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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein einfaches Verfah-
ren zur Senkung der Blutzuckerkonzentration mit Hil-
fe von Inhibitoren fir Dipeptidyl Peptidase IV.

[0002] Neben Proteasen, die in unspezifische Pro-
teolyse einbezogen sind, was letztlich den Abbau
von Proteinen zu Aminosduren bewirkt, kennt man
regulatorische Proteasen, die an der Funktionalisie-
rung (Aktivierung, Deaktivierung, Modulierung) von
endogenen Peptidwirkstoffen beteiligt sind [KIRSCH-
KE, H., LANGNER, J., RIEMANN, S., WIEDERAND-
ERS, B., ANSORGE, S. and BOHLEY, P., Lysosomal
cysteine proteases. Excerpta Medica (Ciba Founda-
tion Symposium 75), 15 (1980); KRAUSSLICH, H.-
G. and WIMMER, E., Viral Proteinases. Ann. Rev.
Biochem. 57, 701 (1987)]. Insbesondere im Zusam-
menhang mit der Immunforschung und der Neuro-
peptidforschung sind eine Reihe solcher sogenann-
ten Konvertasen, Signalpeptidasen oder Enkephali-
nasen entdeckt worden [GOMEZ, S., GLUSCHAN-
KOF, P., LEPAGE, A., MARRAKCHI, N. and CO-
HEN, P., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5468 (1988)
: ANSORGE, S. and SCHON, E., Histochem. 82, 41
(1987)].

[0003] Aufgrund der Haufigkeit des Vorkommens
der Aminosaure Prolin in einer Vielzahl von Peptid-
hormonen und den damit verbundenen Strukturei-
genschaften dieser Peptide wird flir prolinspezifi-
sche Peptidasen eine den Signalpeptidasen analo-
ge Funktion diskutiert [YARON, A., The Role of Proli-
ne in the Proteolytic Regulation of Biologically Active
Peptides. Biopolymers 26, 215 (1987); WALTER, R.,
SIMMONS, W. H. and YOSHIMOTO, T., Proline Spe-
cific Endo- and Exopeptidases. Mol. Cell. Biochem.
30, 111 (1980); VANHOOF, G., GOOSSENS, F., DE
MEESTER, L., HENDRIKS, D. and SCHARPE, S.,
Proline motifs and their biological processing. FASEB
Journal 9, 736 (1995)]. Dabei bestimmt Prolin in die-
sen Peptiden durch seine besondere Struktur sowohl
Konformation als auch Stabilitat dieser Peptide, in-
dem sie vor Abbau durch unspezifische Proteasen
schitzt [KESSLER, H., Konformation und biologische
Wirkung von zyklischen Peptiden. Angew. Chem. 94,
509 (1982)]. Enzyme, die dagegen hochspezifisch
strukturverdndernd auf Prolin-haltige Sequenzen ein-
wirken (HIV-Protease, Cyclophylin u. a.) sind attrak-
tive Ziele der aktuellen Wirkstoff-Forschung. Insbe-
sondere fir die nach dem Prolin spaltenden Pep-
tidasen Prolyl Endopeptidase (PEP) und Dipeptidyl
Peptidase IV (DP IV) konnten Beziehungen zwischen
der Modulation der biologischen Aktivitat von naturli-
chen Peptidsubstraten und deren selektiver Spaltung
durch diese Enzyme wahrscheinlich gemacht wer-
den. So nimmt man an, daf® PEP eine Rolle beim Ler-
nen bzw. im Gedachtnisprozel spielt und DP IV in die
Signalibertragung wahrend der Immunantwort ein-
bezogen ist [ISHIURA, S., TSUKAHARA, T., TABI-
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RA, T., SHIMIZU, T., ARAHATA K. and SUGITA, H.,
FEBS-Letters 260, 131 (1990); HEGEN, M., NIEDO-
BITEK, G., KLEIN, C. E., STEIN, H. and FLEISCHER,
B., J. of Immunology 144, 2908 (1990)].

