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Pfedmétem FeSeni je kompozice pro 16¢eni zhor$ené tolerance
ke glukoze (IGT) obsahujici slouteninu, kterd se vaZe na
receptor pro glukagonu podobny peptid-1 a farmaceuticky
nosi¢. MnoZstvi pfitomné slougeniny je efektivni mnoZstvi pro
zlep3eni citlivosti pankreatickych b-buné&k ke hladindm krevni
glukoézy u lidi s IGT. Metoda slouZi také pro zlepSeni modelu
odpovédi vyluovanim inzulinu u lidi s IGT podavanim lidem
kompozice obsahujici slougeninu, kterd se vaZe na receptor
pro glukagonu podobny peptid-1 a farmaceuticky nosié.




GLUKAGONU PODOBNY PEPTID-1 ZLEPSUJE ODPOVED B-BUNEK NA
GLUKOZU U SUBJEKTU SE ZHORSENOU TOLERANCI GLUKOZY

Oblast techniky

Vynédlez se tykad pripravku obsahujiciho sloudeninu
vadzici se na receptor ,GLP-1“ a zplsobu 1é&by zhorsené

tolerance glukézy.

Dosavadni stav techniky

ZhorSenad tolerance ke glukéze (IGT-impaired glucose
tolerance) je bé&Znd v americké populaci. Zatimco v b&Zné
populaci ve véku 20 aZz 74 let je zhor3end tolerance ke
glukéze 11 %, zvySuje se na 24 % v populaci v&ku 40 az 75
rokl s rodinnym vyskytem diabetes a t&lesnou hmotnosti
vétsi neZ 120 % normdlu. U osob se zhor3enou toleranci
glukézy existuje vysoké riziko vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni a rovnéZ vzniku diabetes mellitus nezavislé na
inzulinu (NIDDM tj. non-insulin  dependent diabetes
mellitus), znamé také jako diabetes typu 2.

ZhorSenéa tolerance glukézy je charakterizovéana
prvotnimi nepatrnymi defekty funkce PB-bunék doprovazené
inzulinovou rezistenci. Tyto prvotni defekty =zahrnuji
zhorSenou schopnost P-bunék vnimat malé zm&ny koncentrace
glukézy v plazmé a odpovidat na né& vyluovanim vhodnych
mnozstvi  inzulinu a mirny posun doprava u k¥ivky
vyjadfujici odpovéd sekreci inzulinu v zavislosti na davce
glukézy. Citlivost ke glukdéze a schopnost B-bun&k rychle
odpovédet sekreci inzulinu se ztraci velmi &asné& v pribéhu
IGT, kdy jsou 2hodinové hladiny glukézy minimdln& zvySeny.
Zhorseni kontroly glukézy pfi IGT s casem Jje zpasobeno
zejména pokrac¢ovanim zhorSovani funkce P-bunék. To vede v

mnoha pripadech ke zhor3ovadni stavi hyperinsulinemie,
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obezity a kardiovaskuldrniho onemocnéni oznacdovaného nékdy
jako syndrom X. V mnoha pfipadech vedou pokro&ilé stavy IGT
4k definitivni ztr&té kontroly glukdézy a k nastupu NIDDM.

Z uvedeného vyplyva, Ze stav IGT ptrind3i =zavazZna
zdravotni rizika. Pacienti trpici IGT jsou &asto obézni a
maji vysoké hladiny izulinu v plazm&, které jsou <Jasto
toxické. Tyto vysoké hladiny inzulinu zplUsobuje obecné&
neustadle se zvy3ujici neschopnost svald, jinych tkani a
tukovych  bunék wvyuZivat inzulin k  tomu, aby byla
spotfebovavana glukéza z krevni plazmy. Stav IGT zvySuije
rizika vzniku celé fady kardiovaskuldrnich nemoci.

Glukagonu podobny peptid-1 (GLP-1 tj. glucagon-like
peptide-1), prirozeny st¥fevni peptid, je vylucovan
stfevnimi L-bufikami a pusobi jako hormon inkretin, ktery
stimuluje vylu€ovani inzulinu pankreatickymi B-buiikami v
zadvislosti na glukdéze. Terapeuticky potencidl tohoto
peptidu pri NIDDM byl JjiZz dfive demonstrovan tak, Ze
exogenni infuze farmakologickych davek GLP-1 obecné
sniZzovaly hladiny glukézy v plazmé&. Nicméné GLP-1 nezlep3il
vyznamné funkci P-bunék p¥i NIDDM. Nathan DM, Schreiber E,
Fogel H, Mojsov S, Habener 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 JdJ, Ahrén B, Efendrik S: Antidiabetogenic effects
of glukagon like peptide-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 exogenus glukagon 1like peptide-1 (7-36
amide) in  type IT (non-insulin-dependent) diabetic
patients, Diabetologia 36: 741-744, 1993; Gutniék 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: Normalization of insulin responses to
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glukose 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 glucese  concentrations by
continuous administration of glucagon-like peptide-1 (GLP-
1) in subjects with NIDDM, Diabetologia 40: 205-211, 1997.

Stav IGT neni v souCasné dobé& vylécitelny. Nicmén& je
- rozpoznatelnym onemocnénim, které je spojeno s vaZnymi
zdravotnimi riziky. Obecné& se stav IGT postupné zhorduje z
hlediska jeho symptomd a c&asto vede ke ztraté kontroly
glukézy vyskytujici se v plazmé coZ vytvari diabetes typu
2. Zde je potrebnd terapie.

Rada studii bé&hem poslednich né&kolika let ukdzala, Ze
aplikace GLP-1 v pripadech NIDDM sniZuje hladiny glukdzy a
inzulinu v krvi a tak by méla byt slibnou terapii pro tuto
nemoc. Nicméné& Z&adné studie zatim neukdzaly, Ze GLP-1 ma
potencidl napravit ztrdtu schopnosti p-bunék vnimat a
rychle reagovat vylucovanim inzulinu, kdyZ se zvy3i hladina
krevni glukézy. Je to pravé toto zhorSeni schopnosti
odpovidat a uUzce spojit vnimdni zvySeni hladiny krevni
glukézy s vyluCovanim inzulinu P~buiikami, které je hlavni
pficinou stavu IGT. V predchozich studiich ukézala aplikaée
GLP-1 na subjekty s NIDDM schopnost normalizovat hladinu
glukdézy v plazmé na ladno a stimulovat kumulativni
vylué¢ovadni  inzulinu B-bunkami. Nicméné  infuze  GLP-1
provadéné pres noc nezlep3ily gludzové odpovédi na jidla
podavand nésledujici den. KdyZz byla infuze GLP-1 provadéna
u osob s NIDDM po dobu 19 hodin, pfes noc a béhem t#i
béZnych jidel, zredukovala se hladina glukézy v plazm&, ale
zhorSend postprandidlni funkce PB-bunék se zlepSila pouze
nepatrne.

Odpovédi PB-bunék na prodlouzZenou infuzi GLP-1 nebyly
drive studovany u subjektd s IGT a protoZe nebyly Zadné
naznaky, Ze by vysledky mohly byt odlisné neZ u infuzi GLP-
1 v pripadé NIDDM, nebyly dosud provadény podrobné studie
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vlivu GLP-1 na odpovédi f-bunék na malé zvy3ovani a
sniZovani koncentraci glukdzy v plazmé.

Z uvedeného vyplyva pot¥eba metody, kterd by zastavila
postup IGT a obnovila normdlni stav metabolismu glukdzy.

Proto je cilem pfedklddaného vyndlezu zajistit metodu
umoznujici obnovit nebo zlep$it funkci PB-bund&k a jejich
citlivost a tim vylucovani inzulinu v odpové&di na hladiny
glukézy v plazm& u osob majicich zhor3enou toleranci ke
glukéze.

