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Glukagonia muistuttavia insulinotrooppisia komplekseja,
koostumuksia ja menetelmid

Keksintd liittyy farmaseuttisen ja orgaanisen ke-
mian alaan ja siitd saadaan k&ayttd6n uusia yhdisteitd ja
ndiden farmaseuttisia koostumuksia, jotka ovat Kkayttod-
kelpoisia tehostamaan insuliinin ilmentymist& nis&kk&iden
haiman B-tyypin solusaarekkeiden soluista ja kdytettavdksi
nis&kkddl18 olevan aikuistyypin diabetes mellituksen vaa-
timaan hoitoon.

Haiman solusaarekkeiden sisderitystuotteiden muo-
dostumista sdidtelee monimutkainen séddtelyjérjestelmd, jos-
sa vaikuttavina tekij®éind eivdt ainoastaan ole verestéd
perdisin olevat metaboliitit (glukoosi, aminohapot, kate-
koliamiinit ja niin edelleen) vaan my®ts paikalliset para-
kriinisesti vaikuttavat tekij&t. T&rkeimmill& haiman solu-
saarekkeiden hormoneilla (glukagonilla, insuliinilla ja
somatostatiinilla) on vuorovaikutuksia niille spesifisten
solutyyppien kanssa (A-, B- ja D-solut, mainitussa j&rjes-
tyksessd ilmoitettuna) niiden eritysvasteiden moduloimi-
seksi, jotka syntyvdt edelld mainittujen metaboliittien
vdlityksellad. Vaikkakin insuliinin eritys on p&dasialli-
sesti veren glukoosipitoisuuksien s&&dtelem&&, niin soma-
tostatiini inhiboi glukoosin vdlitykselld tapahtuvia insu-
liinin eritysvasteita. Sen parakriinisen sddtelyn lisé&ksi,
jonka on esitetty olevan insuliinin erittymiseen vaikutta-
vaa solusaarekkeiden vdlistd s&dadtelyd, on saatu todistei-
ta, jotka tukevat kdsitystd suolen insulinotrooppisten
tekijdiden olemassaolosta. Tdmd kdsitys on 1&htdisin ha-
vainnoista, joiden mukaan oraalisesti nautittu glukoosi
stimuloi insuliinin eritystd voimakkaammin kuin wvastaava
suonensisdisesti annettu glukoosimédrd.

Ihmisen glukagonihormoni on haiman A-soluissa muo-
dostuva 29 aminohapon suuruinen peptidihormoni. T&md hor-

moni kuuluu rakenteeltaan toisiaan muistuttavien peptidien
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multigeeniseen ryhmdidn, johon kuuluvat sekretiini, mahan
inhibitorinen peptidi, vasoaktiivinen suolipeptidi ja gli-
sentiini. N&m& peptidit sd&televdt useilla eri tavoilla
hiilihydraattien metaboliaa, gastrointestinaalista liikku-~
vuutta ja erityksen prosessointia. Haiman glukagonin t&r-
keimm&t tunnustetut vaikutukset ovat kuitenkin maksan
glykogenolyysin ja glukoneogeneesin edist&minen, joka joh-
taa veren sokeripitoisuuksien kohoamiseen. Tdssd suhteessa
glukagonin vaikutukset ovat insuliinin wvaikutuksille
vastavaikutteisia s&dtelyvaikutuksia ja ne voivat my®6ta-
vaikuttaa diabetes mellitukseen liittyv&&n hyperglykemiaan
[Lund, P.K., et al., Natl. Acad. U.S.A. 79
(1982) 345 - 349].

Glukagonin on havaittu kykenevdn sitoutumaan insu-
liinia tuottavien solujen pinnalla oleviin spesifisiin

reseptoreihin.

Proc. Sci.

Glukagoni stimuloi n&ihin reseptoreihin
liityttyd8&8n nditd soluja syntetoimaan nopeasti cAMP:ta.
CAMP:n on puolestaan havaittu stimuloivan insuliinin il-
mentymistd [Korman, L.Y., et al., Diabetes 34 (1985) 717 -
722]. Insuliini vaikuttaa glukagonin synteesi& inhiboivas-
ti [Ganong, W.F., Review of Medical Physiology, Lange
Publications, Los Altos, California, p. 273 (1979)]. Siten
glukagonin ilmentyminen on insuliinin, ja pohjimmiltaan
seerumin glukoosipitoisuuden, tarkasti sddtelemda.
Glukagonigeenin translaatio tapahtuu aluksi 360
emdsparin suuruisesta prekursorimolekyylistad,
dostuu preproglukagoni-polypeptidi [Lund, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79 (1982) 345 - 349]. Té&ma poly-
peptidi muokkautuu myShemm&ssd vaiheessa proglukagoniksi.
Patzelt, C., Nature 282 (1979) 260 - 266, ovat
osoittaneet, ettd proglukagoni pilkkoutuu myShemmdsssd vai-
heessa glukagoniksi ja toiseksi polypeptidiksi. T&m&n j&l-
keen ovat tutkijaryhmidt Lund, P.K., et al., Lopez L.C., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. B0 (1983) 5 485 - 5 489

ja Bell, G.I., et al., Nature 302 (1983) 716 - 718 osoit-

josta muo-

et al.,
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taneet, ettd proglukagoni pilkkoutuu v&littomdsti lysiini-
arginiini-dipeptidiryhmien j&lkeen. Jokimonnin (Ictalurus
punctata) tuottamasta proglukagonista suoritetut tutkimuk-
set ovat osoittaneet, ettd tdstd eldimestd perdisin oleva
glukagoni pilkkoutuu myds proteolyyttisesti vierekk&disten
lysiini-arginiini-dipeptidiryhmien jédlkeen [Andrews, P.C.,
et al., J. Biol. Chem. 260 (1985) 3 910 - 3 914, Lopez,
L.C., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80 (1983)
5 485 - 5 489]. Bell, G.I., et al., edelld,-ovat tehneet
sen 1l8yddn, ettd nis#kkdiden proglukagoni pilkkoutuu ly-
siini-arginiini- tai arginiini-arginiini-dipeptidien koh-
dalta ja he ovat osoittaneet, etta proglukagonimolekyyli
sis#dltsd kolme erillistd ja erittdin homologista peptidi-
molekyyli&, joille on annettu nimitykset glukagoni, glu-
kagonia muistuttava peptidi 1 (GLP-1) ja glukagonia muis-
tuttava peptidi 2 (GLP-2). Lopez, et al. ovat tulleet sii-
hen johtop&idtbkseen, ettd glukagonia muistuttava peptidi 1
on 37 aminohapporyhmén mittainen ja glukagonia muistuttava
peptidi 2 on 34 aminohapporyhm&n mittainen. Analogiset
tutkimukset rotan preproglukagonin rakenteesta ovat pal-
jastaneet samanlaisen vierekkdisten glysiini-arginiini-
tai arginiini-arginiini-dipeptidiryhmien v&list& tapahtu-
van protolyyttisen pilkkoutumistyypin, josta muodostuu
glukagonia, GLP-1:t& ja GLP-2:ta [[Heinrich, G., et al.,
Endocrinol. 115 (1984) 2 176 - 2 181]. Ihmisen, rotan,
naudan ja hamsterin GLP-1:n sekvenssien on havaittu olevan
identtiset [Ghiglione, M., et al., Diabetologia 27 (1984)
599 - 600].

Lopez, et al.':n GLP-1:n kokoa koskeva johtopaatds
on vahvistettu Uttenthal, L.0O., et al.':n tekemdssd tutki-
muksessa, J. Clin. Endocrinol. Metabol. 61 (1985) 472 -
479. Uttenthal, et al. ovat tutkineet ihmisen haimassa
esiintyvdn GLP-1:n molekulaarisia muotoja. Heid&n tutki-
muksensa on osoittanut, ettd GLP-1 esiintyy haimassa
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37 aminohapon suuruisena peptidind ja GLP-2 34 aminohapon
suuruisena peptidind.

