diabetes Mellitus™, JjejiZ obsah je zde také =zahrnut

formou odkazu.
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Ve vyhodném provedeni Jje agonista amylinu analog
agonisty amylinu, vyhodné& 25’28'29Pro—h—amylin. 25/28:29pyro_h-
amylin a dal8i analogy agonisty amylinu 3jsou popsény
a narokovéany v Patentu Spojenych Stath &. 5 686 411, udé&leném
11. listopadu 1997, jehoZ obsah je zde zahrnut formou odkazu.

V dalsim aspektu se pfedkladdany vynadlez tykd novych
zpusobl redukce p¥irGstku hmotnosti indukovaného inzulinem
u lidi, ktefi jsou lé&eni inzulinem, a to podavénim 1lé&ebnd
uc¢inného mnoZstvi amylinu nebo agonisty amylinu. V jednom
provedeni mé& pacient diabetes mellitus, nap¥iklad diabetes
mellitus typu 1 nebo 2. Ve vyhodném provedeni je agonista'

amylinu 2°?®2°pro-h-amylin.

Detailni popis vynalezu
Studie popsand v prikladu 1 prokazala, Ze podavani

25,28,2¢%

agonisty amylinu oPro—h—amylinu (pramlintidu) diabetiktm
uZivajicim inzulin (typu 2) m&lo za néasledek sniZeni t&lesné
hmotnosti po 4 tydnech, coZ dosdhlo statistické vyznamnosti
ve dvou skupinach, u davek 60 pg TID a 60 pg QID. Studie
popsana v pfikladu 2 ukdzala, Ze podavani pramlintidu (30 [Ie]
nebo 60 pg QID) pacientlim s diabetem typu 1 mé&lo za néasledek
statisticky vyznamné sniZeni té&lesné hmotnosti ve srovnéani
s placebem po 13, 26 a 52 tydnech. Studie popsand v p¥ikladu
3 ukézala, Ze podavéni pramlintidu (30, 75 nebo 150 pg TID)
pacientim s diabetem typu 2, kteri vyZaduji inzulin, m&lo za
nasledek statisticky vyznamné sniZeni t&lesné hmotnosti ve
srovnani s placebem po 13, 26 a 52 tydnech. Tyto vysledky
jsou v ostrém kontrastu s lécbou samotnym inzulinem
u pacientl s diabetem typu 1 nebo typu 2, kterd je obvykle
spojena s pfirlistkem hmotnosti.

Analogy agonisty amylinu pouZitelné v tomto vynélezu

zahrnuji analogy agonisty amylinu popsané a narokované ve
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vy8e zminéném Patentu U.S. &. 5 686 411. Agonisté amylinu

zahrnuji nasledujici analogy agonist® amylinu:

1. Analog agonisty amylinu majici aminokyselinovou
sekvenci:

'A;-X-Asn-Thr-°Ala-Thr-Y-Ala-Thr-'°Gln-Arg-Leu-B,-Asn-

**Phe-Leu-C;-D;~E;~*°F,-G;-Asn-H,-Gly-?*Pro~I1,-Leu~Pro-J;~

*°Thr-K;-Val-Gly-Ser-*Asn-Thr-Tyr-2
kde

A, je Lys, Ala, Ser nebo vodik,

By je Ala, Ser nebo Thr,

C1 je Val, Leu nebo Ile,

D; je His nebo Arg,

E, je Ser nebo Thr,

F; je Ser, Thr, Gln nebo Asn,

Gy je Asn, Gln nebo His,

H; je Phe, Leu nebo Tyr,

I, je Ile, Val, Ala nebo Leu,

J; je Ser, Pro nebo Thr,

K; je Asn, Asp nebo Gln,

X a Y Jsou nezavisle vybrané zbytky majici postranni
Fetézce, které jsou chemicky vazany k sob& navzadjem za vzniku
intramolekuldrni vazby, pFidemZ? uvedend intramolekularni
vazba obsahuje disulfidovou vazbu, laktamovou nebo
thioéterovou vazbu; a

Z je aminoskupina, alkylamino-, dialkylamino-,
cykloalkylamino-, arylamino-, aralkylamino-, alkyloxy-,
aryloxy- nebo aralkyloxyskupina; a za pfedpokladu, Ze kdyz A;
je Lys, By je Ala, C; je Val, D; je Arg, E, je Ser, Fi; je Ser,
Gy Je Asn, H; je Leu, I; je Val, J; je Pro a K; je Asn; pak
jeden nebo vice z A; aZ K; je D-aminokyselina a 2 je vybréano

ze skupiny obsahujici alkylaminoskupinu, dialkylamino-,
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cykloalkylamino-, arylamino-, aralkylamino-, alkyloxy-,
aryloxy- nebo aralkyloxyoskupinu.
2. Analog agonisty amylinu majici aminokyselinovou

sekvenci:

'A;-X-Asn-Thr-°Ala-Thr-Y-Ala-Thr-'°Gln-Arg-Leu-B,-Asn-

'*Phe-Leu-C,-D;-E;~°F,-G,-Asn-H;-Gly-**Pro-I;-Leu-J,-Pro-

*°Thr-K;-Val-Gly-Ser->°Asn-Thr-Tyr-z
kde

A; je Lys, Ala, Ser nebo vodik,

B; je Ala, Ser nebo Thr,

Ci1 je Val, Leu nebo Ile,

D, je His nebo Arg,

E; je Ser nebo Thr,

F; je Ser, Thr, Gln nebo Asn,

G: je Asn, Gln nebo His,

H: je Phe, Leu nebo Tyr,

I, je Ile, Val, Ala nebo Leu,

J1 je Ser, Pro, Leu, Ile nebo Thr,

K: je Asn, Asp nebo Gln,

X a Y jsou nezavisle vybrané zbytky majici postranni
fetézce, které jsou chemicky vazany k sobé& navzajem za vzniku
intramolekuldrni vazby, pFi€emZ uvedend intramolekularni
vazba obsahuije disulfidovou vazbu, laktamovou nebo
thioéterovou vazbu; a

Z je aminoskupina, alkylamino-, dialkylamino-,
cykloalkylamino-, arylamino-, aralkylamino-, alkyloxy-,
aryloxy- nebo aralkyloxyskupina; a za pFfedpokladu, Ze kdy?Z

a) Ay je Lys, By je Ala, C; je Val, D, je Arg, E; je Ser,

Fy je Ser, G; je Asn, H; je Leu, I, je Val, J; je Pro a Kl

je Asn; nebo
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b) A je Lys, By je Ala, C; je Val, D; je His,
F1 je Asn, G, je Asn, H; je Leu, I, je Val,
Jje Asn;

2000
sese
[ XX X1

E; je Ser,

Ji1 Je Ser a K

pak jeden nebo vice z A; aZ K, je D-aminokyselina a 2 je

vybréano
dialkylamino-,

alkyloxy-,

3.

Analog

sekvenci:
‘A;-X-Asn-Thr-°Ala-Thr-Y-Ala-Thr-°Gln-Arg-Leu-B;~Asn-
'*Phe-Leu~C;~D;~E,~2°F; -G, -Asn-H;~Gly-2°T,~J,~-Leu-Pro-Pro-
*°Thr-K;-Val-Gly-Ser-°Asn-Thr-Tyr-2

kde
Ay
B;
Ci
D,
E,;
F
Gy
H,
I
Ja
Ki

X a Y Jjsou nezavisle vybrané

Jje
je
je
Jje
Jje
je
je
je
je
je

je

ze

skupiny
cykloalkylamino-,

obsahujici

arylamino-,

aryloxy- nebo aralkyloxyoskupinu.

Lys, Ala, Ser
Ala,

Val,

Ser nebo
Leu nebo
His nebo Arg,
Ser nebo Thr,
Thr, Gln

Gln nebo

Ser,
Asn,
Phe, Leu nebo
Ala nebo Pro,
Ile, Val, Ala

Asn, Asp nebo

agonisty

amylinu majici

nebo vodik,
Thr,
Ile,

nebo Asn,
His,

Tyr,

nebo Leu,

Gln,

alkylaminoskupinu,

aralkylamino-,

aminokyselinovou

zbytky majici postranni

fTetézce, které jsou chemicky vazany k sobé& navzajem za vzniku

intramolekuldrni vazby, pricemZ uvedend intramolekulédrni
vazba obsahuije disulfidovou vazbu, laktamovou nebo
thioéterovou vazbu; a

Z je aminoskupina, alkylamino-, dialkylamino-,

cykloalkylamino-,

arylamino-,

aralkylamino-,

alkyloxy-,
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aryloxy- nebo aralkyloxyskupina; a za pfedpokladu, Ze kdyzZ A,
je Lys, B: je Ala, C; je Val, D; je Arg, E, je Ser, F; je Ser,
Gi Je Asn, H; je Leu, I; je Pro, J; je Val a K, je Asn; pak
jeden nebo vice z A; aZ K; je D-aminokyselina a Z je vybréano
ze skupiny obsahujici alkylaminoskupinu, dialkylamino-,
cykloalkylamino-, arylamino-, aralkylamino-, alkyloxy-,

aryloxy- nebo aralkyloxyoskupinu.