Dalsim cilem vyndlezu je zajistit zplsob, ktery zpozdi
nebo zabréni zhor3ovani funkce B-bunék, kterd je zodpovédna
za progresi zhorSené tolerance ke glukdéze aZ ve =ztratu
regulace glukézy v plazmé coZ charakterizuje néstup NIDDM.

DalSim cilem wvyndlezu je zmirnit vlivy IGT vedouci ke
kardiovaskuldrnim nemocem, a tak sniZit rizika té&chto
nemoci a mrtvic. '

Zplsob spliujici Vtyto a dal3i cile bude zfejmy =z

ndsledujiciho detailniho popisu.

Podstata vynalezu

Vynalezci objevili, Ze aplikace GLP-1 subjektlm se
sniZenou toleranci ke glukéze obnovi uGzce koordinovanou
odpovéd vyluCovanim inzulinu na zvy3eni hladin glukézy
v plazmé a tak znovu nastavi pribéh inzulinové odpovédi B-
bunék na vzrist hladiny glukézy v plasm&, ktery je
charakteristicky pro normalni subjekty, které netrpi IGT.

Predkladdany vyndlez je zamé¥en na zplUsob 1écby osob
trpicich zhorSenou toleranci ke glukbéze a inzulinovou
rezistenci s pouZitim GLP-1 v mnoZstvi ué¢inném k obnoveni,
zlepSeni nebo normalizaci citlivosti a funkce B-buné&k a
vyluc¢ovani inzulinu. Vyndlez je také zamé&f¥en na zplsob
sniZovani hladiny inzulinu v plazmé& u osob s IGT a soubé&iné
redukci stavu inzulinové rezistence a Jji provazejicich

kardiovaskularnich onemocnéni.
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P¥i  provadéni zde ©popsanych pfrikladd vynélezci
prekvapivé pozorovali, Ze aplikace GLP-1 u subjektl s IGT,
v kontrastu k nédhodné a nekoordinované inzulinové odpové&di
charakteristicky se  vyskytujici u subjektd s IGT,
dramaticky obnovuje citlivé, rychlé a koordinované
vyluc¢ovani inzulinu B-buikami v odpovédi na jednotlivé
pulzacéni zvy3ovani koncentrace glukézy v plazmé, podobné
modelu vylucovani inzulinu u normdlnich pacientt.

Vyné&lezci objevili, Ze podavédni GLP-1 subjektim se
zhorsenou toleranci ke glukdze (IGT) obnovuje nebo zlep3uje
funkci pankreatickych p-bunék a schopnost f-bunék rychle
odpovidat vyluCovanim inzulinu koordinovanym zpuasobem
v odpovédi na mald zvySeni nebo zmé&ny koncentrace glukédzy
v plazmé tj. pulzaé¢nim vylucovadnim inzulinu podobnym
zpusobem, jako probihd& vylucovédni inzulinu u subjektl bez
IGT. Tento =zpusob vyluCovadni inzulinu neni obnoven u
subjektl, u nichZz je jiZ rozvinut stav NIDDM, ktery IJje
charakterizovan ztrdtou regulace glukdzy v plazmé.

Funkce  B-bunék Je kvantifikovana normalizovanou
spektralni silou. Spektrdlni sila mé&Ffi funkci P-bunék,
kterd nezavisi na nastaveni citlivosti pro inzulin.
Vyndlezci zjistili, Ze u subjektd s IGT zlepSuje GLP-1
spektrdlni silu na normdlni rozsah. Profily spektrdlnich
sil indikuji, Ze Gzk& koordinace glukézy v plazmé a
oscilaci wvylucovani inzulinu byla u subjektd s IGT po
podavani GLP-1 obnovena na normé&lni uarovenl. Toto zlep3eni
oscila¢niho modelu vylucovani inzulinu je dalezité pro
udrzeni normdlni  homeostdze glukdzy. Napriklad Dbylo
ukdzano, Ze inzulinové infuze, které napodobuji ultradialni
oscilace s periodou 120 minut, Jsou efektivnéjsi pro
redukci koncentraci glukdzy v plazmé€, neZ konstantni infuze
inzulinu (27).

Predkladany vynalez zajistuje kompozici zahrnujici
slou¢eninu, kterd se vAZe na receptor pro glukagonu podobny
peptid-1 a je u€innd pro zlep$eni schopnosti P-bunék vnimat

a odpovidat na malé zmény v koncentracich glukdézy v plazmé
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u subjektu s IGT. V jednom provedeni je sloudeninou vazZici
se na receptor glukagonu podobny peptid-l. V jiném
provedeni je slou€eninou vaZici se na receptor variantni
peptid ve kterém se kombinace substituci, deleci a variant
nelisi o vice neZ 10 aminokyselin od glukagonu podobného
peptidu-1. SloucCenina va&Zici se na receptor miZe dale
zahrnovat polynukleotid nebo latku, ktera aktivuje
uvoliovani GLP-1, molekulu, kterd aktivuje receptor pro
GLP-1, nebo sloufeninu vaZici se na receptor pro GLP-1,
zahrnujici chemicky konstruovanou molekulu, analogy peptidu
nebo agonisty GLP-1.

Vynadlezci  objevili, Ze podavani lidského GLP-1
zlepSuje nebo obnovuje odpovéd vylu&ovidnim inzulinu na malé
zmény nebo zvySeni glukézy v plazmé. V souladu s tim je
kompozice podle pfedkladaného vyndlezu uZitednad pro terapii
vedouci k normalizaci zhorSené tolerance ke glukéze.

Vynalezci zde demonstrovali, Ze infuze nizkych davek

GLP-1 mGZe zlep8it funkci P-bunék, aby vyludovaly inzulin v

odpovédi na zvydené hladiny glukézy v plazmé&. GLP-1 miZe

byt rovné&Z pouZit ke zlep3eni zachovéni funkce B-buné&k u
subjektd s IGT. Podavani GLP-1 také reguluje nebo
normalizuje modely vylucovani inzulinu, coZ zplsobi celkové
sniZeni inzulinu v plazmé pfi IGT. Tato normalizace
sniZenim zplsobi omezeni stavu rezistence k inzulinu
(inzulinové rezistence).

Termin "GLP-1“ oznacuje glukagonu “podobny peptid a
zahrnuje mimetika GLP-1 a tak, Jjak je pouZivan v kontextu
prekladaného vyndlezu, mlZe zahrnovat glukagonu podobné
peptidy a prfibuzné peptidy a analogy glukagonu podobného
peptidu-1, které se vaZi receptorovy protein pro glukagonu
podobny peptid-1 (GLP-1), takové jako je GLP-1 (7-36) amid
receptorovy protein, a maji odpovidajici biologicky efekt
na sekreci inzulinu, jako GLP-1 (7-36) amid, ktery Ije
nativni, biologicky aktivni formou GLP-1. Viz Goke, B and
Byrne, M, Diabetic Medicine, 1996, 13:854-860. Receptory

pro GLP-1 Jjsou bilkoviny na povrchu buné&k nalézajici se

Pessep
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napriklad na pankreatickych B-bunikach produkujicich
inzulin. Glukagonu podobné peptidy a analogy budou
zahrnovat druhy majici inzulinotropni aktivitu a které jsou
agonisty, tj. aktivuji receptorovou molekulu pro GLP-1 a
jeji druhou medidtorovou (messenger) aktivitu mimo jiné na
B-buniky produkujici inzulin. Agonisté, kteri vykazuji
aktivitu skrze tento receptor byli popsani 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.
l6th International Diabetes Congres 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). Glukagonu podobné molekuly
zahrnuji polynukleotidy jejichZ expresi vznikaji agonisté
GLP-1, tj. aktivatory receptorové molekuly pro GLP-1 a jeji
sekundarni mediatorové aktivity nachizejici se mimo jiné na
B-butikdch produkujicich inzulin. vLétky napodobujici
(mimetika) GLP-1, které jsou také agonisty PB-bunék,
zahrnuji napfiklad chemické slouleniny speéificky navrzené
k aktivaci receptoru pro GLP-1. Antagonisté glukagonu
podobného peptidu-1 Jjsou také zndmi, viz nap¥iklad
Watanabe, Y. et al., J. Endocrinol. 140(1):45-52 (1994), a
zahrnuji exendin (9-39) amin, analog exendinu, - ktery Je
u¢innym antagonistou receptorli pro GLP-1 (viz napt.
WO97/46584) . Nedavné publikace popisuji GLP-1 z &erné vdovy
(Black Widow GLP-1) a Ser? GLP-1, viz 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.

