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Kompozicia na lietenic zhorSenej tolerancie glukézy (IGT)
obsahujiica zlateninu, ktord sa viaZe na receptor na gluka-
g6énu podobny peptid-1 a farmaceuticky nosit. Mnozstvo
pritomne) zlageniny je efektivne mnoZstvo na zlepSenie
citlivosti pankreatickych B-buniek na hladiny krvnej gluké-
zy u Pudi s IGT. Metéda sliZi ticz na zlepSenie modelu
odpovedi vylutovanim inzulinu u T'udi s 1GT podévanim
kompozicie, obsahujucej zluteninu, ktord sa viaZe na
receptor na glukagénu podobny peptid-1 a farmaceuticky

nosic.



1

Glukagonu podobny peptid-1 zlepéuj:'%’dpoved’ B-buniek na glukdzu u subjektov

so zhor§enou toleranciou glukézy

Oblast techniky

Vynélez sa tyka pripravku obsahujiceho zlu€eninu viaZucu sa na receptor

»GLP-1“ a spdsobu lieCby zhorSenej tolerancie glukdzy.

Doteraj$i stav techniky

Zhor§ena tolerancia glukézy (IGT-impaired glucose tolerance) je bezna v
americkej populacii. Zatial o v beZnej populédcii vo veku 20 az 74 rokov je
zhor§ené tolerancia glukézy u 11 % populacie, zvySuje sa na 24 % v populacii
vo veku 40 aZz 75 rokov s rodinnym vyskytom diabetes a telesnou hmotnogt’ou
viéSou nez 120 % normdalu. U os6b so zhor§enou toleranciou glukodzy existuje
vysoké riziko vzniku kardiovaskularnych ochoreni a tieZ vzniku diabetes mellitus
nezavislej od inzulinu (NIDDM t.j. non-insulin dependent diabetes mellitus),

znamej tiez ako diabetes typu 2.

ZhorSena tolerancia glukdzy je charakterizovana prvotnymi nepatrnymi
defektmi funkcie B-buniek o je sprevadzané inzulinovou rezistenciou. Tieto pr-
votné defekty zahrnuji zhorSenG schopnost PB-buniek vnimat malé zmeny kon-
centracie gluk6zy v plazme a odpovedaf na ne vylu¢ovanim vhodnych mnozstiev
inzulinu a tieZ mierny posun doprava u krivky vyjadrujicej odpoved sekréciou
inzulinu v zavislosti od dé.;/ky glukdzy. Citlivost na gluk6zu a schopnost B-
buniek rychlo odpovedat sekréciou inzulinu sa strdca velmi skoro v priebehu
IGT, ked si 2hodinové hladiny glukézy minimalne zvySené. Zhor§enie kontroly
glukézy pri IGT s Casom je spdsobené najmi pokradovanim zhor§ovania funkcie
B-buniek. To vedie v mnohych pripadoch k zhor§ovaniu stavov hyperinzulinémie,

obezity a kardiovaskularneho ochorenia oznadovaného niekedy ako syndrom X.
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V mnohych pripadoch vedi pokroéilé stavy IGT k definitivnej strate kontroly
glukozy a k nastupu NIDDM.

Z uvedeného vyplyva, Ze stav IGT prinaSa zavainé zdravotné rizika. Pa-
cienti trpiaci IGT su ¢asto obézni a maji vysoké hladiny inzulinu v plazme, ktoré
su Casto toxické. Tieto vysoké hladiny inzulinu spdsobuje vSeobecne neustile sa
zvySujlica neschopnost svalov, inych tkaniv a tukovych buniek vyuZivat inzulin
na to, aby bola spotrebovavana gluk6éza z krvnej plazmy. Stav IGT zvySuje rizika

vzniku celého radu kardiovaskularnych ochoreni.

Glukagénu podobny peptid-1 (GLP-1 t.j. glucagon-like peptide-1), priro-
dzeny Crevny peptid, je vyluovany &revnymi L-bunkami a pdsobi ako hormén
inkretin, ktory stimuluje vylu€ovanie inzulinu pankreatickymi B-bunkami v za-
vislosti od glukézy. Terapeuticky potencial tohto peptidu pri NIDDM bol uZz
skor demonStrovany tak, Ze exogénne infuzie farmakologickych davok GLP-1
vieobecne zniZzovali hladiny glukézy v plazme. Aviak GLP-1 nezlep§il vyznamne
funkciu B-buniek pri NIDDM. Nathan DM, Schreiber E, Fogel H, Mojsov S, Ha-
bener JF: Insulinotropic action of glucagon-like peptide-1 (7-37) in diabetic and
nondiabetic subjects, Diabetes Care 15:270-276, 1992; Gutniak M, Orskov C,
Holst JJ, Ahrén B, Efendrik S: Antidiabetogenic effects of glukagon like pepti-
de-1 (7-36) amide in normal subjects and patients with diabetes mellitus, N.
Engl. J. Med. 326:1316-1322,1992; Nauck MA, Kleine N., Orskov C, Holst JJ,
Wilms B, Creutzfeldt W.: Normalization of fasting hyperglycemia by exogenous
glukagon like peptide-1 (7-36 amide) in type II (non-insulin-dependent) diabetic
patients, Diabetologia 36: 741-744, 1993; Gutniak MK, Linde B, Holst JJ,
Efendie S: Subcutaneous injection of the incretin hormon glukagon-like peptide-
1 abolishes postprandial glycemia NIDDM, Diabetes Care 17:1039-1044, 1994;
Rachman J, Gribble FM, Barrow BA, Levy JC, Buchanan KD, Turner RC: Nor-
malization of insulin responses to glucose by overnight infusion of glukagon-like
peptide-1 (7-36) amide in patients with NIDDM, Diabetes 45:1524-1530, 1996;
Rachman J, Barrow BA, Levy JC, Turner RC: Near-normalization of diurnal glu-
cose concentrations by continuous administration of glucagon-like peptide-1

(GLP-1) in subjects with NIDDM, Diabetologia 40: 205-211, 1997.



Stav IGT nie je v siCasnej dobe vyliediteny. Predsa v3ak je rozpoznatel-
nym ochorenim, ktoré je spojené s viZnymi zdravotnymi rizikami. VSeobecne sa
stav IGT postupne zhor§uje z hladiska jeho symptomov a Casto vedie k strate
kontroly glukdézy vyskytujicej sa v plazme &o vytvara diabetes typu 2. Tu je pot-

rebna terapia.

Rad §tudii v priebehu poslednych niekolkych rokov ukazal, Ze aplikacia
GLP-1 v pripadoch NIDDM zni%uje hladiny glukézy a inzulinu v krvi a tak by
mala byt sFubnou terapiou pre tito chorobu. Av§ak Ziadne §tudie zatial neuka-
zali, 2¢ GLP-1 mé potencial napravit stratu schopnosti B-buniek vnimat a rychlo
reagovat vyluCovanim inzulinu, ked sa zvy$i hladina krvnej glukézy. Je to prave
toto zhorfenie schopnosti odpovedat a uzko spojif vnimanie zvySenia hladiny
krvnej glukdzy s vylu€ovanim inzulinu B-bunkami, ktoré je hlavnou pri€inou sta-
vu IGT. V predchadzajicich §tadiach ukazala aplikacia GLP-1 na subjekty s
NIDDM schopnost normalizovat hladinu gluk6zy v plazme na lano a stimulovat
kumulativne vylu€ovanie inzulinu B-bunkami. Av§ak infizie GLP-1 uskuto&io-
vané cez noc nezlep§ili glukézové odpovede na jedla podavané v nasledujuicom
dni. Ked bola infuzia GLP-1 uskuto&fiovana u oséb s NIDDM pocas 19 hodin,
cez noc a v priebehu troch beinych jedal, zredukovala sa hladina glukézy v

plazme, ale zhorSena postprandialna funkcia B-buniek sa zlep$ila iba nepatrne.

Odpovede B-buniek na predizent infiziu GLP-1 neboli skér Studované u
subjektov s IGT a pretoZe neboli Ziadne naznaky, Ze by vysledky mohli byt od-
1i§né ako u infuzii GLP-1 v pripade NIDDM, neboli doposial uskuto&fiované po-
drobné studie vplyvu GLP-1 na odpovede B-buniek na malé zvySovanie a zniZo-

vanie koncentracii glukézy v plazme.

Z uvedeného vyplyva potreba metddy, ktord by zastavila postup IGT a ob-

novila normalny stav metabolizmu glukdzy.

Preto je cielom predkladaného vynalezu zaistit metdédu umoZiiujucu obno-
vit alebo zlepS§it funkciu B-buniek a ich citlivost a tym vyluGovanie inzulinu v

odpovedi na hladiny glukézy v plazme u oséb majucich zhor§end toleranciu glu-

kozy.



Dalsim cielom vynilezu je zaistit spdsob, ktory oneskori alebo zabrani
zhor3ovaniu funkcie B-buniek, ktora je zodpovednéa za progresiu zhorSenej tole-
rancie glukézy az k strate reguldcie glukdzy v plazme €o charakterizuje néastup

NIDDM.