GLP-1:n ja glukagonin v&linen samanlaisuus antoi
kysymystd ensiksi tutkineille aiheen otaksua, etta GLP-
1:118 saattaisi olla biologista aktiivisuutta. Vaikkakin
jotkin tutkijoista ovat havainneet GLP-1l:n kykenevén in-
dusoimaan rotan aivosolut syntetoimaan cAMP:ta [Hoosein,
N.M., et al., Febs Lett. 178 (1984) 83 - 86], eividt muut
tutkijat ole kyenneet 1l6ytamd&n GLP-l:1le mink&&nlaista
fysiologista tehtavaad (Lopez, L.C., et al.). Koska GLP-
l1:11le ei oltu kyetty l6ytdmd&n mitddn fysiologista tehta-
vadd, niin té&m& on saanut jotkin tutkijoista asettamaan
kyseenalaiseksi sen, onko GLP-1 itse asiassa hormoni ja
onko glukagonin ja GLP-1l:n vdlinen sukulaisuus mahdolli-
sesti artefakti.

On myds kuvattu GLP-1 (7-37):n variantteja ja nd8i-
den analogeja. N&itd variantteja ja analogeja ovat esi-
merkiksi Gln°-GLP-1 (7-37), D-Gln’-GLP-1 (7-37), ase-
tyyli-Lys’-GLP-1 (7-37), Thr'®-Lys!®-GLP-1 (7-37),
Lys'®-GLP-1 (7-37) ja muut n#itd muistuttavat variantit ja
ndiden johdannaiset, joihin kuuluvat esimerkiksi happo-
additiosuolat, karboksylaattisuolat, alempialkyyliesterit
ja amidit [t&td on ké&sitelty esimerkiksi julkaisussa WO
91/11 457]. Useiden erilaisten kuvattujen GLP-1:n muotojen
tiedetddn stimuloivan tavallisesti insuliinin erittymisté
(insulinotrooppinen wvaikutus) ja c¢AMP:n muodostumista
[ndita kysymyksid on ké&sitelty esimerkiksi julkaisussa
Mojsov, S., Int. J. Peptide Protein Research 40 (1992) 333 -
343].

Vield merkittdvampdd on, ettd useat tutkijat ovat
osoittaneet yhteyden laboratoriossa suoritettujen kokeiden
ja sellaisten nisdkkdiden, erityisesti ihmisten, insulino-
trooppisten vasteiden vdlill&, jotka on saatu elimistédn
ulkopuolelta annetulla GLP-1:118, erityisesti GLP-1 (7-36)
NH,:1la ja GLP-1 (7-37):114 [t&td kysymystd& on kdsitelty
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esimerkiksi julkaisuissa Nauck, M.A., et al., Diabetologia
36 (1993) 741 - 744; Gutniak, M., et al., New England J.
of Medicine 326(20) (1992) 1 316 - 1 322; Nauck, M.A., et
al., J. Clin. Invest. 91 (1993) 301 - 307; ja Thorens, B.,
et al., Diabetes 42 (1993) 1 219 - 1 225].

Hyperglykemiaa aiheuttaviksi perustavanlaatuisiksi
vaurioiksi on aikuistyypin diabeteksessa tunnistettu tar-
kemmin sanottuna heikentynyt endogeenisen insuliinin erit-
tyminen ja lihaksen ja maksan resistenssi insuliinin vai-
kutuksille [Galloway, J.S., Diabetes Care 13 (1990)
1 209 - 1 239]. Viimeksi mainittu puute johtaa glukoosin
liialliseen muodostumiseen maksasta k&sin. Kun normaali
henkil® vapauttaa glukoosia nopeudella noin 2 mg/kg minuu-
tissa, niin aikuistyypin diabetespotilailla t&md nopeus
tavallisesti ylittdad arvon 2,5 mg/kg minuutissa, joka joh-
taa ainakin 70 glukoosigramman nettoylimd@dr&&n 24 tuntia
kohti. Se tosiseikka, ettd maksan glukoosin tuoton, veren
paastoglukoosiarvon ja glykohemoglobiinin ma&ritysten
osoittaman yleisen metabolian sé&ddtelyn vdlilld esiintyy
erittdin voimakkaita korrelaatioita [Galloway, J.A., edel-
14, ja Galloway, J.A., et al., Clin. Therap. 12 (1990) 460 -

472], on poikkeuksitta havaittavissa, ettd veren paasto-
glukoosiarvon sddtely on sine guo non mahdollisuuksille
koko metabolian normalisoimiseen riittdvédssd@ médrin hyper-
glykemiakomplikaation ehk&isemiseksi. Siihen n&hden, etta
glukoosin muodostuminen maksassa saadaan nykyisilléa
insuliinimuodoilla harvoin normaaliksi merkittdvd@d hyper-
insulinemiaa ja hypoglykemiaa aiheuttamatta (Galloway,
J.A., ja Galloway, J.A., et al., edelld), ovat vaihto-
ehtoiset ratkaisutavat tarpeellisia.

GLIP-1 (7-36)NH,:n suonensisdisella infuusiolla kak-
si kertaa normaaleja seerumikonsentraatioita suurempien
konsentraatioiden aikaansaamiseksi on osoitettu saatavan

seuraavassa taulukossa esitetyt vaikutukset.
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Normaalit Aikuistyypin
koehenkildt diabetespo-
tilaat

Ateriaglykemia (1) ei muutoksia pienentynyt
| Paastoglykemia (2) [ei muutoksia pienentynyt
Paastoglykemia (2) ei muutoksia pienentynyt
Aterjoinnin jal- ei muutoksia pienentynyt
keinen glukagoni

Edogeenisen insu- el muutoksia lisdantynyt
liinin erittymi-

nen vasteena

ateriointiin (1)

Vapaat rasvahapot vadhentyneet (3) védhentyneet (2)

(1) Gutniak, M., et al., edells.
(2) Nauck, M.A., et al., Diabetologia, edelli.
(3) Orskov, C., et al., Diabetes 42 (1993) 658 - 661.

GLP-1:n ja erityisesti nis8kk&ille annettavissa
farmaseuttisissa koostumuksissa komponenttina k&ytettédvan
GLP~1:n pysyvyys pitk&lld aikavdlilld on kuitenkin kyseen-
alaista. Matalassa 4 °C:n l&mpdtilassa varastoituna on
GLP-1 (7-37):n sivutuotteita havaittu itse asiassa niinkin
aikaisin kuin 11 kuukautta ndytteen valmistamisesta
(Mojsov, S., edelld). On siten tarvetta saada kayttddn
pysyvéampi GLP-l-yhdiste, jota wvoidaan antaa turvallisesti
tdllaisen hoidon tarpeessa oleville nisdkk&aille.

Lisdksi GLP-l-molekyylien biologinen puoliintumis-
aika on melko lyhyt, mik& pitd8 erityisesti paikkansa nii-
den molekyylien suhteen, joihin dipeptidyylipeptidaasi IV
(DPP 1V) -aktiivisuudella on vaikutusta. Esimerkiksi GLP-1
(7 - 37):n biologinen puoliintumisaika on ainoastaan 3 -
5 minuuttia ja siihen vaikuttaa lis&ksi sen nopea absorp-
tio sen j&lkeen kun sitd8 on annettu parenteraalisesti

nisdkkddlle. Siten on mySs olemassa tarvetta saada kayt-
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t66n GLP-l-yhdiste, joka viivastdd tdllaisen antamisen
jélkeen tapahtuvaa absorptiota.

Tam&n mukaisesti t&11l8 keksinndlld on saatu rat-
kaistua natiiveihin GLP-1l-molekyyleihin liittyvd@ pysymédt-
tomyys seerumissa ja lyhyt puoliintumisaika seerumissa.
Témdan keksinndén mukaisella yhdisteilld on 1lis8ksi my&s
mahdollista saada viivadstettyd absorptiota niiden parente-
raalisen annostelun jdlkeen, minkd johdosta niiden biolo-
gisten puoliintumisaikojen tulisi olla pitki&. Keksinn®stéd
saadaan myds kdyttboén myds té&mdn keksinnén mukaisten yh-
disteiden farmaseuttisia koostumuksia sekd menetelmid n&i-
den yhdisteiden kidyttdmiseksi.

Tdstd keksinn®std saadaan kidyttHoén kompleksi, joka
muodostuu divalenttisesta metallikationista ja t&h&n liit-
tyvdstd ja té&mdn kanssa yhtdaikaa saostumaan kykenevdstéa
yhdisteestd, jolla on kaava:

R,-X-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Y-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Z-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-
Gly-Arg-R,

jossa:

R, on L-histidiini, D-histidiini, desaminohistidii-
ni, 2-aminohistidiini, B-hydroksihistidiini, homohistidii-
ni, alfafluorimetyylihistidiini tai alfametyylihistidiini;

X on Ala, Gly, Val, Thr, Ile tai alfa-metyyli-Ala;

Y on Glu, Gln, Ala, Thr, Ser tai Gly:;

Z on Glu, Gln, Ala, Thr, Ser tai Gly:

R, on NH, tai Gly-OH; edellytt&en, ettd yhdisteen
isoelektrinen piste on alueella noin 6,0 - noin 9,0 ja
lisdksi edellyttden, ettd silloin kun R, on His, X on Ala,
Y on Glu ja Z on Glu, niin R,:n on oltava NH,.