Néasledujici provedeni =zahrnuji chemicky syntetizované
glukagonu podobné polypeptidy a rovné&Z tak Jjakékoliv
polypeptidy nebo Jjejich fragmenty, kxteré jsou podstatné

homologni. "Podstatné& homologni", coZ se miZe vztahovat na
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nukleové kyseliny 1 sekvence aminokyselin, =znamenéd, Ze
sekvence urc¢itého subjektu, napfiklad sekvence mutantu, se
1i3i od referenc¢ni sekvence jednou nebo vice substitucemi,
delecemi (vynechadnimi) nebo adicemi (pfidanimi) a tyto
odliSnosti nezplUsobi nep¥iznivou zménu funkce dané sekvence
vzhledem k sekvenci referené¢ni. Pro ucely tohoto vynélezu
jsou za podstatné homologni povazZovadny sekvence majici
vét3i neZ 50% homologii a prednostné vét3i neZz 90%
homologii, ekvivalentni biologickou aktivitu v B-bufikdch se
zlepSenymi odezvami na hladiny glukézy v plazmé& a
ekvivalentni expresni charakteristiky. Pro ucely urcéovéani
homologie by mélo byt ignorovadno zkrdceni ©p¥irozené
sekvence. Sekvence, které maji menSi stupné homologie,
srovnatelnou biocaktivitu a ekvivalentni expresni
charakteristiky Jjsou povaZovany za ekvivalentni.

Savci GLP peptidy a glukagon jsou kédovény'stejnym
genem. V ileu je fenotyp zpracovadvan na dvé hlavni tF¥idy
GLP peptidovych hormonli, Jjmenovité GLP-1 a GLP-2. Jsou
znédmy Ctyri proteiny pfibuzné GLP-1, které jsou tvoreny z
fenotypovych peptidd. GLP-1 (1-37) m& sekvenci 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 amidovén
\Y% posttranslaénim procesu a vznikd GLP-1 (1-36) NH,, ktery
mé& sekvenci 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 (NHp) (SEQ.ID NO:2);
nebo je ménén enzymaticky a tvori se GLP-1 (7-37), ktery mé
sekvenci 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). GLP-1 (7-37) mGZe byt také
amidovan a vznikad GLP-1 (7-36) amid, ktery je ptfirozené se
vyskytujici formou molekuly GLP-1 a ktery m& sekvenci 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 prirozené formé je molekulou GLP-1.
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Stfevni L-buniky vylucuji GLP-1 (7-37) (SEQ. ID NO:3) a
GLP-1 (7-36) NH, (SEQ.ID NO:4) v poméru 1 ku 5 v uvedeném
potadi. Tyto =zkracené formy GLP-1 maji kratky polocas
Zivotnosti in situ, tj. méné nezZ 10 minut a Jsou
inaktivovdny aminodipetiddzou IV za vzniku 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),
resp. 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.
(NHz) (SEQ. ID NO: 6). Bylo spekulovano, 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 Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly
Arg (NHjy) (SEQ. ID NO: 6) ovliviiuji produkci jaterni
glukézy, ale nestimuluji produkci nebo uvolfiovani inzulinu
ze slinivky (pankreatu).

V jedech 2z je3té&rky korovce se nachdzi 6 peptidu,
které jsou homologni s GLP-1. Jejich sekvence Fsou v

tabulce 1 porovnany se sekvenci GLP-1.
Tabulka 1

a. HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKETFIAWLVEK
G R NH» : |

b. HS DGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLTE KN
GGPSSGAPPPS NH,

C DLSKQMEEEAVRLFIEWLZEKNGGTPS
S GAPPPS NH,

d. HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIETWLEKN
GGPSSGAPPP S NH

e. HS DATFTAEYSKLLAKLALQEKYLESTITLG
SSTSPRPPSS
f.HSDATFTAEYSKLLAKLALQKYLESTILG
S STSPRPPS

g. HS DAIFTEEYSKLLAKLALQEKYLASTITLG
S RTS PP P NH
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h. HSDAIFTQQYSKLLAKLALQEKYTLASTTLG
S RTS PP P 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=0%, Q° Helodermin(SEQ. ID NO:13)

Hlavni homologie, které wukazuje tabulka 1 jsou:
peptid ¢, resp. h je odvozen od peptidu b, resp. g. V8ech 6
pfirézené se vyskytujicich peptidd (a, b, ¢, d, e, g) je
homolognich v pozici 1, 7, 11 a 18. GLP-1 a exendiny 3 a4
(a, b, d) jsou dale homologni v pozicich 4, 5, 6, 8, 9, 15,
22, 23, 25, 26 a 29. V pozici 2 jsou A, S a G strukturné
podobné. V pozici 3 Jjsou =zbytky D a E (Asp a Glu)
strukturné podobné. V pozicich 22 a 23 jsou F (Phe) a I
(Ile) strukturné podobné s Y (Tyr), resp. L (Leu), v
uvedeném poradi. Podobn& v pozici 26 L a I jsou strukturné
ekvivalentni.

Tak z 30 zbytkd GLP-1 jsou exendiny 3 a 4 identické v
15 pozicich a ekvivalentni v 5 dalSich pozicich. Jediné
pozice, kde jsou evidentni radikalni strukturni zmény, jsou
na zbytcich 16, 17, 19, 21, 24, 27, 28 a 30. Exendiny maji
také 9 dalsSich zbytkd na karboxylovém konci.

Peptidy podobné GLP-1 mohou byt vyrobeny chemickou
syntézou peptidd na pevné f&zi. GLP-1 mOZe byt také vyroben
konvenc¢nimi rekombinantnimi technikami, které pouzivaji
standardnich metod, které popsali napf¥iklad Sambrook a
Maniaitis. "Rekombinantni”, tak Jjak je zde pouZivéano,
znamena, Ze protein pochdzi =z rekombinantnich (napriklad
mikrobialnich nebo sav&ich) expresnich systémd, které byly
geneticky modifikovany, aby obsahovaly expresni gen pro

GLP-1 nebo jeho biologicky aktivni analogy.
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Peptidy  podobné GLP-1 mohou byt izolovany a

purifikovany z kultur rekombinantnich bun&k metodami, které

zahrnuji, ale nejsou omezeny na sré&Zeni siranem amonnym
nebo etanolem, kyselou extrakci, chromatografii na mé&nic&ich
aniontd nebo kationt®, chromatografii na fosfoceluléze,
chromatografii s hydrofobni interakci, afinitni
chromatografii, hydroxylapatitovou chromatografii a
lektinovou chromatografii. Pro findlni purifikad&ni kroky
miZe byt vyuZita vysokou&innad kapalinova chromatografie
(HPLC) .

Polypeptidy predkladaného vyndlezu mohou byt p#irodni
purifikované produkty, nebo produkty postupti chemické
syntézy, nebo mohou byt produkovdny rekombinantnimi
technikami z prokaryotickych i eukaryotickych hostitelskych
bunék (naptiklad buniky bakterii, kvasinek, vy$sich rostlin,
hmyzi a sav&i bunky v kultufe nebo in vivo). V zavislosti
na hostitelskych bunkach pouzivanych pri postupu
vyuzZivajicim rekombinantni produkci, polypeptidy
pfedkladaného vyndlezu nejsou obecné glykosylované, ale
mohou byt glykosylované.