4. Analog agonisty amylinu majici aminokyselinovou
sekvenci:

lAl—X—Asn—Thr-sAla—Thr—Y~Ala-Thr—loGln—Arg—Leu—Bl—Asn-

**Phe-Leu-C;-D;-E;~2°F;~G;-Asn~H;-Gly-2*Pro-T,-Leu-Pro-Pro-

**Thr-J,-Val-Gly-Ser~>*Asn-Thr-Tyr-2
kde

A; je Lys, Ala, Ser nebo vodik,

B: je Ala, Ser nebo Thr,

Cy je Val, Leu nebo Ile,

D; je His nebo Arg,

E1 je Ser nebo Thr,

F1 je Ser, Thr, Gln nebo Asn,

Gy je Asn, Gln nebo His,

H; je Phe, Leu nebo Tyr,

I, je Ile, Val, Ala nebo Leu,

J; je Asn, Asp nebo Gln,

X a Y Jjsou nezavisle vybrané zbytky majici postranni
fetézce, které jsou chemicky vazany k sobé& navzajem za vzniku
intramolekularni vazby, pricemZ uvedend intramolekularni
vazba obsahuje disulfidovou vazbu, laktamovou nebo
thioéterovou vazbu; a

Z je aminoskupina, alkylamino-, dialkylamino-,
cykloalkylamino-, arylamino-, aralkylamino-, alkyloxy-,

aryloxy- nebo aralkyloxyskupina; a za predpokladu, Ze kdyZ A
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Je Lys, B: je Ala, C; je Val, D; je Arg, E; je Ser, F; je Ser,
Gy je Asn, H: je Leu, I, je Val a J, je Asn; pak jeden nebo
vice z A; aZ K; je D-aminokyselina a Z je vybrano ze skupiny
obsahujici alkylaminoskupinu, dialkylamino-, cykloalkylamino,
arylamino-, aralkylamino-, alkyloxy-, aryloxy- nebo
aralkyloxyoskupinu.

Vyhodné analogy agonist@ amylinu zahrnuji 228 2%rg-h-

amylin, '*Arg®**®?°Pro-h-amylin a ‘*Arg® ?*pro-h-amylin.

Aktivita agonistua amylinu maZe byt potvrzena
a kvantifikovadna provedenim rhznych screeningovych testn
vCetné testu vazby receptorll v nucleus accumbens popsaném
niZe v pfikladu 7, pak néasleduje test na m. soleus popsany
niZe v prikladu 8, test vyprazdiiovani Zaludku popsany niZe
v pfikladu 9 nebo 10 nebo test schopnosti indukovat
hypokalcémii nebo sniZovat u savcu postprandialni
hyperglykémii, jak je popsano zde.

Test vazby receptorf, kompetitivni test, ktery méri
schopnost sloufenin specificky se navazat na amylinové
receptory vazané v membrané&, je popsan a narokovan v Patentu
U.s. €. 5 264 372, udéleném 23. listopadu 1993, jehoZ popis
je zde zahrnut formou odkazu. Test vazby receptorl je také
popsan v pfikladu 7 niZe. Vyhodny zdroj membranovych
preparatd pouZitych v testu je bazadlni pfedni mozek, ktery
obsahuje membrany 2z nucleus accumbens a okolnich oblasti.
Testované slouCeniny kompetuji o vazbu %k témto pFipravkim
receptorlt s potkanim amylinem '?°I Bolton Hunter. Kompeti&ni
funkce, kde navédzané mnoZstvi (B) je vyneseno jako funkce
logaritmu koncentrace ligandu, byly analyzovany pomoci
poCitale, a sice uZitim nelineédrni regrese pro 4 parametrovou
logistickou rovnici (program Inplot, GraphPAD Software, San

Diego, Kalifornie) nebo programem ALLFIT autord Delean
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et al., (ALLFIT, verze 2.7 (NIH, Bethesda, MD 20892).

(Munson a Rodbard, Anal. Biochem., 107, 220-239, 1980).

Testy Dbiologické aktivity agonistl amylinu na svalu
m. soleus se mohou provadét s pouZitim dfive popsanych metod
(Leighton, B. a Cooper, Nature, 335, 632-635, 1988, Cooper et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 7763-7766, 1988), ve
kterych miZe byt aktivita agonisty amylinu stanovena mé&¥enim
inhibice syntézy glykogenu stimulované inzulinem. Test na
m. soleus je také popsédn v p¥iklad& 8 niZe. 4

Metody méfeni rychlosti vyprazdfiovdni Zaludku jsou
popsany napfiklad v praci Young et al. (Diabetologia, 38(6),
642-648, 1995). V metodé& s fenolovou Cerveni, ktera Je
popsana Vv prikladu 9 niZe, dostdvaji potkani p#i v&domi
gastrickou sondou bezbarvy gel obsahujici metylcelulézu
a indikator fenolovou Cervefi. Dvacet minut po nakrmeni je
zvifatum podéna anestezie s pouZitim halotanu, Zaludek je
odkryt a v misté svérae v pyloru a spodniho jicnového
svéraCe je uzavfen svorkami, Zaludek je pak vyliat a otevien
v alkalickém roztoku. Obsah Zéludku se odvodi =z intenzity
fenolové Cervené v alkalickém roztoku, me&¥ené pomoci
absorbance pfi vlnové délce 560 nm. PFi pouZiti metody
s glukézou znaCenou tritiem, kterd je popséna v prikladu 10
niZe, Jjsou potkani p#i v&domi nakrmeni roztokem zna&ené
glukézy ve vodé&. Potkanim je Setrn& odebrana krev 2z ocasu,
jehoZ 3picka Jje umrtvena lidokainem. Tritium v plazmé
oddélené =z krve odebrané =z ocasu se odebird v raznych
Casovych intervalech a urluje se na pod&itadi beta impulzi.
Testované 'slouCeniny se normdlné podavaji p¥ibliZn& Jjednu
minutu pfed nakrmenim.

U¢inky amylinu nebo agonist@ amylinu na té&lesnou
hmotnost se urcuji, hodnoti nebo testuji s pouZitim metod

popsanych v pfikladech 1-3 niZe nebo jinymi metodami v oboru
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znamymi ¢i analogickymi metodami zji3tujicimi ovlivn&ni
télesné hmotnosti. Vyhodné sloudeniny agonistt amylinu
projevuji aktivitu v testu vazby receptort tadové men3i ne?
pfibliZné 1 aZ 5 nM, vyhodné men3i neZ pFibliZnd 1 nM
a vyhodné&ji men3i neZ p¥ibliZn& 50 pM. V testu na svalu
m. soleus vykazujil vyhodné slouleniny agonistd amylinu
hodnoty ECso Fraddové menSi neZ p¥ibliZné 1 aZ 10 pumol.
V testech vyprazdiiovdni Zaludku vykazuji vyhodné sloudeniny
agonistl hodnoty EDs, faddové men3i neZ 100 pg/potakana.

Amylin a peptidové agonisty amylinu je moZno pFipravit
s pouzitim standardnich technik pro syntézu peptidd na pevné
fazi, vyhodné& na automatizovaném nebo poloautomatizovaném
syntetizatoru peptidd. Typicky Jjsou p¥i pouZiti téchto
technik aminokyselina chrénénd o-N-karbamoylovou skupinou
a aminokyselina pripojovand k rostoucimu peptidovému *retézci
navazanem na pryskyfici kondenzovany p¥i teploté& mistnosti
v inertnim rozpoustédle, jako je dimetylformamid,
N-metylpyrolidinon nebo metylenchlorid za pEZitomnosti
kondenzacnich ¢inidel, jako jsou dicyklohexylkarbodiimid
a l-hydroxybenzotriazol v pfitomnosti béze jako je
diizopropyletylamin. Ochrannd o-2N-karbamoylova skupina Jje
odstranéna =z vysledné peptid-prysky¥ice s pouZitim &inidla
jako je trifluorooctovd kyselina nebo piperidin a kondenzad&ni
reakce se opakuije s dalsi poZadovanou N-chranénou
aminokyselinou, kterd m& byt pridadna k peptidovému *retézci.
Vhodné N-ochranné skupiny jsou v oboru dobfe znamy, pticemz
zde Jjsou vyhodné uzivéany t-butyloxykarbonylova (tBoc)
a fluorenylmetoxykarbonylova (Fmoc) skupina.

Rozpoustédla, derivaty aminokyselin a 4-metybenzhydryl-
aminovou pryskyfici pouZivanou v syntetizidtoru peptida Je
mozZné zakoupit od firmy Applied Biosystems Inc. (Foster City,

CA). 0Od firmy Applied Biosystems 1Inc. Jje moZné zakoﬁpit
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nasledujici chran&né aminokyseliny s chrénénym postrannim
fet&zcem: Boc-Arg(Mts), Fmoc-Arg(Pmc), Boc-Thr(Bzl), Fmoc-
Thr (t-Bu), Boc-Ser(Bzl), Fmoc-Ser(t-Bu), Boc-Tyr(BrZ), Fmoc-
Tyr (t-Bu), Boc-Lys(Cl-Z), Fmoc-Lys(Boc), RBoc-Glu(Bzl), Fmoc-
Glu(t-Bu), Fmoc-His(Trt), Fmoc-Asn(Trt) a Fmoc-Gln(Trt). Boc-
His (ROM) se miZe koupit od firmy Applied Biosystems Inc. nebo
od Bachem Inc. (Torrance, CA). Anizol, metylsulfid, fenol,
etandithiol a thiocanizol Jje moZné =ziskat od firmy Aldrich
Chemical Company (Milwaukee, WI). HF dodava firma Air
Products and Chemicals (Allentown, PA). Etyléter, kyselina
octovd a metanol se mohou koupit od firmy Fisher Scientific
/Pittsburgh, PA).