Tadstd keksinndstd saadaan myds kayttdén sellainen
farmaseuttinen koostumus, joka sis&ltdd té&mé&n KkKeksinndn
mukaista yhdistettd yhdess& yhden tai useamman farmaseut-
tisesti

hyvaksyttdvédn kantaja-aineen, laimentimen tai

lisdaineen kanssa.
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Tastd keksinntstd saadaan vielsd kdyttdSn menetelmd
insuliinin ilmentymisen tehostamiseksi, menetelmd k&dsitt&8d
sen, ettd tehokas madrid tdmdn keksinnén mukaista yhdistet-
t4 saatetaan vaikuttamaan nisdkkdiden haiman B-tyyppiseen
solusaarekesoluun, sekd menetelmd@ aikuistyypin diabetes
mellituksen hoitamiseksi, joka menetelm& k&sittd8d sen,
ettd tidllaisen hoidon tarpeessa olevalle nisdkk&&dlle anne-
taan tehokas mdidrd té&m&n keksinnén mukaista yhdistetta.

Yhdestd t&dmé&n keksinndén kohteesta saadaan kdyttddn
kompleksi, joka koostuu divalenttisen metallikationin
kanssa kompleksina esiintyvdstd& GLP-1l-molekyylistd, jonka
isoelektrinen piste on alueella noin 6,0 - noin 9,0.

Tédssd keksinn®ssd termi "GLP-1l-molekyyli" tarkoit-
taa luonnossa esiintyvda GLP-1 (7-36)NH,:ta, GLP-1 (7-
37):484, ndiden luonnollisia ja luonnossa esiintym&ttémia
toiminnallisia analogeja ja johdannaisia sekd ndiden suo-
loja. GLP-1 (7-36)NH,:n aminohapposekvenssi on t&l1l4 alalla
tunnettu, mutta se on lukijaa ajatellen esitetty té&ssa
uudelleen:

His’-Ala-Glu-Gly'°-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp'®-Val-Ser-Ser-
Tyr-Leu®-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®*-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala’**-Trp-
Leu-Val-Lys-Gly**-Arg-NH,.

GLP-1 (7-37):n kyseessd ollessa tulee GLP-1 (7-36)
NH,-molekyylin karboksiterminaalisen Arg*®:n funktionaalisen
aminoryhmédn tilalle asemaan 37 Gly.

T&4lld alalla on lisdksi kuvattu useita GLP-1 (7-
36)NH,- ja GLP-1 (7-37) -molekyylien suojattuja, suojaamat-
tomia ja osittain suojattuja luonnollisia ja luonnossa
esiintymdttémid toiminnallisia analogeja ja johdannaisia
ja valmistusta [nditd on k&sitelty esimerkiksi US-patent-
tijulkaisuissa nro 5 120 712 ja 5 118 666, jotka on lii-
tetty t&hdn keksintdéon siihen oikeuttavien s@dddsten no-
jalla, sekd julkaisuissa Orskov, C., et al., J. Biol.
Chem. 264(22) (1989) 12 826 - 12 829 ja WO 91/11 457
(Buckley, D.I., et al., julkaistu 8.8.1991)].
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Kuten t&lla alalla on tunnettua, voivat aminohappo-
ryhmdt olla suojatussa muodossaan, jossa sekd amino- etta
karboksiryhmien suojana ovat asianmukaiset suojaavat ryh-
mdt, osittain suojatussa muodossa, jossa joko amino- tai
karboksiryhmien suojana ovat asianmukaiset suojaavat ryh-
mat tai suojaamattomassa muodossa, jossa mitd&n amino-
ryhm&8 eikd mitddn karboksiryhm8d ole suojattu asiaan-
kuuluvalla suojaavalla ryhmdlld. Useita reaktioita t&l-
laisten suojaavien ryhmien muodostamiseksi ja poistamisek-
si on kuvattu useissa oppikirjoissa, mukaanlukien esi-
merkiksi "Protective Groups in Organic Chemistry", Plenum
Press (London and New York, 1973); Green, T.H., "Protec-
tive Groups in Organic Synthesis", Wiley (New York, 1981);
ja "The Peptides", Vol. I, Schrdéder and Liibke, Academic
Press (London and New York, 1965).

Edustavia aminoryhmdd& suojaavia ryhmi& ovat esi-
merkiksi formyyli, asetyyli, isopropyyli, butoksikarbonyy-
1li, fluorenyylimetoksikarbonyyli, karbobentsyylioksi ja
muut nditd muistuttavat ryhmét.

Edustavia karboksiryhm&d suojaavia ryhmid ovat esi-
merkiksi bentsyyliesteri, metyyliesteri, etyyliesteri,
t-butyyliesteri, p-nitrofenyyliesteri ja muut n&it& muis-
tuttavat ryhmat.

Termi "suojattu" tarkoittaa niiden suojattujen muo-
tojen lisdksi, joissa sekd amino- ettéd karboksiryhmissd on
asiaankuuluvat suojaavat ryhmét, niitd GLP-1l-molekyylejd,
joihin dipeptidyylipeptidaasi IV -aktiivisuudella ei ole
vaikutusta tai jotka ovat inhibitorisia t&dlle aktiivisuu-
delle [n&itda kysymyksid on ké&sitelty esimerkiksi jul-
kaisussa Mentlein, R., et al., Eur. J. Biochem. 214 (1993)
829 - 835]. GLP-1 (7-36)NH,:n lis8ksi edullisia ovat DPP IV
-aktiivisuutta vastaan suojatut molekyylit, ja edullisem-
pia ovat Gly®-GLP-1 (7-36)NH,, Val®-GLP-1 (7-37)OH, a-metyy-
1i-Ala®-GLP-1 (7-36)NH, ja Gly®-Gln*-GLP-1 (7-37)OH .
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Luonnossa esiintyvien GLP-l-molekyylien johdannai-
set ovat niitd peptidejid, jotka on saatu fragmentoimalla
luonnossa esiintyvdd8 sekvenssid tai jotka on syntetoitu
silld perusteella, ettd tunnetaan se luonnossa esiiintyvén
aminohapposekvenssin sekvenssi, joka sisdltyy t&ta sek-
venssiid koodaavaan geneettiseen materiaaliin (DNA tai
RNA). Termi "johdannaiset" sisdlt&d myds luonnossa esiin-
tyvien tai luonnossa esiintymédttdOmien GLP-l-molekyylien
kemiallisen modifioinnin. Menetelm&t naiden johdannaisten
valmistamiseksi ovat tunnettuja orgaanisen kemian ja
peptidikemian tavanomaisen ammattitaidon perusteella (t&téa
on kdsitelty esimerkiksi julkaisussa WO 91/11 457, edel-
18).

Tamdn keksinndn mukaisia GLP-l-molekyylejd ovat
myds GLP-1 (7-36)NH,:n ja GLP-1 (7-37):n analogit sekd n&di-
den johdannaiset, joihin on lisdtty yksi tai wuseampi
aminohappo, jota ei esiinny alkuperédisessd sekvenssissi,
tai joista yksi tai useampi tédllainen aminohappo on pois-
tettu. R;:td edustavia ryhmi& ovat edullisesti His ja des-
aminohistidiini jos wvain koko molekyylin isoelektrinen
piste on alueella noin 6 - 9. "X"-asemassa olevia edulli-
sia ryhmid ovat Ala, Gly ja Val jos vain koko molekyylin
isoelektrinen piste on alueella noin 6 - 9. Samoin "Y"-
asemassa ovat edullisia Glu ja Gln, jos vain koko molekyy-
lin isoelektrinen piste on alueella noin 6 - 9. "Z"-ase-
massa ovat myods edullisia Glu ja Gln, jos vain koko mole-
kyylin isoelektrinen piste on alueella noin 6 - 9. Lopuksi
R,:n kyseessd ollessa edullinen ryhm& on Gly-OH, jos vain
koko molekyylin isoelektrinen piste on alueella noin 6 -
9.

