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GlukagonszerU peptid-1 kristalyok

KIVONAT

A jelen talalmany a glukagonszerU peptid-1-gyel rokon mo-
lekulak egyedi tetragonalis lapos palcika alaku vagy lemezes
kristalyait, ezek eloallitasi eljarasait, 6sszetételeit és ezek javitott
kristalyos formainak hasznalatat biztositja. A kristalykészitme-
nyek in vivo megnyujtott hatasidejliek és a cukorbetegség, a ko-

vérség és rokon allapotok kezelésére hasznos.
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Glukagonszeru peptid-1 Kristalyok

A jelen talalmany a peptidkémia targykoérébe tartozik, mivel
a gyogyszerészeti kutatasban és fejlesztésben alkalmazott pepti-
dekkel foglalkozik. A talalmany a glukagonszeru peptid-1 egyedi
tetragonalis lapos palcika alaku vagy lemezes Kkristalyait, ezek
eloallitasi eljarasait, 6sszetételeit és ezek javitott kristalyos for-
mainak hasznalatat biztositja.

A GLP-1 hormont, mely a 160 aminosav hosszusaga pre-
glukagon eléfehérje proteolizisekor természetes uton kialakulé 37
aminosavbol allé peptid, melyet elészoér 1987-ben azonositottak
incertin néven. A GLP-l-et a taplalék bevitel hatasara az
intestinalis L-sejtek valasztjak ki, és azt talaltak, hogy az inzulin
szekréciot stimulalja (inzulinotrop hatas), ezzel olyan sejtek glu-
kozfelvételére hatnak, melyek a szérum glikoz-szintjét csékken-
tik [Mojsov: Int. J. Peptide Protein Research, 40, 333-343 (1992)].
A GLP-1 aktivitasa gyér. A 6. és a 7. helyzetek ko6zott bekovetkezé
endogén hasitas utan egy biologiailag sokkal aktivabb GLP-1(7-
37)OH peptid keletkezik. Az igy létrejott GLP-1(7-37)OH termeék,
az L-sejtekben bekoévetkezé terminalis glicin eltavolitasa miatt,
hozzavetéleg 80 %-a C-terminalisan amidalt, és rendszerint GLP-
1(7-36)NH2-nek nevezik. Azokat a molekulakat, melyek erds ho-

molégiat mutatnak vele, vagy abbdl szarmaznak, vagy nativ for-



main alapulnak, ebben a szabadalmi bejelentésben altalaban
GLP-knek nevezzuk.

Az ismert GLP-k szabad sav vagy amidalt formainak biolo-
giai hatasai és metabolitikus turnovere hasonlo, és a cukorbeteg-
ség, a kovérség és az ezekkel rokon allapotok kezelésére igéretes
szernek latszanak. Ezzel szemben, a GLP-k biologiai felezési ideje
igen révid, néhanyuknak 3-5 perc, igy gyogyszerészeti szerként
torténé alkalmazasuk nem vonzo. Jelenleg, a dipeptidil-peptidaz-
IV (DPP-1V) aktivitasarol azt gondoljak, hogy kénnyen inaktival
sok GLP-t és részben felelés a megfigyelt nagyon révid szérum
felezési idéért. A parenteralis beadast kovetd gyors abszorpcidért
és kiurulésért is felelésnek tartjak. Igy sziikség van olyan eszkoz
megtalalasara, mely ezeknek az igéretes szereknek a hatasat
megnyujtja.

Az in vivo DPP-IV hasitas ellen az egyik megkozelitési mod
ezeknek a molekulaknak a médositasaban rejlik [lasd példaul: a
5,512,549 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi be-
jelentést]. Az inzulin szakirodalmaban mar régoéta ismert, hogy a
megnyult hatastartam olyan kristalyos fehérje kiszerelések szub-
kutan alkalmazasaval oldhaté meg, melyek raktarként szerepel-
nek, és amelyek az oldékony fehérjét csak hosszu id6 alatt enge-
dik ki.

A GLP-1(7-37)OH heterogén mikrokristalyos Kristalyainak
csoportjait séoldatokb6l noévesztették és a kristalyok cinkes
és/vagy m-Kkrezolos atitatasos kezelése utan megvizsgaltak [Kim

és Haren: Pharma. Res., 12(11), (1995)]. A tuszeru kristalyokbol



allo6 GLP(7-36)NH: nyers kristalyos szuszpenzidinak eldallitasat,
és amorf kicsapasat is, a foszfat oldatokbol végezték, mely cinket
vagy protamint tartalmazott [Pridal és mtsai: International
Journal of Pharmaceutics 136, 53-59 (1996)]. Az EP 0 619 322
A2 szabadalmi bejelentés a GLP-1(7-37)OH olyan mikrokristalyos
formainak eldallitasat irja le, amiket a fehérje oldatok pH = 7,0-
8,5 értéku pufferben a sok bizonyos kombinacidival és alacsony
molekulatomegu polietilénglikolokkal (PEG) torténé 6sszekeveré-
sével hoznak létre. Bar, az ilyen kristalycsoportok és nyers szusz-
penziok a GLP-k hosszan haté gyogyszerészeti Kiszereléseinek
eléallitasaban egyaltalan nem idealisak, mivel ezek a kristalyok
vagy amorf-kristalyos szuszpenziok heterogén csoportok, vala-
mint a szennyezdédések befogasara hajlamosak és raadasul rep-
rodukalhaté eléallitasuk és beadasuk nehéz.

Ezen a terlleten a legmeglepébb felfedezés az, hogy a ku-
16nbdz6 GLP-k egyedi tetragonalis lapos palcika alaku vagy leme-
zes Kristalyai az anyaltigho6l reprodukalhatéan eléallithatok, ahol
az anyalug egy igen széles pH tartomanyu pufferben oldott GLP-t
és egy Ci3 alkoholt, vagy szabadon megvalaszthatéan mono-
vagy diszacharidot tartalmaz. Az eredményul kapott egyedi lapos
palcika alaku vagy lemezes kristalyok a szakirodalombél ismert
kristalyos csoportokban vagy nyers szuszpenzidokban lévé GLP-
1(7-37)OH-val  szemben sokkal jobbak és szamos elénnyel
birnak.

A jelen talalmany egyedi tetragonalis lapos palcika alaku

vagy lemezes Kkristalyai a szennyezéseket kevésbé képesek csap-



daba ejteni, és ezért az ismert heterogén csoportokkal szemben
nagyobb kitermeléssel allithatok el6, valamint beadasuk
reprodukalhatébb. A jelen talalmany kristalyos &sszetételei
gyogyszerészetileg  aktivak, mivel viszonylag egységesebb
formajuak és hosszabb ideig szuszpenzidban maradnak, mint a
kristalyos csoportok vagy amorf-Kkristalyos szuszpenziok, melyek
konnyebben tlepednek, aggregalodnak vagy egybecsapodnak, a
fecskenddtut eltomik és altalaban a dozirozast
kiszamithatatlanna teszik. Igen jelentds, hogy a jelen talalmany
kristalyos Osszetételeinek farmakokinetikaja kiterjedt, egységes
és reprodukalhaté, ami hagyomanyos atitatasos kristalyositasi
technikakat felhasznalva cink hozzaadasaval moédosithat6, vagy
alternativaként cinket tartalmazo oldattal modosithaté.

A jelen talalmany a glukagonszerui peptid-1-gyel kapcsola-
tos molekulak (GLP-k) egyedi palcika alaku vagy lemezes Kkrista-
lyainak eldallitasi folyamatait tartalmazza olyan egyedi palcika
alaku vagy lemezes kristalyok eldallitasaval, mely magaban
foglalja egy kristalyositasi oldat elkészitését, amely tisztitott GLP-
t, pufferelé szert, alkoholt vagy mono- vagy diszacharidot és
szabadon megvalaszthatban ammoénium-szulfatot vagy cinket
tartalmaz. Egy masik megvalésitasi formaban a tetragonalis
lapos palcika alaku vagy lemezes morfologiaval rendelkezé GLP
kristalyokat a koévetkezdéket tartalmazo csoportbdl valasztjuk ki:
GLP-1 analég, GLP-1 szarmazék, DPP-IV védett GLP, GLP-1
peptidanalég, vagy az igénypontokban megfogalmazott GLP-1

bioszintetikus analégjai. A talalmany a GLP kristalyok
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lényegében homogén Osszetételeit, gyogyszerészeti Osszetételeit
és az ilyen kiszerelések eldallitasanak folyamatait, valamint a
cukorbetegség, a kovérség és az ezekkel rokon allapotok
kezelését is magaban foglalja.