[0004] Ahnlich wie die auRerordentliche Prolinspezi-
fitdt dieser Enzyme wird ihre hohe Selektivitat fir die
Aminosaure Alanin innerhalb typischer Erkennungs-
regionen in Substraten dieser Enzyme diskutiert, wo-
nach Alanin-haltige Peptide &hnliche Konformationen
einnehmen kénnen wie strukturanaloge Prolin-halti-
ge Peptide. Kirzlich wurden derartige Eigenschaf-
ten Alanin-haltiger Peptidketten durch Punktmutation
(Austausch von Prolin gegen Alanin) nachgewiesen
[DODGE, R. W. and SCHERAGA, H. A,, Folding and
un folding kinetics of the proline-to-alanine mutants
of bovine pancreatic ribonuclease A. Biochemistry 35
(5) 1548 (1996)].

[0005] DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat (z. B. be-
sitzt die cytosolische DP |l eine der DP IV nahezu
identische Substratspezifitdt) kommt im Blutkreislauf
vor, wo sie hochspezifisch Dipeptide vom N-Termi-
nus biologisch aktiver Peptide abspaltet, wenn Pro-
lin oder Alanin die benachbarten Reste der N-termi-
nalen Aminosaure in deren Sequenz darstellen. Des-
halb wird davon ausgegangen, dal} dieses Enzym
an der Regulation von Polypeptiden in vivo beteiligt
ist VANHOOF, G., GOOSSENS, F., DE MEESTER,
L, HENDRIKS, D. and SCHARPE, S., Proline mo-
tifs and their biological processing, FASEB Journal 9,
736 (1995)].

[0006] Die Glukose-abhangigen insulinotropen Poly-
peptide: Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP4_4,)
und Glucagon-Like Peptide Amide-1 7-36 (GLP-
1;.36), Hormone, die die Glukoseinduzierte Insulin-
sekretion des Pankreas stimulieren (auch Integrine),
sind Substrate der DP 1V, da sie von den N-termi-
nalen Sequenzen dieser Peptide die Dipeptide Tyro-
sinyl-Alanin bzw. Histidyl-Alanin in vitro und in situ
abspalten kann [MENTLEIN, R., GALLWITZ, B., and
SCHMIDT, W. E., Dipeptidyl Peptidase IV hydrolyzes
gastric inhibitory polypeptide, glucagon-like peptide-
1(7-36)amide, peptide histidine methionine and is re-
sponsible for their degradation in human serum. Eur.
J. Biochem. 214, 829 (1993)].

[0007] Die Reduktion derartiger DP V- bzw. DP V-
analoger Enzymaktivitdt zur Spaltung solcher Sub-
strate in vivo kann dazu dienen, unerwiinschte En-
zymaktivitdt unter Laborbedingungen als auch in
pathologischen Zustdnden von Sauger-Organismen
wirksam zu unterdriicken [DEMUTH, H.-U., Recent
developments in the irreversible inhibition of seri-
ne and cysteine proteases. J. Enzyme Inhibition 3,
249-278 (1990); DEMUTH, H.-U. and HEINS, J., On
the catalytic Mechanism of Dipeptidyl Peptidase V.
in Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26) in Metabolism
and the Immune Response (B. Fleischer, Ed.) R. G.
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Landes, Biomedical Publishers, Georgetown, 1-35
(1995)]. Z. B. basiert Diabetes mellitus Typ Il (auch
Altersdiabetes) auf einer verminderten Insulinsekre-
tion bzw. Stérungen in der Rezeptorfunktion, die u.
a. in proteolytisch bedingten Konzentrationsanoma-
lien der Incretine begrindet sind [BROWN, J. C.,
DAHL, M., KWAWK, S., MCINTOSH, C. H. S., OT-
TE, S. C. and PEDERSON, R. A. Peptides 2, 241
(1981); SCHMIDT, W. E., SIEGEL, E. G., GALLWITZ,
B. KUMMEL, H., EBERT, R. and CREUTZFELDT,
W., Characterization of the inulinotropic activity of
fragments derived from gastric inhibitory polypepti-
de. Diabetologia 29, 591A (1986); ADELHORST, K.,
HEDEGAARD, B. B., KNUDSEN, L. B. and KIRK, O.,
Structure-activity studies of glucagonlike peptide. J.
Biol. Chem. 296, 6275 (1994)].