Tamd8 keksintd sisdltdd 1lisdksi GLP-l-molekyylin
suolamuodon. Tdmdn keksinndn mukaisessa GLP-1l:ss8 voi olla
riittdvan happamia, riittdvén emdksisid tai kumpaakin t&al-
laista tyyppi&d olevia funktionaalisia ryhmid ja t&m&n mu-

kaisesti se reagoi mink& tahansa usean epdorgaanisen emdk-



ee oees oo aees ss
. LY . . .o
ses 000 » oo . ses
» . . o e . o .
sees e e .o

se oove
)

10

15

20

25

30

35

11

sen ja epdorgaanisen sekd orgaanisen hapon kanssa muodos-
taen suolan. Happoadditiosuolojen muodostamiseen taval-
lisesti k&ytetyt hapot ovat epd@orgaanisia happoja, kuten
suolahappo, hydrobromihappo, hydrojodihappo, rikkihappo,
fosforihappo ja muut n&itd vastaavat hapot, ja orgaanisia
happoja, kuten p-tolueenisulfonihappo, metaanisulfoni-
happo, oksaalihappo, p-bromifenyylisulfonihappo, hiili-
happo, meripihkahappo, sitruunahappo, bentsoehappo,
etikkahappo ja muut n&it8 vastaavat hapot. Esimerkkejéa
tdllaisista suoloista ovat sulfaatti, pyrosulfaatti, bi-~
sulfaatti, sulfiitti, bisulfiitti, fosfaatti, monovety-
fosfaatti, divetyfosfaatti, metafosfaatti, pyrofosfaatti,
kloridi, bromidi, jodidi, asetaatti, propionaatti, deka-
noaatti, kaprylaatti, akrylaatti, formiaatti, isobutyraat-
ti, kaproaatti, heptanoaatti, propiolaatti, oksalaatti,
malonaatti, sukkinaatti, suberaatti, sebakaatti, fumaraat-
ti, maleaatti, butyyni-1,4-diocaatti, heksyyni-1,6-dicaat-~
ti, bentsoaatti, klooribentsocaatti, metyylibentsoaatti,
dinitrobentsoaatti, hydroksibentsocaatti, metoksibentsoaat-~
ti, ftalaatti, sulfonaatti, ksyleenisulfonaatti, fenyyli-
asetaatti, fenyylipropionaatti, fenyylibutyraatti, sit-
raatti, laktaatti, gamma-hydroksibutyraatti, glykolaatti,
tartraatti, metaanisulfonaatti, propaanisulfonaatti, naf-
taleeni-l-sulfonaatti, naftaleeni-2-sulfonaatti, mande-
laatti ja muut nditd vastaavat suolat. Edullisia happo-
additiosuoloja ovat mineraalihappojen, kuten suolahapon ja
hydrobromihapon ja erityisesti suolahapon kanssa muodoste-
tut suolat.

Emd&sadditiosuoloja ovat sellaiset suolat, jotka
ovat perdisin epdorgaanisista emdksistd, kuten ammoniumis-
ta tai alkali- tai maa-alkalimetallihydroksideista, kar-
bonaateista, bikarbonaateista ja muista ndistd vastaavista
emdksistd. Siten tdllaisten tdman keksinnén mukaisten suo-
lojen valmistamiseksi kdyttokelpoisia emdksid ovat
natriumhydroksidi, kaliumhydroksidi, ammoniumhydroksidi,



e o8%e oo sees oo
. .o . . . e
o9e oo * eos e oseoe
. . @ LI . o .
ees oves oscs ove . .o

.
eee
.

10

15

20

30

35

12

kaliumkarbonaatti ja muut vastaavat emdkset. Suolamuodot
ovat erityisen edullisia.

Kaytettdessda té&mdn keksinndn mukaisia yhdisteitad
farmakoterapeuttisiin tarkoituksiin voivat namd@ yhdisteet
olla luonnollisesti myds suolan muodossa, mutta suolan on
oltava farmaseuttisesti hyvidksyttava.

Tadmén keksinndn mukaisia GLP-1-molekyylej& ovat
siten muun muassa ne GLP-l-molekyylit, joissa on osoitettu
olevan toimivaa insulinotrooppista aktiivisuutta. Termi
"insulinotrooppinen aktiivisuus" tarkoittaa aineen kykyé
stimuloida insuliinihormonin synteesid tai ilmentymistéa
tai saada aikaan synteesin tai ilmentymisen stimulaatio.

Yhdisteen insulinotrooppinen ominaisuus voidaan
madrittdd késittelemdlld eldinsolua t&lld yhdisteelld ja
seuraamalla immunoreaktiivisen insuliinin (IRI) vapautu-
mista kasvatusliuokseen tai tai ruiskuttamalla t&t& yhdis-
tettd eldimiin ja seuraamalla immunoreaktiivisen insulii-
nin vapautumista el&dimen verenkiertoon. IRI havaitaan
kdyttdmdlld radioimmunomddritystd, jolla insuliini kyet&én
spesifisesti havaitsemaan.

Vaikka voidaankin k&yttdd mitd tahansa sellaista
radioimmunom@dritystd, jolla IRI kyetd&n havaitsemaan, on
edullista kdytt&dd julkaisun Albano, J.D.M., et al., Acta
Endocrinol. 70 (1972) 487 - 509 mukaisen mddritys menetel-
mdn modifikaatiota. Tdssd8 modifikaatiossa kaytetddn fos-
faatti/albumiini-puskuria, jonka pH on 7,4. Inkubointiseos
valmistetaan lisdam&lla 10 x 75 mm suuruiseen kertakayt-
tbiseen lasiseen koeputkeen perdkk&din 500 pl fosfaattipus-
kuria, 50 pl perfusaattindytettd tai perfusaattiin valmis-
tettua rotan insuliinistandardia, 100 pl anti-insuliini-
antiseerumia (Wellcome Laboratories; laimennos 1 : 40 000)
ja 100 pl [***I]-insuliinia, jolloin kokonaistilavuudeksi
muodostuu 750 pl. Kun seosta on inkuboitu 2 - 3 p&ivad
4 °C:ssa, niin vapaa insuliini erotetaan vasta-aineeseen

sitoutuneesta insuliinista erottamalla tdmd aktiivihiilta
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kdyttden. Madrityksen herkkyys on 1 - 2 uU/ml. Kudosvil-
jelmdssd kasvatettuista soluista soluviljelymediumiin va-
pautuneen IRI:n mddrittémiseksi lisdtdan radioaktiivinen
leima edullisesti proinsuliiniin. Vaikka voidaankin k&ayt-
tda mitd tahansa sellaista radioaktiivista leimaa, jolla
polypeptidi kyet&dn varustamaan leimalla, on leimalla va-
rustetun proinsuliinin aikaansaamiseksi edullista k&ytt&da
*H-leusiinia. Leimalla varustamiseen voidaan varata miki
tahansa sellainen riittdvén pituinen aika, ettéd silli saa-
daan syntyméd&n havaitsemisen mahdollistava leimalla varus-
tettu erd@ proinsuliinimolekyylej&d; soluja on Kkuitenkin
edullista inkuboida radioaktiivisen leiman l&sn&dollessa
60 minuutin ajan.

Vaikka molekyylin insulinotrooppisen vaikutuksen
maddrittédmiseen voidaankin kdyttdd useita insuliinin ilmen-
té&miseen kykenevid solulinjoja, on edullista k&yttdd rotan
insulinoomasoluja, erityisesti rotan RIN-38-insulinooma-
soluja. T&dllaisia soluja voidaan kasvattaa missd8 tahansa
sopivassa mediumissa; on kuitenkin edullista k&yttda DME-
mediumia, joka sis&ltdd 0,1 % BSA:ta ja 25 mM glukoosia.