Syntéza peptidd na pevné fazi se mhZe provadét na
automatickém syntetizatoru peptidd (model 430A, Applied
Biosystems Inc., Foster City, CA) s pouZitim systému NMP/HOBt
(Volba 1) a chemického postupu s Tboc nebo Fmoc (viz p¥irucku
uZivatele od Applied Biosystems pro syntetizator peptidd ABI
430A, verze 1.3B, 1. &ervence, 1988, <céast 6, s. 49-70,

Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) s Cepickou
("capping"). Boc-peptidové pryskyrice se 3tépi HF (-5 °c ai
0 °C, 1 hodina). Peptid se extrahuje z prysky¥ice stfidénim

vody a kyseliny octové a filtraty se 1lyofilizuji. Fmoc-
peptidova pryskyfice se 3tépi podle standardnich metod
(Introduction to Cleavage Techniques, Applied Biosystems
Inc., s. 6-12, 1990). Peptidy mohou byt také kondenzovany pfi
pouziti syntetizdtoru Advanced Chem Tech Synthesizer (Model
MPS 350, Louisville, Kentucky).

Peptidy jsou purifikovény pomoci RP-HPLC (preparativni
a analytické) é pouZitim systému Waters Delta Prep 3000. Pro
izolaci peptidl jsou pouZity preparativni kolony C4, C8 nebo
Cc18 (10 p, 2,2 x 25 cm, Vydac, Hesperia, CA) a Cistota se

urcuje pomoci analytickych kolon c4, Cc8 nebo C1is
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(5 u, 0,46 x 25 cm, Vydac). Rozpoudtédla (A=0,1% TFA/voda
a B=0,1% TFA/CH3CN) jsou nana3ena na analytickou kolonu pfi
pratoku 1,0 ml/min a na preparativni kolonu pZi pratoku
15 ml/min. Analyzy aminokyselin se provadéji na systému
Waters Pico Tag a zpracovavaji se s pouZitim programu Maxima.
Peptidy jsou hydrolyzovany kyselou hydrolyzou v parni fazi
(115 °C, 20-24 hodin). Hydrolyzadty 3Jjsou derivatizovéany
a analyzovany standardnimi metodami (Cohen et al., The Pico
Tag Method: A Manual of Advanced Techniques for Amino Acid
Analysis, s. 11-52, Millipore Corporation, Milford, MA,
1989). Analyza ost¥elovanim rychlymi atomy se provadi pomoci
M-Scan, Incorporated (West Chester, PA). Hmotnostni kalibrace
se provadi s pouZitim jodidu cesného nebo jodidu
cesného/glycerolu. Plazmatickd desorp&ni ioniza&ni analyza
pouZivajici ¢as letové detekce se provadéla na hmotnostnim
spektrometru Applied Biosystems Bio-Ion 20.

Peptidové sloudeniny pouZitelné ve vynélezu mohou byt
také pripraveny technikami rekombinantni DNA, pouZitim metod
v oboru nyni znédmych. (Viz nap¥. Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydani, Cold Spring Harbor,
1989). Nepeptidové slouleniny pouZitelné v pFfedklédaném
vyndlezu se pfipravuji metodami v oboru znémymi.

Sloudeniny uvadéné vy3e mohou tvo¥it soli s rlznymi
anorganickymi a organickymi kyselinami a z&sadami. Tyto soli
zahrnuji soli pripravené s organickymi a anorganickymi
kyselinami, jako je napfiklad HCl, HBr, H:SO4, H3POs, Kkyselina
trifluoroctova, kyselina octova, kyselina mravenci, kyselina
metansulfonovéa, kyselina toluensulfonové, kyselina maleinova,
kyselina fumarovad a kyselina kafrsulfonova. Soli pZipraveneé
se zasadami zahrnuji amonné soli, soli alkalickych kovi,
napt. sodné a draselné soli, a soli alkalickych zemin, nap¥f.

vapenaté a hore&naté soli. Vyhodné jsou soli kyseliny octove,
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chlorovodikové a trifluoroctové. Soli kyseliny octové 3Jjsou
nejvyhodn&jdi. Soli se tvori obvyklymi prostfedky, Jako

reakce volné kyseliny nebo =zasady, kdy se tvori produkt

s jednim nebo vice ekvivalenty p¥islud3né zadsady nebo kyseliny

v rozpoudtédle nebo médiu, ve kterém je stl nerozpustna, nebo
v rozpoudtédle, Jjako Je voda, které Je pak odstranéno ve
vakuu nebo lyofilizaci nebo vyménou iontl existujici soli :za
jiny ion na vhodné iontoménicové pryskyfici.

P¥ipravky pouZitelné podle predkladdaného vynalezu mohou
byt pfihodné poskytnuty v lékovych formédch vhodnych pro
parenterédlni podéavani (vCetné intravendzniho, intra-
muskuldrniho a subkutdnniho) nebo pro nazdlni ¢&i peroréalni
podavéani. Nejlépe Jje vhodnd forma poddvani urcena 1lékafem
individudlné pro kaZdého pacienta. Vyhovujici  farmaceuticky
pfijatelné nosice a formulace pripravkl Jsou popsany ve
standardnich odbornych publikacich o formulaci p¥ipravki,
nap¥. Remington’s Pharmaceutical Sciences od E.W. Martina.
(Viz také Wang, Y.J. a Hanson, M.A., ,Parental Formulations
of Proteins and Peptides: Stability and Stabilizers™, Journal
of Parental Science and Technology, Technical Report ¢&. 10,
Supp. 42, 2S, 1988). SloucCeniny formulované jako parenterélni
pEipravky pro injekce nebo infuze mohu byt napfiklad
suspendovény Vv inertnim oleji, vhodné v rostlinném oleji,
jako je sezamovy, podzemnicovy, olivovy olej nebo 3jiny
pfijatelny nosid. Vyhodné jsou suspendovany ve vodném nosici,
nap¥iklad v izotonickém pufrovacim roztoku s pH pribliZné
5,6 az 7,4. Tyto pfipravky Jjsou sterilizovany obvyklymi
steriliza&nimi technikami nebo jsou sterilizovéany filtraci.
Pfipravky mohou obsahovat farmaceuticky pfijatelné pomocné
latky, Jjak je vyZadovadno pro pribliZeni se fyziologickému
stavu, Jjako 3jsou ¢&inidla pufrujici pH. PouZitelné pufry

zahrnuji napfiklad pufr acetdt sodny/kyselina octova. MuZe
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byt pouZita forma =z&sobnikového nebo ,depotniho™ pF¥ipravku
s pomalym uvoliovéanim, takzZe lécebneé ucinné mnoZstvi
pripravku se podadvé do krevniho obé&hu po mnoho hodin nebo dni
po transdermalni injekci nebo podani.

Tyto parenterédlni 1lékové formy se vyhodné pIipravujil
podle patentové prihléasky (v obecném vlastnictvi) s nézvem
,Parenteral, Liquid Formulations for Amylin Agonist
Peptides™, pofadové ¢&. 60/035 140, podané 8. ledna 1997,
a podle patentové p¥ihlad3ky U.S. pofadové ¢&. 09/005 262,
podané 8. ledna 1998, na které se timto odkazujeme:
Parenterdlni 1lékové formy obsahuji pfibliZné& 0,01 aZ 0,5 %
(hmotnost/objem) amylinu nebo agonisty amylinu ve vodném
systému spolu s p¥ibliZné 0,02 aZz 0,5 % (hmotnost/objem)
acetatového, fosfatového, citrdtového nebo glutamdtového
pufru tak, aby se dosédhlo pH kone&ného pfipravku pfibliZné
3,0 az 6,0 (vyhodn&ji 3,0 aZ 5,5), a také pfibliZné 1,0 az
10 % (hmotnost/objem) sacharidu nebo polyhydrického alkoholu
jako toniza&niho ¢&inidla ve vodné spojité fazi. Ve vyhodné
formulaci produktu navrZeného tak, aby bylo pacientovi
umoZnéno odstranéni Castého déavkovani, je také prfitomno
pfibliZné 0,005 aZ 1,0 % (hmotnost/objem) antimikrobidlniho
konzervainiho prostfedku vybraného ze skupiny sklédajici se
z m-krezolu, benzylalkoholu, metyl-, etyl—-, propyl-
a butylparabenu a fenolu. Stabilizadtor neni nezbytny. Aby se
ziskala poZadované koncentrace roztoku, je pouZito
postadujici mnoZstvi vody pro injekce. Je-1i Z&douci, mlZe
byt také pfitomen chlorid sodny, a také dal3i excipienty.
Tyto excipienty ale musi udrZovat celkovou stabilitu amylinu
nebo peptidového agonisty amylinu. Tekuté p¥ipravky Jsou
v podstaté izotonické, tj. v mezich + 20 % izotonie a vyhodneé
v mezich 10 % izotonie. Nejvyhodné&ji v pfipravku amylinu nebo

agonisty amylinu pro parenteralni podavéani polyhydricky
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alkohol Jje mannit, pufr Jje acetdtovy pufr, konzervacni
¢inidlo je pfiblizné& 0,1 aZ 0,3 % (hmotnost/objem) m-krezolu
a pH je pfibliZné& 3,7 aZ 4,3. PoZadované izotonie je dosaZeno
pouZitim chloridu sodného nebo jiné farmaceuticky pfijatelné
soli.

Je-1i #Z&douci, roztoky vy3e uvedenych pripravkd mohou
byt zahu3tény pomoci zahudtovadla, Jjako Jje metylceluldza.
Mohou byt pfipraveny ve formé emulze, bud voda v oleji nebo
olej ve vod&. MuaZe byt pouZit kaidy z celé fady farmaceuticky
pfijatelnych emulgdtorti vcetné napriklad arabské gumy,
neionogenniho surfaktantu (jako Jje Tween) nebo iontového
surfaktantu (jako Jjsou sulfaty nebo sulfondty alkalického
polyéterového alkoholu, napf. Triton).