Aktivita GLP-1 miZe byt urc&ovéna standardnimi
metodami, obecn& postupy vySet¥ujicimi vazebnou aktivitu
vzhledem k receptoru, coZ =zahrnuje =zajidté&ni vhodnych
bunék, které exprimuji receptor pro GLP-1 na svém povrchu,
napfiklad bunédéné linie inzulinomu jako buiiky RINmSF nebo
buniky INS-1. Viz také Mojsov, S. (1992) a EP0708170A2.
Kromé mé&reni specifické vazby molekuly s radioaktivni
znackou na membradnu s pouZitim metod radioimunoanalyzy,
muZe byt také m&fena aktivita cAMP nebo produkce inzulinu
zavisla na glukdéze. V jedné metod® je polynukleotid
kédujici receptor predkladaného vyndlezu pouzit k
transfekci bunék, aby produkovaly receptorovy protein pro
GLP-1. Tak napfriklad mohou byt tyto metody pouZity pro
vyhleddvani  agonisty k  receptoru (latka vazici  se
specificky na dany receptor) kontaktovidnim takovych bunék
latkami z nichZ se vyhledavd a urcenim zda takové 1latky

generujil signdl, tj. aktivuji receptor.
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Pro pouziti v zde popsanych metodédch mohou byt pouZity

pro detekci ¢istoty a identifikaci peptidl podobnych GLP-1

polyklondlni a monoklonalni protildtky. Protildtky takové
jako ABGAl1178 detekuji intaktni ne3tépeny GLP-1 (1-37) nebo
na N konci zkraceny GLP-1 (1-37) nebo (7-36) amid. Jiné

protilatky jsou schopny detekce na Uplném C-konci molekuly

prekursoru postupem, ktery umoZfiiuje odeltenim vypo&itat

mnoZzstvi biologicky aktivniho zkrédceného peptidu, tj. GLP-1

(7-37) nebo (7-36) amidu (Orskov et al. Diabetes, 1993,
42:658-661; Orskov et al. J. Clin. Invest. 1991, 87:415-
423) .

Dals8i vyhleddvaci techniky zahrnuji pouZiti bunék,

které exprimuji receptor pro GLP-1, napfriklad CHO bufiky po

transfekci, v systému, ktery mé€¥i extraceluldrni pH (vné

bunky) nebo iontové zmény zpusobené aktivaci

byt

receptoru.

Potencidlni agonista mlZe napfiklad kontaktovdn s

bunkami, které exprimuji receptorovy protein pro GLP-1 a

miZe byt méfena druhotnd odezva, jako napfiklad transdukce

signalu nebo zmé&ny iontové sily nebo zm&ny pH, aby se

ur¢ilo zda je potencidlni agonista efektivni.

Receptorové proteiny vazici glukagonu podobny peptid-1

pouzivané v predkladaném vyndlezu mohou byt pouZity v
kombinaci S vhodnym farmaceutickym nosicem. Takova
kompozice zahrnuije terapeuticky efektivni mnozstvi
polypeptidu a farmaceuticky prijatelny nosic nebo
excipient. Takové nosie =zahrnuji, ale nejsou omezeny na
salinicky roztok, pufrovany salinicky roztok, dextrézu,
vodu, glycerol, etanol, laktdézu, fosfdt, manitol, arginin,

trehalézu a jejich kombinace. Tyto pripravky by mé&ly byt

vhodné pro podavadni a rychle zjistitelné témi, ktefi maji
potfebné dovednosti v tomto oboru. Peptid GLP-1 miZe byt
také pouZivan v kombinaci s &inidly, o kterych je znémo, Ze
zvy3ujl polocCas Zivotnosti peptidu in vivo, aby se zvysila

nebo prodlouzila biologickd aktivita Nap¥iklad

byt

podavanim kovalentné vazana molekula nebo chemicka skupina.

peptidu.

maze na kompozici podle vyndlezu pfed vlastnim

Alternativou Jje podavani ¢inidla zvysSujiciho polocas
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v

zivotnosti soub&Zné s kompozici. Dal8i moZnosti je, Ze

¢inidlo které miZe obsahovat molekulu o niZ je zndmo, zZe
inhibuje enzymovou degradaci peptidt jako GLP-1, miZe byt
podavéano soubé&iné& nebo az po podavani kompozice obsahujici
peptid GLP-1. takovd molekula miie byt podéna naptiklad
Usty nebo injeké&né.

GLP~1 miZe byt poddvan intravenézn& nebo injekEn& a
miZe byt podavén kontinudlné& nebo jednordzovou injekci.
Totalni podavani miZe byt soucasné s infuzi nebo injekci
glukézy 1 po ni a pfed ni. Mohou byt pouZity nasledujici

(I.V.)
(S.C.)

pro jednordzovou nitroZilni injekci

davky: pro kontinualni infuzi 0,1 pmol/kg/min aZz 10

pmol/kg/min a pro podkozZni 0,1 pmol/kg/min aZz 75

pmol/kg/min a (I.V.)
0,005 nmol/kg aZ 20 nmol/kg a pro jednordzovou podkoZni
(5.C.) 0,1 nmol/kg aZ 100 nmol/kg.

Kontinudlni aplikace peptidu GLP-1 je upfednostﬁovanou

injekci

metodou podavani. Nicméné& GLP-1 mGZe byt podano podkoZnég,

nitrosvalové, interperitonedlné, davkou S

hlubokym

injekéni

postupnym uvolfiovanim, vdechnutim do plic s

prodlouZenym uvolfiovadnim a rovn&Z nitroZilni a ustni cestou
nebo jinymi metodami.

U&inné lé&eni IGT také sniZuje riziko
kardiovaskuldrnich a mozkovych cévnich p¥ihod. To miZe byt
tedy prevenci zajistovanou pacientim kde je znamo vysoké

riziko takovych p¥ihod.

Popis obrazkd na vykresech

Obrézek 1 zndzoriiuje glukézu, inzulin a GLP-1 v odezvé
na podani 75 mg glukdzy uUsty u pé&ti subjektt se zhorZenou
(IGT e)

toleranci ke glukébze a u peti subjektd s neinzulin

dependentni diabetes mellitus (NIDDM ). Obrazek 1A ukazuije
vyznamnou glukézovou odezvu. Obrazek 1B ukazuje inzulinovou
odpoved. Obrazek 1C ukazuje odezvu GLP-1.

Obrazek 2

rychlosti inzulinu

ukazuje srovnani

(ISR)

vyznamnych vyludovacich
a vyznamnych koncentraci glukdzy v

kazdém subjektu bé&hem infuze glukdzy s infuzi salinického
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roztoku (0O) nebo infuzi GLP-1 (e). Obrazek 2A ukazuije
srovnani subjektd s IGT. Obrazek 2B ukazuje srovnani
subjekth s NIDDM.

Obrazek 3 ukazuje profil sekrece glukézy, rychlosti
sekrece inzulinu (ISR) a koncentrace inzulinu u dvou
subjektd s IGT, subjektd DOl a D02. Obrazky 3A a 3C ukazuji
odpovédi na infuzi salinického roztoku. Obrazky 3B a 3D
znazornuji odpovédi na infuzi s GLP-1.

Obrazek 4 zndzornuje srovnani  hladin  glukézy,
rychlosti vyluCovdni inzulinu (ISR) a hladin inzulinu u
dvou subjektd s NIDDM, subjektl D07 a D09. Obrazky 4A a 4C
ukazuji profily bé&hem infuze salinického roztoku. Obrazky
4B a 4D znézorﬁuji profily béhem infuze obsahujici GLP-1.

Obrazek 5 znazorfuje srovnani spektralnich analyz
vyluCovani inzulinu u subjektdh b&hem infuzi salinického
~roztoku a GLP-1. Vysledky znadzorn&né na levé strand
spektralni analyzy Jjsou subjekty s IGT. Vysledky ukdzané na
pravé strané spektrdlni analyzy jsou subjekty s NIDDM.