Dalsim cielom vynalezu je zmiernit vplyvy IGT vedtce ku kardiovaskular-

nym ochoreniam, a tak zniZit rizika tychto ochoreni a mrtvice.

Spdsob spliiujuci tieto a dalSie ciele bude zrejmy z nasledujiceho de-

tailného opisu.

Podstata vynalezu

Vynalezcovia objavili, Ze aplikacia GLP-1 subjektom so zniZenou toleran-
ciou glukézy obnovi zko koordinovani odpoved vyluCovania inzulinu na zvy-
§enie hladin gluko6zy v plazme a tak znovu nastavi priebeh inzulinovej odpovede
B-buniek na vzrast hladiny glukézy v plazme, ktory je charakteristicky pre nor-

malne subjekty, ktoré netrpia IGT.

Predkladany vynélez je zamerany na spdsob lie€by osob trpiacich zhorSe-
nou toleranciou glukdézy a inzulinovou rezistenciou s pouzitim GLP-1 v mnoz-
stve u¢innom na obnovenie, zlepSenie alebo normalizaciu citlivosti a funkcie B-
buniek a vyluCovanie inzulinu. Vyndilez je tieZ zamerany na spdsob zniZovania
hladiny inzulinu v plazme u 0s6b s IGT a sGibeZne redukciu stavu inzulinovej re-

zistencie a sprievodnych kardiovaskularnych ochoreni.

Pri uskutoCifiovani tu opisanych prikladov vynalezcovia prekvapivo pozo-
rovali, Ze aplikacia GLP-1 u subjektov s IGT, v kontraste k nahodnej a nekoor-
dinovanej inzulinovej odpovedi charakteristicky sa vyskytujicej u subjektov s
IGT, dramaticky obnovuje citlivé, rychle a koordinované vylu¢ovanie inzulinu B-
bunkami v odpovedi na jednotlivé pulza&né zvySovanie koncentracie glukbzy v

plazme, podobnej modelu vylu€ovania inzulinu u normalnych pacientov.



Vynalezcovia objavili, Ze podavanie GLP-1 subjektom so zhorSenou tole-
ranciou glukézy (IGT) obnovuje alebo zlepSuje funkciu pankreatickych B-buniek
a schopnost P-buniek rychlo odpovedat vyluCovanim inzulinu koordinovanym
spdsobom v odpovedi na malé zvySenie alebo zmeny koncentricie glukozy
v plazme, t.j. pulzaénym vyluCovanim inzulinu podobnym spdsobom, ako pre-
bieha vylu€ovanie inzulinu u subjektov bez IGT. Tento spdsob vyludovania inzu-
linu nie je obnoveny u subjektov, u ktorych je uz rozvinuty stav NIDDM, ktory

je charakterizovany stratou regulacie glukdzy v plazme.

Funkcia B-buniek je kvantifikovana normalizovanou spektralnou silou.
Spektralna sila meria funkciu B-buniek, ktord nezavisi od nastavenia citlivosti
pre inzulin. Vynalezcovia zistili, Ze u subjektov s IGT zlepSuje GLP-1 spektralnu
silu na normalny rozsah. Profily spektralnych sil indikuji, Ze Uzka koordinacia
glukozy v plazme a oscilacii vylu€ovania inzulinu bola u subjektov s IGT po po-
davani GLP-1 obnovena na normalnu Grovefi. Toto zlep§enie oscilaéného modelu
vylu€ovania inzulinu je d6leZité na udrZanie normalnej homeostazy glukézy. Na-
priklad bolo ukézané, Ze inzulinové inflzie, ktoré napodobfiuju ultradidlne osci-
lacie s periodou 120 minut, su efektivnejSie pre redukciu koncentracii glukézy v

plazme, neZ kon§tantné infazie inzulinu (27).

Predkladany vynalez poskytuje kompoziciu zahrnujicu zla&eninu, ktora sa
viaZe na receptor pre glukagonu podobny peptid-1 a je G&innd na zlepSenie
schopnosti B-buniek vnimat a odpovedat na malé zmeny v koncentraciach glu-
koézy v plazme u subjektov s IGT. V jednom uskutoéneni zli&eninou viaZucou sa
na receptor je glukagoénu podobny peptid-1. V inom uskutoéneni zlu&eninou via-
Zucou sa na receptor je variantny peptid, v ktorom sa kombinéicia substiticii,
delécii a variantov neli§i o viac ako 10 aminokyselin od glukagénu podobného
peptidu-1. Zla€enina viazuca sa na receptor mdze d'alej zahrnovat polynukleotid
alebo latku, ktora aktivuje uvolfiovanie GLP-1, molekulu, ktora aktivuje recep-
tor pre GLP-1, alebo zli€eninu viaZucu sa na receptor pre GLP-1, zahrnujicu

chemicky konStruovani molekulu, analogy peptidov alebo agonistov GLP-1.

Vynalezcovia objavili, Ze podavanie 'udského GLP-1 zlep3uje alebo obno-

vuje odpoved vyluCovanim inzulinu na malé zmeny alebo zvySenie glukézy v



plazme. V silade s tym je kompozicia podla predkladaného vynélezu uZito€na

pre terapiu vedicu k normalizécii zhorSenej tolerancii glukézy.

Vynalezcovia tu demonS§trovali, Ze infazia nizkych divok GLP-1 mdzZe
zlepsit funkciu B-buniek, aby vylu&ovali inzulin v odpovedi na zvySené hladiny
glukézy v plazme. GLP-1 mdZe byt tieZ pouZity na zlep§enie zachovania funkcie
B-buniek u subjektov s IGT. Podavanie GLP-1 tieZz reguluje alebo normalizuje
modely vyluovania inzulinu, &o spdsobi celkové zniZenie inzulinu v plazme pri
IGT. Tato normalizacia znizenim sp6sobi obmedzenie stavu rezistencie k inzuli-

nu (inzulinovej rezistencie).

Termin "GLP-1“ oznaduje glukagénu podobny peptid a zahrnuje mimetika
GLP-1 a tak, ako je pouZivany v kontexte predkladaného vynalezu, méze zahr-
novat glukagénu podobné peptidy a pribuzné peptidy a analégy glukagénu po-
dobného peptidu-1, ktoré sa viazu k receptorovému proteinu pre glukagdén po-
dobny peptid-1 (GLP-1), také ako je GLP-1 (7-36) amid receptorovy protein, a
maji zodpovedajici biologicky efekt na sekréciu inzulinu, ako GLP-1 (7-36)
amid, ktory je nativnou, biologicky aktivnou formou GLP-1. Vid Goke, B and
Byrne, M, Diabetic Medicine, 1996, 13:854-860. Receptory pre GLP-1 sua biel-
koviny na povrchu buniek nachadzajice sa napriklad na pankreatickych pB-
bunkach produkujGcich inzulin. Glukagénu podobné peptidy a analogy budi za-
hrnovat druhy majice inzulinotropnu aktivitu a ktoré s agonistami, t.j. aktivuju
receptorovi molekulu pre GLP-1 a jej druhi mediatorova (messenger) aktivitu
okrem iného na B-bunky produkujice inzulin. Agonisti, ktori vykazuja aktivitu
cez tento receptor boli opisani v: EP 0708179A2; Hjorth,S.A. et al., J. Biol.
Chem. 269 (48):30121-30124 (1999); Siegel, E.G. et al. Amer. Diabetes Assoc.
57th Scientific Sessions, Boston (1997); Adelhorst, K. et al. J. Biol. Chem.
269(9):6275-6278 (1994), Deacon, C.F. et al. 16th International Diabetes Con-
gress Abstracts, Diabetologia Supplement (1997); Irvin, D.M. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 94:7915-7920 (1997); Mosjov, S. Int. J. Peptide Protein Res.,
40:333-343 (1992). Glukagénu podobné molekuly zahrnuju polynukleotidy, kto-
rych expresiou vznikaji agonisti GLP-1, t.j. aktivatory receptorovej molekuly

pre GLP-1 a jej sekundarne mediadtorové aktivity nachidzajice sa okrem iného



na B-bunkéach produkujicich inzulin. Latky napodobfiujice (mimetikd) GLP-1,
ktoré su tiez agonistami B-buniek, zahrnuji napriklad chemické zlaceniny Ipeci-
ficky navrhnuté na aktiviciu receptora pre GLP-1. Antagonisti glukagonu po-
dobného peptidu-1 su tieZ znami, vid napriklad Watanabe, Y. et al., J. Endocri-
nol. 140(1) 45-52 (1994), a zahrnuji exendin (9-39) amin, analég exendinu, kto-
ry je idinnym antagonistom receptorov pre GLP-1 (vid’ napr. W097/46584). Ne-
davne publikicie opisuji GLP-1 z &iernej vdovy (Black Widow GLP-1) a Ser?
GLP-1, vid Holz, J.F. Hakner/Comparative Biochemistry and Physiology, Part
B 121(1998)177-184 a Ritzel et al., A synthetic glucagon-like peptide-1 analog
with improved plasma stability, J. Endocrinol 1998 Oct.; 159(1): 93-102.