A szakirodalomban bevett szokasok alapjan a GLP-1(7-
37)OH aminoterminalisat 7-tel és a karboxiterminalisat 37-tel je-
16]jiik. Ezt a nomenklaturat alkalmazzuk mas GLP-knél is. Ha
nem jeldljuk, akkor a C-terminalis altalaban a hagyomanyos kar-
boxil forma. A GLP-1(7-37)OH aminosavszekvenciaja és elkészité-
se a szakirodalomban jol ismert, lasd példaul az 5,120,712
szamU Amerikai Egyesult Allamok-beli szabadalmi bejelentés
ismereteit, amelyet itt teljes egészében hivatkozasként épitettiink
be. Az olvasé kényelmének biztositasara az alabbiakban be-
mutatjuk a szekvenciat:
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-
Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-
Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-COOH (a szekvencia szama: 1)

A "GLP-1 analég" itt olyan molekulat jelent, mely a GLP-
1(7-37)-hez képest egy vagy tébb aminsav helyettesitést, hianyt,
inverziét, vagy hozzaadast tartalmazhat, valamint D-
aminosavformak is eléfordulhatnak. A szakirodalomban szamos
GLP-1 analog ismert, anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat,
ezek a kovetkezék: GLP-1(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1(7-36)NHa,
GIno-GLP-1(7-37), d-GIn°-GLP-1(7-37), Thri6-Lys!8-GLP-1(7-37),
és Lys!8-GLP-1(7-37), Gly8-GLP-1(7-36)NH2, Gly®-GLP-1(7-37)OH,
Val8-GLP-1(7-37)OH, Met8-GLP-1(7-37)OH, acetil-Lys®-GLP-1(7-



37), Thro-GLP-1(7-37), D-Thr°-GLP-1(7-37), Asn°-GLP-1(7-37), D-
Asn9-GLP-1(7-37), Ser22-Arg23-Arg2+-GIln26-GLP-1(7-37), Arg23-
GLP-1(7-37), Arg?4-GLP-1(7-37), o-metil-Ala8-GLP-1(7-36)NH2, és
Gly8-GIn2!-GLP-1(7-37)OH, és hasonlok.

A jelen talalmany tovabbi GLP-1 analdgjai a kévetkez6 alta-
lanos képlettel irhatok le:
Rj- 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-R2 (a szekvencia szama: 2)
ahol Ri-et a koévetkez6 csoportbol valasztjuk ki: L-hisztidin, D-
hisztidin, dezamino-hisztidin, 2-amino-hisztidin, béta-hidroxi-
hisztidin, homohisztidin, alfa-fluor-metil-hisztidin, és alfa-metil-
hisztidin; X-et a kovetkezé csoportbdl valasztjuk ki: Ala, Gly, Val,
Thr, Met, Ile és alfa-metil-Ala; Y-t a kovetkez6 csoportbol valaszt-
juk ki Glu, Gln, Ala, Thr, Ser és Gly; Z-t a k6vetkez6 csoportbol
valasztjuk ki: Glu, Gln, Ala, Thr, Ser és Gly; és R»-t a kovetkezé
csoportbol valasztjuk ki: NHz és Gly-OH.

A WO 91/11457 szabadalmi bejelentésben is leirtak a GLP-
1 analégokat, ezek a kovetkezok: GLP-1(7-34), GLP-1(7-35), GLP-
1(7-36) vagy GLP-1(7-37), illetve ezek amidalt formai, ezek gyogy-
szerészetileg elfogadhat6 so6i €s azok, amelyek a kovetkezd cso-
portbol valasztott legalabb egy modositast tartalmaznak:

(a) 26. és/vagy a 34. helyzetekben lévé arginin helyettesite-

se glicin, szerin, cisztein, treonin, aszparagin, glutamin,
tirozin, alanin, valin, izoleucin, leucin, metionin, fenil-

alanin, arginin vagy D-lizin aminosavakkal; vagy a 36.
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helyzetben 1évé arginin helyettesitése glicin, szerin,
cisztein, treonin, aszparagin, glutamin, tirozin, alanin,
valin, izoleucin, leucin, metionin, fenilalanin, arginin,

lizin vagy D-arginin aminosavakkal;

(b) 31.  helyzetekben 1évé  triptofan  helyettesitése

(c)

oxidacioval szemben ellenalléo aminosavval;

legalabb egy a kovetkezd helyettesitések kozul: a 16.
helyzet1 valin tirozinra; 18. helyzetl szerin lizinre; a 21.
helyzetii glutaminsav aszparaginsavra; a 22. helyzetd
glicin szerinre; a 23. helyzetil glutamin argininra; a 24.
helyzetli alanin argininra; és a 26. helyzetd lizin
glutaminra; €s

legalabb egy a kovetkez6é helyettesitések kozul: a 8.
helyzetben 1évé alanin glicinre, szerinre vagy ciszteinre;
a 9. helyzetben 1évé glutaminsav glicinre, szerinre, cisz-
teinre, treoninra, aszparaginra, glutaminra, tirozinra,
alaninra, valinra, izoleucinra, leucinra, metioninra vagy
fenilalaninra; a 10. helyzetben 1évé glicin szerinre, cisz-
teinre, treoninra, aszparaginra, glutaminra, tirozinra,
alaninra, valinra, izoleucinre, leucinre, metioninra vagy
fenilalaninra; és a 15. helyzetben 1évdé aszparaginsav
glutaminsavra; €s

7. helyzeti hisztidin glicinre, szerinre, ciszteinre,
treoninra, aszparaginra, glutaminra, tirozinra, alaninra,
valinra, izoleucinra, leucinra, metioninra vagy fenilala-

ninra vagy a hisztidin D- vagy N-acilezett vagy alkilezett



formaira; ahol az (a), (b), (d) és (e) helyettesitésekben a
helyettesitett aminosavak szabadon megvalaszthatéoan
az aminosavak D-formai lehetnek és a 7. helyzetben
szubsztitualt aminosav szabadon megvalaszthatéan N-
acilezett vagy N-alkilezett forma lehet.

A "GLP-1 szarmazékot" olyan aminosavszekvenciagja GLP-
1(7-37) vagy GLP-1 analég molekulanak hataroztuk meg, mely
egy vagy t6bb aminosav oldalcsoportjaban, o-szénatomjaiban,
aminoterminalis csoportjaban vagy karboxiterminalis csoportja-
ban tovabbi kémiai moédositasokkal rendelkezik. A kémiai médo-
sitasok kozé anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat, a koévet-
kezék tartoznak: kémiai csoportokkal torténé kiegészités, Uj
kotések létesitése és a kémiai csoportok eltavolitasa. Az
aminosav oldalcsoportok modositasai koézé anélkuil, hogy erre
korlatoznank magunkat, a kovetkez6k tartoznak: a lizin e-
aminocsoportjanak acilezése, az arginin, hisztidin vagy lizin N-
alkilezeése, a glutaminsav vagy az aszparaginsav
karboxilcsoportjainak alkilezése és a glutamin vagy az arginin
dezaminalasa. A terminalis aminocsoportok modositasai kozé
anélktl, hogy erre korlatoznank magunkat, a kovetkezék
tartoznak: dez-amino, N-alacsonyabb szénatomszamu alkil, N-di-
alacsonyabb szénatomszamu alkil és N-acil moddositasok. A
terminalis karboxilcsoportok médositasai kézé anélkul, hogy erre
korlatoznank magunkat, a kovetkezék tartoznak: amid,
alacsonyabb alkil-amid, dialkil-amid és alacsonyabb alkil-észter

modositasok. Az alacsonyabb alkil alatt a Ci1-C4 alkileket értjuk.



Tovabba, egy vagy tobb oldalcsoport vagy terminalis csoport
védécsoportokkal védheté, melyek a szakirodalomban jartas
szakemberek szamara ismertek. Az aminosavak o-szénatomjai
mono- vagy dimetilezettek lehetnek.

Tovabbi GLP-1 szarmazékokra az 5,188,666 szamu
Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentésben formal-
tak igényt, amelyet itt teljes egészében hivatkozasként épitettink
be. Az ilyen molekulakat a kdévetkezé aminsavszekvenciaval ren-
delkezé molekulak kozul valaszthatjuk ki:
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-

Val-X (a szekvencia szama: 3)

és ezek gyogyszerészetileg elfogadhaté soi, ahol X-et a kévetkez6
csoportbol valasztjuk ki Lys-COOH és Lys-Gly-COOH; és a szo6-
ban forgd peptid szarmazéka, ahol a széban forgd peptidet a ko-
vetkezé csoportbol valasztjuk ki: a széban forgdé peptid alacso-
nyabb gyogyszerészetileg elfogadhato alkilésztere; €s a szdban
forgd peptid gyogyszerészetileg elfogadhaté amidja, amelyet a
kovetkez6 csoportbol valasztunk ki: amid, alacsonyabb alkil-amid
és alacsonyabb dialkil-amid.

A jelen talalmanyban alkalmazott tovabbi GLP-1 szarmazé-
kok azok, amelyekre az 5,512,549 szamu Amerikai Egyesult
Allamok-beli szabadalmi bejelentésben formaltak igényt, amelye-
ket itt teljes egészében hivatkozasként épitettiink be, és amelye-

ket a kovetkez6 altalanos képlettel irhatunk le:
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Ri-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Xaa-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-

Val-Lys-Gly-Arg-Rs (a szekvencia szama: 4)

l
R2
ahol Ri-et a kovetkezé csoportbdl valasztjuk ki: 4-imidazopropio-

nil, 4-imidazoacetil vagy 4-imidazo-a, a-dimetil-acetil; Ra-t a ko-
vetkezd csoportbdl valasztjuk ki: Ce-Cio egyeneslancu acilcsoport,
vagy hianyzik; Rs-at a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: Gly-
OH- vagy NHaz-csoport; és Xaa jelentése a jelen talalmanyban Lys
vagy Arg lehet.

A "DPP-1V védett GLP-k" olyan GLP-1 analégokra vonatkoz-
nak, melyek a DPP-IV hatasaval szemben ellenallok. Ezek ko6zé a
8. helyzetti modositott vagy D-aminosavak tartoznak. Itt olyan
bioszintetikus GLP-1 analégokat is értiink, melyek Gly-vel ren-
delkeznek vagy a 8. helyzetben Val, Thr, Met, Ser, Cys vagy Asp
aminosavmaradék talalhaté. A tovabbi DPP-IV védett GLP-k ko6zé
a dez-amino-His? szarmazékok tartoznak.

A "GLP-1 peptid analégokat" olyan GLP-1 analogokként
vagy szarmazékokként hataroztuk meg, amelyek acilezett forma-
kat nem tartalmaznak.