Pripravky pouZitelné ve vyndlezu Jjsou pfipraveny
smisenim sloZek podle obecné& p¥ijatych postupl. Napfiklad
vybrané sloZky se JjednoduSe smisi v mixéru nebo Jiném
standardnim za¥izeni za vzniku koncentrované smési, kteréd pak
miZe byt upravena na kone¢nou koncentraci a viskozitu
pfidanim vody nebo zahudtovadla a moZnad pufru ke kontrole pH
nebo daldiho solutu ke kontrole tonicity.

Pro pouZivani lékatfem jsou pfipravky poskytnuty
v jednotkovych lékovych formach obsahujicich mnoZstvi amylinu
nebo agonisty amylinu, nap#iklad slouceniny analogu agonisty
amylinu, kteréa u¢inné v jedné nebo nékolika davkéach
kontroluje obezitu na 2zvolené urovni. Tarapeuticky u&inné
mnoZstvi amylinu nebo agonisty amylinu, Jjako Jje analog
agonisty amylinu pro pouZiti kontroly obezity, Jje takové
mno?stvi, které sniZuje té&lesnou hmotnost. Jak odbornici
rozpoznavaji, ufinné mnoZstvi lé&ebného pfipravku se bude
ménit v zavislosti na mnoha faktorech vietné& véku a hmotnosti
pacienta, pacientova fyzického stavu, uUc¢inku, ktery ma byt

dosaZen, a dals3ich faktorech.
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U&inné Jjednotlivé, rozdé&lené nebo kontinudlni u¢&inné
davky slou&enin, obsahujicich napf¥iklad 2°*®*%°Pro-h-amylin,
¥prg?% 28 2°pro-h-amylin a !'®Arg®*?*Pro-h-amylin, jsou typicky
v rozmezi ©p¥ribliZné& 0,01 aZ pfibliZné 5 mg/den, vyhodné
ptibliZné 0,05 aZ 2 mg/den a vyhodnéji p¥ibliZné 0,1 aiZ
1 mg/den, pro 70 kg pacienta, podédvané v  jednotlivé,
rozd&lené nebo kontinudlni davce. Presnd davka, ktera bude
podavana, je urlena oSetfujicim lékafem a =z&avisi na Fadé
faktorﬁ véetné té&ch, které jsou uvedeny vySe. Podavani by
mé&lo zacdit pfi prvni znédmce obezity. Podadvéani mlZe byt
injekci nebo infuzi, vyhodné intravendzni, subkutédnni nebo
intramuskuldrni. Perordlné aktivni slouceniny se mohou brat
usty, ale dévky se zvy3i 5 aZ 10 x.

Obecné v léCeni nebo prevenci obezity Jjsou slouceniny
tohoto vynédlezu podavany ©pacientum, kteri tuto 1écbu
potfebuji, v rozmezi davek podobnému rozmezi uvedenému vyse,
ale slouleniny se mohou podavat casté&ji, napfriklad Jednou,
dvakrat nebo tF¥ikridt denné& nebo kontinudlné. Vyhodné Jjsou
davky peptidovych agonistli, napfiklad pramlintidu, podavany
subkutanné v davce 30 aZz 300 g podadvané jednou aZ C&tykikrat
denn& a vvhodné&ji v dadvkach 30 aZ 120 pg podavanych dvakrat
aZ Ctyrikrat denne.

Pro lepsi porozuméni  prfedklddanému vyndlezu  Jjsou
pripojeny néasledujici ptiklady, které popisuji vysledky
série pokust. Studie tykajici se tohoto wvyndlezu nelze
v Z4dném pripad& povaZovat =za omezeni vynédlezu. Varianty
vyndlezu, nyni neznadmé a vyvinuté pozdE&ji, které Jjsou
v kompetenci prumérného odbornika, spadaji také do ramce
pfedkladdaného vynalezu, jak Je zde popsdn a definovén

v patentovych nérocich.
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P¥iklady provedeni vynélezu

Priklad 1

M&¥eni té&lesné hmotnosti: 4-tydenni studie diabetikdl typu 2,

kte¥i pot¥ebuiji inzulin

Utastnici studie byli muZi a Zeny ve vé&ku od 25 do 78
let s anamnézou diabetes mellitus typu II vyZadujici 1écbu
inzulinem alespofi 6 m&sicl pfed testovaci nav3tévou. TE&lesna
hmotnost pacientl se nelisila vice neZi o 45 % od Zadouci
hmotnosti pfred pfijetim do studie (na z&kladé tabulek
Metropolitan Life). Studie pouZila metody popsané v préaci
Thompson et al. (Diabetes, 46, 632-636, 1997). Po uvodnim
obdobi s placebem byli pacienti randocmizovéni do skupin pro
pfijem placeba nebo jednoho ze t¥i davkovych rezimd *°*?%?°Pro-
h-amylinu (pramlintidu) po dobu 4 tydnia: 30 pg QID (pfed
snidani, obé&dem, vedefi a velernim zakuskem), 60 pug TID (pfed
snidani, obé&dem a velef¥i) nebo 60 png QID (pfed snidani,
obé&dem, velefi a velernim =zakuskem). Bé&hem lékového obdobi

studie si pacienti sami podavali ¢&ty¥i injekce studovaného

lé&iva denn&, bé&hem 15 minut p¥ed kaZdym jidlem a velernim

zdkuskem. V obdobi dvojit& slepé studie dostavali pacienti
randomizovani na pramlintid 60 pg TID pfed vecernim zékuskem
placebo. Jak pramlintid, tak placebo byly podévany Jjako
nezdvislé injekce do subkutédnni tkané& pfedni brisni stény,
specifické misto se mé&nilo po kaZdé injekci. Pacienti byli
instruovani, aby ztstali na své obvyklé dieté&, inzulinu
a pohybovém reZimu v prubéhu studie, dokud nebudou
instruovani vyzkumnymi pracovniky Jjinak a aby pfed vSemi

klinickymi n&v3té&vami abstinovali od alkoholickych népoji.
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Jak je ukéazano v tabulce I, nastala statisticky vyznamna
redukce hmotnosti proti vychozi hmotnosti v tydnu 4 ve

skupindch s pramlintidem 60 pg TID (prumér = -0,89 kg,

p 0,0056) a pramlintidem 60 pg QID (prumér = -0,72 kg,

p

nenastala Z&dné& statisticky vyznamné zména télesné hmotnosti

0,0014). S Hochbergovou korekci pro vicenadsobné srovnéani

proti vychozi hmotnosti v tydnu 4 v Zadné ze tF¥i skupin
s pramlintidem ve srovnani se skupinou s placebem. Podavani
pramlintidu pZ¥i nepferudeném uZivéni inzulinu tedy vylepSilo
kontrolu glykémie se sniZenim t&lesné hmotnosti, které
dosédhlo statistické vyznamnosti ve skupindch se 60 pg TID
a QID. Toto sniZeni Jje v ostrém kontrastu s hmotnostnim
prirGistkem obvykle spojenym se zlepSenou kontrolou glukdzy

dosaZenou samotnym inzulinem u pacientd s diabetem typu 2.

Tabulka I

T&lesnd hmotnost: zmé&na od vychozi hmotnosti do tydnu 4

LXK 2 J

Ei§2222t Zména v tydnu 4 Hodnota p*
Skupina Pocet  Prlmér Primér Median Ve skupiné& Srovnéni
oSetfena: (kg) (kg) (kg) s lécivem s placebem
Placebo 47 87,0 -0,04 0,0 NV NP
Pramlintid 47 88,5 -0,36 -0,45 NV NV
30 pg QID
Pramlintid 48 86,2 -0,89 -1,05 0,0056 NV
60 pg TID
Pramlintid 51 91,5 -0,72 -0,45 0,0014 NV
60 pg QID
*  Studentav t-test (srovnadni ve skupindch s 1lécivem).
Dvourozmérna analyza ANOVA (srovnani s placebem)

s Hochbergovou korekci.
NV = statisticky nevyznamné, NP = nepouZitelné
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P¥iklad 2

M&¥eni té&lesné hmotnosti: 52 tydni dlouhd studie s diabetiky

typu 1

Tato studie byla multicentricka, dvojité slepé,
s kontrolnim placebem a paralelnimi skupinami s potencidlnim
zvydovanim davky. UCastnici studie byli muZi a Zeny ve véku

od 16 do 70 let s diabetes mellitus typu 1. Pacienti si sami

podavali &ty¥i subkuténni injekce s 30 pg pramlintidu nebo -

placeba denné&, pred kaZdym jidlem a zakuskem pfed spanim.
Ur&iti pacienti (ti z téch, co brali prémlintid, kte¥i méli
sniZeny HbAlc proti vychozi hodnot& méné nez 1,0 % po 13
tydnech 1é&by) byli znovu randomizovédni ve 20 tydnech na bud
30 pg nebo 60 pg QID pro zbytek studie. Pacienti v této
studii bylo o3etfovani studovanym lécivem formulovanym na pH
4,0 v koncentraci umoZAujici injekci 0,1 ml na déavku. 477
pacientilt dostalo alespon jednu davku studovaného 1léciva
(pramlintid nebo placebo). Ze 477 pacientt randomizovanych
a pacientt, kterym bylo podavéno 1lé&ivo, 52 tydenni studii
ukonc¢ilo 341.

Pacienti léceni pramlintidem prodélali klinicky
a statisticky vyznamné sniZeni té&lesné hmotnosti ve srovnéani
s placebem, v dob& 13, 26 a 52 tydnl (tabulka II). Nejvétsi
rozdil proti placebu byl pozorovdn ve 26 a 52 tydnech
(sniZeni alespon 1,2 kg ve srovnani s placebem v kaZdém
tasovém bodu). Ztrata hmotnosti nastala zejména u pacientd,
kteri m&li vychozi index té&lesné hmotnosti (BMI) alespon
27,0 kg/m?, coZ ukazuje nejvét3i p¥inos u obéznich pacientl
(tabulka III).