[0008] Hyperglykédmie und damit verbundene Ursa-
chen bzw. Folgeerscheinungen (auch Diabetes mel-
litus) werden nach gegenwértigem Stand der Tech-
nik durch die Verabreichung von Insulin (z. B. von
aus Rinderpankreas isoliertem oder auch gentech-
nisch gewonnenem Material) an erkrankte Organis-
men in verschiedenen Darreichungsformen behan-
delt. Alle bisher bekannten, als auch die moderne-
ren Verfahren zeichnen sich durch hohen Material-
aufwand, hohe Kosten und oft durch entscheiden-
de Beeintrachtigungen der Lebensqualitat der Pati-
enten aus. Die klassische Methode (tégliche i. v.. In-
sulin-Injektion, Ublich seit den dreilRiger Jahren) be-
handelt die akuten Krankheitssymptome, fiihrt aber
nach langerer Anwendung u. a. zu schweren Gefal-
veranderungen (Arteriosklerose) und Nervenschadi-
gungen [LACY, P., Status of Islet Cell Transplantati-
on. Diabetes Care 16(3) 76 (1993)].

[0009] Neuerdings wird die Installation subkutaner
Depot-Implantate (die Insulinabgabe erfolgt dosiert,
und die taglichen Injektionen entfallen) sowie die
Implantation (Transplantation) intakter Langerhans-
scher Zellen in die funktionsgestérte Pankreasdri-
se oder andere Organe und Gewebe vorgeschla-
gen. Derartige Transplantationen sind technisch auf-
wendig. Weiterhin stellen sie einen risikobehafteten
chirurgischen Eingriff in den Empfangerorganismus
dar und verlangen auch bei Zellverpflanzungen nach
Methoden zur Suppression bzw. der Umgehung des
Immunsystems [LACY, P., Treating Diabetes with
Transplanted Cells. Sci. Americ. 273 (1) 40-46 (1995)

]

[0010] Die moglichst orale Applikation hochaffiner,
niedermolekularer Enzyminhibitoren dagegen ist eine
kostenglinstigere Alternative z. B. zu invasiven chir-
urgischen Techniken bei der Behandlung patholo-
gischer Erscheinungen. Derartige Enzyminhibitoren
finden inzwischen therapeutischen Einsatz als Im-
munsuppressiva, Antithrombotika und als AIDS-Vi-
rostatika. Durch chemisches Design von Stabilitats-,
Transport- und Clearence-Eigenschaften kann de-
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ren Wirkungsweise modifiziert und auf individuelle Ei-
genschaften abgestimmt werden [SANDLER, M. and
SMITH, H. J., Hrsg., Design of Enzyme Inhibitors as
Drugs. Oxford University Press, Oxford (1989); MUN-
ROE, J. E., SHEPHERD, T. A., JUNGHEIM, L. N.,
HORNBACK, W. J., HATCH, S. D., MUESING, M.
A., WISKERCHEN, M. A., SU, K. S., CAMPANALE,
K. M., BAXTER, A. J., and COLACINO, J. M., Po-
tent, orally bioavailable HIV-1 protease inhibitors con-
taining noncoded D-amino acids. Bioorg. Medicinal
Chem. Letters 5(23) 2897 (1995)].

[0011] Das Ziel der Erfindung ist ein einfaches und
neuartiges Verfahren zur Senkung des Blutglukose-
spiegels, das erfindungsgemal’ dadurch erreicht wer-
den kann, da® mittels Verabreichung von Inhibitoren
an einen Saugerorganismus, in kausaler Folge die
endogenen insulinotropen Peptide GIP,_4, und GLP-
17.36 (0. a. GLP-1,_5; oder deren Analoga) ohne zu-
sétzliche Verabreichung von exogenen insulinotro-
pen Peptiden GIP,_4,/GLP-1;_35 oder deren Analoga
durch DP IV- vermindert abgebaut werden und damit
die Konzentrationsabnahme dieser Pepdidhormone
bzw. ihrer Analoga verringert bzw. verzdgert wird.