A '"bioszintetikus GLP-1 analogok” barmely olyan GLP-1
analégok vagy szarmazékok, melyek csak egy természetben el6-
fordulé aminosavat tartalmaznak, és igy az €l6 sejtek expressza-
lasukra képesek, belelértve a rekombinans sejteket és szerveze-

teket.
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A "kezelés" a betegség, allapot vagy rendellenesség lekuizdé-
sére szolgaldo banasmoéd vagy gondoskodas, mely a szimptomak
vagy komplikaciék megjelenésének megakadalyozasara, a szimp-
tomak vagy komplikaciok csékkentésére, a betegség, allapot vagy
rendellenesség megszuntetésére a jelen talalmany vegyuletének
alkalmazasat tartalmazza. A cukorbetegség kezelése ezért maga-
ban foglalja a fiziologiasan kivanatos vérgltikézszintek fenntarta-
sat az arra raszorul6 betegben.

A jelen talalmany lapos palcika alaku vagy lemezes GLP
kristalyai, melyeket az igényként  szerepld  folyamat
felhasznalasaval készitenek, bizonyos fokig méretben és alakban
eltérnek egymastol. Altalaban, a méretiik hozzavetbleg 2-25 X
10-150 mikrométer (um) és laposak, vastagsaguk hozzavetéleg
0,5-5 um. Ezek az egyedi kristalyok egyetlen magbdl alakulnak
ki, és a szakirodalombdl jol ismertekkel szemben nem tiskées
csillagszerti csoportok.

Az itt kdzzétett szekvencia és a szilardfazisu fehérjeszintézis
szakirodalmanak allasa alapjan a GLP-k kémiai szintézissel kap-
hatok meg. Ennek ellenére bizonyos GLP-k a proglukagon enzi-
matikus fermentacidjaval, felhasznalva a szakirodalom jo6l ismert
technikait, allithatok elé. Tovabba a taldalmany szempontjabol
megfeleld GLP-k kifejezésére a jol ismert rekombinans DNS tech-
nikak is felhasznalhatok.

A polipeptidek szilardfazisa kémiai szintézisének alapjai a
szakirodalomban jol ismertek, és példaul errél olvashatunk a

kovetkez6 irodalmakban: [Dugas és Penney: Bioorganic
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Chemistry, Springer-Verlag, New York, 54-92 (1981); Merrifield:
J.M., Chem. Soc., 85, 2149 (1962); és Stewart és Young: Solid
Phase Peptide Synthesis, Freeman (San Francisco) 24-66 (1969)].

A molekularis biologia is abban a helyzetben van, hogy az
altalanos szakmai képességekkel rendelkezé szakemberek sza-
mara eszkdzt biztosit, mellyel a GLP-k megkaphato. Bar a GLP-k
szilardfazisu peptidszintézissel, rekombinans modszerekkel vagy
a glukagon fragmentalasaval eléallithatok, mégis a GLP-1 analo-
gok bioszintetikus eléallitasaban a rekombinans eljarasok
elénydsek, mivel ezzel igen jo kitermelés varhato.

A jelen taldlmany céljainak megfeleléen, a GLP-1
peptidanalégokat és a bioszintetikus GLP-1 peptidanalégokat re-
szesitjiik elényben. Elényosebbek a DPP-IV védett GLP-k. Igen
elénydsek a bioszintetikusan eléallitott GLP-1 peptidanalégok. A
GLP-1 peptidanalogok egy masik elényben részesitett csoportja a
8. helyzetben egyetlen aminosav helyettesitéssel rendelkezik
melyek D- és modositott aminosavakbol allhatnak. A
bioszintetikus GLP-1 peptidanalogok igen elény6s formai kozé
azok tartoznak, melyek a 8. helyzetben egyetlen aminosav
helyettesitést tartalmaznak, elénydsebben azok, amelyek glicint
tartalmaznak, vagy amelyek a 8. helyzetben Val, Thr vagy Met
aminosavak kozul az egyiket tartalmazzak.

A jelen taldlmany az egyedi tetragonalis palcika alaku GLP
kristalyok anyaltigbol torténé eldallitasi folyamatat biztositja. Az
alacsonytdl a neutralis pH-tartomanyig, kértlbelul pH 6-7 kozdtt,

elénydsen korulbeltll 6,4 + 0,2-nél a kristalyositasi oldat, vagy



anyalug, végkoncentraciéban koértlbeltl 1-10 mg/ml, elény6sen
2-7 mg/ml GLP-t tartalmaz.

A talalmany gyakorlataban szamos hagyomanyos alkoholt
vagy mono- vagy diszacharidot tartalmazo pufferoldat felel meg.
Elényben részesitjiik a 10 - 50 mM-os TRISZ-t, ammonium-ace-
tatot, natrium-acetatot vagy = bisz-TRISZt. Az  alkohol
koncentracidja kértilbeltil 2-15 térfogat%, elényésen 3-13 %. Az
elényben részesitett alkoholokat a kodvetkezé csoportbol
valasztjuk ki: metanol, etanol, propanol vagy glicerin, az etanolt
a legjobban preferalt.

Szabadon megvalaszthatéan, a kristalyok kitermelésének
noévelése érdekében az anyalughoz altalaban tovabbi hozzavetéleg
1 vegyes% ammoénium-szulfatot adunk. A szakirodalomban jar-
tas szakemberek szamara nyilvanvalo, hogy a bakterialis néveke-
dés megakadalyozasara az anyaluighoz példaul natrium-azid tar-
tosité hozzaadasa elényos.

Egy masik megvalositasi formaban az alkohol azonos té-
meg/térfogat aranyban mono- vagy diszacharidokkal helyettesit-
het6. A jelen talalmanyban hasznalhatoé alkalmas mono- vagy
diszacharidok kozé a kovetkezdk tartoznak: trehal6z, mannit,
gliiko6z, eritréz, riboz, galaktoz, fruktéz, maltéz, szukroz, €s lak-
toz, bar a trehaldzt részesitjik elényben.

A jelen talalmany még egy masik megvalositasi formajaban
a folyamatot neutralis vagy magas pH-n hajtjuk végre, ahol a
cinket tartalmazé kornyezet pH-ja kortlbeltil 7 és 10 kozott van

elénydsen a pH kérulbeldl 7,2-9,7 értéket vesz fel. Ilyen korul-



mények koézétt a GLP koncentracidja hozzavetéleg 1-20 mg/ml,
elényosen korulbelil 2-10 mg/ml. A teljes cink mennyisége a
GLP molaris mennyiségéhez viszonyitva korulbeltl 0,5 - 1,7,
elénybsen 0,6 -1,5 tartomanyban van.

Az ilyen neutréalis vagy magas pH-n a cinkkel egyutt alkal-
mazhat6 pufferek és sok koncentracioi a glicinre nézve korulbelul
10-100 mM és az NaCl-re nézve 0-200 mM tartomanyban van-
nak, elénydsen a pufferek 40-60 mM glicint és 0-150 mM NaCl-t
tartalmaznak. Az elényben részesitett pufferek a glicin, az aszpa-
raginsav és a TRISZ. Az alkohol vagy a cukor koncentracio6it ilyen
korilmények kozott mar az elé6zéekben megadtuk.

Az anyalugot elkésziilte utan a 12-48 o6ras kristalyositas
alatt hozzavetdleg 15-37 oC-on tartjuk, elényésen a
kristalyositast kortlbelill 18-25 °C-on végezzuk. A Kristalyokat
ezutan athelyezhetjik vagy mas moddon kezelhetjik anélkiil,
hatas bekdvetkezne, ami arra utal, hogy az ilyen kristalyokat
strukturalis sériilés nélkul hosszabb ideig tarolhatjuk.

Egy masik megvaldsitasi formaban a gyogyszerészeti kisze-
relés gyogyszerészetileg elfogadhato kétéanyag, hordozo, tartositod
és higitd6 hozzaadasaval Ggy készithetd el, hogy miutan a krista-
lyok kialakultak, a fentieket koézvetlentll az anyaluighoz adjuk.
Ebben a megvalositasi formaban a kristalyositast és az ezt kdvetd
hozzaadasokat steril kérilmények kozott végezzik. A cink krista-
lyokba torténd beéplilésének elésegitésére a cink kozvetlenul az

anyalughoz adhaté. Az azonos taroléedénybdél megvalosithato



tobbszords injektalashoz a kristalyos kiszerelések biztositasara
az anyalughoz tartésitdo szerek adhatok. Miutan a Kkristalyok
kialakultak, mas adalékanyagok, mint példaul antioxidansok,
pufferek, a pH beallitasahoz savak és lugok, ionerdsséget
biztosito szerek és hasonlék szintén kozvetlenul az anyaltighoz
adhatok.

Egy masik megvaldsitasi formaban a talalmany egyedi
tetragonalis lapos palcika alaku vagy lemezes GLP Kkristalyok
homogén  Osszetételeit biztositja. Az ittt kdzzétett és
igénypontokban megjelélt folyamatok kidolgozasa elétt ilyen
Osszetételeket nem tudtak létrehozni. A talalmany dsszetételei a
gyartasi folyamatokban és az iddében megnyujtott hatasu
gyogyszerészeti kiszereléesek eléallitasaban fontosak, melyek a
cukorbetegség, a kovérség és az ezekkel rokon allapotok
kezelésére vagy megelézésére szolgalnak.