Pacienti, kte¥i brali pramlintid v podskupiné pacientl

s vychozimi hladinami HbAlc alespoii 8,0 % a stabilni davkou

s
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inzulinu, prodé&lali prum&rné sniZeni télesné hmotnosti ve
srovnani s placebem ve vZech tfech &asovych bodech (tabulka
IV). Toto pozorovani Jje v souladu s dobfe znamym uGcinkem
inzulinu napomdhat rustu té&lesné hmotnosti. Zdad se tedy, Ze
pramlintid sniZuje narGst télesné hmotnosti indukovany
inzulinem.

Data vykazujici normalni rozloZeni Dbyla analyzovana
pouZitim dvourozm&rné analyza variance. V pfipadech, kdy bylo
shledano, Ze data nesleduji normalni rozloZeni, byly pouZity
neparametrické metody (Kruskal-WallisGv test) zaloZené na
kategoriich. V té&chto p¥ipadech Jje uveden Hodges-Lehmanuv

estima&ni koeficient misto pruméru.

Tabulka II
Té&lesna hmotnost: zmény proti vychozi hmotnosti

Hmotnosti v tydnech 13, 26 a 52

Casovy bod/télesna Placebo (n=154) Pramlintid 30 nebo
hmotnost (kg) 60 ug QID (n=163)
Vychozi hmotnost

Primér (SE) 76,3 (1,1) 76,4 (1,1)

Mediéan 75,0 75,9

Rozmezi 47, 121,8 46,4, 113,6
Tyden 13 (3 mésice)

Primér (SE) 76,5 (1,1) 75,4 (1,1)

Medién 75,1 75,6

Rozmezi 45, 125,7 47,3, 110,5
Zména od vychozi
hmotnosti

Primér (SE) 0,2 (0,2) - -1,0 (0,2)

Median 0 -1,0

Rozmezi -6,0, 8,2 -7,6, 8,2

Hodgeslhv-Lehmanav - -1,2
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estimaé&ni koeficient
pro rozdil proti
placebu
Hodnota p' - 0,0001*
Tyden 26 (6 mé&sicu) 76,9 (1,1) 75,5 (1,1)
Pramér (SE) 75,9 76,4
Median 45,8, 126,8 46,4, 111,2
Rozmezi
Zzména od vychozi
hmotnosti
Pram&r (SE) 0,6 (0,2) -0,9 (0,3)
Mediéan 0,55 -0,5
Rozmezi -7,3, 9,3 -23,5, 9,1
Hodgestv-Lehmanuv - -1,3
estimadni koeficient
pro rozdil proti
placebu
Hodnota p' - 0,0001*
Tyden 52 (12 mésicu)
Primér (SE) 77,1 (1,1) 76,0 (1,1)
Medién 75,7 76,4
Rozmezi 44,8, 126,8 48,2, 109,9
Zména od vychozi
hmotnosti
Priumér (SE) 0,8 (0,3) -0,5 (0,3)
Medién 0,8 -0,5
Rozmezi -11,5, 11,2 -12,0, 13,7
Priumérny rozdil - -1,3
proti placebu
Hodnota p°’ - 0,0137*

t Kruskal-Wallistv test

+ dvourozmérnad ANOVA

* statisticky vyznamny rozdil ve srovnéni s placebem
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Tabulka III

Télesnd hmotnost: zmény proti vychozi hmotnosti u pacientt
s vychozi hmotnosti BMI O 27,0 kg/m® nebo < 27,0 kg/m?
Hmotnosti v tydnech 13, 26 a 52

Podskupina BMI/télesnéa Placebo (n=154) Pramlintid 30 nebo
hmotnost (kg) 60 pg QID (n=164)

Vychozi BMI O 27,0 kg/m?
Zména v tydnu 52

Poclet 51 53
Primér (SE) 0,4 (0,53) -1,8 (0,65)
Rozmezi -6,4, 11,2 -12,0, 9,1

Vychozi BMI < 27,0 kg/m?
Zména v tydnu 52

Pocet 103 110

Priamér (SE) 1,0 (0,36) 0,1 (0,28)

Rozmezi -11,5, 11,2 -5,0, 13,7
Tabulka IV

Télesnd hmotnost: zmény proti vychozi hmotnosti
Pacienti s HbA;c O 8,0 %, inzulin v * 10 % od vychozi

hmotnosti v tydnech 13, 26 a 52

Casovy bod/té&lesné Placebo (n=31) Pramlintid 30 nebo
hmotnost (kg) 60 ug QID (n=39)
Vychozi hmotnost

Primér (SE) 75,9 (2,2) 81,3 (2,2)

Median 74,6 ' 79,4

Rozmezi 52,4, 113,6 55,5, 113,6

Tyden 13 (3 mésice)
Primér (SE) 75,8 (2,1) 80,3 (2,1)
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Median 74,1 78,6
Rozmezi 56,5, 108,2 56,4, 110,5
Zména od vychozi :
hmotnosti
Primér (SE) -0,1 (0,4) -1,0 (0,4)
Medién 0 -1,4
Rozmezi ~-6,4, 4,1 -7,6, 8,2
Primérny rozdil - -0,9
proti placebu
Hodnota p' - 0,0745
Tyden 26 (6 mésich) 76,2 (2,0) 80,8 (2,1)
Primér (SE) 75,9 80,5
Medién 54,9, 108,2 55,5, 111,2
Rozmezi
Zména od vychozi
hmotnosti
Primér (SE) 0,3 (0,5) -0,5 (0,6)
Median 0,4 0
Rozmezi -5,4, 5,9 -10,5, 9,1
Prumé&rny rozdil - -0,8
proti placebu
Hodnota p' - 0,1197
Tyden 52 (12 mésicu)
Primér (SE) 76,5 (2,1) 81,7 (2,1)
Mediéan 75,9 79,6
Rozmezi 54,5, 109,1 56,4, 109,9
Zména od vychozi
hmotnosti
Primér (SE) 0,6 (0,7) 0,4 (0,6)
Medién 0,7 0,2
Rozmezi -7,0, 11,2 10,0, 13,7
Priumérny rozdil - -0,2
proti placebu
Hodnota p' - 0,2441

t dvourozmérna ANOVA

* statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s placebemn
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Priklad 3

M&¥eni télesné hmotnosti: 52 tydnl dlouhd studie s diabetiky

typu 2, kteri potfebuji inzulin
Tato studie byla multicentrické, dvojité slepa,
s kontrolnim placebem a paralelnimi skupinami s davkami

v daném rozmezi. UCastnici studie byli muZi a Zeny ve véku od

18 do 75 ‘let s diabetes mellitus typu 2, ktefi potFebuji
inzulin. Pacienti si sami podavali t¥i subkutédnni injekce
pramlintidu (30, 75 nebo 150 pg TID) nebo placeba (TID)

denné, pred kaZdym jidlem, po dobu 52 tydnt. Pacienti v této
studii bylo o3etfovani studovanym lécivem formulovanym na pH
4,7 v koncentraci umoZiujici injekci 0,3 ml na davku. Dvojité
slepému obdobi s léc¢bou predchédzelo Gvodni slepé obdobl pouze
s placebem dlouhé 3 aZ 10 dnu. Z 539 pacientl randomizovanych
a pacienti, kterym bylo podavéno lé¢ivo, 52 tydenni studii
ukonc¢ilo 381.

Pacienti  1lécCeni kaZdou tri davek

ze pramlintidu

sniZeni té&lesné

26 a 52 tydnl

statisticky vyznamné

v dobé 13,

prodélali klinicky a
hmotnosti ve srovnadni s placebem,
(tabulka V).
26 a 52 tydnech

v téchto

Nejv&t3i rozdil proti placebu byl pozorovan ve

(sniZeni alespoi 2,3 a 2,7 kg ve srovnani

s placebenm gasovych bodech). Hmotnost pacientl

odettovanych placebem se vzhledem k vychozi hmotnosti zvySila

ve vdech tfech ¢asovych bodech, na rozdil od redukce

hmotnosti u tEl s pramlintidem ve vSech casovych

bodech.
vychozi
tak
(tabulka VI).

skupin
ktefi méli

27,0 kg/mz,

Ztrata hmotnosti nastala jak u pacientu,

index t&lesné hmotnosti (BMI) alespoini

u pacient®, kte¥i m&li vychozi BMI mén& neZ 27,0 kg/m’
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Pacienti ve viech  tfech skupinach s pramlintidem
s vychozi hladinou HbAlc alespoii 8,0% a se stabilni davkou
inzulinu prodé&lali sniZeni té&lesné hmotnosti ve srovnani
s placebem ve v3ech Casovych bodech (tabulka VII). Velikost
reakce byla obvykla u viech pacientd srovnatelnad, coZ sveédci
pro ulinek nezavisly na zménéch v dévce inzulinu.

Norméiné distribuovand data byla analyzovédna pouZitim
dvourozmé&rné analyza variance (s Hochbergovou korekci pro
Bonferroniho postup pro vicendsobné srovnéni). V pifipadech,
kdy bylo shledéno, Ze data nesleduji normalni distribuci,
byly pouZity neparametrické metody (Kruskal-Wallisthv test)
zaloZené na kategoriich. V téchto p¥ipadech je uveden Hodges-

Lehmantv estimadni koeficient misto priméru.