[0012] Der Erfindung liegt der Uberraschende Be-
fund zugrunde, dal eine Reduktion der im Blutkreis-
lauf agierenden DP IV-enzymatischen Aktivitat kau-
sal zur Beeinflussung des Blutzuckerspiegels fiihrt.
Es wurde gefunden, daf}
1. die Verminderung von DP IV-Aktivitat zu rela-
tiver Stabilitdtserhdhung der Glukosestimulierten
zur Folge hat, d. h. durch Applikation von Inhibito-
ren der DP IV der Incretine-Abbau im Blut kontrol-
liert werden kann.
2. erhéhte biologische Abbaustabilitat der Incre-
tine eine Wirkungsveranderung endogenen Insu-
lins zur Folge hat.
3. die durch Reduktion der DP |V-enzymatischen
Aktivitat im Blut erzielte Stabilitdtserhohung der In-
cretine in nachfolgender Veradnderung der Gluko-
seinduzierten Insulinwirkung resultiert und damit
zu einer mittels DP IV-Inhibitoren kontrollierbaren
Modulierung des Blut-Glukosespiegels flihrt.

[0013] Die erfindungsgemal applizierten Inhibitoren
der DP IV- bzw. DP IV-analoger Enzyme kdnnen
in pharmazeutisch anwendbaren Formulierungskom-
plexen zum Einsatz kommen. Erfindungsgemalde In-
hibitoren sind z. B. DP IV-Inhibitoren wie die Dipeptid-
derivate bzw. Dipeptidmimetika Alanyl-Pyrolidid, Iso-
leucyl-Thiazolidid sowie das Pseudosubstrat N-Va-
lyl-Prolyl, O-Benzoyl Hydroxylamin. Derartige Verbin-
dungen sind aus der Literatur bekannt [DEMUTH, H.-
U., Recent developments in the irreversible inhibition
of serine and cysteine proteases. J. Enzyme Inhibiti-
on 3, 249 (1990)] oder in Analogie zu den in der Lite-
ratur beschriebenen Methoden herstellbar.
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[0014] Das erfindungsgemalie Verfahren stellt ei-
ne neuartige Herangehensweise zur Senkung erh6h-
ter Blutglukosekonzentration im Serum von S&ugern
dar. Es ist einfach, kommerziell nutzbar und zur An-
wendung bei der Therapie, insbesondere von Erkran-
kungen, die auf Uberdurchschnittlichen Blutglukose-
werten basieren, in der Humanmedizin geeignet.

[0015] Die Inhibitoren werden in Form von pharma-
zeutischen Praparaten enthaltend den Wirkstoff in
Kombination mit tGblichen aus dem Stand der Technik
bekannten Tragermaterialien verabreicht. Sie werden
oral appliziert.

[0016] In Abhangigkeit von ihrer endogenen Stabili-
tat und ihrer Bioverfugbarkeit mussen einfache oder
auch mehrfache Gaben der Inhibitoren erfolgen, um
die erwlinschte Normalisierung der Blutglukosewerte
zu erreichen. Z. B. kann im Falle von Aminoacyl-Thia-
zolididen ein solcher Dosisbereich zwischen 1.0 mg
und 10.0 mg Effektorsubstanz pro Kilogramm liegen.

Ausflhrungsbeispiele

Beispiel 1. Inhibierung der DP |V-katalysierten
Hydrolyse der Incretine GIP 4, und GLP-1,_5¢ in situ

[0017] Sowohl in vitro mit gereinigtem Enzym als
auch in situ, z. B. in gepooltem humanem Serum,
kann man die Hydrolyse der Integrine, verursacht
durch DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat, nach-
weisen bzw. mit Hilfe von Inhibitoren unterdriicken
(Abb. 1).