Az igényként szereplé GLP kristalyok és Osszetételek szaba-
don megvalaszthatéoan hagyomanyos kristaly atitatasi technikak
felhasznalasaval cinkkel kezelheték. Az atitatas soran a krista-
lyok korulbelil egy 0,5 mg/ml-es cinkoldatban kristalykomp-
lexekké alakulnak, ami a GLP beadas megnyujtott hatastartama-
valtoztatasaval a komplex Osszetétele is megvaltoztathato, mely
igy hosszabb vagy révidebb hatastartamu lehet.

Ahogy azt jeleztiik a talalmany olyan gyogyszerészeti kisze-
reléseket biztosit, amelyek egyedi tetragonalis lapos palcika

alaku vagy lemezes GLP kristalyokbol és tovabbi, egy vagy t6ébb,



gyogyszerészetileg elfogadhatéo  higitobdl, hordozobdl vagy
kétéanyagbol allnak. A cukorbetegség, a kovérség vagy rokon
allapotok terapias vagy megelézé kezeléséhez a kristalyok a
parenteralis beadashoz kiszerelheték. Példaul a jelen talalmany
kristalyai hagyomanyos  gyogyszerészeti  hordozokkal ¢és
kotéanyagokkal Osszekeverhetdk. Az igényként szerepld
kristalyokat tartalmazo kiszerelések koérulbeltl 0,5 - 50 mg/ml
aktiv GLP-t és elénydsen koérulbeltl 1,0 - 10 mg/ml aktiv GLP-t
tartalmaznak. Tovabba, a jelen talalmany kristalyai magukban
vagy mas antidiabetikus szerrel egyitt kombinacioban is
beadhatok. A szubkutan vagy intramuszkularis készitményekneél
a jelen talalmany kristalyainak steril kiszerelése szuszpenziéban,
az eredeti vagy modositott kristalyositasi anyalugban, vagy
gyogyszerészeti higitéban, mint példaul pirogénmentes desztillalt
vizben, fiziologias oldatban vagy 5 %-os glikéz oldatban,
beadhaté. A jelen talalmany alkalmas kiszerelése szusz-
penzioként egy vizes bazisban vagy egy gyogyszerészetileg
elfogadhato olajos bazisban, példaul a hosszilanca zsirsavak
észtereiben, mint példaul etil-oleatban, elkészitheté.

A t6bbszori hasznalat megvaldsitasahoz az elényben része-
sitett gyogyszerészetileg elfogadhat6 tartosité szerek a kovetke-
zOk: alkilparaben, ktilonésen metilparaben, etilparaben, propil-
paraben vagy butilparaben vagy klérbutanol, fenol vagy meta-
krezol. A Kkiszerelések ionerdsséget Dbiztositdé szert is
tartalmazhatnak, melyek fiziolégiasan toleralhaték és a

kiszerelésnek megfelelé6 ionerésségét adnak, ezzel a viz
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sejtmembranokon at torténdé netto aramlasat megakadalyozzak.
Ilyen célokra, ismert koncentraciékban, altalaban példaul
glicerint hasznalunk. A tovabbi ionerésséget biztosité szerek kozeé
a sok, példaul NaCl, a dextréz, a mannit és a laktoz tartoznak.
Izotonias szerként a glicerint részesitjik elényben. Parenteralis
kiszereléseknél az izotonias szer koncentracidtartomanya a
szakirodalombél ismert, és a glicerint elénydsen koérulbeltil 16
mg/ml és korulbeltil 25 mg/ml koéz6tt hasznaljak.

A kivant szintii pH szabalyozasahoz a kiszerelés gyogysze-
részetileg elfogadhato puffert is tartalmazhat. A pH-nak idealisan
a betegbe torténé beadasakor elfogadhatonak kell lennie, de
egyben a kiszerelés mind fizikai, mind kémiai stabilitasat is
biztositania kell. Elényésen a pH-t a gyengén savanyu és a
gyengén lugos kozé allitjuk be, példaul kérulbelil pH S és pH 9
kozé. Elényosebben a pH koérulbelil 6 és 8 kozott van. A
pufferelé szerek ko6zé, anélkil, hogy erre korlatoznank
magunkat, a kévetkezdk tartoznak: citrat, acetat, foszfat, TRISZ
vagy bazisos aminosavak, mint példaul lizin vagy arginin,
amelyek ezekben a pH-tartomanyokban kdzismerten
gyogyszerészetileg elfogadhatok. A tovabbi gyogyszerészetileg
elfogadhato pufferek pufferelési pH-tartomanyai a
szakirodalomban ismertek. A puffer megvalasztasa ¢és Kkon-
centracidja a szakirodalomban jartas szakemberek szamara is-

mert.

1. Példa



pH = 6.4 1.0 % ammoénium-szulfattal

12,5 mg kémiailag szintetizalt GLP-1(7-37)OH analogot,
mely a 8. helyzetében 1évé Ala helyett Val-lal helyettesitett (V8-
GLP-1), egy 3,0 ml-es uvegfiolaba meértink és 2,0 ml 10 mM
TRISZ-HCI-t és 0,02 % NaNsz-at tartalmazo oldatban felvettiink,
pH = 6,4, igy egy tiszta pH = 3,6-es oldatot kaptunk. Az oldat pH-
jat 2 mol/1 NaOH-val 8,7-re allitottuk és ezutan 1 mol/1 HCl-lel a
pH-t 6,4-re csokkentettilk. A pH allitasok alatt az oldat tiszta
maradt. Az oldatot 0,22 mikronos Millex GV13 fecskendészirén
(Millipore, Bedford MA) keresztil egy uj 3,0 ml-es Uvegfiolaba
szurtiik. A V8-GLP-1 térzsoldat koncentraciéja 4,76 mg/ml volt,
ahogy azt 280 nm-en mért abszorbancidjaval meghataroztuk,
melyhez felhasznaltuk az 1,0 mg/ml V8-GLP-1 oldat extinkcios
koefficiensét, ami egy 1 cm-es cellaban 2,015. A V8-GLP-1
torzsoldatbol 0,25 ml-t egy 2,0 ml-es uvegfiolaba atraktunk.
Ehhez az oldathoz 2,0 % (NH)4SOg4-et tartalmazo 0,25 ml 10 mM
TRISZ-HCI - 0,02 % NaN3 puffert (pH = 6,4) adtunk. A fiolat
lezartuk, gyengén forgattuk és ezutan 18 °C-ra helyeztik. A
kristalyos csoportokat 200-szoros nagyitasnal 36 ora utan
figyelhettlik meg. A mennyiségi meghatarozashoz az anyalug egy
részét eltavolitottuk és 16000 g-vel centrifugaltuk. A tisztan
marado felilliszéban a V8-GLP-1 tartalmat a fentiekben
leirtaknak megfeleléen 280 nm-es abszorbancia méréssel
hataroztuk meg. A kristalykitermelés mértékét ugy hataroztuk

meg, hogy a kiindulasi oldatban 1évé V8-GLP-1 mennyiségébdl a
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feltiliszoban talalt V8-GLP-1 mennyiségét kivontuk. Ebben a

mintaban a kristalyok kitermelési szintje 63,9 %-nak adodott.

2. Pelda

pH = 6,4 1 % etanollal és 1,0 % ammoénium-szulfattal

A V8-GLP-1 térzsoldatabél az 1. példaban leirtaknak megfe-
leléen 0,25 ml-t egy 2,0 ml-es uvegfiolaba tettink. Ehhez az ol-
dathoz 2,0 % (NH)4SOas-et és 2,0 % etanolt tartalmazo 0,25 ml 10
mM TRISZ-HCl - 0,02 % NaNj3 puffert (pH = 6,4) adtunk. Az
oldatot ezutan az 1. példaban leirtaknak megfeleléen kezeltiik és
értékeltik. Ebben a mintaban kristalyos csoportok alakultak ki,
valamint néhany tetragonalis kristaly. A kitermelés 73,1 %-os

volt.

3. P¢élda

pH = 6,4 5 % etanollal és 1,0 % ammoénium-szulfattal

A V8-GLP-1 torzsoldatabél az 1. példaban leirtaknak megfe-
leléen 0,25 ml-t egy 2,0 ml-es tvegfiolaban tetttink. Ehhez az ol-
dathoz 2,0 % (NH)4SOs-et és 10,0 % etanol tartalmaz6 0,25 ml 10
mM TRISZ-HCl - 0,02 % NaNj puffert (pH = 6,4) adtunk. Az
oldatot ezutan az 1. példaban leirtaknak megfeleléen kezeltiik és
értékeltik. Ebben a mintaban kristalyos csoportok, egyedi
tetragonalis kristalyok alakultak ki és néhany palcat talaltunk. A

kitermelés 80,3 %-o0s volt.

4. Példa
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pH = 6.4 10 % etanollal és 1,0 % ammoébnium-szulfattal

A V8-GLP-1 torzsoldatabdl az 1. példaban leirtaknak megfe-
leléen 0,25 ml-t egy 2,0 ml-es Uvegfiolaban tettink. Ehhez az ol-
dathoz 2,0 % (NH)4SO4-et és 20,0 % etanol tartalmazo 0,25 ml 10
mM TRISZ-HCI - 0,02 % NaNs puffert (pH = 6,4) adtunk. Az ol-
datot ezutan az 1. példaban leirtaknak megfeleléen kezeltik és
értékeltiik. Ebben a mintaban egyedi tetragonalis kristalyok és
palcak alakultak ki. A kitermelés 81,9 %-os volt.

5. Példa
pH = 6,4 1 % etanollal

A V8-GLP-1 torzsoldatabol az 1. példaban leirtaknak megfe-
leléen 0,25 ml-t egy 2,0 ml-es Uvegfiolaban tettlink. Ehhez az ol-
dathoz 2,0 % etanol tartalmazoé 0,25 ml 10 mM TRISZ-HCI - 0,02
% NaNj3 puffert (pH = 6,4) adtunk. Az oldatot ezutan az 1. példa-
ban leirtaknak megfeleléen kezeltik és értékeltik. Ebben a min-
taban csak a kristalyos csoportok nyomai képzédtek. A kiterme-

lés 8,8 %-os volt.