Nasledujace uskutocnenia zahrnuji chemicky syntetizované glukagdnu po-
dobné polypeptidy a taktieZ akékol'vek polypeptidy alebo ich fragmenty, ktoré su
podstatne homoldgne. "Podstatne homologne", ¢o sa méze vztfahovat na nukleo-
vé kyseliny i sekvencie aminokyselin, znamena, Ze sekvencia uréitého subjektu,
napriklad sekvencia mutantu, sa li§i od referencnej sekvencie jednou alebo viace-
rymi substiticiami, deléciami (vynechaniami) alebo adiciami (pridaniami) a tieto
odli$nosti nespésobia nepriaznivii zmenu funkcie danej sekvencie vzhladom k
sekvencii referenénej. Na uCely tohto vynalezu si za podstatne homologne pova-
Zované sekvencie majice vicSiu ako 50% homoldgiu a prednostne viésiu ako
90% homoldgiu, ekvivalentni biologicka aktivitu v B-bunkidch so zlepSenymi
odozvami na hladiny glukézy v plazme a ekvivalentné expresné charakteristiky.
Na ucely urCovania homoldogie by malo byt ignorované skratenie prirodzenej
sekvencie. Sekvencie, ktoré maju mensie stupne homoldgie, porovnatelnai bio-

aktivitu a ekvivalentné expresné charakteristiky si povaZované za ekvivalenty.

Cicavéie GLP peptidy a glukagon si kédované rovnakym génom. V ileu je
fenotyp spracovavany na dve hlavné triedy GLP peptidovych horménov, meno-
vite GLP-1 a GLP-2. Su zname §tyri proteiny pribuzné GLP-1, ktoré su tvorené
z fenotypovych peptidov. GLP-1 (1-37) ma sekvenciu His Asp Glu Phe Glu Arg
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala
Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly (SEQ. ID NO:1). GLP-1
(1-37) je amidovany v posttransiaénom procese a vznikd GLP-1 (1-36) NH,, kto-



ry ma sekvenciu His Asp Glu Phe Glu Arg His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp
Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gin Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys
Gly Arg (NH;) (SEQ.ID NO:2); alebo je meneny enzymaticky a tvori sa GLP-1
(7-37), ktory méa sekvenciu His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser
Tyr Leu Glu Gly GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
(SEQ.ID NO:3). GLP-1 (7-37) mdZe byt tieZ amidovany a vznika GLP-1 (7-36)
amid, ktory je prirodzene sa vyskytujucou formou molekuly GLP-1 a ktory ma
sekvenciu His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg (NH;) (SEQ.ID NO:4)

a v prirodzenej forme je molekulou GLP-1.

Crevné L-bunky vyluduji GLP-1 (7-37) (SEQ. ID NO:3) a GLP-1
(7-36) NH; (SEQ.ID NO:4) v pomere 1 ku 5 v uvedenom poradi. Tieto skratené
formy GLP-1 maju kratky pol&as Zivotnosti in situ, t.j. menej ako 10 minat a sd
inaktivované aminodipeptiddzou IV za vzniku Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val
Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gin Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly
Arg Gly (SEQ. ID NO: 5), resp. Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr
Leu Glu Gly GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg (NH,)
(SEQ. ID NO: 6). Usudzuje sa, Ze peptidy Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser
Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
Gly (SEQ. ID NO: 5) a Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu
Gly Gin Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg (NH;) (SEQ. ID
NO: 6) ovplyviiuju produkciu pelefiovej glukdzy, ale nestimuluji produkciu ale-

bo uvolfiovanie inzulinu zo slinivky bruSnej (pankreasu).

V jedoch z jaSterice (Gila monster) sa nachadza 6 peptidov, ktoré su ho-

mologne s GLP-1. Ich sekvencie si v tabulke 1 porovnané so sekvenciou
GLP-1.



Tabulka 1

a., HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRNH;

bb HSDGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGA
PP P S NH,

c. DLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
NH;

d HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGA
PP P S NH;

e HSDATFTAEYSKLLAKLALQKYLESILGSSTSPRPP
SS

fHSDATFTAEYSKLLAKLALQKYLESILGSSTSPRPP
S

g HSDAIFTEEYSKLLAKLALQKYLASILGSRTSPPP
NH,

hh HSDAIFTQQYSKLLAKLALQKYLASILGSRTSPPP
NH;

a=GLP-1(SEQ. ID NO:4)

b=Exendin 3(SEQ. ID NO:7)
c=Exendin 4(9-39)NH,(SEQ. ID NO:8)
d=Exendin 4(SEQ. ID NO:9)
e=Helospectin I(SEQ. ID NO:10)
f=Helospectin II(SEQ. ID NO:11)
g=Helodermin(SEQ. ID NO:12)

h=Q®, Q° Helodermin(SEQ. ID NO:13)
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Hlavné homolédgie, ktoré ukazuje tabulka 1 si: peptid c, resp. h je odvo-
deny od peptidu b, resp. g. VSetkych 6 prirodzene sa vyskytujucich peptidov (a,
b, d, e, f, g) je homolégnych v pozicii 1, 7, 11 a 18. GLP-1 a exendiny 3 a 4 (a,
b, d) st dalej homoldgne v poziciach 4, 5, 6, 8, 9, 15, 22, 23, 25, 26 a 29. V
pozicii 2 si A, S a G $truktirne podobné. V pozicii 3 si zvysky D a E (Asp a
Glu) $truktirne podobné. V poziciach 22 a 23 su F (Phe) a I (Ile) Struktirne po-
dobné s Y (Tyr), resp. L (Leu), v uvedenom poradi. Podobne v pozicii 26 L a 1

su Struktirne ekvivalentné.

Tak z 30 zvy§kov GLP-1 su exendiny 3 a 4 identické v 15 poziciach a ek-
vivalentné v 5 dalfich poziciach. Jediné pozicie, kde si evidentné radikalne
Struktirne zmeny, s na zvy$koch 16, 17, 19, 21, 24, 27, 28 a 30. Exendiny maji

tiez 9 d’alSich zvy§kov na karboxylovom konci.

Peptidy podobné GLP-1 mdZu byt vyrobené chemickou syntézou peptidov
na pevnej faize. GLP-1 mdZe byt tieZ vyrobeny konvenfnymi rekombinantnymi
technikami, ktoré pouZivaju §tandardné metédy, ktoré opisali napriklad
Sambrook a Maniaitis. "Rekombinantny", tak ako je tu pouZivané, znamena, zZe
protein pochadza z rekombinantnych (napriklad mikrobidlnych alebo cicav¢ich)
expresnych systémov, ktoré boli geneticky modifikované, aby obsahovali expres-

ny gén pre GLP-1 alebo jeho biologicky aktivne analdgy.

Peptidy podobné GLP-1 mdéZu byt izolované a purifikované z kultar re-
kombinantnych buniek metdodami, ktoré zahrnuju, ale nie si obmedzené na: zra-
Zanie siranom amonnym alebo etanolom, kysla extrakciu, chromatografiu na me-
ni¢och anidnov alebo katidonov, chromatografiu na fosfoceluléze, chromatografiu
s hydrofébnou interakciou, afinitnd chromatografiu, hydroxylapatitovia chroma-
tografiu a lektinovi chromatografiu. Pre findlne purifikaéné kroky mdze byt vy-

uzita vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC).

Polypeptidy predkladaného vynalezu m6zu byt prirodné purifikované pro-
dukty, alebo produkty postupov chemickej syntézy, alebo mézu byt produkované
rekombinantnymi technikami z prokaryotickych alebo eukaryotickych hostitel-

skych buniek (ako su napriklad bunky baktérii, kvasiniek, vy38ich rastlin, hmyzie
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a cicavéie bunky v kulture alebo in vivo). V zavislosti od hostitel'skych buniek
pouZivanych pri postupe vyuZivajicom rekombinantni produkciu, polypeptidy
predkladaného vynéilezu nie si obvykle glykozylované, ale mézu byt glykozylo-

vaneé.

Aktivita GLP-1 mdZe byt ur&ovana §tandardnymi metédami, vSeobecne
postupmi vySetrujacimi vizbovi aktivitu vzhladom k receptoru, €o zahrnuje za-
istenie vhodnych buniek, ktoré exprimuji receptor pre GLP-1 na svojom po-
vrchu, napriklad bunkové linie inzulinému ako bunky RINmSF alebo bunky
INS-1. Vid tiez Mojsov, S. (1992) a EP0708170A2. Okrem merania Specifickej
vizby molekuly s ridioaktivnou zna&kou na membranu s pouZitim metdd radio-
imunoanalyzy, mdZe byt tieZ merana aktivita cAMP alebo produkcia inzulinu za-
visld od glukézy. V jednej metdde je polynukleotid kddujuci receptor predklada-
ného vynalezu pouZity na transfekciu buniek, aby produkovali receptorovy pro-
tein pre GLP-1. Tak napriklad moZu byt tieto metdédy pouZité na vyhladavanie
agonistu k receptoru (latka viaZuca sa Specificky na dany receptor) kontaktova-
nim takych buniek latkami, z ktorych sa vyhlfaddva a uréenim, &i také latky gene-

ruju signal, t.j. aktivuju receptor.