Tabulka V
T&lesnd hmotnost: zmény proti vychozi hmotnosti

Hmotnosti v tydnech 13, 26 a 52

Casovy bod/té&lesna Placebo Pramlintid Pramlintid Pramlintid
hmotnost (kg) (n=89) 30 pg TID 75 pg TID 150 pg TID
(n=86) (n=93) (n=77)

Vychozi hmotnost

Pramér (SE) 90,6 (1,6) 80,3 (1,8) 93,2 (1,8) 94,3 (2,1)
Median 90,3 89,15 92,3 95,7 -
Rozmezi 59,5, 130,9 60,0, 140,0 51,8, 165,0 57,3, 158,1

Tyden 13 (3 mésice)

Prumér (SE) 81,3 (1,6) 89,8 (1,8) 92,5 (1,9) 92,7 (2,1)
Median 90,0 89,3 92,3 92,3
Rozmezi 60,5, 132,9 57,7, 142,7 49,1, 166,8 56,4, 156,8
Zména od vychozi
hmotnosti
Primér (SE) 0,6 (0,2) -0,5 (0,3) -0,6 (0,4) -1,6 (0,3)

Median 0,5 -0,7 -0,4 -1,4
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Rozmezi -6,9, 8,7 -7,7, 10,5 -23,4, 9,5 -9,5, 2,7
Hodgestv-Lehmantv - -1,1 -0,9 -2,0
estima&ni koeficient
pro rozdil proti
placebu
Hodnota pT - 0,0006%* 0,0066* 0,0001*
Tyden 26 (6 mésicua)
Primér (SE) 91,5 (1,7) 89,7 (1,8) 92,3 (1,8) 92,6 (2,1)
Median 90,5 89,1 92,3 92,3
Rozmezi 58,6, 133,0 55,9, 140,9 46,4, 162,5 58,2, 156,4
Zména od vychozi
hmetnosti
Prumér (SE) 0,8 (0,3) -0,6 (0,3) -0,9 (0,5) -1,7 (0,3)
Medién 0,9 -0,45 0 -1,5
Rozmezi -5,3, 8,3 -10,7, 11,4 -~-24,7, 9,0 -10,0, 3,2
Hodgestv-Lehmantv - -1,3 -1,3 -2,3
estimalni koeficient
pro rozdil proti
placebu
Hodnota p? - 0,0005* 0,0029* 0,0001*
Tyden 52 (12 mé&sich)
Primér (SE) 91,9 (1,7) 89,6 (1,9) 92,3 (1,9) 92,4 (2,1)
Medién 90,0 89,05 92,7 92,7
Rozmezi 60,5, 136,6 55,9, 147,3 46,6, 170,8 56,4, 158,2
Zmé&na od vychozi
hmotnosti
Primér (SE) 1,2 (0,4) -0,6 (0,4) -0,9 (0,5) -1,9 (0,7)
Medién 0,9 -0,4 -0,3 -1,8
Rozmezi -8,0, 20,5 -13,6, 11,9 -31,1, *10,0 -43,2, 7,3
Primérny rozdil proti - -1,6 -1,4 -2,17
placebu
Hodnota p' - 0,0009* 0,0106* 0,0001%
t Kruskal-Wallisuv test s Hochbergovou korekci pro

vicendsobnad srovnani proti placebu

* statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s placebem




Tabulka VI

Té&lesna hmotnost:
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zmény proti vychozi hmotnosti u pacientt

s vychozi hmotnosti BMI = 27,0 kg/m’ nebo < 27,0 kg/m’
Hmotnosti v tydnech 13, 26 a 52
Podskupina BMI Placebo Pramlintid Pramlintid Pramlintid
/té&lesnd hmotnost (n=91) 30 pg TID 75 pug TID 150 pg TID
(kg) (n=88) (n=97) (n=80)
vychozi BMI 2 27,0
kg /m?
Zména v tydnu 52
PocCet 67 67 80 62
Prumér (SE) 0,7 (0,43) -0,3 (0,52) -0,7 (0,47) -1,8 (0,80)
Rozmezi -g,0, 10,0 -13,6, 11,9 -13,7, 10,0 -43,2, 7,3
VYchgzi BMI < 27,0
kg/m”
Zména v tydnu 52
PocCet 24 21 17 18
Primér (SE) 2,4 (1,08) -0,7 (0,56) -1,7 (2,07) -1,9 (0,71)
Rozmezi -3,4, 20,5 -4,7, 6,4 -31,1, 9,0 =-7,2, 6,5

Tabulka VII

Té&lesnd hmotnost:

zmény proti vychozi hmotnosti

Pacienti s HbA;c > 8,0 %, dinzulin v * 10 % od vychozi
hmotnosti v tydnech 13, 26 a 52
Casovy bod/télesni Placebo Pramlintid Pramlintid Pramlintid
hmotnost (kg) (n=26) 30 ug TID 75 ug TID 150 pg TID
(n=20) (n=22) (n=18)
Vychozi hmotnost
Primér (SE) 84,3 (2,9) 92,7 (3,5) 93,3 (3,2) 99,8 (5,6)
Median 82,15 89,75 90,9 98,9
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Tyden 13 (3 mésice)
Prumér (SE) 84,3 (2,8) 92,5 (3,6) 93,3 (3,3) 98,3 (5,7)
Medién 81,5 88,85 91,6 97,4
Rozmezi 60,5, 112,3 65,9, 123,4 67,3, 121,8 57,7, 156,8
Zména od vychozi
hmotnosti
Prumér (SE) 0,0 (0,2) -0,2 (0,5) -0,0 (0,7) -1,5 (0,4)
Medién 0,45 -0,55 0 -1,55
Rozmezi ~-3,4, 1,9 -4,6, 6,4 -5,9, 6,4 -3,9, 2,7
Hodgestv-Lehmantv - -0,5 -0,4 ’ -1,9
estima&ni koeficient
pro rozdil proti
placebu
Hodnota p' - 0,2812 0,5827 0,0005%
Tyden 26 (6 mé&sicu)
Primér (SE) 84,8 (2,9) 92,4 (3,6) 93,1 (3,3) 98,1 (5,6)
Medién 83,15 89,75 91,8 97,5
Rozmezi 60,9, 117,5 64,1, 123,6 71,8, 121,1 58,9, 156,4
Zména od vychozi
hmotnosti
Primér (SE) 0,5 (0,3) -0,3 (0,5) -0,1 (0,8) -1,8 (0,5)
Median 0,7 -0,45 0 -1,4
Rozmezi -2,7, 4,7 -3,7, 4,1 -6,8, 7,3 -5,4, 2,0
Hodgestv-Lehmanav - -0,8 -0,6 -2,2
estimaéni koeficient
pro rozdil proti
placebu
Hodnota p’ - 0,8903 0,3616 0,0552
Tyden 52 (12 mésich)
Prumér (SE) 85,2 (2,9) %1,9 (3,5) 93,4 (3,1) 85,3 (5,95)
Median 83,3 89,05 92,05 94,0
Rozmezi 60,9, 115,0 66,7, 122,7 70,0, 116,2 57,3, 158,2

Zmé&na od vychozi

hmotnosti
Priomér

Median

Rozmezi

(SE)

0,9 (0,7) -0,8 (0,4) 0,1 (1,0)
0,45 -0, 65 0,7
-4,6, 14,3 -4,1, 3,2  -8,6, 10,0

-4,6 (2,3)
-2,55
-43,2, 2,3
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Pramérny rozdil proti - -1,8 -0,8 -5,5
placebu

Hodnota p* - 0,1837 0,2377 0,0069*

T Kruskal-WallisOv test s Hochbergovou korekci pro

vicendsobnd srovnani proti placebu
t dvourozm@rné& ANOVA s Hochbergovou korekci pro vicenédsobna
srovnani proti placebu

* statisticky vyznamny rozdil ve srovnédni s placebem

Priklad 4
Priprava #°'?®?°Pro-h-amylinu

Syntéza na pevné fazi **?®**°Pro-h-amylinu se provadéla
pomoci standardnich metod pro syntézu peptidd s pouZitim
metylbenzhydrylaminové vazebné pryskyrice a postrannim
fet&zcem chrédnénym N°-Boc/benzylovou skupinou. Pryskyfice
“7-[disulfid)}amylin-MBHA se ziskala oZetfenim Acm-chranénych
cysteint trifluoroacetétem théllitYm (I1II) v kyseliné
trifluoroctové. Poté, «co bylo dosaZeno cyklizace, byly
prysky¥fice a skupiny chréniéi postranni Ffetézce odStépeny
tekutym HF v pEitomnosti dimetylsulfidu a anizolu. ?°?®?°pro-
h-amylin byl purifikovadn preparativni HPLC s reverzni fazi.
Analytickou HPLC a kapildrni elektroforézou se zjistilo, Ze
‘peptid je homogenni a struktura byla ovéfena analyzou
aminokyselin a sekvendni analyzou. Produkt mé&l poZadovany

hmotnostni ion. Fab hmotnostni spektrum: (M+H)" =3,949.
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Priklad 5
Ptiprava '®Arg?®?®2°pro-h-amylinu

Syntéza na pevné fazi *Arg®®**#Pro-h-amylinu  se
provadéla pomoci standardnich metod pro syntézu peptida
S pouZitim metylbenzhydrylaminové vazebné pryskytice
a postrannim Fet&zcem chréanénym N*-Boc/benzylovou skupinou.
7. 1disulfid]amylin-MBHA-pryskyfice se ziskala oSetfenim Acm-
chrénénych cysteint trifluoroacetétem thallitym (ITI)
v kyseliné& trifluoroctové. Poté, co bylo dosaZeno cyklizace,
byly pryskyfice a skupiny chréanici ©postranni Ffetézce
od§t&peny tekutym HF v p¥itomnosti dimetylsulfidu a anizolu.
18arg?5:282%pro-h-amylin byl purifikovan preparativni HPLC
s reverzni fazi. Analytickou HPLC a kapildrni elektroforézou
se zjistilo, Ze peptid je homogenni a struktura byla ovéfena
analyzou aminokyselin a sekvenéni analyzou. Produkt mél
poZadovany hmotnostni ion. Fab hmotnostni spektrum:

(M+H)" = 3,971.