6. Példa:
pH = 6,4 5 % etanollal:

A V8-GLP-1 tbérzsoldatabdl az 1. példaban leirtaknak megfe-
leléen 0,25 ml-t egy 2,0 ml-es tvegfiolaba tettiink. Ehhez az ol-
dathoz 10,0 % etanol tartalmazé 0,25 ml 10 mM TRISZ-HCI -
0,02 % NaNs puffert (pH = 6,4) adtunk. Az oldatot ezutan az 1.

példaban leirtaknak megfeleléen kezeltik és értékeltiik. Ebben a
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mintaban Kkristalyos csoportok, egyedi tetragonalis kristalyok és

palcak alakultak ki. A kitermelés 39,1 %-o0s volt.
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7. Példa
pH = 6,4 10 % etanollal

A V8-GLP-1 torzsoldatabdl az 1. példaban leirtaknak megfe-
leléen 0,25 ml-t egy 2,0 ml-es tvegfiolaban tettink. Ehhez az ol-
dathoz 20,0 % etanol tartalmazo 0,25 ml 10 mM TRISZ-HCI -
0,02 % NaN3 puffert (pH = 6,4) adtunk. Az oldatot ezutan az 1.
példaban leirtaknak megfeleléen kezeltik és értékeltiik. Ebben a
mintaban egyedi tetragonalis kristalyok és palcak alakultak ki. A

kitermelés 55,5 %-os volt.

8. Példa

Farmakokinetika

28 mg bioszintetikusan eldallitott V8-GLP-1-et tivegfiolaba
meértink és 4,5 ml 10 mM NH4OAc-ban diszpergaltuk, igy egy za-
varos oldatot kaptunk, melynek pH-ja 5,6 volt. A pH 5 mol/] nat-
rium-hidroxiddal 9,5-re torténd allitasaval az anyagot teljesen
feloldottuk és miutan a pH-t 2 mol/1 HCl-lel 6,4-re csdkkentettiik
teljesen oldhaté6 maradt. Ezt az oldatot 0,22 mikronos Millex
GV13 fecskeddszurdvel Uj uUvegfiolaba szirtik, melynek vég-
roztuk meg, hogy a torzsoldatbol keészitett 20-szoros higitas
abszorbancigjat 280 nm-en meértik, ami 5,51 mg/ml-nek ado-
dott, ehhez felhasznaltuk az 1,0 mg/ml V8-GLP-1 oldat
extinkcios koefficiensét, mely egy 1 cm-es cellaban 2,015. Ehhez
az oldathoz 4,3 ml kovetkezé 6sszetételll kicsapd oldatot adtunk:

10 mM NH4OAc, 2,0 % (NH)4SO4, 20 % etanol, pH = 6,4. A fiolat
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lezartuk, gyengén forgattuk és ezutan 18 °C-ra helyeztik. A tet-
ragonalis kristalyokat 200-szoros nagyitasnal 72 éra utan figyel-
hettiik meg. A kristalyokat az anyaltigbdl alacsony fordulatszamu
centrifugalassal kulonitettik el és a kovetkezd Osszetételu A-
pufferben kortulbeltil 4,0 mg/ml-es koncentracioban ujra fel-
vettik: 10 mM NH4OAc, 16 mg/ml glicerin, pH = 5,5. Az anyalug
egy részét 16000 g-vel centrifugaltuk. A tisztan marad6 felul-
uszoéban a V8-GLP-1 tartalmat 280 nm-es abszorbancia méréssel
hataroztuk meg. A kristalykitermelés meértékét nigy hataroztuk
meg, hogy a kiindulasi oldatban lévé V8-GLP-1 mennyiségébdl a
feltilliszoban talalt V8-GLP-1 mennyiségét kivontuk. Ebben a
mintaban a kristalyok kitermelési szintje 83,0 %-nak adoédott.

Ot tivegfiolaba a fentieknek megfeleléen készitett V8-GLP-1
kristalyok 4,0 mg/ml-es szuszpenzidjabol elére meghatarozott
alikvotokat tettink és a végkoncentraciét az A-pufferrel a 2,5
mg/ml V8-GLP-1 koncentraciéonal kissé magasabbra allitottuk. A
kristalyos szuszpenziokhoz a ZnCl; térzsoldat (A-pufferben 33,4
mg/ml Zn**) alikvotjait gy adtuk, hogy a cink koncentraciok
sorra 0,5, 1,0, 1,5, vagy 2,4 mg/ml legyenek. A szuszpenziokat
gyengén forgattuk és 18 orara 5 °C-ra helyeztiik. Ennek
megfeleléen az egyes fiolakban a V8-GLP-1 végkoncentraciok 2,5
mg/ml-nek feleltek meg. 18 o6ra utan a kristalyos V8-GLP-1 cink
szuszpenzidkat szobahdmeérsékletre helyeztiik, 30-as tun
atengedtlk, és a pH-t 1 N NaOH-dal 6,0-ra allitottuk.

A 0,1 mg/ml cink-kristalyos V8-GLP-1 szuszpenziot ugy ké-

szitetttik el, hogy eldszér a 2,5 mg/ml-es kristalyos szuszpenziot
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a fentiekben leirtaknak megfeleléen 0,15 mg/ml cinkkel kezel-
tuk. Az 5 °C-on végzett 18 oras inkubalas utan a cinkkel kezelt
kristalyokat alacsony fordulatszamu centrifugalassal izolaltuk és
atraktuk a B-pufferbe (0,1 mg/ml cinket tartalmazé A puffer). E
a B-puffer segitségével. A szuszpenziokat 30-as tun atengedtuiik,
és a pH-t 1 N NaOH-dal 6,0-ra allitottuk.

A fentiekben leirt 6t kristédlyos V8-GLP-1 cink szuszpenziot,
melyek mindegyikében 2,5 mg/ml V8-GLP-1 volt és az egyes fio-
lak 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, vagy 2,4 mg/ml cinket tartalmaztak, egy é;j-
szakan at éheztetett beagle kutyakban teszteltiik. Mindegyik allat
a 0. oraban egyszeri szubkutan injekcioban 24 nmol/kg krista-
lyos V8-GLP-1 cink szuszpenziot kapott. Az allatokbol az artérias
vérmintakat (1,5 ml) elére meghatarozott idépontokban vettuk le,
EDTA-val elékezelt és 40 ul Trasylol-t tartalmaz6 csovekbe athe-
lyeztuk, és ezutan centrifugaltuk. Mindegyik minta plazma részét
elktilonitettiik, és ezeket az analizis megkezdéséig -80 °C-on ta-
roltuk. Mindegyik minta V8-GLP-1 immunreaktiv plazma-kon-
pontokban mért immunoreaktiv V8-GLP-1 plazma-koncentracioit

az 1. tablazatban mutatjuk be.
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9. Példa
pH = 9.4 5 % trehal6zzal és cinkkel

6,8 mg liofilezett bioszintetikus V38-GLP-1-et 3,0 ml-es
uvegfiolaba mértink. Ezutan a peptidet feloldasa érdekében 1,0
ml 25 mM glicin-HCI-t, 150 mM NaCl-t, 5 % trehalozt tartalmazo
puffert, pH = 9,0, adtunk hozza. Az oldatot ezutan 5 mol/l
NaOH-dal pH = 10,3-re allitottuk. Mikézben az oldatot gyengén
kevertiik, vizben oldott 9,0 pl 10 mg/ml cink-klorid oldatot
adtunk hozza és a pH-t 2 mol/l HCl-lel 9,4-re allitottuk. A V8-
GLP-1 végkoncentracidja 5,4 mg/ml volt, amit az oldat 10-szeres
higitasabdl 280 nm-en mérve hataroztunk meg. Az oldatot 0,22
mikronos Millex GV13 fecskendészurén (Millipore, Bedford MA)
keresztill szirttik. A fiolat bedugaszoltuk, gyengén forgattuk és
ezutan koérnyezeti hoémérsékletre helyeztik. A V8-GLP-1
kristalycsoportokat és a négyszogletes Kristalyokat 430-szoros
nagyitasnal 24 o6ra utan figyelhettiilk meg, ezeket kérulbeltl 40
mikron hosszunak, 15 mikron szélesnek és 3 mikron vastagnak
becstiltiik. Az anyalug egy részét eltavolitottuk és 16000 g-vel
centrifugaltuk. A tisztan marado feluluszoban a V8-GLP-1
tartalmat 280 nm-es abszorbancia méréssel meghataroztuk. A
kristalykitermelés mértékét Ugy hataroztuk meg, hogy a
kiindulasi oldatban 1évé V8-GLP-1 mennyiségébdl a feltiliszoban
talalt V8-GLP-1 mennyiségét kivontuk. Ebben a mintaban a

kristalyok kitermelési szintje 89,8 %-nak adodott. A trehal6z nél-
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kuli kristalyositaskor kis négyszogletes kristalyokat nem tudtunk

megfigyelni.