Yhdisteen insulinotrooppinen ominaisuus voidaan
myds madrittdd infusoimalla haimaa. in situ -olosuhteissa
eristetty perfusoitu rotan haimapreparaatti on modifikaa-
tio julkaisussa Penhos, J.C., et al., Diabetes 18 (1969)
733 - 738 esitetystd menetelmd@std. Ravinnotta pidettyjé
urospuolisia 350 - 600 g painoisia Charles River -kannan
albinorottia nukutetaan ruiskuttamalla niihin intraperi-
toneaalisesti amytaalinatriumia (Eli Lilly & Co: 160 ng/
kg). Munuaisten, lisd@munuaisten, mahan ja koolonin alaosan
verisuonet suljetaan. Koko suoli typistet&sdn pohjukaissuo-
len noin 4 cm suuruista osaa sekd@ laskevaa koolonia ja
rektumia lukuunottamatta. T&m&n johdosta perfuusiossa on
ainoastaan pieni osa suolesta, mikd minimoi suolistope-
rdisten aineiden glukagonityyppistd immunoreagoivuutta

mahdollisesti est&van wvaikutuksen. Perfusaatti on modifi-
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oitu Krebs-Ringer-bikarbonaattipuskuri, joka sisaltda 4 %
dekstraani T70:aa ja 0,2 % naudan seerumialbumiinia (frak-
tio V), ja sité kuplitetaan 95 % O,:ta ja 5 % CO,:ta sisdl-
tdvdlld seoksella. Perfusointiin k&ytetdan 4-kanavaista
pulssittoman virtauksen antavaa letkupumppua (Buchler po-
lystatic, Buchler Instruments Division, Nuclear-Chicago
Corp.) ja tuleva perfusaatti vaihdetaan toiseen kolmitie-
hanaa k&ayttden. Perfuusion suoritus, monitorointi ja ana-
lysointitapa on julkaisussa Weir, G.C., et al., J. Clin.
Inestigat. 54 (1974) 1 403 - 1 412 kuvatun menetelm&n mu-
kainen, joka menetelmd& on liitetty t&han keksintddn siihen
oikeuttavien sddddsten nojalla.

Té&m&n keksinn®én mukaisissa GLP-l-molekyyleissd on
oltava niiden aminoterminaalisessa péddssd sijaitseva toi-
minnallinen histidiiniryhmd. T&md&n keksinndn mukaisissa
GLP-l1-molekyyleissd voi tarvittavan toiminnallisen histi-
diiniryhm&n tilalla olla modifioitu histidiiniryhm&.

Termi "modifioitu histidiini" tarkoittaa toiminnal-
lista histidiiniryhmd@d, jota on kemiallisesti tai biologi-
sesti muutettu, tai muutettua toiminnallista histidiini-
ryhmdd, joka on syntetoitu de novo, mutta jossa sen metal-
lia sitovat ominaisuudet ovat sdilyneet.

T&lla alalla tunnetaan useita tdllaisia modifioitu-
ja funktionaalisia histidiiniryhmid sekd@ tapoja niiden
valmistamiseksi ja nditd ovat esimerkiksi D-histidiini (WO
91/11457), desaminohistidiini (WO 92/18531), 2-aminohisti-
diini [Levine-Pinto, H., et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 103(4) (1981) 1 121 - 1 130], hydroksi-L-histidii-
ni [Owa, T, et al., Chemistry Letters (1988) pp. 1 873 -
1 8741, L-homohistidiini [Altman, J., et al., Synthetic
Commun. 19(11&12) (1989) 2 069 - 2 076], a-fluorimetyyli-
histidiini (US-patenttijulkaisu nro 4 347 374) ja a-metyy-
lihistidiini [O'Donnell, M.J., Synthetic Commun., 19(7&8)
(1989) 1 157 - 1 165].
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Tamédn keksinndén mukaisten GLP-1l-molekyylien iso-
elektrisen pisteen on oltava alueella noin 6,0 - noin 9,0.
On kuvattu useita GLP-l-molekyylej&d, joiden isoelektrinen
piste on t&dl1l1d alueella ja nditd ovat esimerkiksi

GLP-1 (7-36)NH,

Gly®-GLP-1 (7-36)NH,

G1ln’-GLP-1 (7-37)

D~G1n9-GLP-1 (7-37)

asetyyli-Lys®-GLP-1 (7-37) -

Thr’-GLP-1 (7-37)

D-Thr’-GLP-1 (7-37)

Asn’-GLP-1 (7-37)

D-Asn’-GLP-1 (7-37)

Ser*’-Arg®*-Arg**-Gln**-GLP-1 (7-37)

Thr!®-Lys'®-GLP-1 (7-37)

Lys!®-GLP-1 (7-37)

Arg*-GLP-1 (7-37)

Arg*-GLP-1 (7-37),

ja muut nditd vastaavat molekyylit (nditd on kési-
telty esimerkiksi julkaisussa WO 91/11 457, edelld). T&m&n
keksinnén mukaisten GLP-1l-molekyylien isoelektriset pis-
teet ovat lisdksi edelld mainitulla alueella silloin, kun
niissd toiminnallisen histidiiniryhm&n tilalla on kukin
edella mainituista modifioiduista toiminnallisista
histidiiniryhmistd. Menetelmdt muiden GLP-l1-molekyylien
isoelektrisen pisteen laskemiseksi tai té@médn kokeelliseksi
méddrittamiseksi ovat alan ammattikokemuksen perusteella
tunnettuja.

Menetelmdt t&dmin keksinnén mukaisten GLP-l-molekyy-
lien valmistamiseksi ovat myds peptidikemian alan tavan-
omaisen ammattikokemuksen perusteella tunnettuja.

Yhdessd menetelmdssd valmistetaan GLP-1l-molekyylit
kayttam&lla tunnettua kiintedn faasin peptidisynteesikaa-
vioita, joita on kuvattu julkaisuissa Merrifield, J.M.,
Chem. Soc. 85 (1962) 2 149 ja Stewart ja Young, Solid
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Phase Peptide Synthesis, pp. 24 - 66, Freeman (San
Francisco, 1969). Proglukagonipolypeptidin tai GLP-1 (1~
37):n fragmentteja on myds mahdollista saada aikaan frag-
mentoimalla luonnossa esiintyvid8 aminohapposekvenssejé
kdyttéden esimerkiksi proteolyyttistd entsyymid. Lisdksi on
mahdollista saada aikaan proglukagonipeptidin tai GLP-1
(1-37):n haluttuja fragmentteja k&ytt&m&lld yhdistelmé&-
DNA-tekniikkaa teoksessa Maniatis, T., et al., Molecular
Biology: A Laboratory Manual, CSH (Cold Spring Harbor,
1982), kuvatulla tavalla.

Samoin molekyylibiologian tekniikan tason mukaan on
mahdollista alan ammattikokemuksen perusteella k&yttdad
muita keinoja t&m&n keksinndn mukaisten yhdisteiden
alkaansaamiseksi. Vaikka kdyttbon soveltuvia tuotanto-
mahdollisuuksia ovatkin kiintedn faasin peptidisynteesi
tai yhdistelmd-DNA-tekniikan kadyttd, niin yhdistelméd-tek-
niikkaan perustuvat menetelmdt voivat olla edullisia, kos-
ka niilld on mahdollista saada suurempia saantoja. Perus-
vaiheet yhdistelmd-DNA-tekniikalla tuotettaessa ovat:

a) eristetdidn luonnollinen GLP-l1l-molekyylid koodaa-~
va DNA-sekvenssi tai konstruoidaan GLP-1l-molekyylid koo-
daava synteettinen tai puolisynteettinen DNA-sekvenssi,

b) sijoitetaan koodaava sekvenssi ilment&@misvekto-
riin sill& tavalla, joka soveltuu proteiinien ilment&mi-
seen joko yksind&n tai fuusioproteiineina,

c) transformoidaan asiaankuuluva eukaryoottinen tai
prokaryoottinen isdntédsolu ilmentédmisvektorilla,

d) wviljell&dsdn transformoitua isdntdsolua olosuh-
teissa, jotka tekevat GLP-l-molekyylin ilmentymisen mah-
dolliseksi,

e) otetaan yhdistelm&-DNA-teknijikalla tuotettu GLP-
l1-molekyyli talteen ja puhdistetaan tama.

Kuten aikaisemmin mainittiin, voivat koodaavat sek-
venssit olla tdysin synteettisid tai aikaansaatuja modi-~

fioimalla suurempaa natiivia glukagonia koodaavaa DNA:ta.
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Preproglukagonia koodaava DNA-sekvenssi on esitetty jul-
kaisussa Lund, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79
(1982) 345 - 349, ja sitd voidaan kdyttdd lahtdmateriaali-
na t&mdn keksinndn mukaisten yhdisteiden puolisynteetti-
sesséd tuotannossa muuntamalla natiivia sekvenssid haluttu-
jen tulosten aikaansaamiseksi.

Synteettisid geenejd, joiden transkriptio tai
translaatio in vitro- tai in vivo -olosuhteissa johtaa
GLP-1-molekyylin syntymiseen, voidaan konstruoida t&l1l&
alalla tunnetuilla menetelmilld. T&m&n alan ammattikoke-
muksen perusteella tiedet&&n, ettd geneettisen koodin
luonnollisen degeneratiivisuuden vuoksi voidaan konstruoi-
da huomattava, mutta kuitenkin rajallinen, m&8ra DNA-sek-
venssejd, jotka kaikki koodaavat GLP-l-molekyylejé.