[0018] Erfindungsgemal erreicht man in situ bei In-
kubation von 30 pM GIP,_4, bzw. 30 pM GLP-1,_35 und
20 pM Isoleucyl-Thiazolidid (1a), einem reversiblen
DP IV-Inhibitor in 20%-igem Serum bei pH 7.6 und
30°C die komplette Unterdriickung der Enzym-kata-
lysierten Hydrolyse beider Peptid-hormone innerhalb
von 24 Stunden (1b und 1c, jeweils obere Spektren.
Synthetisches GIP,_4, (5 pM) und synthetisches GLP-
1736 (15 pM) wurden mit humanem Serum (20%)
in 0.1 mM TRICINE Puffer bei pH 7.6 und 30°C fur
24 Stunden inkubiert. Proben der Inkubationsansat-
ze (fur GIP;4, 2.5 pmol und im Falle von GLP-1;_3¢
7.5 pmol) wurden nach verschiedenen Zeiten ent-
nommen. Die Proben wurden mit 2',6'-Dihydroxyace-
tophenon als Matrix co-kristallisiert und mittels MAL-
DI-TOF-Massen-spektrometrie analysiert. Die Spek-
tren (Abb. 1) stellen Akkumulationen von 250 einzel-
nen Laserschiissen pro Probe dar.
(1b) Die Signale im Bereich von m/z 4980.1
+ 5.3 entsprechen GIP, 4, (M4975.6) und m/z
4745.2 + 5.5 dem DP IV-Hydrolyseprodukt GIP;_4,
(M4740.4).
(1c) Die Signale m/z 3325.0 £ 1.2 entsprechen
GLP-17.35 (M3297.7) und m/z 3116.7 £ 1.3 dem
DP IV-Hydrolyseprodukt GLP-14_35 (M3089.6).
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[0019] In den Versuchsansatzen ohne Inhibitor wur-
den die Integrine in dieser Zeit fast vollstandig abge-
baut (Abb. 1b und Abb. 1c, jeweils untere Spektren).

Beispiel 2: Inhibierung des Abbaus
von GLPI 42 durch den DP IV-
Inhibitor Isoleucyl-Thiazolidid in vivo.

[0020] Verfolgt man den Metabolismus der nativen
Integrine (hier GLP-1,_5¢) im Serum der Ratte in Ab-
hangigkeit in Gegenwart des DP IV-Inhibitors Isoleu-
cyl-Thiazolidid (i. v. Injektion einer 1.5 uM Inhibitorl6-
sung in 0.9%-iger Kochsalzlésung) gegentber einer
Kontrolle, so ist bei einer Konzentration des Inhibitors
Isoleucyl-Thiazolidid von ca. 0.1 mg/kg Laborratte bei
den Inhibitor-behandelten Versuchstieren (n = 5) im
Verlaufe des Versuchszeitraums kein Abbau des in-
sulinotropen Peptidhormons GLP-1,_35 zu beobach-
ten (Abb. 2).

[0021] Zur Detektion der Metaboliten in Anwesen-
heit und Abwesenheit des DP IV-Inhibitors (20 Mi-
nuten nach vorheriger i. v.-Inhibitor- bzw. Kochsalz-
gabe) erhielten die Versuchs- und Kontrolltiere i. v.
50-100 pM '#I-GLP-1;_54 (spezifische Aktivitat ca. 1
PMCi/pM). Blutproben wurden nach 2-5 min entnom-
men und das Plasma mittels 20% Acetonitril extra-
hiert. Nachfolgend wurde der Peptidextrakt mittels
RP-HPLC separiert und die Radioaktivitat der Frak-
tionen an einem y-Counter analysiert. Die gefundene
Aktivitat ist in cpm (counts per minute relativ zum Ma-
ximum angegeben).

Beispiel 3: Modulation der Insulinwirkung
und Senkung des Blutglukosespiegels
nach i. v. Applikation des DP IV-
Inhibitors Isoleuzyl-Thiazolidid in vivo.