10. Példa

pH = 9,4 10 % mannittal és cinkkel

6,8 mg liofilezett bioszintetikus V8-GLP-1l-et 3,0 ml-es
uvegfiolaba meértink, majd 1,0 ml koévetkezé Osszetételt
pufferben vettiik fel: 25 mM glicin-HCI, 150 mM NaCl, 10 %
mannit, pH = 9,0, és a tiszta oldat kialakitasahoz diszpergaltuk.
Az oldatot ezutan 5 mol/l1 NaOH-dal pH = 10,3-ra Aallitottuk.
Mikdzben az oldatot gyengén kevertik, vizben oldott 9,0 ul 10
mg/ml cink-klorid oldatot adtunk hozza és a pH-t 2 mol/1 HCl-lel
9,4-re allitottuk. A V8-GLP-1 végkoncentracioja 5,31 mg/ml volt,
amit a kristalyositasi oldat 10-szeres higitasab6l 280 nm-en
meérve hataroztunk meg. Az oldatot ezutan 0,22 mikronos Millex
GV 13 fecskendészurén szurtik. A fiolat bedugaszoltuk, gyengén
forgattuk és ezutan kornyezeti hémérsékletre helyeztiik. A V8-
GLP-1 kis négyszogletes, lemezes kristalyokat 430-szoros
nagyitasnal 24 6ra utan figyelhettiik meg, ezeket kortlbelul 10-
30 mikron hossziinak és 10 mikron szélesnek becsultik. A
kitermelést a 9. példaban leirtaknak megfeleléen hataroztuk
meg. Ebben a mintaban a kristalyok kitermelési szintje 35 %-nak

adodott.

11. Példa
pH = 9,0 cinkkel




A V8-GLP-1 oldat 1,0 ml-es alikvétjat 3 mg/ml koncentra-
cioban a kovetkezo Osszetétell pufferben készitettiitk el: 50 mM
glicin, 150 mM NaCl, pH = 9,0. Ehhez az oldathoz vizben oldott
7,5 ul 20,85 mg/ml cink-klorid oldatot adtunk, majd a pH-t 9,0-
re visszaallitottuk. Gyenge keverés utan a tiszta mintat egy 3 ml-
es Uvegfiolaban koérnyezeti hémérsékleten egy napig taroltuk.
Ezutan a kristalyos precipitatumot 90-szeres nagyitassal mik-
roszk6p alatt megvizsgalva kis lemezeket figyelhettink meg. A
kristalyosodas mértékének megallapitasara a teljes szuszpenziot
0,2 um szurén (Gelman Sciences, Ann Arbor, Michigan) engedtik
at. A tiszta szurletben 1évé V8-GLP-1 tartalmat 280 nm-es hul-
lamhosszon spektroszkopidasan mennyiségileg meghataroztuk,
felhasznalva az 1,0 mg/ml V8-GLP-1 oldat extinkcios koefficien-
sét, mely egy 1 cm-es cellaban 2,015. A kristalykitermelés mérteé-
két gy hataroztuk meg, hogy a kiindulasi oldatban 1évé V8-GLP-
1 mennyiségébol a feliluszéban talalt V8-GLP-1 mennyiségét ki-
vontuk. Ebben a mintaban a kristalyok kitermelési szintje 5,6 %-

nak adodott.

12. Példa
pH = 9,0 10 % etanollal és cinkkel

A V8-GLP-1 oldat 1 ml-es alikvétjat a 11. példaban leirtak-
nak megfeleiéen elkészitettilk, azzal az eltéréssel, hogy a cink-
klorid oldat hozzaadasa elétt az oldathoz 110 pl abszolut etanolt
adtunk. Ebben a példaban néhany csoporton kivil nagy

tetragonalis kristalyokat kaptunk, és a kitermelés 80,6 % volt.
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13. Példa
pH = 9,5 10 % etanollal és cinkkel

Az 50 mM glicin-150 mM NaCl pufferben 1év6é (pH = 10,5)
10 mg/ml-es V8-GLP-1 oldatot steril 0,2 um-es Acrodisc szurén
(Gelman Sciences, Ann Arbor, Michigan) atengedtik. Az oldat
500 pl-éhez 500 pl 50 mM glicin-150 mM NaCl puffert adtunk
(pH = 9,0). Ehhez az oldathoz 110 ul abszolut etanolt adtunk,
majd vizben oldott 7,5 pl 20,85 mg/ml koncentraciéju cink-klorid
oldatot. Az oldat pH-jat kis mennyiségi 1 mol/l HCl-lel 9,5-re
allitottuk. Miutan a fenti oldatot gyengén forgattuk, egy 3 ml-es
uvegfiolaba zarva kérnyezeti hémeérsékleten két napig taroltuk. A
V8-GLP-1 egyedi kristalyos lemezei legfeljebb 150 um hosszuak,
hozzavetdleg 25 um vastagok és kevesebb mint 5 pm vastagok

voltak, és a kitermelés 72 %-os volt.

14. Példa
pH = 7.9 8,5 % etanollal és cinkkel

A V8-GLP-1-et 4 mg/ml-es koncentracioban 50 mM glicin
pufferben felvettiikk (pH = 9,5), majd 0,2 pym szGrén (Gelman
Sciences, Ann Arbor, Michigan) atengedtik. Az oldat 1 ml-éhez
100 ul abszollt etanolt adtunk és ezutan 60 ul vizben készitett
2,08 mg/ml-es koncentraciéju cink-klorid oldatot. Az oldat pH-
jat kis mennyiségu 0,1 mol/1 HCl-lel 8,0-ra allitottuk. Miutan a
fenti oldatot gyengén forgattuk egy 3 ml-es Givegfiolaba zarva kor-
nyezeti homérsékleten két oraig taroltuk. A tiszta oldat pH-jat

ezutan kis mennyiség 0,1 mol/1 HCl-lel 7,86-ra allitottuk, majd
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tovabbi két napig koérnyezeti hémeérsékleten taroltuk. A
mikroszkopos megfigyelés kozepes meéretu, egyedi tetragonalis
lemezeket és néhany csoportot mutatott. A tiszta feltiliszoban
maradé V8-GLP-1 tartalmat 280 nm-es hullamhosszon
spektroszkopiasan mennyiségileg hataroztuk meg, felhasznalva
az 1,0 mg/ml V8-GLP-1 oldat extinkcios koefficiensét, mely egy 1
cm-es cellaban 2,015. A kristalykitermelés mértékét uUgy
hataroztuk meg, hogy a kiindulasi oldatban 1évé V8-GLP-1
mennyiségébél a feliluszoban talalt V8-GLP-1 mennyiségét
kivontuk. Ebben a mintaban a kristalyok kitermelési szintje 92,4

%-nak adodott.

15. Példa
pH = 8,3 10,0 % etanollal és cinkkel

A V8-GLP-1-et 7 mg/ml-es koncentracioban 100 mM glicin
pufferben felvettik (pH = 10,5), majd 0,2 pm szGrén (Gelman
Sciences, Ann Arbor, Michigan) atengedttik. Az oldat 0,5 ml-éhez
0,4 ml vizet adtunk. Ezutan 100 pl etanolt adtunk hozza, majd 6
datot. Az oldat pH-jat kis mennyiségti 0,1 N HCl-lel 8,33-ra alli-
tottuk. Miutan a fenti oldatot gyengén forgattuk egy 3 ml-es
livegfiolaba zarva kérnyezeti hémérsékleten egy napig taroltuk. A
mikroszkopos megfigyelés kis, egyedi tetragonalis lemezeket €s
néhany csoportot mutatott. A tiszta feltiliszoban marad6é V8-
GLP-1 tartalmat 280 nm-es hullamhosszon spektroszkopiasan

mennyiségileg meghataroztuk, felhasznalva az 1,0 mg/ml V8-
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GLP-1 oldat extinkciés koefficiensét, mely egy 1 cm-es cellaban
2,015. A kristalykitermelés mértékét nigy hataroztuk meg, hogy a
kiindulasi oldatban 1évé V8-GLP-1 mennyiségébdl a feltiliszoban
talalt V8-GLP-1 mennyiségét kivontuk. Ebben a mintaban a Kris-

talyok kitermelési szintje 92,4 %-nak adodott.

16. Példa
pH = 7.4 8,6 % etanollal és cinkkel

A V8-GLP-1-et 4 mg/ml-es koncentracioban 50 mM glicin
pufferben felvettik (pH = 9,0), majd 0,2 pm sziirén (Gelman
Sciences, Ann Arbor, Michigan) atengedtiik. Az oldat 5 ml-éhez
500 ul abszolut etanolt adtunk és ezutan 300 pl vizben készitett
jat kis mennyiség1 0,1 mol/1 HCl-lel 7,40-ra allitottuk. Miutan a
fenti oldatot gyengén forgattuk egy 10 ml-es Uvegfiolaba zarva
kornyezeti hémérsékleten két napig taroltuk. A mikroszképos
megfigyelés kdzepes meéreth, egyedi tetragonalis kristalyokat mu-
tatott. A tiszta feliliszéban marado V8-GLP-1 tartalmat 280 nm-
es hullamhosszon spektroszkopiasan mennyiségileg meghataroz-
tuk, felhasznalva az 1,0 mg/ml V8-GLP-1 oldat extinkcios koeffi-
ciensét, mely egy 1 cm-es cellaban 2,015. A kristalykitermelés
meértékét ugy hataroztuk meg, hogy a kiindulasi oldatban 1évé
V8-GLP-1 mennyiségébdl a feltiluszoban talalt V8-GLP-1 mennyi-
ségét kivontuk. Ebben a mintaban a kristalyok kitermelési

szintje 85,0 %-nak adoédott.
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17. Példa

pH = 6,4 5 % etanollal és 1,0 % ammonium-szulfattal

A V8-GLP-1-et (12,5 mg) egy 20 ml-es Uvegfiolaba mértik.
2,0 ml 150 mM NaCl-ot tartalmazé 10 mM ammoénium-acetat
puffert adtunk hozza (pH = 6,4). A zavaros oldat pH-jat 5 mol/l
NaOH oldattal 9,5-re allitottuk, igy az kitisztult, majd 2 mol/l
HCl-lel 6,4-re csOkkentettiik. A tiszta oldatot 0,22 pm-es Millex
GV 13 fecskenddszuirén (Millipore, Bedford, MA) egy 1j 20 ml-es
nm-es abszorbanciajabol meghataroztuk, felhasznaltuk ehhez az
1,0 mg/ml V8-GLP-1 oldat extinkciés koefficiensét, mely egy 1
allitottuk. Elkészitettiik a pH = 6,4-es precipitalo oldat, mely 10
mM ammoénium-acetatot, 150 mM NaCl-ot, 2 % ammoénium-
szulfatot és 10 % etanolt tartalmazott, majd egy 0,22 um Millex
GV 13 fecskendgszurén atszurtiik. A precipitalé oldat 2 ml-ét egy
tvegfiolaban 1évé 2 ml V8-GLP-1 térzsoldathoz lassan hozzaad-
tuk. A fiolat gyengén forgattuk és szobahémeérsékleten két napig
inkubaltuk. A megfigyelt tetragonalis lemezes kristalyok Kkiter-
melése 92 % volt.