Obrazek 6 poskytuje srovnani normalizované sily
spekter béhem infuze salinického roztoku a béhem infuze
GLP. Obrazek 6A ukazuje srovnani normalizované spektrélni
sily bé&hem infuze salinického roztoku a bé&hem infuze GLP-1
u subjektd s IGT (D02). Obrézek 6B ukazuje srovnani
normalizované spektrdlni sily béhem infuze salinického
roztoku a infuze obsahujici GLP-1 u subjektti s NIDDM (DO7).

Priklady provedeni vynalezu

Néasledujici priklady dale ilustruji aspekty
pfedloZeného vyndlezu. Nicméné tyto priklady nemaji byt v
zadném pripadé bréany jako omezeni mySlenek a =zjisténi
ptedkladaného vyndlezu na omezeni dand pf¥iklady, pokud jde
o rozsah.

Studie zde popsané byly provadény na 10 subjektech,
které byly rozdé&€leny do dvou skupin na z&kladé odezvy
jejich plazmatické glukdézy na test tolerance ke glukédze

podané usty (oral glucose tolerance test) pfi pouZiti
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kritérii Svétové zdravotnické organizace (21) pro
definovéni stupné intolerance ke glukdze. P&t subjektd m&lo
IGT a peét NIDDM. Pohlavi, vék, index té&lesné hmotnosti
(BMI), zadkladni (bazalni) hladiny glukézy na lacno,
dvouhodinovd glukéza, inzulin na la&no a HBAlc pro kazdy
subjekt jsou uvedeny v tabulce 2. Subjekty s diabetes byly
stars$i neZ subjekty s IGT, ale skupiny byly vyrovnané co se
tyCe BMI. Primérné hladiny glukézy na ladno a koncentrace
glykosylovaného hemoglobinu byly ve skupiné& s IGT ni®8i ve
srovndni se skupinou s NIDDM. Hladiny inzulinu na la&no se

mezi obé&ma skupinami nelidily.

Tabulka 2
Zakladni klinické parametry subjektl s IGT a NIDDM
id. pohlavi | wvék BMI gluk. 2 h inz.na | glyko
ozn. . na gluk. | la¢no | hemo-
lac¢no (mM) (pmol/ | glob.
(mM) ‘ - 1)
IGT
DO1 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
DO5 M 46 38,2 6,14 11,06 92,88 |6,5
prum. 47,8 30,7 £(5,92 9,98 67,3 6,04
+s.o0. +1,7 2,2 +0,07 |%0,37 |[%10,0 |4015
NIDDM
D06 M 53 26,4 8,81 le,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 15,9
D09 M 53 27,8 6,86 18,66 47,88 7,7
D10 M 66 23,9 8,34 12,9 24,84 18,1
prum. 58,6 28,1 7,71 14,83 44,5 7,12
ts.o. +2,5 1,7 0,39 |[+1,29 |+10,0 |#0,39
hodn. pP< P= P < P < P = P <
P 0,009 | 0,36 0,002 |0,007 |0,15 0,04
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0,009 0,002 {0,007 0,04
Hladiny glukézy v  plazmé Dbyly mé&feny metodou
vyuzivajici glukéza oxidazu (YSI, 1500 G, Schlag Company,
Bergish-Gladbach, Né&mecko). Koeficient variace této metody

byl <2%. Inzulin v plazmé byl m&fen s pouZitim Abbottovy

mikroCasticové enzymové imunoanalyzy. Primé&rny koeficient

variace uvnitf# hodnoceni byl 5 %. C-peptid v plazmé& byl
Faber OK, Binder C,

Blix P,

méfen jak jiZ bylo popsdno v (22),
Heding Lg, Naithani VK,

Rubenstein AH:

Markussen J,
DL,

Kuzuya H,
Characterization of seven c-
Suppl 1:170-177, 1978.

limit citlivosti stanoveni byl 0,02 pmol/ml a koeficient

Horwitz

peptide antisera,Diabetes 27, Dolni

)

variace uvnitf stanoveni v pruméru 6 %. Glukagon byl mé&ren

pomoci komercné& dostupného kitu pro radioimunocanalyzu
(Biermann, Bad Nauheim, Né&mecko) a koeficient wvariace
uvnit¥ stanoveni byl v priméru 8 %. IR-GLP-1 byl mé&fen s
pomoci specifické polyklondlni protildtky GA 1178 (Affinity
Research, Nottingham, UK) (23). Ta vykazovala 100%

reaktivitu s GLP-1 (1-36) (7-36)

Imunoreaktivni materidl podobny GLP-1 byl odstrané&n

amid a se zkracenym GLP-1
amid.
ze vzorku plazmy na naplnich C-18 s vyuZitim acetonitrilu

pro eluci vzorka. Detekéni limit stanoveni byl 2 fmol/tuba.

Antisérum nevykazovalo kfiZové reakce s GIP, pankreatickym

glukagonem, glicentinem, oxyntomodulinem nebo  GLP-2.

Koeficienty variace uvnit¥ a mezi stanovenimi

10,4

&inily 3,4 %,

Q
o

resp.

V8echny vysledky Jjsou vyjadfeny jako primé&r =+ SEM

(smérodatnd odchylka, s.o.). Analyza dat byla provadé&na s

pouZzitim statistického analytického systému (SAS Version 6
Edition, SAS Institute,
NC) .

infuze GLP-1 byl

for Personal Computers, Inc., Cary,

Vyznam rozdild wuvnit¥ jednotlivych indukci pomoci

stanoven s pouZitim parovych t testt.

Rozdily byly povazZovany za vyznamné pokud bylo P<0,.05.

Byly pouZity standardni kinetické parametry

odstranéni

pro

(clearance) C-peptidu upravené pro vék, pohlavi




17 ¢

a povrch téla
Polonsky KS.

(24),

Odhad rychlosti vylu¢ovédni inzulinu z hladin

Van Cauter E, Mestrez F, Sturis J,

C-peptidu: srovnani individudlnich a standardnich

kinetickych parametrd pro odstranéni C-peptidu:
41:368-377, 1992.

Diabetes
Tyto parametry byly pouZity pro odvozeni
ISR z koncentraci C-peptidu v plazm& pomoci dekonvoluce,
bylo (25,26), v 15

intervalech, coZ odpovidalo intervalim mezi odbéry vzorkl

jak jizZ popsano v minutovych
krve.

diabetes dietou s
D07,

podavanym hypoglykemickym p¥ipravkem,

Subjekty s byly 1léc&eny pouze

vyjimkou subjektu ktery byl dfive 1éCen ustné

jehoZz podavani bylo
preruSeno 4 tydny pred studii. Zadnému z diabetickych
pacientd nebyl nikdy podén inzulin. U v8ech subjektl byla
dva tydny pfed studii zahdjena dieta na udrZeni hmotnosti
obsahujici prinejmensim 200 g karbohydrata denné&.

Kazdy subjekt byl

studie

sledovan ve tfech odd&lenych

12
trvajicim hladovéni pfes noc zainajicim v 0700, pokud neni

Na kazdé

pfipadech. VSechny byly provddény po hodin

uvedeno leZicich

predlokti

jinak,
byl

odebirani vzorkG krve a druhy pro podavéani glukézy a GLP-1

v pripadé subjekta.

umistén intravenézni katetr, jeden pro

podle potfeby. P¥i vSech experimentech byla ruka se

vzorkovacim katetrem udrZovdna ve vyh¥ivané prikryvce, aby

se zajistila arterializace 2Zilni krve. V nasledujicich

ptikladech byl GLP-1 podavén subjektim ve formé& GLP-1 (7-

36) amid.

P¥iklad 2 (Test na toleranci k ustné podavané glukébze)

Byly odebiradny vzorky krve pro m&feni glukédzy, C-

peptidu, inzulinu, glukagonu a GLP-1 v 30 minutovych

intervalech po dobu 120 minut, potom co bylo podano 75 mg
Mannheim, Némecko).
(AUC)

glukagon a GLP-1.

glukdézy (Boehringer Mannheim, Byly

od 0 do 120 minut

Koncentrace glukdzy

vypocteny zmény ploch pod kFivkou

glukdzu, C-peptid,

byly pouZity pro definovadni stupné intolerance ke glukdze

podle kritérii svétové =zdravotnické organizace (WHO).
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Odezva skupiny s IGT a s NIDDM na dstné& podanou glukézu je
shrnuta v tabulce 3.