Na pouZitie v tu opisanych metédach mdzu byt pouZité na detekciu &istoty
a identifikaciu peptidov podobnych GLP-1 polykionalne a monoklonalne proti-
latky. Protilatky také ako ABGA1178 deteguju intaktny neStiepeny GLP-1
(1-37) alebo na N konci skrateny GLP-1 (7-37) alebo (7-36) amid. Iné protilatky
su schopné detekcie na Uplnom C-konci molekuly prekurzora postupom, ktory
umoziiuje odc¢itanim vypoditat mnoZstvo biologicky aktivneho skrateného pepti-
du, t.j. GLP-1 (7-37) alebo (7-36) amidu (Orskov et al. Diabetes, 1993, 42:658-
661; Orskov et al. J. Clin. Invest, 1991, 87:415-423).

Daliie vyhladivacie techniky zahrnuju pouZitie buniek, ktoré exprimuju
receptor pre GLP-1, napriklad CHO bunky po transfekcii, v systéme, ktory meria
extracelularne pH (mimo bunky) alebo i6nové zmeny spGsobené aktivaciou re-
ceptora. Potencialny agonista mdZe byt napriklad kontaktovany s bunkami, ktoré

exprimuju receptorovy protein pre GLP-1 a méZe byt merana druhotni odozva,
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ako napriklad transdukcia signalu alebo zmeny iénovej sily alebo zmeny pH, aby

sa uréilo, ¢i je potencialny agonista efektivny.

Proteiny, ktoré sa viaZu na receptor pre glukagonu podobny peptid-1 pou-
zivané v predkladanom vynileze mdZu byt pouZité v kombinacii s vhodnym far-
maceutickym nosi¢om. Taki kompozicia zahrnuje terapeuticky efektivne mnoZz-
stvo polypeptidu a farmaceuticky prijatelny nosi¢ alebo excipient. Také nosice
zahrnujd, ale nie s obmedzené na salinicky roztok, pufrovany salinicky roztok,
dextrézu, vodu, glycerol, etanol, laktézu, fosfat, manitol, arginin, trehalézu a
ich kombinacie. Formulacie by mali byt vhodné na podavanie a s rychlo zisti-
telné tymi, ktori maju potrebné znalosti v tomto odbore. Peptid GLP-1 mdZe byt
tiez pouZivany v kombinacii s €inidlami, o ktorych je zname, Ze zvy3uju polCas
Zivotnosti peptidu in vivo, aby sa zvySila alebo predizila biologicka aktivita
peptidu. Napriklad mdZe byt na kompozicii podl'a vynalezu pred vlastnym poda-
vanim kovalentne viazana molekula alebo chemicka skupina. Alternativou je po-
davanie &inidla zvySujiceho pol&as Zivotnosti sibeine s kompoziciou. Dalsou
moznostou je, ze &inidlo ktoré mdZe obsahovat molekulu o ktorej je zname, Ze
inhibuje enzymovu degradaciu peptidov ako GLP-1, mdZe byt podavané subezne
alebo a% po podavani kompozicie obsahujucej peptid GLP-1. Takd molekula md-

ze byt podani napriklad Ustami alebo injekcne.

GLP-1 mdze byt podavany intravendzne alebo injekéne a mdze byt podé-
vany kontinualne alebo jednordzovou injekciou. Totalne podavanie mdze byt su-
gasne s infuziou alebo injekciou glukézy i po nej a pred fiou. M6Zu byt pouZité
nasledujuce davky: pre kontinualnu infaziu (I.V.) 0,1 pmol/kg/min aZz 10
pmol/kg/min a pre podkoZni (S.C.) 0,1 pmol/kg/min aZ 75 pmol/kg/min a pre
jednorazovi vnitrozilova injekciu (I.V.) 0,005 nmol/kg aZz 20 nmol/kg a pre jed-

norazovi podkoznu injekciu (S.C.) 0,1 nmol/kg aZ 100 nmol/kg.

Kontinualna aplikacia peptidu GLP-1 je uprednostfiovanou metédou poda-
vania. Predsa viak GLP-1 mdZe byt podané podkoZne, vnutrosvalovo, interpe-
ritonealne, injek&nou ddvkou s postupnym uvolfiovanim, hlbokym vdychnutim do
plic s predizenym uvolfiovanim a tiez vnutroZilovou a dstnou cestou alebo

inymi metédami.
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Utinné liedenie IGT tiez zniZuje riziko kardiovaskularnych a mozgovych
cievnych prihod a mdZe byt teda prevenciou zaistovanou pacientom kde je zné-

me vysoké riziko takych prihod.

Prehl’ad obriazkov na vykresoch

Obrazok 1 znizorfiuje glukézu, inzulin a GLP-1 v odozve na podanie 75
mg glukézy Gstami u piatich subjektov so zhorSenou toleranciou glukozy (IGT
e) a u piatich subjektov s diabetes mellitus nezavislou od inzulinu (NIDDM).
Obrazok 1A ukazuje vyznamni glukézovi odozvu. Obrazok 1B ukazuje inzuli-

novu odpoved. Obrazok 1C ukazuje odozvu GLP-1.

Obrazok 2 ukazuje porovnanie vyznamnych vyludovacich rychlosti inzuli-
nu (ISR) a vyznamnych koncentracii glukézy v kazdom subjekte v priebehu infu-
zie glukézy s infaziou salinického roztoku (O) alebo infaziou GLP-1 (e). Obra-
zok 2A ukazuje porovnanie subjektov s IGT. Obrazok 2B ukazuje porovnanie
subjektov s NIDDM.

Obrizok 3 ukazuje profil sekrécie glukozy, rychlosti sekrécie inzulinu
(ISR) a koncentracie inzulinu u dvoch subjektov s IGT, subjektov D01 a DO02.
Obrazky 3A a 3C ukazuju odpovede na infiziu salinického roztoku. Obrazky 3B

a 3D zndzorfiuju odpovede na infaziu s GLP-1.

Obrazok 4 znazorfiuje porovnanie hladin glukozy, rychlosti vylu€ovania
inzulinu (ISR) a hladin inzulinu u dvoch subjektov s NIDDM, subjektov D07 a
DO09. Obrazky 4A a 4C ukazuji profily v priebehu infuzie salinického roztoku.
Obrazky 4B a 4D znazoriiuju profily v priebehu infizie obsahujucej GLP-1.

Obrazok 5 znizoriiuje porovnanie spektralnych analyz vyluCovania inzuli-
nu u subjektov v priebehu infuzii salinického roztoku a GLP-1. Vysledky zna-
zornené na lavej strane spektralnej analyzy st subjekty s IGT. Vysledky ukéazané

na pravej strane spektrilnej analyzy su subjekty s NIDDM.
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Obrazok 6 poskytuje porovnanie normalizovanej sily spektier v priebehu
infuzie salinického roztoku a v priebehu infuzie GLP. Obrazok 6A ukazuje po-
rovnanie normalizované spektrilnej sily v priebehu infizie salinického roztoku a
v priebehu infizie GLP-1 u subjektov s IGT (D02). Obrazok 6B ukazuje porov-
nanie normalizovanej spektrilnej sily v priebehu infuzie salinického roztoku a

infizie obsahujucej GLP-1 u subjektov s NIDDM (D07).

Priklady uskuto&nenia vynalezu

Nasledujice priklady d’alej ilustruju aspekty predloZeného vynalezu. Tieto
priklady viak nemaji byt v Ziadnom pripade braté ako obmedzenie mySlienok
alebo zisteni predkladaného vynélezu na obmedzenia dané prikladmi, pokial ide

o rozsah.

Stadie tu opisané boli uskuto&iiované na 10 subjektoch, ktoré boli roz-
delené do dvoch skupin na zdklade odozvy ich plazmatickej glukdzy na test tole-
rancie glukdzy podanej ustami (oral glucose tolerance test) pri pouziti kritérii
Svetovej zdravotnickej organizacie (21) pre definovanie stupiia intolerancie glu-
kdzy. Pit subjektov malo IGT a pi?t NIDDM. Pohlavie, vek, index telesnej
hmotnosti (BMI), zakladné (bazalne) hladiny glukdézy na laéno, dvojhodinova
gluké6za, inzulin na la€no a HBAlc pre kaZzdy subjekt si uvedené v tabulke 2.
Subjekty s diabetes boli star§ie ako subjekty s IGT, ale skupiny boli vyrovnané
¢o sa tyka BMI. Priemerné hladiny gluk6zy na laéno a koncentracie glykozylo-
vaného hemoglobinu boli v skupine s IGT niz§ie v porovnani so skupinou s

NIDDM. Hladiny inzulinu na la€no sa medzi oboma skupinami neligili.
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Tabul'ka 2
Zakladné klinické parametre subjektov s IGT a NIDDM

id. pohlavie | vek BMI glukoza 2h inzulin Glyko-

ozn. na laéno | gluk. [nalano | hemo-
(mM) (mM) | (pmol/l) | globin

IGT

D01 M 50 25,7 5,78 8,99 54,84 5,8
D02 Z 52 26,8 5,94 10,52 79,80 5,7
D03 M 49 32,2 5,73 9,45 73,68 6,3
D04 M 42 30,6 5,99 9,89 35,52 5,9
D05 M 46 38,2 6,14 11,06 92,88 6,5
priem. 47,8 30,7 + 5,92 9,98 67,3 6,04
+s.0. 1,7 2,2 40,07 +0,37 +10,0 1015
NIDD