A kristalyos szuszpenzié pH-jat 1 mol/1 HCl-lel 5,5-re alli-
tottuk és 0,15 mg/ml végkoncentraciéig cink-kloridot adtunk
hozza. Az egy éjszakan at szobahémérsékleten végzett cinkes
atitatas utan a szuszpenzié pH-jat 1 mol/l NaOH-val 7,5-re
allitottuk és tartdsité szerként 3,16 mg/ml koncentracioban

meta-krezolt adtunk hozza. Ez a példa azt mutatja, ha
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szlikséges, akkor a GLP-1 kristalyok tartositott kiszerelései a
gyogyszerészeti  felhasznalashoz  kozvetlenul — elkészithetdk
anélkill, hogy a kristalyok centrifugalasos vagy szUréses

izolalasat koztes 1épésként be kellene iktatni.

18. Példa
pH = 7.6 8,5 % etanollal és cinkkel

A V8-GLP-1-et 4 mg/ml-es koncentraciéban 50 mM glicin
pufferben felvettiik (pH = 9,0), majd 0,2 um szurén (Acrodisc a
Gelman Sciences-t6l, Ann Arbor, Michigan) atengedtiik. Az oldat
10 ml-éhez 1 ml abszolut etanolt adtunk és ezutan 600 pl vizben
datot. A pH korulbeltl 7,6-ra allitasa érdekében 100 pl ecetsavat
adtunk hozza. Miutan a fenti oldatot gyengén forgattuk, egy 20
ml-es livegfiolaba zarva kérnyezeti hémérsékleten 24 oraig tarol-
tuk. A mikroszkopos megfigyelés koézepes méretd, egyedi tetra-
gonalis kristalyokat mutatott. A teljes oldathoz ezutan 3,555 ml
oldatot adtunk, mely 3,5 ml vizben elkészitett 14 mg/ml
koncentracioju m-krezol és 55 pl 2 % ecetsavat tartalmazott, igy
az eredményuil kapott szuszpenzié pH-ja korulbelul 7,2 volt.
Miutan a szuszpenziét gyengén forgattuk egy 20 ml-es
uvegfiolaba zarva koérnyezeti hémérsékleten 24 oraig taroltuk. A
mikroszkopos megfigyelés ismételten kézepes méretd, egyedi
tetragonalis kristalyokat mutatott.

Egy alikvot 5 perces kérnyezeti hdmérsékleten végzett cent-

rifugalasa utan a tiszta feliliszéban megmarad6é V8-GLP-1 tar-
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talmat a higitott mintak HPLC analizisével meghataroztuk és a
V8-GLP-1 standard oldatainak HPLC mérésével dsszehasonlitot-
tuk. A kristalykitermelés mértékét ugy hataroztuk meg, hogy a
kiindulasi oldatban 1év6é V8-GLP-1 mennyiségébdl a felulaszoban
talalt V8-GLP-1 mennyiségét kivontuk. Ebben a mintaban a kris-

talyok kitermelési szintje 97,7 %-nak adédott.

19. Példa

A kristalyok stabilitasa

Az egyedi tetragonalis V8-GLP-1 kristalyokat 10 mM
NH4O0Ac-t, 1 % (NH4)2SOa4-t, 10 % etanolt tartalmazé pufferben
(pH = 6,4) 18 °C-on a 8. példaban leirtaknak megfeleléen elkészi-
tetttik. A kristalyokat az anyaltigbdl alacsony fordulatszamu
centrifugalassal eltavolitottuk és a kévetkezdé Osszetételti puffer-
ben felvettiik: 10 mM NH4OAc, 16 mg/ml glicerin (pH = 5,5), igy
a V8-GLP-1 koncentracidja kortlbelil 4,9 mg/ml volt.

Ebbdl a szuszpenziobol 2 ml-t alacsony fordulatszamon
centrifugaltunk és a feliiluszot pipettaval eltavolitottuk. Az tledé-
ket 4 ml 10 mM ammoénium-acetatot, 16 mg/ml glcerint, pH =
5,5, valamint 0,1 mg/ml cinket tartalmazo pufferben felvettik.
Ezt a kristalyos szuszpenzi6t cink oldatban egy éjszakan at 4 °C-
on atitattuk.

A cinkkel atitatott Kristalyos szuszpenziét négy 1-ml-es
alikvotra osztottuk. Ezeket a szuszpenzidokat alacsony fordulat-
szamon centrifugaltuk és a feliiluszokat pipettaval eltavolitottuk.

A négy kristalyos szuszpenziét 10 mM ammoénium-acetatot, 16
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mg/ml glicerint, 0,1 mg/ml cinket tartalmazé pH = 6,0 pufferben
készitettik el. A pH tovabbi allitasat 7,4-re 0,1 mol/l1 NaOH
és/vagy 3,16 mg/ml végkoncentracioju meta-krezol hozzaada-
saval végeztlik, igy a 2. tablazatban bemutatott mintakat kaptuk.
Mindegyik szuszpenziot két részre osztottuk, az egyik részt szo-
bahémeérsékleten (kortilbeltil 22 ©C), mig a masik részt 4 °C-on
taroltuk, igy kaptuk meg a 2. tablazatban bemutatott 9 tesztmin-
tat.

10 nap elteltével a kristaly-szuszpenzidkat mikroszkoppal
vizsgaltuk meg. A szuszpenzidok szlrletét a kristalyos szuszpen-
ziokban oldoddé V8-GLP-1 mennyiségi meghatarozasahoz HPLC-
vel vizsgaltuk. A HPLC eredményekrél a 2. tablazatban szamol-

tunk be.
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2. Tablazat
A kristalyos szuszpenzioéban 1évé oldott V8-GLP-1 mennyisége 10

napos tarolas utan

Minta |pH |Tarolasi mg/ml oldodott
hémeérséklet |meta-krezol |VS-GLP-1 HPLC-vel

A 6,0 |4 °C 0 0,19 %

B 7,4 |4 °C 0] 0,10 %

C 6,0 (4 °C 3,16 0,05 %

D 7,4 |4 °C 3,16 0,06 %

E 6,0 |22 °C 0] 0,16

F 7,4 |22 °C 0 0,08 %

G 6,0 (22 °C 3,16 0,03 %

H 7,4 |22 °C 3,16 0,04 %

Ez a kisérlet azt mutatja, hogy 10 nap alatt mind az eltett (4 °C),
mind a szobahémérsékleten tarolt (22 oC) kristalyos kiszerelések-
ben a V8-GLP-1 peptid kevesebb mint 0,2 %-a oldédott be.
Mikroszkopikusan a kristalyos szuszpenzioknal az egyedi
vagy tetragonalis agglomeraciokbol vagy dsszetapadasokbol keve-
sebbet talaltunk pH = 7,4-en mint pH = 6,0-en , és 4 °C-on keve-
sebbet mint 22 °C-on. Lathatéan a meta-krezol a kristalyok ag-
tattak, hogy t6bb mint 3 % etanol jelenlétében a kristalyos szusz-
penziéban, akar az eredeti Kkristalyositasi anyalugbdél, akar a ra-
kovetkezé hozzaadasokbdl, a kristalyok Osszetapadasi kézsége

nagymeértékben csokkent mind a tartésitott, mind a nem tartosi-



tott kiszerelésekben. A tovabbi vizsgalatok felfedték, hogy a
meta-krezol jelenlétében a kristalyok viszonylag stabilabbak mint
az 5 % fenol jelenlétében, melyben lassan amorf anyagga
alakulnak.

A tovabbi kristalystabilitasi vizsgalatok azt mutattak, hogy
a pH = 6,4-en készitett V8-GLP-1 kristalyok kémiailag nagyon
stabilisak, 5 °C-on vagy szobahémérsékleten két honapos tarolas
utan HPLC analizissel lebomlasi csuicsokat nem tudtunk megfi-
gyelni.

A glicinpufferben készitett kristalyok stabilitasi tesztje, me-
lyet a 16. példaban irtunk le, azt mutatta, hogy az eredeti anya-
lugban tarolt V8-GLP-1 kristalyok nem voltak stabilak, ha a me-
ta-krezolt 3,16 mg/ml koncentracioban alkalmazzuk. Ez a vizs-
galat a kristalyok feloldasat mutatta mar egynapos tarolas utan
is. Ebben az Osszetételben a kristalyos instabilitasa cink
adasaval (azaz cink-klorid oldattal) hatasosan blokkolhaté a
tartosité hozzaadasa elé6tt.