Odezvy glukézy, inzulinu a GLP-1 u subjektd po podani
75 mg glukézy ukazuje obrdzek 1. Hodnota AUC pro glukézu od
0 do 120 minut byla niZ3i ve skupin& s IGT, ale AUC pro
inzulin, C-peptid, glukagon a GLP-1 se nelisily.

Tabulka 3

Odezva na glukdézu podanou usty

2 h AUC IGT n=5 NIDDM n=5
glukdza 1290 £ 41 1628 = 76*
(mM. min/1) ‘

inzulin 53.750 + 10.648 26.083 = 10.047
(pmol.min/1) »

C-peptid 293 + 40 180 = 48
(pmol. min/1)

glukagon 8130 + 1324 6858 = 920
(ng. min/1) .
GLP-1 805 £ 141 983 £ 111
(pmoi. miﬁ/l) |

P<0,05 pro IGT vs NIDDM

KdyZz byly priméry ISR vyneseny proti prﬁmérn?m‘

hladinam glukézy, bylo pozorovéno, Ze GLP-1 zplsobuije
vyznamné sniZeni hladin glukdézy bez vyznamnéjdich zmé&n

primérd rychlosti vyludovani inzulinu (obrazek 2).

Priklad 3 (podavani oscilujici glukézové infuze)

Periferalni podavéni glukdézy v oscilujicim médu
zpusobilo pravidelné oscilace glukézy v plazmé. \%
norméalnich subjektech jsou B-buiky schopné detekovat a
odpovidat na opakované zvy3ovani a sniZovani koncentrace
glukdzy soubéiZnymi zménami vyludovani inzulinu. Toto

upraveni oscilaci vylu€ovéni inzulinu v zA&vislosti na
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oscilacich glukézy se nazyvd "vyskoleni" (entrainment).

Nedostatek vySkoleni na glukézu Jje projevem dysfunkce B-
bunék u osob s IGT a mirnym NIDDM.

Pouzili  jsme protokol nizko davkové oscilujici
glukézové infuze, protoZe dJe to velmi citlivy test
schopnosti f-bunék vnimat a odpovidat na malé zmény
koncentraci plazmatické  glukdzy. Tento test zkousi
integritu zpétnovazebné smycky spojujici glukézu a
vylucovani inzulinu. Normdlni odpov&d vyZaduje neporudenou
schopnost vnimat glukédzu.

Aby se urc¢ilo, zda byly p-buiky schopné detekovat
oscilace glukbézy a odpovidat na né&, byla infuze glukézy
provadéna v oscilaénim médu s malym objemem salinického
roztoku po dobu 12 ‘hodin. Amplituda poddvanych oscilaci
byla 33 % nad a pod prumérnou hodnotu 4 mg/kg/min a jejich
periodicita ¢inila 144 minut.

Aby se stanovil U€inek GLP-1 na schopnost B-bunék
odpovidat na oscilace glukézy, byla infuze glukézy
provadéna stejnym zpusobem a GLP-1 'bylo infuzovano
konstantni rychlosti 0,4 pmol/kg/min po celych 12 hodin.
KaZdad studie se sklédala z polatelni dvouhodinové periody
(0700-0900), aby mohlo byt dosaZeno ustdleného stavu. Potom
bylo pokraCovédno naslednou periodou trvajici 10 hodin
(0900-1900), béhem které byly v 15 minutovych intervalech
odebirdny vzorky krve pro stanoveni glukébézy, inzulinu, C-
peptidu a glukagonu a v 60 minutovych intervalech pro
stanoveni GLP-1.

Prim&€rné hladiny glukézy byly vyznamn& niZ$i v obou
skupindch p#¥i infuzi GLP-1 ve srovnani s infuzi soli, s
pramérnym poklesem 2,4 * 0,6 mM u subjektd s IGT (P<0,02) a
5,2 = 0,5 mM u diabetikt (P<0,0005). Navzdory vyznamnému
sniZeni koncentrace plazmatické glukdzy, nebyly u obou
skupin priméry ISR vyznamné odli3né b&hem infuze GLP-1 ve

srovnani s infuzi salinického roztoku (tabulka 4).
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Tabulka 4

Prumérné odezvy glukézy a ISR na 12 hodinovou infuzi

soli nebo GLP-1

id. ozna&. |pruam.gluk. |[prim.gluk. |[pr@m. ISR prim. ISR
12 h inf. |12 h inf. |12 h inf. 12 h inf.
salin. GLP-1 salin. GLP-1

IGT

DO1 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

pramér 8,79 6,35 572,1 654, 2

ts.o +0, 56 +0,08 +116,1 +152,1

NIDDM

D06 16.73 11.53 232.3 477.7

D07 17.28 10.51 640.3 715.4

D08 9.94 6.24 615.6 487.7

D09 13.95 8.84 366.5 1412.5

D10 15.05 9.90 346.2 448.9

pramér 14.59 9.40 440.2 508

ts.o +1.3 + 0.9* +80.1 +53.4

*P<0,05, podle parového t testu, odkazuije

mezi infuzi salinického roztoku a GLP-1.

Primérné

hladiny

inzulinu

béhem .

infuze

GLP-1

ke srovnéni

ve

srovnani s infuzi salinického roztoku byly'také zachovany;
zvysily se o 102 * 90 pmol/l s P=0,32 u subjektad s IGT a o
7 % 12 pmol/L s P=0,56 u subjektt s NIDDM. Primé&rné hladiny

glukagonu se také neli§ily b&hem infuze GLP-1 ve srovnhani s

infuzi salinického roztoku (39,3 * 5,4 pg/ml proti 39,4 +
5,9 pg/ml; P=0,94) u subjektd s IGT (46,4 + 3,2 pg/ml proti
42,8 * 5,4 pg/ml; P=0,4) u subjektd s NIDDM. Hladiny GLP-1
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dosaZené béhem infuze GLP-1 byly 15,46 * 4,6 pmol/l ve
srovnani s 2,0 * 0,8 pmol/l béhem infuze salinického

roztoku. (P<0,001). Tyto urovné odpovidaji postprandidlnim

fyziologickym hladiném.

P¥iklad 4 (vztah mezi glukézou a ISR u jednotlivych
subjektd s IGT)

V. normalnich subjektech je kaZdy puls (ndhld zmé&na
koncentrace) glukbézy uzce spojen s pulsem ISR (odpovéd
sekreci inzulinu). Jak jiZ bylo ukdzdno, je toto spojeni u
subjektd s IGT poSkozeno. Profily glukézy a ISR bé&hem
oscilujici glukézové infuze salinického roztoku 9jsou od
jednoho reprezentativniho subjektu s IGT, D02 ukazény v
obradzku 3A a 3C. Tyto vysledky demonstruji, Ze u subjektt s
IGT se béhem infuze salinického roztoku ztraci tuzké spojeni
mezi glukédzou a ISR a dochdzi k mnoha oscilacim v ISR,
které nezavisi na glukéze. V pritomnosti fyziologickych
postprandialnich hladin GLP-1 (obrazky 3B a 3D) je model
odpovédi vyluCovanim inzulinu na glukézu zlepSen u subjektt
s IGT tak, zZe kazdy puls glukézy je né&sledovan pulsem v
ISR. Tak GLP-1 zlepSuje schopnost B-bun&k reagovat na

exogenni infuzi glukdézy u subjektt s IGT.