Priklad 6
Ptiprava °*Arg®*'?®Pro-h-amylinu

syntéza na pevné fazi *Arg?**®**Pro-h-amylinu se
provadéla pomoci standardnich metod pro syntézu peptida
s pouzitim metylbenzhydrylaminové vazebné pryskytice
a postrannim Ffetézcem chranénym skupinou N®-Boc/benzyl.
“7-ldisulfid]amylin-MBHA-prysky¥ice se ziskala oSetfenim Acm-
chrénénych cysteinu trifluoroacetétem thallitym (III)

v kyselin& trifluoroctové. Poté, co bylo dosazeno cyklizace,
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byly pryskyfice a skupiny chrénici postranni Yetézce
oditépeny tekutym HF v pFitomnosti dimetylsulfidu a anizolu.
1% arg?%2®pro-h-amylin byl purifikovadn preparativni  HPLC
s reverzni fazi. Analytickou HPLC a kapilarni elektroforézou
se zjistilo, Ze peptid je homogenni a struktura byla ovérena
analyzou aminokyselin a sekven&ni analyzou. Produkt mel
poZadovany hmotnostni ion. Fab hmotnostni spektrum:

(M+H)" = 3,959.

Priklad 7
Test vazby receptoru

Hodnoceni vazby sloudenin na receptory amylinu se
provadélo nasledujicim zpGsobem. Potkani amylin znaleny **°I
(Bolton Hunter znad&eny v N-koncovém lysinu) byl zakoupen od
firmy Amersham Corporation (Arlington Hights, IL). Specifické
aktivity v dob& pouZiti se pohybovaly v rozmezi od 1950 do
2000 Ci/mmol. NeznaCené peptidy byly ziskdny od firmy BACHEM
Inc. (Torrance, CA) a od Peninsula Laboratories (Belmont,
Ca) .

Samci laboratorniho potkana kmene Sprague-Dawley (200 aZ
250 gram@) byli usmrceni dekapitaci. Mozky byly pfeneseny do
chladného fyziologického roztoku pufrovaného fosforecnany
(PBS). 0Od ventralniho povrchu se délaly £Ffezy rostralné
k hypotalamu, lateréalnée ohranicené tractus olfactorius
a tahly se ve 45° uhlu mediadln& od téchto traktid. Tato tkan
bazalniho pfedniho mozku, obsahujici nucleus accumbens
a sousedni oblasti, se =zvaZila a homogenizovala Vv ledové
chladném 20 mM pufru HEPES (20 mM kyselina HEPES, pH upravené
na 7,4 s NaOH ve 23 °C). Membrany se promyly t¥ikrat
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v Cerstvém pufru pomoci stoceni po dobu 15 minut ve 48000xg.
Kone&ny pelet membrédn byl resuspendovan ve 20 mM pufru HEPES
obsahujicim 0,2 mM fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF).

Aby se mé&trila vazba '*°I,

membrany ze 4 mg puvodni vlhké
hmotnosti tkand se inkubovaly se '?**I-amylinem ve 12-16 pM ve
20 mM pufru HEPES obsahujicim 0,5 mg/ml Dbacitracinu,
0,5 mg/ml bovinniho sérového albuminu a 0,2 mM PMSF. Roztoky
se inkubovaly 60 minut ve 23 °C. Inkubace se ukoncila
filtraci pfes filtry ze sklen&nych vlédken GF/B (Whatman Inc.,
Clifton, NJ), které byly pfedem namoceny po dobu 4 hodin do
0,3% polyetyleniminu, aby se sniZila nespecifickd vazba
radiocaktivné znalenych peptidhd. Filtry byly bezprostfedné
pfed filtraci proplachnuty 5 ml chladného PBS a ihned po
filtraci 15 ml chladného PBS. Filtry byly vyjmuty
a radioaktivita byla vyhodnocena pomoci gamma-pocitace
s ucinnosti 77 %. Kompeticni krivky byly namé¥eny
v pfitomnosti 107'¢ aZ 10°® M testované slouceniny a byly
analyzovany pomoci poclitace, a sice uZitim nelinedrni regrese
pro 4 parametrovou logistickou rovnici (program Inplot,
GraphPAD Software, San Diego, Kalifornie).

V tomto testu se purifikovany huménni amylin vé&zal na
svij receptor p¥i naméfené ICso p¥ibliZné 50 pM. Vysledky pro
testované slouleniny Jjsou uvedeny Vv tabulce VIII, které

ukazuje, Ze kaZda ze sloufenin mé& vyznamnou vazebnou aktivitu

pro receptor.
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Priklad 8

Test na svalu musculus soleus

Stanoveni aktivity agonisty amylinu se provaddélo testem
na m. soleus nasledujicim zpusobem. V pokusu byly uZiti samci
potkani kmene Harlan Sprague-Dawley o hmotnosti p#ibliZné
200 g, aby se hmotnost odd&€leného m. soleus udrZela niZ3i neiZ
40 mg. Zvirata hladovéla 4 hodiny pfed utracenim dekapitaci.
Z dolni konCetiny byla odpreparovadna klZe a konletina byla
Spendliky pripevnéna ke korkové podloZce. Achilova 3lacha
byla pfetata prédvé nad os calcis a m. gastrocnemicus byl
odtaZen od =zadni <casti tibie. M. soleus, maly plochy sval
dlouhy 15 aZ 20 mm a silny 0,5 mm, leZici na povrchu
m. gastrocnemicus smérem ke kosti, byl obnaZen a oc&i3tén
pomoci jemnych ntZek a pinzety. M. soleus byl pak rozd&len na
stejné <&asti Cepeli skalpelu predozadnim smérem bFidkem
svalu, takZe byly ziskdny celkem 4 svalové prouzky z kaZdého
zvifete. Po vyjmuti svalu ze zvifete byl po kratkou dobu sval
uchovén ve fyziologickém roztoku. Nebylo nutné, aby byl sval
udrZovan napnuty, nebot bylo prokédzano, Ze to nemd Zadny vliv
na inkorporaci radiocaktivné znacené glukdzy do glykogenu.

Svaly byly pfeneseny do 50ml Erlenmeyerovy bafiky
obsahujici 10 ml probublaného Krebs-Ringerova bikarbonétového
pufru, ktery obsahoval (na 1 litr) 118,5 mmol (6,93 g) NacCl,
5,94 mmol (443 mg) KCl, 2,54 mmol (282 mg) CaCl,, 1,19 mmol
(143 mg) MgSO4s, 1,19 mmol (162 mg) KH;PO4, 25 mmol (2,1 qg)
NaHCOz, 5,5 mmol (1 g) glukdzy, rekombinantni huménni inzulin
(Humulin-R, Eli Lilly, IN) a testovanou slouceninu, Jjak je
podrobnéji uvedeno dale. Hodnota pH ové&¥end p¥i 37 °C byla
7,1 aZz 7,4. Svalové prouZky byly rozdéleny do rlznych banék

tak, Ze 4 svalové prouZky z jednoho zvifete byly rovnomé&rné
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pri*azeny do rlznych testtd. Inkubaéni médium bylo Jemné
probubliavano karbogenem (95 % O, 5 % COz) pf¥i soulasnéem
prot¥epavani v 37 °C v kmitajici vodni lézni. Po pulhodinové
"preinkubaci™ bylo p#iddno do kaZdé Dbanky 0,5 puCi
U-*Cc-glukdézy a inkubace pak pokralovala dal3ich 60 minut.
Kazdy svalovy prouZek byl pak rychle vyjmut, osuSen a zmraZen
v tekutém dusiku, zvaZen a uloZen pro nésledné stanoveni
Hc-glykogenu.

Stanoveni !!C-glykogenu se provad&lo v 7ml scintila&ni
vidlce. KaZdy vzorek zmrzlého svalu byl vloZen do vialky
a natraven v 1 ml 60% hydroxidu draselného v 70 °C p¥i stélém
tfepani po 45 minut. Rozpudtény glykogen byl pak precipitovan
pfidénimIB ml absolutniho alkoholu a zchlazenim pfes noc na
teplotu -20 °C. Supernatant pak byl jemné odsat, glykogen byl
oplachnut etanolem, etanol byl odséat a precipitédt byl usuSen
pod vakuem. V3echen etanol byl pfed méfenim odpafen, aby se
zabranilo zhé&3eni pfi scintiladnim méFfeni. Glykogen se pak
znovu rozpustil v 1 ml vody a 4 ml scintila¢niho roztoku
a byl pak zmé&fen na *‘C.

Rychlost inkoroporace glukdézy do glykogenu (vyjadfena
v umol/g/hod) byla =ziskédna 2z hodnot specifické aktivity
Yeo-glukbézy v 5,5mM glukdze v inkubaéni médiu a z celkového
Yc v glykogenu extrahovaném ze svalu, ziskanych scintilacnim
mé&¥enim. KF¥ivky =zavislosti odpovédi na davce byly ziskany
proloZenim dat 4 parametrovym logistickym modelem metodou
nejmendich ¢&tverclh iterativnim postupem (program ALLFIT,
verze 2.7, NIH, MD) a 2z ni byly stanoveny hodnoty ECso.
JelikoZ? hodnoty ECso maji logaritmicko-normalni rozloZeni, je
uvedena * stredni <chyba logaritmu. Parové srovnani bylo
provedeno pomoci t-testu pomoci programu SYSTAT (Wilkinson,
SYSTAT: the system for statistics, SYSTAT Inc., Evanston, IL,
1989) .
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K¥ivky z&avislosti odpovédi na dévce byly vyneseny pro
svaly v médiu s 7,1 nM (1000 pU/ml) inzulinem a kazdou
z testovanych sloucdenin v koneéné (nominalni) koncentraci O,
1, 3, 10, 30, 100, 300 a 1000 nM. KaZdy test obsahoval také
vnit¥ni pozitivni kontroly obsahujici potkani amylin
z jednoho vzorku amylinu uschovaného v lyofilizovaném stavu
v =70 °C.