Az alabbiakban ismertetjuk a leirasban emlitett szekven-
ciakat.

A SZEKVENCIAK JEGYZEKE

<110> Eli Lilly and Company

<120> Glukagonszeru peptid-1 kristalyok
<130> X-10242 PCT

<140> PCT/US98/26480

<141> 1998-12-14
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<150> US 60/069728
<151> 1997-12-16
<160> 4

<170> Patentln Ver. 2.0
<210> 1

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>1
HisAlaGluGlyThrPheThrSerAspValSerSerTyrLeuGluGly
1 5 10 15
GlnAlaAlaLysGluPhelleAlaTrpLeuValLysGlyArgGly
20 25 30

<210> 2

<211> 29

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: szintetikusan mutalt
human szekvencia.

<220>

<223> A 13. helyzetben Xaa jelentése Glu, Gln, Ala, Thr, Ser
vagy Gly; a 19. helyzetben Xaa jelentése Glu, Gln, Ala, Thr, Ser
vagy Gly; és a 29. helyzetben Xaa jelentése Gly vagy hianyzik.
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<400> 2
GluGlyThrPheThrSerAspValSerSerTyrLeuXaaGlyGlnAla
1 5 10 15
AlaLysXaaPhelleAlaTrpLeuValLysGlyArgXaa
20 25

<210> 3

<211> 29

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: szintetikusan mutalt
human szekvencia.

<220>

<223> A 28. helyezetben az Xaa jelentése Lys vagy hianyzik; a
29. helyzetben az Xaa jelentése Gly vagy hianyzik; és ha Xaa a
28. helyzetben hianyzik, akkor az Xaa a 29. helyzetben szintén

hianyzik.

<400> 3
HisAlaGluGlyThrPheThrSerAspValSerSerTyrLeuGluGly
1 5 10 15
GlnAlaAlaLysGluPhelleAlaTrpLeuValXaaXaa
20 25

<210> 4
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<211> 30

<212> PRT

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: szintetikusan mutalt
human szekvencia:

<220>

<223> A 19. helyzetben az Xaa jelentése Lys vagy Arg; a 30. hely-
zetben az Xaa jelentése Gly vagy hianyzik; és a 28. helyzetben a

Lys acilezett lehet.

<400> 4
AlaGluGlyThrPheThrSerAspValSerSerTyrLeuGluGlyGln
1 5 10 15
AlaAlaXaaGluPhelleAlaTrpLeuValLysGlyArgXaa
20 25 30
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras glukagonszerui peptid-1 rokon molekulak (GLP)
egyedi palcika alaku vagy lemezes kristalyainak eldallitasara,
azzal jellemezve, hogy magaban foglalja egy Kristalyositasi oldat
elkészitését, amely GLP-t, pufferel¢ szert, alkoholt vagy mono-
vagy diszacharidot és szabadom megvalaszthatban ammonium-
szulfatot vagy cinket tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
GLP végkoncentraci6ja kortlbeltl 1-10 mg/ml és a kévetkezdket
tartalmazo csoportbél valasztjuk ki: GLP-1 analég, GLP-1 szar-
mazék, dipeptidil-peptidaz-IV (DPP-1V) védett GLP, GLP-1 peptid-
analdg, vagy egy bioszintetikus GLP-1 analog, €s ahol a puffereld
szer kortilbeltill 10-50 mM és a pH korulbelill 6-7, és ahol a puf-
fert a kovetkez6 csoportbdl valasztjuk ki: TRISZ, ammonium-ace-
tat, natrium-acetat vagy bisz-TRISZ, és ahol az alkoholt vagy a
mono- vagy diszacharidot a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki:
metanol, etanol, propanol vagy glicerin, trehal6z, mannit, gltiikoz,
eritr6z, riboz, galaktoz, fruktéz, maltoéz, szukroz, és laktéz, és
szabadon megvalaszthatéan 1 % ammonium-szulfat lehet jelen.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
teljes cink mennyisége a GLP molaris mennyiségéhez viszonyitva
korilbeliill 0,5 - 1,7, ami végkoncentraciéoban 1-20 mg/ml-nek
felel meg, és amelyet a kovetkez6 csoportbol valasztunk ki: GLP-

1 analdég, GLP-1 szarmazék, DPP-IV védett GLP, GLP-1
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peptidanaldg, vagy egy bioszintetikus GLP-1 analég, és ahol a
pufferelé szer kortilbeltil 10-100 mM és a pH koérulbelul 7-10, és
ahol a puffert a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: glicin,
aszparaginsav vagy TRISZ, és ahol az alkoholt vagy a mono- vagy
a diszacharidot a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: metanol,
etanol, propanol, glicerin, trehal6z, mannit, glukoéz, eritréz, riboz,
galaktoz, fruktoz, maltoz, szukroz és laktoz.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a GLP-t a kovetkezdket tartalmazd csoportbol
valasztjuk ki: DPP-IV védett GLP vagy bioszintetikus GLP.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a GLP egy DPP-IV-védett GLP, melyet a kvetke-
z6éket tartalmazo csoportbél valasztunk ki: Val-8-GLP-1(7-37)OH,
Thr-8-GLP-1(7-37)OH, Gly-8-GLP-1(7-37)OH vagy Met-8-GLP-
1(7-37)OH.

6. Az 1-tél az 5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy egy tovabbi lépésben a GLP Kkristalyok
cinktartalmu oldatban torténdé atitatasi lépését tartalmazza.

7. Tetragondalis lapos palcika alaku vagy lemezes
morfologiaval rendelkez6  GLP  kristalyok, melyeket a
kovetkezdket tartalmazo csoportbdl valasztunk ki: GLP-1 analog,
GLP-1 szarmazék, DPP-IV védett GLP, GLP-1 peptidanaldg, vagy
egy bioszintetikus GLP-1 analog.

8. A 7. igénypont szerinti kristalyok, ahol a GLP-t a
kovetkezdket tartalmazd csoportbdl valasztjuk ki: DPP-IV védett
GLP vagy bioszintetikus GLP.
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9. A 7. igénypont szerinti kristalyok, ahol a GLP-t a kovet-
kezdket tartalmazé csoportbol valasztjuk ki: Val-8-GLP-1(7-
37)OH, Thr-8-GLP-1(7-37)OH, Gly-8-GLP-1(7-37)OH vagy Met-8-
GLP-1(7-37)OH.

10. GLP kristalyok, melyeket az 1-6. igénypontok barme-
lyike szerinti eljarassal allitunk eld.

11. Alapvetéen homogén 6sszetétell GLP kristalyok.

12. A 11. igénypont szerinti 6sszetétel, melyben a GLP kris-
talyokat a koOvetkezé csoportbdl valasztjuk ki: GLP-1 analog,
GLP-1 szarmazék, DPP-IV védett GLP, GLP-1 peptidanalég, vagy
egy bioszintetikus GLP-1 analdg.

13. A 11. és a 12. igénypontok barmelyike szerinti 6sszeté-
tel, melyben a GLP-t a kdvetkez6 csoportbdl valasztjuk ki: DPP-IV
védett GLP vagy bioszintetikus GLP.

14. A 11-13. igénypontok barmelyike szerinti 6sszetétel,
ahol a GLP-t a kovetkezéket tartalmazé csoportbol valasztjuk ki:
Val-8-GLP-1(7-37)OH, Thr-8-GLP-1(7-37)OH, Gly-8-GLP-1(7-
37)OH vagy Met-8-GLP-1(7-37)OH.

15. A 7-11. igénypontok barmelyike szerinti GLP kristalyt
tartalmazo gyogyszerészeti kiszerelés, melyben a kiszerelés kiala-
kitasahoz sziikséges egy vagy tobb gyogyszerészetileg elfogadhato
higité, hordozé vagy kétéanyag szerepel.

16. A 15. igénypont szerinti gyogyszerészeti kiszerelés, ahol
a kiszerelést az anyalughoz torténé hozzaadassal €s/vagy a Kkris-
talyositas utani anyaluig moédositasaval anélkul keészitik el, hogy a

GLP kristalyokat az anyalugtol elktlonitenék.
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17. Eljaras cukorbetegség, a kovérség vagy rokon allapotok
kezelésére az arra raszoruldé emlésben, azzal jellemezve, hogy a
7-10. igénypontok barmelyike szerinti GLP kristaly széban forgo
emlésbe térténé beadasat tartalmazza.

18. Eljaras cukorbetegség, a kévérség vagy rokon allapotok
kezelésére az arra raszoruldo emlésben, azzal jellemezve, hogy a
11-14. igénypontok barmelyike szerinti {sszetétel szoban forgo
emlésbe térténé beadasat tartalmazza.

19. Eljaras cukorbetegség, a kovérség vagy rokon allapotok
kezelésére az arra raszoruldé emldsben, azzal jellemezve, hogy a
15-16. igénypontok barmelyike szerinti gyogyszerészeti Kiszerelés
széban forgd emlésbe torténé beadasat tartalmazza.

20. A 7-10. igénypontok barmelyike szerinti GLP kristalyok
hasznalata a cukorbetegség, a kovérség vagy rokon allapotok ke-
zelésében.

21. A 11-14. igénypontok barmelyike szerinti GLP kris-
talyok alapvetéen homogén 6sszetételének hasznalata a cukorbe-
tegség, a kovérség vagy rokon allapotok kezelésében.

22. A példak barmelyikére hivatkozo, itt alapjaban leirt GLP
kristaly.

23. A példak barmelyikére hivatkozo, itt alapjaban leirt GLP

kristalyok lényegileg homogén 6sszetétele.
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