M

D06 M 53 26,4 8,81 16,27 30,78 6,7
D07 M 61 27,9 6,87 11,28 81,60 7,2
D08 M 60 34,2 7,66 15,05 37,44 5,9
D09 M 53 27,8 6,86 18,66 47,88 7,7
D10 M 66 23,9 8,34 12,9 24,84 3,1
priem. 58,6 28,1 7,71 14,83 44,5 7,12
ts.0. +2,5 1,7 10,39 +1,29 +10,0 10,39
hodn. P< |P=036| P< P< |P=0,15|P<0,04

P 0,009 0,002 0,007

Hladiny glukézy v plazme boli merané metdédou vyuZivajicou glukdza oxi-
dazu (YSI, 1500 G, Schlag Company, Bergish-Gladbach, Nemecko). Koeficient

varidcie tejto metody bol <2%. Inzulin v plazme bol merany s pouZzitim Abbotto-

vej mikrocasticovej enzymovej imunoanalyzy. Priemerny koeficient variacie vo

vanutri hodnotenia bol 5 %. C-peptid v plazme bol merany ako uz bolo opisané v
(22), Faber OK, Binder C, Markussen J, Heding Lg, Naithani VK, Kuzuya H,

Blix P, Horwitz DL, Rubenstein AH: Characterization of seven c-peptide antise-

ra,Diabetes 27, Suppl 1:170-177, 1978. Spodny limit citlivosti stanovenia bol

0,02 pmol/ml a koeficient varidcie vo vnutri stanovenia v priemere 6 %. Gluka-
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gon bol merany pomocou komer&ne dostupného kitu pre radioimunoanalyzu
(Biermann, Bad Nauheim, Nemecko) a koeficient varicie vo vnutri stanovenia
bol v priemere 8 %. IR-GLP-1 bol merany pomocou 3pecifickej polyklonalne;j
protilaitky GA 1178 (Affinity Research, Nottingham, UK) (23). Ta vykazovala
100% reaktivitu s GLP-1 (1-36) amidom a so skratenym GLP-1 (7-36) amidom.
Imunoreaktivny material podobny GLP-1 bol odstraneny zo vzoriek plazmy na
niplniach C-18 s vyuZitim acetonitrilu pre eluciu vzoriek. Detek&ny limit stano-
venia bol 2 fmol/tuba. Antisérum nevykazovalo krizové reakcie s GIP, pankrea-
tickym glukagonom, glicentinom, oxyntomodulinom alebo GLP-2. Koeficienty

variacie vo vnutri a medzi stanoveniami boli 3,4 %, resp. 10,4 %.

Vietky vysledky sa vyjadrené ako priemer + SEM (smerodajnd odchylka,
s.0.). Analyza dit bola uskuto&fiovana s pouZitim 3tatistického analytického
systému (SAS Version 6 Edition, for Personal Computers, SAS Institute, Inc,,
Cary, NC). Vyznam rozdielov vo vnutri jednotlivych indukcii pomocou infuzie
GLP-1 bol stanoveny s pouZitim parovych t testov. Rozdiely boli povaZované za

vyznamné pokial bolo P<0,05.

Boli pouzité Standardné kinetické parametre pre odstrianenie (clearance)
C-peptidu upravené pre vek, pohlavie a plochu povrchu tela (24), Van Cauter E,
Mestrez F, Sturis J, Polonsky KS. Odhad rychlosti vylu€ovania inzulinu z hladin
C-peptidu: porovnanie individualnych a §tandardnych kinetickych parametrov pre
odstranenie C-peptidu: Diabetes 41:368-377, 1992. Tieto parametre boli pouZité
na odvodenie ISR z koncentricii C-peptidu v plazme pomocou dekonvolicie,
ako uZ bolo opisané v (25,26), v 15 minatovych intervaloch, ¢o zodpovedalo

intervalom medzi odbermi vzoriek krvi.

Subjekty s diabetes boli lie€ené iba diétou s vynimkou subjektu D07, ktory
bol predtym lie€eny Gstne poddvanym hypoglykemickym pripravkom, ktorého
podavanie bolo preruSené 4 tyzdne pred S§tudiou. Ziadnemu z diabetickych pa-
cientov nebol nikdy podany inzulin U vSetkych subjektov bola dva tyZdne pred
§tidiou zahijend diéta na udrZanie hmotnosti obsahujica prinajmenSom 200 g

karbohydratov denne.
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Kazdy subjekt bol sledovany v troch oddelenych pripadoch. Vietky Stidie
boli uskuto&iiované po 12 hodin trvajicom hiladovani cez noc za&inajuc pri 0700,
pokial nie je uvedené inak, v pripade leziacich subjektov. Na kaidé predlaktie
bol umiestneny intravenézny katéter, jeden na odoberanie vzoriek krvi a druhy
na podavanie glukézy a GLP-1 podla potreby. Pri vietkych experimentoch bola
ruka so vzorkovacim katétrom udrZovana vo vyhrievanej prikryvke, aby sa zais-
tila arterializicia zilovej krvi. V nasledujucich prikladoch bol GLP-1 podavany

subjektom vo forme GLP-1 (7-36) amidu.

Priklad 2: Test na toleranciu k ustne podivanej glukoze

Boli odoberané vzorky krvi na meranie glukézy, C-peptidu, inzulinu, glu-
kagénu a GLP-1 v 30 minGtovych intervaloch po€as 120 mintt, potom &o bolo
podané 75 mg glukézy (Boehringer Mannheim, Mannheim, Nemecko). Boli vy-
pod&itané zmeny pléch pod krivkou (AUC) od 0 do 120 minat pre glukdzu,
C-peptid, glukagén a GLP-1. Koncentracie glukozy boli pouzité na definovanie
stupfia intolerancie glukézy podla kritérii Svetovej zdravotnickej organizéicie
(WHO). Odozva skupiny s IGT a s NIDDM na stne podani glukdzu je zhrnuta
v tabul'ke 3.

Odozvy glukézy, inzulinu a GLP-1 u subjektov po podani 75 mg glukozy
ukazuje obrazok 1. Hodnota AUC pre glukézu od 0 do 120 minut bola niz§ia v
skupine s IGT, ale AUC pre inzulin, C-peptid, glukagén a GLP-1 sa nelisili.

Tabulka 3

Odozva na glukézu podana ustami

2 h AUC . IGT n=5 NIDDM n=5
glukéza (mM.min/l) 1290 + 41 1628 + 76*
inzulin (pmol.min/l) 53.750 + 10.648 26.083 + 10.047
C-peptid(pmol.min/l) 293 + 40 180 + 48
lukagén (ng. min/l) 8130 + 1324 6858 + 920
GLP-1(pmol. min/l) 805 + 141 983 £ 111
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P<0,05 pre IGT vs NIDDM

Ked boli priemery ISR vynesené oproti priemernym hladinam glukozy,
pozorovalo sa, Zze GLP-1 spOsobuje vyznamné zniZenie hladin glukézy bez vyz-

namnejSich zmien priemerov rychlosti vylu¢ovania inzulinu (obrazok 2).

Priklad 3: Podavanie oscilujicej glukézovej infuzie

Periferaine podavanie glukézy v oscilujicom mode spdsobilo pravidelné
oscilacie glukdzy v plazme. V normalnych subjektoch su B-bunky schopné dete-
govat a odpovedat na opakované zvySovanie a zniZovanie koncentracie glukézy
subeznymi zmenami vylu¢ovania inzulinu. Téato Gprava oscilacii vylu€ovania in-
zulinu v zavislosti od oscilacii glukézy sa nazyva "vy$kolenie" (entrainment).
Nedostatok vy$kolenia na glukozu je prejavom dysfunkcie PB-buniek u osdéb s

IGT a miernym NIDDM.

Pouzili sme protokol nizko davkovej oscilujicej glukézovej infuzie, pre-
toZze je to velmi citlivy test schopnosti B-buniek vnimat a odpovedat na malé
zmeny koncentracii plazmatickej glukozy. Tento test sk(Sa integritu spitnoviz-
bovej slu€ky spojujucej glukdzu a vylu€ovanie inzulinu. Normalna odpoved vy-

Zaduje neporusent schopnost vnimat glukozu.

Aby sa urdilo, &i boli B-bunky schopné detegovat’ oscilicie glukozy a od-
povedat’ na ne, bola infuzia glukdézy uskutoéiiovana v oscilaénom mode s malym
objemom salinického roztoku pofas 12 hodin. Amplitdda podavanych oscilacii
bola 33 % nad a pod priemernou hodnotou 4 mg/kg/min a ich periodicita bola

144 minut.