Synteettisten geenien konstruointiin kaytetyt mene-
telmdt ovat t&lla alalla tunnettuja. N&it& on késitelty
julkaisussa Brown, et al. (1979) Methods in Enzymology,
Academic Press, N.Y., Vol 68 pgs. 109 - 151. GLP-l1l-mole-~
kyylid koodaavia DNA-sekvenssejd voidaan suunnitella t&ssé
keksinndssd kuvattujen aminohapposekvenssien perusteella.
Sitten kun sekvenssi on suunniteltu, niin varsinainen sek-
venssi voidaan valmistaa kdyttden DNA:n syntetointilaitet-
ta, kuten mallin 380A tai mallin 380B DNA-syntetointilait-
teita (PE-Applied Biosystems, Inc., 850 Lincoln Center
Drive, Foster City, CA 94404).

GLP-1l-molekyylin ilmentdmistd varten muokattu syn-
teettinen DNA-sekvenssi liitetddn mihin tahansa monista
asiaankuuluvista yhdistelmd-DNA-ilmentédmisvektoreista
kdytt&mélla asiaankuuluvia restriktioendonukleaaseja. N&i-
td4 on kéasitelty yleisesti teoksessa Maniatis, et al.
(1989) Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Cold
Springs Harbor Laboratory Press, N.Y., Vol. 1 - 3. GLP-1-
molekyylid koodaavan DNA:n molempiin p&ihin muokataan koh-
dat niiden pilkkomiseksi restriktioendonukleaasilla, mik&

tarkoituksena on helpottaa molekyylien erist&mist& tunne-



10

15

20

25

30

18

tuista monistus- ja ilmenté@misvektoreista ja molekyylien
liitté&mistd ndihin. Tiettyjen nimenomaisten endonukleaasi-
en kdytdstd md&r&ddvat lahtbmuotona kdytettdvédn ilmentémis~
vektorin pilkkomismahdollisuudet restriktioendonukleaa-
seilla. Restriktiokohdat valitaan siten, ettd koodaava
sekvenssi tulee oikeaan orientaatioon ohjaavien sekvenssi-
en suhteen, jotta kyseessd olevan proteiinin lukeminen ja
ilmenté&minen saadaan tapahtumaan oikeassa lukukehyksesséi.
Koodaava sekvenssi on sijoitettava oikeaan 1lukukehykseen
ilmentdmisvektorin promoottorin ja ribosomin sitoutumis-
kohdan suhteen, jotka kumpikin ovat toiminnallisia isantéd-
solussa, jossa proteiinia on md&drd ilmenta&a.

Synteettisen geenin tehokkaan transkription aikaan-
saamiseksi on t&m&n geenin oltava toiminnallisessa yhtey-
dessd promoottori-operaattorialueeseen. Tdstd syystd syn-
teettisen geenin promoottori-operaattorialue sijoitetaan
samaan perdkkdiseen orientaatioon synteettisen geenin ATG-
aloituskodonin suhteen.

T&1148 alalla tunnetaan useita erilaisia ilment&mis-
vektoreita, jotka ovat kdyttokelpoisia prokaryoottisten ja
eukaryoottisten solujen transformoimiseen. Niistd on tie-
toja tuoteluetteloissa The Promega Biological Research
Products Catalogue (1992) (Promega Corp., 2800 Woods
Hollow Road, Madison, WI, 53 711 - 5 399); ja The Strata-
gene Cloning Systems Catalogue (1992) (Stratagene Corp.,
11011 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA, 92037). MyOs
US-patenttijulkaisussa nro 4 710 473 on kuvattu rengasmai-
sia DNA-plasmiditransformaatiovektoreita, jotka ovat kayt-
tbkelpoisia ulkopuolisten geenien voimakkaaseen ilment&mi-
seen E. colissa. N&m8 plasmidit ovat kayttdkelpoisia
transformaatiovektoreina yhdistelm&-DNA-menetelmissd ja

(a) antavat plasmidille kyvyn replikoitua itsendi-
sesti is&ntdsolussa;
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(b) s&d&dtelevat autonomista plasmidin replikaatiota
sen la&mp&tilan suhteen, jossa is&ntédsoluviljelmid kasvate-
taan;

(c) stabiloivat plasmidin pysyvyyttd isdntdsolu-~
populaatioissa;

(d) ohjaavat proteiinituotteen synteesid, mik& an-
taa osoituksen plasmidin pysymisestd is@ntdsolupopulaati-
ossa;

(e) antavat kdytttodn ryhmé@n restriktioendonukleaa-
sien tunnistuskohtia, jotka esiintyvdt ainutkertaisesti
tdssd plasmidissa;

(f) lopettavat mRNA:n transkription.

N&m& rengasmaiset DNA-plasmidit ovat kéyttékelpoi-
sia vektoreina yhdistelm&-DNA-menetelmissd ulkopuolisten
geenien voimakkaan ilmentymisen aikaansaamiseksi.

Kun GLP-1-molekyylid varten on konstruoitu ilmenté-
misvektori, niin seuraava vaihe on siirtdd vektori sopi-
vaan soluun ja konstruoida ndin yhdistelmd-isdntésolu,
joka on kdyttékelpoinen tdmén polypeptidin ilmenté@misessa.
Menetelmdt solujen transformoimiseksi yhdistelmd-DNA-vek-
toreilla ovat t&lla alalla tunnettuja ja niit& on esitetty
yvleisteoksissa, kuten Maniatis, et al. edelld. Isanta-
soluja voidaan konstruoida joko eurokaryoottisista tai
prokaryoottisista soluista.

Prokaryoottiset isadntdsolut tuottavat tavallisesti
suurehkoja m&drid proteiineja ja niiden viljely on melko
helppoa. Voimakkaissa bakteerien ilmenté@misjérjestelmisséa
ilmentyvdt proteiinit aggregoituvat tunnusomaisesti yli-
médrin ilmennettyd proteiinia sisdltaviksi rakeiksi eli
inkluusiokappaleiksi. Té&dllaiset proteiiniaggregaatit on
tyypillisesti solubilisoitava, denaturoitava ja laskostet-
tava uudelleen k&dyttden t&l1& alalla tunnettuja menetel-
mid. N&itd kysymyksid on késitelty julkaisuissa Kreuger,
et al. (1990) teoksessa Protein Folding, Gierasch ja King,
eds., pgs 136 - 142, American Association for the Advance-
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ment of Science Publication nro 89 - 18S, Washington,
D.C.; ja US-patenttijulkaisu nro 4 923 967.

Kun haluttu GLP-l-molekyyli on valmistettu, niin
edellyttden, ettd sen isoelektrinen piste on alueella noin
6,0 - noin 9,0, tamdn keksinndn mukaiset kompleksit val-
mistetaan muodostamalla halutun GLP-1l-molekyylin kompleksi
divalenttisen metallikationin kanssa t&dlld alalla tunnet-
tuja menetelmid kdyttden. N&itd metallikationeja ovat esi-
merkiksi Zn'', Mn'*, Fe'', Co'*, Cd'', Ni'* ja muut n&it& vas-
taavat kationit. Metallikationeista ovat edullisia zZn'"'-
kationit.

Haluttu GLP-l-molekyyli, jonka isoelektrinen piste
on halutunlainen, yhdistetd&n tavallisesti seokseen, joka
sisdltdd asiaankuuluvaa puskuria ja asiaankuuluvaa metal-
likationin muotoa.

Asiaankuuluvat puskurit ovat sellaisia puskureita,
jotka pitd@vét seoksen pH:n noin 6,0:sta noin 9,0:aan mutta
jotka eivat hdiritse reaktiota. Edullisia puskureita ovat
Goode'n puskurit, erityisesti HEPES, sekd8 Tris ja Tris-
asetaatti.

Asianmukaiset metallikationin muodot wvoivat olla
mikd tahansa sellainen divalenttisen metallikationin muo-
to, joka on kaytettdvissd kompleksin muodostamiseen tdmén
keksinndn mukaisen GLP-1l-molekyylin kanssa. Edullisesti
kdytetddn ylim&&rin divalenttisen metallin kationin suo-
laa, kuten sinkkikloridia, sellaisen moolisuhteen aikaan-
saamiseksi, joka on korkeintaan noin 50 molekyylid di-
valenttista metallikationia kutakin GLP-l-substraatti-
molekyyliad kohti.