Humanni amylin je znamy hyperglykemicky peptid
a namérené hodnoty ECso amylinovych preparatt v testu
s m. soleus jsou typicky Vv rozmezi 1 aZ 10 nM, ackoliv
nékteré komeréni prepardty s Cistotou nizZsi neZ 90 % maji
vy33i ECso diky pFitomnosti kontaminujicih primési, které
sniZuji méFenou aktivitu. Vysledky pro testované sloucCeniny

jsou uvedeny v néasledujici tabulce VIII.

Tabulka VIII

EC:zy (nM) pro sval Test vazby ‘ Test na

receptoru m. soleus

ICso (PM)
1) *°Pro**val?®*?’pPro-h-amylin 18,0 4,68
2) %7cyklo-[?Asp, Lys]-h-amylin 310,0 6,62
3) “*h-amylin 236,0 1,63
4) 'Ala-h-amylin 148,0 12,78
5) !Ser-h-amylin 33,0 8,70
6) ?°?®pro-h-amylin ' 26,0 13,20
7) des-'Lys?*?®*Pro-h-amylin 85,0 7,70
8) *arg®®*“®Pro-h-amylin 32,0 2,83
9) des-'Lys!'®Arg “*“*Pro-h-amylin 82,0 3,77
10) ‘®Arg?*r¢®?°pro-h-amylin 21,0 1,25
11) des-'Lys*®Arg?®-?®2°pro-h-amylin 21,0 1,86
12) %% ¥pro-h-amylin 10,0 3,71

13) des-'Lys**"*®*?°pro-h-amylin 14,0 4,15
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P¥iklad ©

Test vyprazdinovani Zaludku s fenolovou Cerveni

Vyprazdiiovani Zaludku bylo mé&feno modifikovanou metodou
(Plourde et al., Life Sci. 53: 857-862, 1993), kterou puvodné
popsali Scarpignato et al. (Arch. Int. Pharmacodyn. Ther.
246: 286-295, 1980). Struéné shrnuto, potkantm p¥i védomi
bylo podéno gastrickou sondou 1,5 ml Dbezbarvého gelu
obsahujiciho 1,5% metylcelulézu (M-0262, Sigma Chemicals Co.,
St. Louis, MO) a indikatorem 0,05% fenolovou ¢&erveni. Dvacet
minut po intubaci Zaludku byly potkani anestetizovani 5%
halotanem, Zaludek byl zasvorkovdn v misté& pylorického
a spodniho esofagdlniho svérale cévni svorkou, vyjmut
a otev¥en do alkalického roztoku, ktery byl pak doplnén na
konstantni objem. Obsah Zaludku pak byl stanoven na zakladé
intenzity fenolové Cerven& v alkalickém roztoku méfenim
absorbance pfi vlnové délce 560 nm. Ve vét3iné experimentl
byl Zaludek ¢&isty. V jinych experimentech byl obsah Zaludku
centrifugovan, aby se roztok pro mé&¥eni absorbance projasnil.
Pokud z¥edény obsah Zaludku zastal zakaleny,
spektrofotometrickd absorbance zpusobend fenolovou <cerveni
byla urcena jako rozdil v alkalickém a okyseleném
rozpoudtédle. V samostatném experimentu se 7 potkany byl jak
Yaludek tak tenké stfevo vyjmuty a otevieny do alkalického
roztoku. MnoZstvi fenolové Cervené, kterd Dbyla ziskéna
z horni ¢&é&sti gastrointestinadlniho traktu do 29 minut po
nakrméni sondou byla 839 = %, barvivo, které se nevratné
navdzalo na lumen stfev. lze zapolitat pro vyrovnani. Pro
kompenzaci této malé ztraty, procento obsahu Zaludku zbylé po
20 minutadch bylo vyjadfeno Jjako frakce celkového obsahu

Zaludku u kontrolni skupiny potkanh utracenych bezprostfedné
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po krmeni sondou v tomtéZ experimentu. Procento =zbyvajiciho

obsahu Zaludku = (absorbance ve 20 minutéch)/ (absorbance
v Case 0). Krivka z&vislosti odpovédi na davce pro
vyprazdiovéani Zaludku byla ziskéana proloZenim dat

dparametrovym logistickym modelem metodou nejmensich <&tverci
iterativnim postupem (program ALLFIT, verze 2.7, NIH, MD)
a z ni byly stanoveny hodnoty ECsg. JelikoZ hodnoty ECse maji
logaritmicko-normélni rozloZeni, Jje uvedena * st¥edni chyba
logaritmu. Parové srovnéni bylo provedeno pomoci
jednorozmérnou analyzou rozptylu vicendsobnym srovnavacim
testem Student-Jewman-Keulse pomoci programu Instat, ver:ze
2.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) na hladiné vyznamnosti
P < 0,05.

Ve studii davkové odpovédi byl potkani amylin (Bachem,
Torrance, CA) rozpudtén v 0,15M solném roztoku a byl podéavan
jako 0,1lml subkutédnni bolus v davce 0, 0,01, 0,1, 1, 10 a 100
Lg 5 minut pred podénim gelu gastrickou sondou potkand kmene
Harlan Spargue-Dawley (bez diabetu) hladovéjicim. 20 hodin
a diabetickym potkanim BB hladovéjicim 6 hodin. Pokud byly
injekce amylinu podéany 5 minut pfed sondou s indikatorem
fenolovou c&erveni, dosSlo k potlaceni vyprazdnovéni Zaludku
zadvislém na davce (data nejsou uvedena) . Potlaceni
vyprazdiovani Zaludku bylo uplné u normdlnich potkant HSD po
poddni 1 pg amylinu a u diabetickych potkanl po podédni 10 g
(p = 0,22, 0,14). Hodnota EDsy pro inhibici wvyprazdiovani
Zaludku byla 0,43 (0,60 nmol/kg) % 0,19 1log jednotek
u normdlnich potkand a 2,2 ug (2,3 nmol/kg) £ 0,18 log
jednotek u diabetickych potkanu.
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Priklad 10

Test vyprazdiovani Zaludku s glukdzou znaclenou tritiem

Potkani Harlan Spargue-Dawley, bez hladovéni a p#i
védomi, byly znehybnéni uchycenim za ocas, jehoZ 3Spicka byla
umrtvena 2% lidokainem. Tritium v plazmé& oddélené 2z Xkrve
odebrané 2z ocasu 0, 15, 30, 60, 90 a 120 minut po krmeni
gastrickou sondou bylo stanoveno na po&itadi beta impulzf.
Potkanim Dbyl jednu minutu pfed krmenim sondou injikovan
subkutédnné 1 ml solného roztoku obsahujici 0, 0,1, 0,3, 1, 10
nebo 100 pg potkaniho amylinu (n = 8, 7, 5, 5, 5 v témZe
pofadi). Po nakrmeni preinjikovanych potkant glukdzou se
znaCenym tritiem hladina tritia v plazmé& stoupla rychle
(ti/2 pfibliZné& 8 minut) k asymptoté a pak pomalu klesala.
Subkutdnni injekce amylinu sniZila a/nebo zpozdila absorpci
znaCka zpusobem zavislym na d&vce. Aktivita tritia byla
integrovédna za dobu 30 minut, aby se ziskala plocha pod
kfrivkou, kterd se vynesla jako funkce davky amylinu. Hodnota

EDsy ziskana proloZenim logistické funkce je 0,35 pg amylinu.

oo e
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZiti amylinu nebo agonisty amylinu pro vyrobu léku

k lé&eni nebo prevenci obezity u &lovéka.

2. PouZiti podle né&roku 1, kdy agonista amylinu je

analog agonisty amylinu.

3. PouZiti podle néroku 2, kdy analog agonisty amylinu

je %28 2%pro_h-amylin.

4. PouZiti podle néroku 1, kdy se amylin nebo agonista

amylinu ¢lovéku podéva subkutanné.

5. PouZiti podle naroku 1, kdy se amylin nebo agonista

amylinu podédvad 1 x aZ 4 x denné.

6. PouZiti podle naroku 5, kdy se amylin nebo agonista
amylinu podava v mnoZstvi 30 upg v jedné davce aZ 300 ug v

jedné davce.

7. PouZiti podle naroku 6, kdy se amylin nebo agonista

amylinu podava trikrat denné v mnoZstvi 60 pg na davku.

8. PouZiti podle néaroku 6, kdy se amylin nebo agonista
amylinu podava <ctyfikrdt denné v mnoZstvi 60 pg v jedné

davce.

9. PouZiti podle néaroku 7 nebo 8, kdy se podadva agonista

amylinu.
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10.

25:28,2%pro-h-amylin.

PouZiti podle néroku 9,

11. PouZiti

léku ke sniZeni p¥irtstku hmotnosti

u ¢lovéka uzZivajiciho inzulin.

12. PouZiti podle naroku 11
amylinu.
13. PouZiti podle né&roku 11,

2%:28/2%pro-h-amylin.

14. PouZiti podle néaroku 11,
mellitus.
15. PouZiti podle néaroku 14,

mellitus typu 1.
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