Pfiklad 5 (Vztah mezi glukézou a ISR u jednotlivych
subjektd s NIDDM)

Obrazek 4 wukazuje profily glukdézy i ISR jednoho
subjektu s NIDDM, DO7. Ve znatelném protikladu k subjekttm
s IGT, navzdory sniZeni koncentraci plazmatické glukédzy a
zachovani ISR nebyl béhem infuze GLP-1 =zlep3en model
odpoveédi sekreci inzulinu na glukdzu (obrazky 4B a 4D) s
mnoha  pfetrvavajicimi oscilacemi ISR nezavislymi na
glukéze. Profily glukdézy a ISR bé&hem oscilujici glukézové

infuze salinického roztoku ukazuji obrazky 4A a 4C.

L ]
(XXX Y ]
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Priklad 6 (efekt GLP-1 na spektralni silu v IGT a

NIDDM)

Aby se zjistilo, zda byla u jednotlivych subjektl
pomoci glukézy "nacvicéena" sekrece inzulinu, byly aktualni
profily sekrece inzulinu analyzovény spektralni analyzou.
Analyza spektrdlni sily byla pouzZita k hodnoceni
pfitomnosti uzké vazby mezi oscilacemi koncentraci glukézy
a oscilacemi v ISR. Tato metoda hodnoti pravidelnost
oscilaci sekrece inzulinu p¥i predem stanovené frekvenci.
Spektralni piky odpovidaji dominantni periodicité& a vysky
pikt odpovidaji spektralni sile. Kazdé spektrum bylo
normalizovano s ptfedpokladem, Ze totdlni variance kazdé
série je 100 % a bylo vyjad¥eno jako normalizovana
spektralni sila.

Prim&rna normalizovand spektrdlni sila pro glukézu u
subjektd s IGR ¢inila 11,2 * 1,5 b&hem infuze salinické&ho
roztoku a 13,2 * 1,6 bé&hem infuze s GLP-1 (P=0.19) a u
subjekt s NIDDM 6,5 * 1,8 bé&hem infuze salinického roztoku
a 9,8 £ 0,7 bé&hem infuze s GLP-1 (P=0,18). Obrazek 5 jasn&
demonstruje, Ze infuze GLP-1 u subjektd s IGT zlepéila
odpoveédi sekreci inzulinu na oscilace plazmatické glukézy,
coz vedlo k vét3imu stupni "nacvi&eni" sekrece inzulinu v
odpovédi na glukézu. Tento G&inek byl kvantifikovan
srovnanim normalizované spektralni sily profild wvyludovani
inzulinu. Spektralni sila pro ISR se zvy$ila z 2,9 + 1,4
béhem solné infuze na 8,9 + 1,7 b&hem infuze GLP-1;
(P<0,006) a nebyla zmé&né&na u subjektd s NIDDM (1,1 £ 0,5 na
1,5+ 0,8; P=0,06).

Spektralni analyza oscilujicich glukézovych profilt
potvrdila existenci pikd v spektru plazmatické glukdézy ve
144 minutdch odpovidajicich period& exogenni glukézové
infuze. Jednotlivé spektralni sily pro glukédzu a ISR v
jednom subjektu s IGT (obrazek 6A) a v jednom subjektu s
NIDDM (obrazek 6B) béhem solné infuze a b&hem infuze GLP-1
jsou ukdzany v obrazku 6. Tato data odpovidaji dattm, ktera

ukazuji obrazky 3C a 3D a obrazky 4A a 4B. Spektralni sila
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se zvydila z 0,6 na 8,9 u subjektu s IGT a byla minimalné
zménéna z 0,28 na 1,51 u subjektu s NIDDM. Piky se ve
spektru plazmatické glukdézy objevily ve 144 minutach. Bé&hem
solné infuze se dominantni spektralni pik pro ISR
nevyskytoval ve 144 minutdch, ale spise byl v 0,2.
spektrdlni sila s infuzi GLP-1 &inila 1,5.

Béhem infuze salinického roztoku bylo Spatné
"vycviceni " (obr. 3A), cCemuZ odpovida, Ze spektridlni sila
pro ISR ve 144 ¢inila 0,6. Bé&hem infuze GLP-1 (obr. 3B) se
periodicita dominantniho spektralniho piku v ISR
vyskytovala ve 144 minutéch, coZ demonstruje, %e GLP-1
zpusobilo vycviéeni B-bunék v tomto subjektu.

Primérnd hodnota' normalizované spektralni sily v
kontrolnich subjektech (index té&lesné hmotnosti tj. BMI
28,3) s normdlni toleranci ke glukéze &inila 7,2 * 0,6(9).

Vysledky této studie ukédzaly, Ze kontinudlni infuze
fyziologickych postprandidlnich hladin GLP-1 redukovaly
koncentrace plazmatické glukézy a stimulovaly sekreci
inzulinu u subjektl s IGT a NIDDM. Nejdilezit&jsi je, :zZe
GLP-1 obnovil schopnost f-bun&k vnimat a odpovidat na
plazmatickou glukdzu ve vSech subjektech s IGT
(kvantifikovdno normalizovanou spektralni silou), s ménici
se odpovédi u subjektl s jiZ rozvinutym stavem NIDDM.

MoZny mechanismus, kterym je u B-bun&k zlep3ena funkce
pomoci GLP-1 zahrnuje regulaci prvkd citlivych ke glukéze,
eliminace glukotoxicity a =zlepSeni inzulinové rezistence.
GLP-1 a glukéza uplatifiuji synergickou inzulinotropni akci
na P-bunfikdch zahrnujici stimulaci tvorby cyklického AMP,
vylucovani inzulinu, biosyntézu inzulinu a expresi genu
kdédujiciho proinzulin.

Tyto priklady ukazuji, Ze kontinudlni infuze
fyziologickych hladin GLP-1 sniZuji koncentrace plazmatické
glukdézy a stimuluji vyluCovani inzulinu u subjektd s IGT a
NIDDM. NejdhleZzit&jsi je, Ze GLP-1 obnovuje schopnost PB-
bunék vnimat a odpovidat na malé zm&ny koncentraci

plazmatické glukézy u subjektld s IGT a jen s promé&nlivou
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odezvou u subjektd s NIDDM. U subjektd s IGT jsme
pozorovall vyznamné zvySeni spektrdlni sily méfeni funkce
B-buné&k, které nezaviselo na nastaveni pro zmény citlivosti

k inzulinu.
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<400> 3
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1 5 10

Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
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Glu Ala Val Arg
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His Ser Asp Ala
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Leu Ala Leu Gln Lys Tyr Leu Glu Ser Ile Leu Gly Ser Ser Thr Ser

20 25 -30

Pro Arg Pro Pro Ser
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<400> 12
His Ser Asp Ala Ile Phe Thr Glu Glu Tyr Ser Lys Leu Leu Ala Lys
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Leu Ala Leu Gln Lys Tyr Leu Ala Ser Ile Leu Gly Ser Arg Thr Ser
20 25 30
Pro Pro Pfo

35
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<400> 13
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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 00-9%’/%
1. Kompozice, vyznacuijici s e tim,

Ze zahrnuje slouceninu, kterd se vaZe na receptor pro "GLP-
1", a farmaceuticky nosi&, pficemZ je uvedend sloulenina
pritomna v mnoZstvi efektivnim pro zvy3eni citlivosti a
odpovédi pankreatickych pB-bunék na zmé&ny v plazmatické
glukéze, méreno ¢asovanim a sekreci inzulinu v odpové&di na
zvysenou plazmatickou glukbézu u <Elovéka se =zhordenou

toleranci ke glukébze.

2. Kompozice podle naroku 1, vyznadcuijicdi

s e tim, Ze slou¢enina vazZici se na receptor je
zvolena jako (a) peptid, ktery zahrnuje aminokyselinovou
sekvenci glukagonu podobného peptidu-1, nebo (b) wvariantni
peptid zahrnujici aminokyselinovou sekvenci, kterd se liéi
od sekvence glukagonu podobného peptidu-l jednou nebo vice

substitucemi, delecemi nebo inzercemi.

3. Kompozice podle naroku 2, vy znadcuijici
s e t im, Ze receptor vaZici sloudenina je glukagonu

podobny peptid-1.