Tdssd vaiheessa kédytetty ldmpttila on sellainen,
joka on riittdvada luokkaa reaktion loppuun menemisen ai-
kaansaamiseksi. Reaktio suoritetaan tyypillisesti ymp&ris-
toén lampdtilassa.
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Tamdn reaktion tuote, kiteinen tai amorfinen sus-
pensio, eristetdsn ja puhdistetaan wvakiomenetelmid k&yt-
tden.

Tdstd keksinndstd saadaan myds kdyttddn farmaseut-
tisia koostumuksia, jotka sisdltdvdt tdmén keksinndén mu-
kaista yhdistett&8 yhdessd farmaseuttisesti hyvdksyttévidn
kantaja-aineen, laimentimen tai lisdaineen kanssa. Tdllai-
sia farmaseuttisia koostumuksia valmistetaan farmaseuttis-
ten aineiden wvalmistuksen alalla tunnetulla -tavalla ja
niitd annetaan yksittdin tai muihin terapeuttisiin ainei-
siin yhdistettynd, edullisesti parenteraalisia antoteitéd
kdyttden. Erityisen edullisia antoteitd ovat antaminen
lihaksensis8isesti ja ihonalaisesti.

Paivittdin kdytettavat parenteraaliset annostukset,
edullisesti yksittdinen pé&divittdisannos, ovat alueella
noin 1 pg - noin 1 000 pg ruumiinpainoakiloa kohti, wvaikka
yht8 hyvin voidaan k&ytt&3 pienempid tai suurempia annos-
tuksia. Tarvittava annostus on riippuvainen potilaan tilan
vakavuudesta ja sellaisista arvosteluperusteista, Kkuten
potilaan pituus, paino, sukupuoli, ik& ja anamneesi.

Tédmé&n keksinnén mukaisia koostumuksia valmistet-
taessa yhdistetd&n tavallisesti ainakin yhtd t&m&n keksin-
ndn mukaista yhdistettd sisdltava aktiivinen ainesosa
lisdaineeseen tai se laimennetaan lisdaineella. Kun lisa-
ainetta kadytetddn laimentimena, se voi olla kiinteds,
puolikiintedd tai nestemdistd materiaalia, joka toimii ak-
tiivisen ainesosan kantaja-aineena, védliaineena tai lai-
mentimena.

Formulaatiota valmistettaessa voi olla tarpeellista
jauhattaa aktiivinen yhdiste asianomaisen partikkelikoon
aikaansaamiseksi ennen t&mdn yhdist&mistd muihin aines-
osiin. Jos aktiivinen yhdistelmd on huomattavassa m&&arin
veteen liukenematon, niin se jauhetaan tavallisesti
partikkelikooltaan noin 200 mesh-yksikk®d pienemm&ksi. Jos

aktiivinen yhdiste on huomattavassa m&ddrin veteen liukene-
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va, niin partikkelikoko s&d&ddetdadn tavallisesti jauhatta-
malla esimerkiksi noin 40 mesh-yksikkdiseksi sen loppu-~
tuloksen aikaansaamiseksi, ettd yhdiste jakautuu tasaises-
ti formulaatioon.

Joitakin esimerkkejd sopivista lis#8aineista ovat
laktoosi, dekstroosi, sakkaroosi, trehaloosi, sorbitoli ja
mannitoli. T&m&n keksinndn mukaiset koostumukset voidaan
formuloida sellaisiksi, ettd ne vapauttavat aktiivista
ainesosaa nopeasti, pitk&&n tai viivastyneesti sen jdlkeen
kun niitd on annettu potilaalle t&l1l& alalla tunnettuja
menetelmid k&yttden.

Koostumukset formuloidaan edullisesti kerta-annos-~
muotoon, jossa kukin annos sisdlt8d normaalisti noin
50 pg - noin 100 mg, tavallisimmin noin 1 mg - noin 10 mg
aktiivista ainesosaa. Termi "kerta-annos" tarkoittaa fysi-
kaalisesti erillisid yksik®itd, jotka soveltuvat yksittédi-~
siksi annoksiksi potilaille ja muille nis&kk&ille, ja ku-
kin yksikkd sisdlt&8d8 ennakolta mddrdtyn mddrdn aktiivista
materiaalia, jonka on laskettu saavan halutun terapeutti-~
sen vaikutuksen yhdessd sopivan farmaseuttisen lis&daineen
kanssa.

Parenteraalista annostelutarkoitusta wvarten t&mén
keksinndn mukaista yhdistettd sisdltdvidt koostumukset yh-
distetddn edullisesti tislattuun veteen ja pH s&&ddetddn
arvoon noin 6,0 - noin 9,0.

Vaikutuksen keston s&&dtelyyn voidaan kayttdd muita
farmaseuttisia menetelmid. Lddkeainetta s&dénndstellysti
vapauttavia preparaatteja voidaan valmistaa k&dyttdm&alla
polymeereja muodostaman kompleksi tdmdn keksinnén mukaisen
vhdisteen kanssa tai absorboimaan sitd. L&ddkeainetta voi-
daan antaa s&d&nndstellysti valitsemalla makromolekyylit
(nditd ovat esimerkiksi polyesterit, polyaminohapot, poly-
vinyylipyrrolidoni, etyylivinyyliasetaatti, metyylisellu-
loosa, karboksimetyyliselluloosa ja protamiinisulfaatti)
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ja makromolekyylien konstrentaatiot sekd@ lisdysmenetelmét
asiaankuuluvalla tavalla vapautumisen sddnndstelemiseksi.

Vield yksi mahdollinen menetelmd l&&keainetta s&&n-
néstellysti vapauttavien preparaattien vaikutuksen keston
sdidnntstelemiseksi on yhdistdd t&m&n keksinnén mukaista
yvhdistettd polymeerimateriaalista, kuten polyestereistd,
polyaminohapoista, hydrogeeleistd, polymaitohaposta tai
etyylivinyyliasetaattikopolymeeristd muodostettuihin par-
tikkeleihin. -

Vaihtoehtona tam&n keksinnbén mukaisen yhdisteen
yhdist&miselle n&ihin polymeeripartikkeleihin on mahdol-
lista pid&ttdd yhdiste esimerkiksi koaservaatiomenetelmil-
14 tai rajapintapolymeroinnilla valmistettuihin mikro-
kapseleihin, esimerkiksi hydroksimetyyliselluloosaan tai
gelatiinimikrokapseleihin, mainitussa jérjestyksessd il-
moitettuna, tai kolloidisiin lddkeaineannostelujdrjestel-
miin, esimerkiksi 1liposomeihin, albumiinimikropallosiin,
mikroemulsioihin, nanopartikkeleihin ja nanokapseleihin
tai makroemulsioihin. N&it& menetelmid on kuvattu teokses-
sa Remington's Pharmaceutical Sciences (1980).

Tamd&n keksinnotn mukaiset yhdisteet ovat insulino-
trooppisesti aktiivisia yhdisteitd. Siten tam&n keksinndn
toisesta kohteesta saadaan kéyttéon menetelmd@ insuliinin
ilmentymisen tehostamiseksi, joka menetelmd@ kdsittda sen,
ettd tehokas m&adrd tadmdn keksinnén mukaista yhdistetta
saatetaan vaikuttamaan nisdkkddn haiman B-tyyppisiin solu-
saarekesoluihin.

Tastd keksinndstd saadaan samoin kayttodoén menetelmd
hoidon tarpeessa olevalla nisdkkdilld, edullisesti ihmi-
sellsd, olevan aikuistyypin diabetes mellituksen hoitami-
seksi, ja joka menetelmdn k&sittdd sen, ettd téllaiselle
nisd@kkddlle annetaan tehokas mddréd témidn keksinndn mukais-
ta yhdistettd tai koostumusta.

Seuraavien esimerkkien tarkoituksena on kuvata t&ta

keksintdd tarkemmin. Mikd&8n seuraavista esimerkeistd ei
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ole tarkoitettu antamaan aihetta rajoittaa tdmén keksinnén
suojapiirié.