Aby sa stanovil G¢inok GLP-1 na schopnost B-buniek odpovedat na osci-
licie glukézy, bola infuzia glukézy uskuto&fiovand rovnakym spdsobom a GLP-1
sa podavalo v infuzii konStantnou rychlostou 0,4 pmol/kg/min po&as celych 12
hodin. Kazd4i 3tudia sa skladala z poé&iatoénej dvojhodinovej periody (0700-

0900), aby mohol byt dosiahnuty ustaleny stav. Potom sa pokradovalo naslednou
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periédou trvajucou 10 hodin (0900-1900), v priebehu ktorej boli v 15 mindto-

vych intervaloch odoberané vzorky krvi na stanovenie glukdzy, inzulinu,

C-peptidu a glukagonu a v 60 mindtovych intervaloch na stanovenie GLP-1.

Priemerné hladiny glukdzy boli vyznamne niZ3ie v oboch skupinach pri

infazii GLP-1 v porovnani s infiziou soli, s priemernym poklesom 2,4 + 0,6 mM

u subjektov s IGT (P<0,02) a 5,2 + 0,5 mM u diabetikov (P<0,0005). Napriek

vyznamnému zniZeniu koncentricie plazmatickej glukézy, neboli u oboch skupin

priemery ISR vyznamne odli§né v priebehu infizie GLP-1 v porovnani s infuziou

salinického roztoku (tabulka 4).

Tabulka 4

Priemerné odozvy glukézy a ISR na 12 hodinovi infuziu soli alebo GLP-1

id. oznag. priem.gluk. priem.gluk. priem. ISR priem. ISR
12 h inf. salin. | 12 Cealin, por
IGT
D01 7,49 6,48 376,1 390,9
D02 8,34 6,06 457,9 465,9
D03 10,16 6,46 900,2 1042,7
D04 7,90 6,36 328,5 365,9
D05 10,06 6,37 798,0 1005,8
Priemer 8,79 6,35 572,1 654,2
1s.0. +0,56 +0,08* +116,1 +152,1
NIDDM
D06 16,73 11,53 232,3 4717,7
D07 17,28 10,51 640,3 715,4
D08 9,94 6,24 615,6 487,17
D09 13,95 8,84 366,5 412,5
D10 15,05 9,90 346,2 448.9
Priemer 14,59 9,40 440,2 508
1s.0. +1,3 + 0,9* 180, 1 +53,4

*P<0,05, podla parového t testu, vztahuje sa k porovnaniu medzi infaziou sali-
nického roztoku a GLP-1.
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Priemerné hladiny inzulinu v priebehu infizie GLP-1 v porovnani s infa-
ziou salinického roztoku boli tiez zachované; zvySili sa o 102 £ 90 pmol/l s
P=0,32 u subjektov s IGT a o 7 £ 12 pmol/L s P=0,56 u subjektov s NIDDM.
Priemerné hladiny glukagénu sa tieZ neli§ili v priebehu infizie GLP-1 v porov-
nani s infGziou salinického roztoku (39,3 + 5,4 pg/ml proti 39,4 + 5,9 pg/mi;
P=0,94) u subjektov s IGT (46,4 £ 3,2 pg/ml proti 42,8 + 5,4 pg/ml; P=0,4) u
subjektov s NIDDM. Hladiny GLP-1 dosiahnuté v priebehu infizie GLP-1 boli
15,46 £ 4,6 pmol/l v porovnani s 2,0 + 0,8 pmol/l v priebehu infuzie salinického
roztoku. (P<0,001). Tieto urovne zodpovedaji postprandidlnym fyziologickym

hladinam.

Priklad 4: Vztah medzi gluk6zou a ISR u jednotlivych subjektov s IGT

V normialnych subjektoch je kazdy pulz (nahla zmena koncentracie) gluko-
zy Uzko spojeny s pulzom ISR (odpoved sekréciou inzulinu). Ako uZ bolo uka-
zané, je toto spojenie u subjektov s IGT poSkodené. Profily glukézy a ISR v
priebehu oscilujucej glukozovej infuzie salinického roztoku st od jedného repre-
zentativneho subjektu s IGT, D02 ukazané na obrazkoch 3A a 3C. Tieto vysled-
ky demonStruju, ze u subjektov s IGT sa v priebehu infuzie salinického roztoku
straca uzke spojenie medzi glukézou a ISR a dochidza k mnohym oscilaciam v
ISR, ktoré nezavisia od glukdzy. V pritomnosti fyziologickych postprandiidlnych
hladin GLP-1 (obrazky 3B a 3D) je model odpovedi vylu€ovanim inzulinu na
glukézu zlepSeny u subjektov s IGT tak, Ze kazdy pulz glukézy je nasledovany
pulzom v ISR. Tak GLP-1 zlepSuje schopnost B-buniek reagovat na exogénnu

infuziu glukdzy u subjektov s IGT.

Priklad 5: Vztah medzi gluk6zou a ISR u jednotlivych subjektov s NIDDM

Obrazok 4 ukazuje profily glukézy a ISR u jedného subjektu s NIDDM,
DO07. V znatelnom protiklade k subjektom s IGT, napriek zniZzeniu koncentracii

plazmatickej gluk6zy a zachovaniu ISR nebol v priebehu infizie GLP-1 zlep§eny
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model odpovedi sekréciou inzulinu na glukézu (obrazky 4B a 4D) s mnohymi
pretrvavajicimi oscilaciami ISR nezavislymi od glukdzy. Profily glukézy a ISR v
priebehu oscilujacej glukozovej infizie salinického roztoku ukazuji obrazky 4A

a 4C.

Priklad 6: Efekt GLP-1 na spektralnu silu v IGT a NIDDM

Aby sa zistilo, &i bola u jednotlivych subjektov pomocou glukézy "nacvi-
Cend" sekrécia inzulinu, boli aktuilne profily sekrécie inzulinu analyzované
spektrilnou analyzou. Analyza spektréilnej sily bola pouzitdi na hodnotenie pri-
tomnosti uzkej vidzby medzi oscilaciami koncentracii glukézy a oscilaciami v
ISR. Tato metdda hodnoti pravidelnost oscilacii sekrécie inzulinu pri vopred
stanovenej frekvencii. Spektralne piky zodpovedaji dominantnej periodicite a
vySky pikov zodpovedaju spektrilnej sile. KaZdé spektrum bolo normalizované s
predpokladom, Ze totalna variancia kazdej série je 100 % a bolo vyjadrené ako

normalizovana spektralna sila.

Priemerna normalizovana spektralna sila pre glukézu u subjektov s IG
bola 11,2 + 1,5 v priebehu infuzie salinického roztoku a 13,2 + 1,6 v priebehu
infazie s GLP-1 (P=0.19) a u subjektov s NIDDM 6,5 + 1,8 v priebehu infuzie
salinického roztoku a 9,8 + 0,7 v priebehu infizie s GLP-1 (P=0,18). Obrazok 5
jasne demonStruje, Ze infizia GLP-1 u subjektov s IGT zlep§ila odpovede sekré-
ciou inzulinu na oscilicie plazmatickej glukédzy, €o viedlo k vi&Siemu stupiiu
"nacvidenia" sekrécie inzulinu v odpovedi na glukézu. Tento ué&inok bol kvanti-
fikovany porovnanim normalizovanej spektralnej sily profilov vylu&ovania inzu-
linu. Spektralna sila pre ISR sa zvyjila z 2,9 + 1,4 v priebehu solnej infuzie na
8,9 £ 1,7 v priebehu inflizie s GLP-1; (P<0,006) a nebola zmenena u subjektov s

NIDDM (1,1 £ 0,5 na 1,5 + 0,8; P=0,6).

Spektralna analyza oscilujicich glukézovych profilov potvrdila existenciu
pikov v spektre plazmatickej glukozy pri 144 minatach zodpovedajicich periode

exogénnej glukézovej infuzie. Jednotlivé spektralne sily pre glukdzu a ISR v

eseo® 00
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jednom subjekte s IGT (obrazok 6A) a v jednom subjekte s NIDDM (obrazok
6B) v priebehu sol'nej infizie a v priebehu infizie GLP-1 s ukédzané na obrazku
6. Tieto data zodpovedaji datam, ktoré ukazuji obrazky 3C a 3D a obrizky 4A
a 4B. Spektralna sila sa zvysila z 0,6 na 8,9 u subjektu s IGT a bola minimalne
zmenena z 0,28 na 1,51 u subjektu s NIDDM. Piky sa v spektre plazmatickej
glukézy objavili pri 144 minatach. V priebehu solnej infazie sa dominantny
spektralny pik pre ISR nevyskytoval pri 144 minatach, ale skoér bol pri 0,2.
Spektralna sila s infaziou GLP-1 bola 1,5.

V priebehu infuzie salinického roztoku bolo slabé "vyS§kolenie " (obr. 3A),
¢omu zodpoveda, Ze spektralna sila pre ISR pri 144 bola 0,6. V priebehu infazie
GLP-1 (obr. 3B) sa periodicita dominantného spektralneho piku v ISR vyskyto-
vala pri 144 min(tach, éo demonstruje, Ze GLP-1 spdsobilo vy§kolenie B-buniek

v tomto subjekte.

Priemerna hodnota normalizovanej spektralnej sily v kontrolnych subjek-
toch (index telesnej hmotnosti BMI 28,3) s normalnou toleranciou glukdézy bola
7,2 + 0,6(9).