[0022] An der durch intraduodenale (i. d.) Injektion
Glukose-stimulierten Ratte, kann durch i. v. Gabe ver-
schiedener DP IV-Effektoren, z. B. von 0.1 mg Isoleu-
cyl-Thiazolidid pro kg Ratte eine auf die Inhibitorwir-
kung zurtickgehende, zeitlich verzégert einsetzende
Senkung des Glukosespiegels beobachtet werden.
Dieser Effekt ist dosisabhangig und nach Absetzen
der Infusion von 0.05 mg/min des DP IV-Inhibitors
Isoleucyl-Thiazolidid pro kg Ratte reversibel. Die i. v.
Applikation der gleichen Glukosemenge von Inhibi-
tor-behandelten und Kontroll-Tieren zeigt im Gegen-
satz zur den i. d. Glukose-stimulierten Versuchstieren
keine vergleichbare Wirkung.

[0023] Abb. 3 verdeutlicht diese Zusammenhan-
ge an den Inhibitor-abhangigen Veranderungen der
Plasmaparameter: A — DP IV-Aktivitat, B — Plasma-
Insulinspiegel, C — Blutglukosespiegel.

[0024] Die Versuchstiere (n = 5, mannliche Wistar-
Ratten, 200-225 g) erhielten als Initialdosis 1.5 pM
Isoleucyl-Thiazolidid in 0.9%-iger Kochsalzlésung (4)
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oder gleiche Volumina 0.9%-ige Kochsalzldsung oh-
ne Inhibitor (®) (Kontrollgruppe n = 5). Die Versuchs-
gruppe erhielt weiterhin eine Infusion des Inhibitors
von 0.75 pM/min Uber 30 min Versuchszeit (*). Der
Kontrollgruppe wurde im gleichen Zeitraum eine In-
hibitor-freie 0.9%-ige Kochsalzldsung infundiert. Zum
Zeitpunkt t = 0 erhielten die Tiere i. d. eine Glukose-
dosis von 1 g/kg 40%-iger Dextroseldsung (w/v).

[0025] Allen Versuchstieren wurden Blutproben in
zehn Minutenabstanden entnommen.

[0026] Glukose Messungen erfolgten am Vollblut
(Lifescan One Touch Il analyzer) wahrend die DP IV-
Aktivitat und die Insulinkonzentrationen im Plasma
bestimmt wurden.

[0027] Der hier angewandte Insulintest ist empfind-
lich zwischen 10 und 160 mU/mI [PEDERSON, R. A,
BUCHAN, A. M. J., ZAHEDI-ASH, S., CHEN, C. B.
& BROWN, J. C. Reg. Peptides. 3, 53-63 (1982)].
Die DP IV-Aktivitat wurde spektralphotometrisch be-
stimmt [DEMUTH, H.-U. and HEINS, J., On the ca-
talytic Mechanism of Dipeptidyl Peptidase IV. in Di-
peptidyl Peptidase IV (CD 26) in Metabolism and the
Immune Response (B. Fleischer, Ed.) R. G. Landes,
Biomedical Publishers, Georgetown, 1-35 (1995)].
Alle MeRwerte sind als Mittelwerte mit Standardab-
weichung angegeben.

Patentanspriiche

1. Orale Verwendung von Inhibitoren der Dipep-
tidyl Peptidase(DP 1V)-Enzymaktivitdt ohne zuséatz-
liche Verabreichung von exogenen insulinotropen
Peptiden GIP,_4,, GLP-1,_35 oder deren Analoga, zur
Senkung des Blutzuckerspiegels unter die fir Hyper-
glykédmie charakteristische Glukosekonzentration im
Serum eines Sauger-Organismus bei Diabetes mel-
litus.

Es folgen 3 Seiten Zeichnungen
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Abb. 1: MALDI-TOF-Analyse: der DP IV-katalysierten Hydrolyse von GIP;.4; (b) und
~ GLP-7.3¢ und deren Hemmung durch Isoleucyl-Thiazolidid (a).
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Abb. 2: HPLC-Analyse der Serumprasenz von GLP-1 Metaboliten in Gegenwart und in
Abwesenheit DP IV Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid in vivo.
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