Esimerkki 1

Yksittdisid ndytteitd viidestd erilaisesta GLP-1-
molekyylistd valmistettiin tunnetulla kiinte&n faasin
peptidisynteesilld ja ndmd lyofilisoitiin pienissd pul-
loissa. Ndihin nd8ytteisiin lis&ttiin erid 0,1 M HEPES (N-
[2-hydroksietyyli]piperatsiini-N'-[2-etaanisulfonihappo])
puskureita, joiden pH o0li 7,4 ja jotka sisdlsivdt useita
eri ma&8rid sinkkikloridia, suuruudeltaan noin 0,1 mg/ml
proteiinikonsentraation aikaansaamiseksi. Ndytteit&d sekoi-
tettiin ja niitd wvarastoitiin ymparistén ldmpdtilassa
(22 °C) noin 18 tunnin ajan. Ta&mé&n j&lkeen seoksia sentri-
fugoitiin (Fisher'in mallin 235C mikrosentrifugi) 5 minuu-
tin ajan. Selkeytetyt supernatantit pipetoitiin putkista.
Supernatanttien proteiinipitoisuus arvioitiin m&&8ritt&mél-
18 niiden absorbanssi 280 nm:n kohdalta spektrofotometril-
ld (Gilford 260). GLP-l-molekyylien teoreettinen absor-
banssiarvo liuokselle, jonka konsentraatio on 0,1 mg/ml,
on t&dlla aallonpituudella 1 cm kyveteissd 0,207. T&mén
kokeen tulokset on esitetty taulukossa 1.
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Taulukko 1
Zn/Glp- Absorbanssi 280 nm:n kohdalta
l-mole-
kyyli
Mooli- GLP-1 Gly®- Val®- a-me- Gly®-
suhde (7-36) GLP-1 GLP-1 tyyli- Gln*
NH, (7-36) (7-37) Ala®- GLP-1
NH, OH GLP-1 (7-36)
(7-36) OH
NHZ
II 0 0,172 0,136 0,187 0,163 | 0,167
, 0,099 0,079 0,191 0,134 0,113
, 0,057 0,070 0,184 0,098 0,082
, 0,035 0,058 0,180 0,079 0,069
, 0,039 0,057 0,173 0,076 0,065
3,0 0,048 0,044 0,110 0,055 0,055

Tdmd esimerkki osoittaa, ettd ainoastaan pieni m&&-

rd sinkkisd tarvitaan kompleksoimaan merkittdva osa GLP-1-

molekyylejd n&distd laimeista liuoksista ja saostamaan sen.
Esimerkki 2

GLP-1 (7-36)NH,: ta

2,5 ml:aan 0,1 M HEPES-puskuria, joka ei sis#&lté@nyt sink-

5 mg liuvotettiin tdysin
kid ja jonka pH oli 7,4. Seokseen lisdttiin nopeasti vield
uusi 2,5 ml:n suuruinen erda 0,1 M HEPES-puskuria, jonka pH
oli 7,4 ja joka sisdlsi 0,6 mM sinkkikloridia. Sinkin ja
GLP-1 (7-36)NH,:n likim&&r&dinen moolisuhde t&ss8 ndytteessa
onl : 1. Liuos tuli valittomdsti hahtuvamaiseksi ja saos-
tuma muodostui nopeasti. Seos varastoitiin ymp&ristdn
lampdtilassa (22 °C) 18 tunnin ajan.

Saostuma kiinnittyi tiukasti 1lasipullon pohjaan.
Supernatantti saatiin dekantoitua tdydellisesti pipetillA.
saostuma liuotettiin t&ydellisesti 5,0

Tadmdn jdlkeen

ml:aan 0,01 N suolahappoa. Sekd@ supernatanttiliuoksista
ettd saostuman uudelleen liuotetuista liuoksista ma&ritet-

tiin absorbanssi 280 nm:n kohdalta. N&diss3 liuoksissa ole-
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vat sinkkipitoisuudet kvantitoitiin atomiabsorptiospektro-
fotometrialla. Té&m&n kokeen tulokset on esitetty taulukos-

sa 2.
Taulukko 2
Absorbanssi 280 nm:n kohdalta Sinkkikonsentraatio
mil joonasosina

llSupernatantti 0,118 9,02

Uudelleen liu- 1,932 13,3

otettu saos-

tuma

Tam8 esimerkki osoittaa, ettd suuri osa GLP-1 (7-
36)NH,:sta saostui liuoksesta lisdttdessd t&hdn sinkkia
sisdltdvdd HEPES-liuosta. 280 nm:n kohdalta mdaritetty
absorbanssiarvo 1,932 viittaa siihen, ettd uudelleen liuo-
tetun saostuman GLP-1 (7-36)NH,-konsentraatio on 0,933 mg/
ml, eli 283 pM. T&mdn liuoksen sinkkikonsentraatio, 13,3
mil joonasosaa, vastaa 203 pM suuruista sinkkikonsentraa-
tiota. T&std syystd sinkin ja GLP-1 (7-36)NH,:n moolisuhde
saostumassa oli 0,717 : 1.
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Patenttivaatimukset

1. GLP-1-molekyylikompleksi, joka koostuu divalent-
tisesta metallikationista, joka on liittynyt sen kanssa
samanaikaisesti saostumaan kykenevdan yhdisteeseen,
tunnettu siitd, ettda yhdisteelld on kaava:

R,-X-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Y-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Z-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-
Gly-Arg-R,

jossa R, on L-histidiini, D-histidiini, desamino-
histidiini, 2-aminohistidiini, f-hydroksihistidiini, homo-
histidiini, e-fluorimetyylihistidiini tai a-ametyylihisti-
diini;

X on Ala, Gly, Val, Thr, Ile tai alfa-metyyli-Ala;

Y on Glu, Gln, Ala, Thr, Ser tai Gly;

Z on Glu, Gln, Ala, Thr, Ser tai Gly:;

R, on NH, tai Gly-OH;

edellyttden, ettd yhdisteen isoelektrinen piste on
alueella noin 6,0:sta noin 9,0:aan ja lisdksi edellyttden,
ettd silloin kun R, on His, X on Ala, Y on Glu ja Z on Glu,
niin R,:n on oltava NH,.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kompleksi,
tunnettu siitd, ettd mainittu divalenttinen metal-
likationi on sinkki.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen kompleksi,
tunnettu siitd, ettad R, on His tai desamino-
histidiini.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen kompleksi,
tunnettu siita, etta X on Ala, Gly tai Val.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen kompleksi,
tunnettu siitd, ettd Y on Glu tai Gln.

6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen kompleksi,
tunnettu siitd, etta Z on Glu tai Gln.

7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen kompleksi,
tunnettu siitd, ettda R, on His, X on Val, Y on Glu,
Z on Glu ja R, on Gly-OH. )
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8. Patenttivaatimuksen 2 mukainen kompleksi,
tunnettu siitd, etta R, on His, X on Gly, Y on Gln,

' % on Glu ja R, on Gly-OH.

9. Farmaseuttinen formulaatio, tunnettau
siitd, ettd se sisaltas aktiivisena ainesosana minkad ta-
hansa patenttivaatimuksista 1 - 8 mukaisen kompleksin tai
tamdan farmaseuttisesti hyvaksyttava suolan yhdessa yhden
tai useamman tdlle soveltuvan farmaseuttisesti hyvaksytta-
van kantaja-aineen, laimentimen tai lisdaineen kanssa.

10. Minka tahansa patenttivaatimuksista 1 - 8 mu-
kainen GLP-1-molekyylikompleksi tai tdmdn farmaseuttisesti
hyvdksyttdavd suola, tunnettu siitd, ettid se on
tarkoitettu kaytettdavaksi diabeteksen hoidossa.

11. Menetelmda minkd tahansa patenttivaatimuksista
1 - 8 mukaisen GLP-1l-molekyylikompleksin valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettad se kdsittds sen, ettd GLP-1-
molekyyli yhdistetdan divalenttiseen metallikationiin.

12. Patenttivaatimuksessa 1 maaritelty yhdiste,
tunnettu siita, ettd R, on L-histidiini, X on Val,
Y on Glu, 2 on Glu ja R, on Gly-OH.

13. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 8 mukainen
kompleksi, tunnettu siit4, etta R, on L-histidii-
ni, X on Val, Y on Glu, Z on Glu ja R, on Gly-OH.

14. Patenttivaatimuksen 9 mukainen formulaatio,
tunnettu siitd, ettd se on muodostettu kayttamalla
patenttivaatimuksen 12 mukaista yhdistetta.

15. Patenttivaatimuksen 12 mukaisen GLP-1-yhdisteen
tai sen farmaseuttisesti hyvidksyttdvan suolan kayttd laa-
keaineen valmistukseen diabeteksen hoitamiseksi.
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