Vysledky tejto §tadie ukazali, Ze kontinudlne infuzie fyziologickych po-
stprandidlnych hladin GLP-1 redukovali koncentracie plazmatickej glukozy a
stimulovali sekréciu inzulinu u subjektov s IGT a NIDDM. NajddlezitejSie je, Ze
GLP-1 obnovil schopnost B-buniek vnimat a odpovedat na plazmaticka glukézu
vo vSetkych subjektoch s IGT (kvantifikované normalizovanou spektrialnou si-

lou), s meniacou sa odpoved’ou u subjektov s uZ rozvinutym stavom NIDDM.

MoZny mechanizmus, ktorym je u B-buniek zlepSena funkcia pomocou
GLP-1 zahrnuje regulaciu prvkov citlivych na glukdzu, elimindciu glukotoxicity
a zlepSenie inzulinovej rezistencie. GLP-1 a glukéza vykazuji synergické inzuli-
notréopne Ucinky na B-bunky zahrnujice stimulaciu tvorby cyklického AMP, vy-

lu€ovania inzulinu, biosyntézy inzulinu a expresiu génu kédujuceho proinzulin.

Tieto priklady ukazuji, Ze kontinualna infizia fyziologickych hladin

GLP-1 zniZuje koncentracie plazmatickej glukdzy a stimuluje vylu¢ovanie inzuli-



L ]

(4 e oo Ld [ [ . e e

[ L] [ ] Ld [ ] [ ] [ ] [ ]

L] Ld e * L o o [ ] [ ]

[ ] L] L] L] LN L] L] L [
a0 (X X ] L X ] L X ] L X ] L2 X}

23

nu u subjektov s IGT a NIDDM. NajddlezZitejSie je, Ze GLP-1 obnovuje schop-
nost B-buniek vnimat a odpovedat na malé zmeny koncentracii plazmaticke;j
gluké6zy u subjektov s IGT a len s premenlivou odozvou u subjektov s NIDDM.
U subjektov s IGT sme pozorovali vyznamné zvySenie spektralnej sily, meranie

funkcie B-buniek, ktoré nezaviselo od nastavenia pre zmeny citlivosti na inzulin.
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cicavéi

1

His Asp Glu Phe Glu Arg His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val

1

Cos LT .10 . - e

u subjektov
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Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu

20 25 30

Val Lys Gly Arg Gly

35

<210> 2
<211> 36
<212> PRT

<213> cicavéi

<400> 2
.Ris Asp Glu Phe Glu Arg His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val

1 5 T T 15

Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu

20 ) 25 - © 30
Val Lys Gly Arg

a5

<210> 3

<211> 31

<2135 cicavéi

R L R



26

<400> 3
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1 5 10 15

Gln Ala Ala'Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

20 25 30

<210> 4
<211> 30
<212> PRT

<213> cicavéi.

<400> 4

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu G'ly'

1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys, Gly Arg

20 25 30

<210> §
<211> 29
<212> PRT

<213> cicavéi

<400> 5

LYY
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Glu Gly Thxr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala

1 5 10 15

Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

20 . 25

<210> 6
<211> 28
<212> PRT

<213> cicavéi

<400> 6
Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gla Ala

1 5 ' 10 .15

Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg

20 ) ) 25

<210> 7

<211> 39

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

'3{4é9’ Y "-:°TS : . -?:':: ...::. P :': R
His Ser Asp Gly Th; Phe Thr Ser 'Asp Leu Ser Lys qln Met Glu Glu

1 5 10 15
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Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35

<210> 8
<211> 31
<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 8

Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu

1 5 10 15

Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

20 25 30

<210>-9

<211> 39

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

I R L ;..:.2 T T et T e

<400> 9
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35

<210> 10
<211> 38
<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 10
His Ser Asp Ala Thr Phe Thr Ala Glu Tyr Ser Lys Leu Leu Ala Lys

1 S 10 15

Leu Ala Leu Gln Lys Tyr Leu Glu Ser Ile Leu Gly Ser Ser Thr Ser

20 25 30

Pro Arg Pro Pro Ser Ser

35

<2105 11

<211> 37



<212> PRT

<213> Heloderma

<400> 11
His Ser Asp Ala

1

Leu Ala Leu Gln

20

Pro Arg Pro Pro

35

<210> 12
<211> 35
<212> PRT

<213> Heloderma

<400> 12
His Ser Asp Ala

1

Leu Ala Leu Gln
20
Pro Pro Pro

35

30 o

suspectum
Thr Phe Thr Ala Glu Tyr Ser Lys Leu Leu Ala Lys
5 10 15

Lys Tyr Leu Glu Ser Ile Leu Gly Ser Ser Thr Ser

25 30

Ser

suspectum
Ile Phe Thr Glu Glu Tyr Ser Lys Leu Leu Ala Lys
5 . - 10 - 15

Lys Tyr Leu Ala Ser Ile Leu Gly Ser Arg Thr Ser

25 30
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<210> 13
<211> 35
<212> PRT

<213> Heloderma suspectum .

<400> 13
His Ser Asp Ala Ile Phe Thr Glm Gln Tyr Ser Lys Leu Leu Ala Lys

1 5 10 15

Leu Ala Leu Gln Lys Tyr Leu Ala Ser Ile Leu Gly Ser Arg Thr Ser

20 ) 25 30

Pro Pro Pro

35
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PATENTOVE NAROKY

Kompozicia, vyznadujica sa tym, Ze zahrnuje zlG&eninu, ktord sa viaZe
na receptor pre "GLP-1", a farmaceuticky nosi&, pri¢om je uvedena zluge-
nina pritomnd v mnoZstve efektivhom na zvy3enie citlivosti a odpovede
pankreatickych B-buniek na zmeny v plazmatickej glukéze, merané &aso-
vanim a mnoZstvom sekrécie inzulinu v odpovedi na zvySenit plazmaticku

glukézu u Cloveka so zhorSenou toleranciou glukozy.

Kompozicia podla naroku 1, vyznadujiica sa tym, Ze zli&enina viaZuca sa
na receptor je zvoleni ako (a) peptid, ktory zahrnuje aminokyselinova
sekvenciu glukagénu podobného peptidu-1, alebo (b) variantny peptid za-
hrnujici aminokyselinova sekvenciu, ktora sa li§i od sekvencie glukagénu
podobného peptidu-1 jednou alebo viacerymi substiticiami, deléciami ale-

bo inzerciami.

Kompozicia podla naroku 2, vyznaéujica sa tym, Ze receptor viazuca

zla€enina je glukagonu podobny peptid-1.

Kompozicia podla naroku 2, vyznalujica sa tym, Ze receptor viaZuca
zluCenina je glukagdnu podobny peptid-1 (7-37), ktory ma sekvenciu
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gin

Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly (SEQ.ID
NO:3).

Kompozicia podla naroku 2, vyznalujica sa tym, %e receptor viaZuca

zliZenina je glukagénu podobny peptid-1 (7-36) amid, ktory ma sekvenciu
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His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gin
Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg (NH,) (SEQ.ID
NO:4)

Kompozicia podla niroku 2, vyznadujica sa tym, %e receptor viaZuca
zluenina je variantny peptid, v ktorom sa kombinacia substitucii, delécii a
inzercii v sekvencii aminokyselin neli§i viac ako 10 aminokyselinami od

aminokyselinovej sekvencie glukagénu podobného peptidu-1.

Kompozicia podla naroku 1, vyznaujica sa tym, ze dalej zahrnuje &i-

nidlo, ktoré zvy3uje pol&as Zivotnosti zla&eniny in vivo.

Kompozicia podla naroku 1, vyznaujica sa tym, Ze receptor viaZuca

zliCenina je exprimovana polynukleotidom.

Kompozicia podla niroku 1, vyznadujiica sa tym, Ze receptor viaZuca
zlugenina je organickd molekula, ktorej molekulova hmotnost nepresahuje
asi 5000.

Spdsob lie€enia jedinca so zhor§enou toleranciou glukoézy, vyznaéujici sa
tym, Ze zahrnuje poddvanie kompozicie zahrnujucej zliéeninu viaZucu sa
na receptor pre glukagénu podobny peptid-1 a farmaceuticky nosié, to-
muto jedincovi, kde uvedena kompozicia obsahuje mnoZstvo uvedenej zli-
Ceniny efektivne na zvySenie pravidelnosti inzulinovych odpovedi a ich

amplitidy v reakcii na zmeny v plazmatickej glukéze.
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Spbsob podla naroku 10, vyznadujiici sa tym, Ze receptor viaZuca zli&e-
nina je vybrani ako (a) peptid, ktory zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu
glukagoénu podobného peptidu-1, alebo (b) variantny peptid zahrnujtci
aminokyselinova sekvenciu, ktord sa li§i od sekvencie glukagénu podob-
ného peptidu-1 jednou alebo viacerymi substiticiami, deléciami alebo in-

zerciami.

SpSsob podl'a naroku 11, vyznadujici sa tym, Ze receptor viaZuca zlige-

nina je glukagonu podobny peptid-1.

Sp6sob podla naroku 11, vyzna&ujici sa tym, Ze receptor viaZuca zluge-
nina je glukagénu podobny peptid-1(7-37), ktory méa sekvenciu
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln
Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly (SEQ.ID
NO:3).

Spdsob podla naroku 11, vyznadujici sa tym, Ze receptor viaZuca zlge-
nina je glukagénu podobny peptid-1 (7-36) amid, ktory mé sekvenciu
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gin
Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg (NH;) (SEQ.ID
NO:4).

Spdsob podla niaroku 11, vyznaéujici sa tym, Ze receptor viaZuca zlude-
nina je variantny peptid, v ktorom sa kombinacia substiticii, delécii a in-
zercii v sekvencii aminokyselin neli§i viac ako 10 aminokyselinami od ami-

nokyselinovej sekvencie glukagonu podobného peptidu-1.
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Spdosob podla naroku 10, vyznadujici sa tym, Ze receptor viazuca zlude-

nina je exprimovana polynukleotidom.

Sposob podl'a niaroku-10, vyznadujiici sa tym, Ze receptor viaZuca zliide-
nina je organickd molekula, ktorej molekulovd hmotnost nepresahuje asi
5000.

Spdsob podla naroku 10, vyznadujici sa tym, Ze krok podavania je vy-
brany zo skupiny pozostivajicej zo spdsobov: intravenézneho, podkoZné-
ho, vnutrosvalového, interperitonealneho, injekénej davky s dlhotrvajucim
uvolfiovanim, hlbokym vdychnutim plicami s dlhotrvajicim uvolfiovanim,

bukalneho podania a podania pomocou naplasti.

Sposob podla naroku 10, vyznadujiici sa tym, Ze d'alej zahrnuje podava-
nie Cinidla, ktoré zvySuje pol&as Zivotnosti in vivo uvedenej receptor via-

Zucej zlaceniny.

Sposob podla niroku 19, vyznadujiici sa tym, Ze uvedené &inidlo je po-

davané subeine s kompoziciou.

Spésob podla niroku 19, vyznaéujici sa tym, %e uvedené je ¢inidlo ko-

valentne viazané na receptor viaZucu zlG&eninu.

Sp6sob podla naroku 18, vyznadujici sa tym, Ze vnatrozilové podavanie

je v rozmedzi ddvky od asi 0,3 do asi 2,0 pmol/kg za minuatu.
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Sp6sob podla naroku 18, vyznadujici sa tym, ze kontinuilne podkoZné

podavanie je v rozmedzi davky od asi 1,0 do asi 20,0 pmol/kg za minitu.

Sposob lie€enia €loveka so zhorenou toleranciou glukézy, vyznadujici
sa tym, Ze zahrnuje podivanie kompozicie obsahujicej zlt&eninu, ktora sa
viaZe na receptor pre glukagdnu podobny peptid-1, a farmaceuticky nosig,
¢loveku, kde uvedena kompozicia obsahuje mnoZstvo uvedenej zlu€eniny
efektivne na spomalenie alebo zabranenie straty kontroly plazmatickej

glukézy a vzniku diabetes mellitus nezéavisiacej od inzulinu.

Sp6sob podla naroku 24, vyznadujici sa tym, %e receptor viazuca zlige-
nina je vybrana ako (a) peptid, ktory zahrnuje aminokyselinova sekvenciu
glukagénu podobného peptidu-1, alebo (b) variantny peptid zahrnujici
aminokyselinovi sekvenciu, ktora sa li§i od sekvencie glukagonu podob-
ného peptidu-1 jednou alebo viacerymi substituciami, deléciami alebo in-

zerciami.

Spdsob podla naroku 25, vyznadujiici sa tym, Ze receptor viazuca zlG&e-

nina je glukagénu podobny peptid-1.

Spdsob podla naroku 25, vyznaéujiici sa tym, Ze receptor viazuca zluge-
nina je glukagénu podobny peptid-1 (7-37), ktory ma sekvenciu His Ala
Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gin Ala Ala
Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly (SEQ.ID NO:3).

Spdsob podla naroku 25, vyznaéujiici sa tym, Ze receptor viaZuca zlude-

nina je glukagénu podobny peptid-1 (7-36) amid, ktory ma sekvenciu
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His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gin
Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg (NH;) (SEQ.ID
NO:4).

Spdsob podla niroku 25, vyzna&ujici sa tym, e receptor viaZuca zlude-
nina je variantny peptid, v ktorom sa kombinacia substitucii, delécii a in-
zercii v sekvencii aminokyselin nelidi viac ako piatimi aminokyselinami od

aminokyselinovej sekvencie glukagénu podobného peptidu-1.

Spésob podla niroku 24, vyzna&ujici sa tym, Ze receptor viazuca zlade-

nina je exprimovana polynukleotidom.

Spbsob podla niroku 24, vyznadujici sa tym, Ze receptor viaZuca zluge-
nina je organickd molekula, ktorej molekulovd hmotnost nepresahuje asi
5000. '

Spdsob podla naroku 24, vyznaéujiici sa tym, Ze krok podavania je vy-
brany zo skupiny pozostivajlcej zo spdsobov: intravendzneho, podkozné-
ho, vnutrosvalového, interperitoneélneho, injek&nej davky s dlhotrvajicim
uvolfiovanim, hlbokym vdychnutim plucami s dlhotrvajicim uvolfiovanim,

bukalneho podania a podania pomocou naplasti.

Spbésob podla naroku 32, vyznadujici sa tym, Ze vnutrozilové podavanie

je v rozmedzi davky od asi 0,1 do asi 10,0 pmol/kg za minatu.
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Sp6sob podla niroku 32, vyznalujici sa tym, Ze kontinualne podavanie

pod koZu je v rozmedzi davky od asi 0,1 do asi 75,0 pmol/kg za minttu.

Spdsob lieCenia jedinca so zhor§enou toleranciou glukézy, vyznadujici sa
tym, Ze zahrnuje podivanie kompozicie obsahujiicej zlu&eninu, ktora sa
viaZe na receptor pre glukagdénu podobny peptid-1, a farmaceuticky nosi&
tomuto jedincovi, kde uvedeni kompozicia obsahuje mnoZstvo uvedene;
zlaCeniny efektivne na zlep§enie "vygkolenia" B-buniek, aby vylugovali in-

zulin v odpovediach na exogénne oscilicie glukézy.

Spdsob lieSenia jedinca so zhorSenou toleranciou glukézy, vyznadujici sa
tym, Ze zahrnuje podavanie kompozicie obsahujicej zla&eninu, ktora sa
viaZe na receptor pre glukagénu podobny peptid-1, a farmaceuticky nosi¢
tomuto jedincovi, kde uvedend kompozicia obsahuje mnoZstvo uvedenej
zli€eniny efektivne na zlepSenie normalizacie modelu vylu&ovania inzulinu

pri zhorSene;j tolerancii glukézy.

Spdsob lie€enia jedinca so zhor§enou toleranciou glukdzy, vyznadujici sa
tym, Ze zahrnuje podivanie kompozicie obsahujicej zlG&eninu, ktord sa
viaZe na receptor pre glukagénu podobny peptid-1, a farmaceuticky nosié
tomuto jedincovi, kde uvedena kompozicia obsahuje mnoZstvo uvedenej
zlaCeniny efektivne na zniZenie hladin inzulinu v plazme u jedinca so zhor-

Senou toleranciou glukézy.

Spdsob lieenia jedinca so zhor§enou toleranciou glukdzy, vyznaéujici sa
tym, Ze zahrnuje podivanie kompozicie obsahujiucej zlG&eninu, ktora sa
viaZe na receptor pre glukagénu podobny peptid-1, a farmaceuticky nosi¢

tomuto jedincovi, kde uvedena kompozicia obsahuje mnozstvo uvedenej
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zlugeniny efektivne na zniZenie inzulinovej rezistencie u jedinca so zhor-

§enou toleranciou glukdzy.

Sposob lieenia jedinca so zhor§enou toleranciou glukdézy, vyznaéujici sa
tym, Ze zahrnuje podavanie kompozicie obsahujicej zlufeninu, ktora sa
viaze na receptor pre glukagénu podobny peptid-1, a farmaceuticky nosig,
tomuto jedincovi, kde uvedena kompozicia obsahuje mnoZstvo uvedenej
zlucCeniny efektivne na zlepsenie pravidelnosti inzulinovych odpovedi a ich
amplitiady v reakcii na zmeny v plazmatickej gluk6ze a na redukciu hladin

inzulinu v plazme.

Spdsob lie€enia jedinca, ktorého symptomy indikuju zvy§ené riziko moz-
govej cievnej prihody, vyznadujici sa tym, Ze zahrnuje podavanie kom-
pozicie obsahujicej zlideninu, ktord sa viaZe na receptor pre glukagénu
podobny peptid-1, a farmaceuticky nosi€ tomuto jedincovi, kde uvedena
kompozicia obsahuje mnoZstvo uvedenej zlueniny efektivne na zlepSenie
pravidelnosti inzulinovych odpovedi a ich amplitidy v reakcii na zmeny v

plazmatickej glukoze a na redukciu hladin inzulinu v plazme.
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