4. Kompozice podle nadroku 2, v y znadcuijicli
s e t im, Ze receptor vaZici sloufenina je glukagonu
podobny peptid-1 (7-37), ktery m& sekvenci 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).

5. Kompozice podle ndroku 2 , vyznadcuijicdi
s e t im, Ze receptor vadZici sloucenina je glukagonu
podobny peptid-1 (7-36) amid, ktery mé& sekvenci 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).
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6. Kompozice podle ndroku 2, vy znacdcuijici

z z

s e t im, Ze receptor vadZici sloucenina je variantni

peptid, v kterém se kombinace substituci, deleci a inzerci

v sekvenci aminokyselin neliSi vice neZ 10 aminokyselinami

od aminokyselinové sekvence glukagonu podobného peptidu-1.

¢

7. Kompozice podle naroku 1, vyzna<dcduijicdi

s e tim, Ze dale zahrnuje <¢inidlo, které zvy3uje

poloc¢as zZivotnosti sloucCeniny in vivo.

8. Kompozice podle naroku 1, vyznadcuijicdi
s e tim, ze vazic

receptor i slou¢enina je

exprimovana polynukleotidem.

2

9. Kompozice podle ndroku 1, vyznadcuijicdi

2

s e t im, Ze receptor vaiZici sloucenina je organické

molekula, jejiZ molekulovd hmotnost nep¥esahuje asi 5000.

10.

glukéze,

Zpisob 1léceni jedince se zhorSenou toleranci ke

~

vyznadcuijici ‘s e tim, Ze

zahrnuje podavani kompozice zahrnujici sloudeninu vaZici se
na receptor pro glukagonu podobny peptid-1l a farmaceuticky

nosi¢ wuvedenému Jjedinci, kde uvedend kompozice obsahuje

mnozstvi uvedené slouceniny efektivni pro zvy3eni

pravidelnosti inzulinovych odpovédi a  jejich amplitudy v
reakci na zmény v plazmatické glukébze.
11. c i

Zplisob podle naroku 10, vy znaduiji

s e tim, jako

(a)
glukagonu podobného peptidu-1,

Ze receptor vaZici sloucenina vybrana
aminokyselinovou sekvenci

(b)

peptid, ktery =zahrnuje

nebo variantni peptid

zahrnujici aminokyselinovou sekvenci, kterd se 1i3i od

sekvence glukagonu podobného peptidu-l jednou nebo vice

substitucemi, delecemi nebo inzercemi.
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12. ZpGsob podle naroku 11, vy znac¢uijici

. L]
ces o009 LX ] L2 A K] L

s e t i m, Ze receptor vazici sloucenina je glukagonu

podobny peptid-1.

13. Zplsob podle naroku 11, vy znacduijici
s e t i m, Ze receptor vadiici slouCenina je glukagonu
podobny peptid-1 (7-37), ktery ma sekvenci 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) .

14. Zplsob podle nédroku 11, vyznacduijicdi
s e t im, Ze receptor vaZici sloucdenina je glukagonu
podobny peptid-1 (7-36) amid, ktery md sekvenci 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 (NHjp)
(SEQ.ID NO:4).

15. ZplGsob podle ndroku 11, vyznaduijici

s e t i m , Z2e receptor vazZici sloucenina je variantni
peptid, v kterém se kombinace substituci, deleci a inzerci
v sekvenci aminokyselin neli3i vice neZ 10 aminokyselinami

od aminokyselinové sekvence glukagonu podobného peptidu-1.

16. Zpusob podle ndroku 10, vyznaduijicdi
s e tim, Ze receptor vazici slou¢enina je

exprimovadna polynukleotidem.

17. Zpusob podle naroku 10, vyznacuijici
s e t im, Ze receptor vazZici sloucenina je organickéa

molekula, jejiZ molekulovd hmotnost nepfesahuje asi 5000.

18. Zpusob podle naroku 10, vyznacuijicli
s e tim, Ze krok podavani Jje vybradn =ze skupiny

sestavajici ze zpuasobu: intravendézniho, podkozniho,
vnitrosvalového, interperitonedlniho, injekéni dévky s

dlouhotrvajicim uvolnovanim, hlubokym vdechnutim plicemi s

eeU
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dlouhotrvajicim uvolnovanim, UGstniho a podani pomoci

naplasti.

19. Zplsob podle naroku 10, vy znacduiji i

0N

C
s e tim, Ze dale zahrnuje poddvani ¢&inidla, kter

zvySuje polocas Zivotnosti in vivo uvedené receptor vazici

slouceniny.
20. Zplusob podle ndroku 19, vyznadcuijici
s e t im, Ze uvedené <&inidlo je podavadno soub&Zné& s

z

kompozici.

21. Zpusob podle naroku 19, vyznadcuijicdi
s e t 1im, Ze uvedené je &inidlo kovalentné& vazano na
receptor vazici slouceninu. '

22. Zpusob podle naroku 18, vyznacuijici
s e t im, Ze nitroZilni podavani je v rozmezi davky
od asi 0,3 do asi 2,0 pmol/kg za minutu.

23. zplsob podle naroku 18, vyznadc¢uijici
s e tim, Ze kontinudlni podkoZni podavani je v

rozmezi davky od asi 1,0 do asi 20,0 pmol/kg za minutu.

24. Zpusob lé&eni <&lovéka se zhor3enou toleranci ke
glukodze, vyznadcuijici s e t im, ze
zahrnuje podavani kompozice obsahujici sloudeninu, kterd se
vaze na receptor pro glukagonu podobny peptid-1l, a
farmaceuticky nosicg, clovéku, kde uvedend  kompozice
obsahuje mnozstvi uvedené slouceniny efektivni pro
zpomaleni nebo zabrdnéni ztraté kontroly plazmatické
glukézy a vzniku diabetes mellitus nezavisejici na
inzulinu.

25. ZpUsob podle naroku 24, vyznacuijici

s e t im, Ze receptor vazici sloucdenina vybréana jako

(a) peptid, ktery zahrnuje aminokyselinovou sekvenci
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glukagonu podobného peptidu-1, nebo (b) variantni peptid

zahrnujici aminokyselinovou sekvenci, kterd se 1isi od

sekvence glukagonu podobného peptidu-l jednou nebo vice
substitucemi, delecemi nebo inzercemi.

26. Zpusob podle néaroku 25, vyznadcuijici
s e t im, Ze receptor vaiici sloucenina je glukagonu

podobny peptid-1.
27. Zpusob podle néaroku 25, vyznacuijilcli

s e t im, Ze receptor vaZici sloucenina je glukagonu

(7-37), ktery m& sekvenci 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).

podobny peptid-1

28. Zpusob podle néaroku 25, vyznadcuijici

s e t 1im, Ze receptor vdZici sloucenina je. glukagonu
(7-36)
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 (NHjy)

(SEQ.ID NO:4).

podobny peptid-1 amid, ktery md sekvenci His Ala Glu

29.

t im,

Zpisob podle néaroku 25, vyznadcuijici

s e Ze receptor vazici sloucenina je variantni

peptid, v kterém se kombinace substituci, deleci a inzerci

\% sekvenci aminokyselin nelisi vice nez

od

péti

aminokyselinami aminokyselinové sekvence glukagonu

podobného peptidu-1.

30. Zpusob podle néaroku 24, vyznacdcuijici

s e £t im, Ze je receptor vazici sloucCenina

exprimovana polynukleotidem.
31. Zpusob podle naroku 24, vyznadcuijici

s e t im, Ze receptor vaZici sloucenina je organicka

molekula, jejiZ molekulovd hmotnost nepfresahuje asi 5000.
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32. Zpisob podle naroku 24, vyznac¢cuijicdi
s e t im, Ze krok podavani je vybran =ze skupiny
sestédvajici ze zpusobu: intravendzniho, podkoZniho,
vnitrosvalového, interperitonedlniho, injekéni davky s
dlouhotrvajicim uvolnovéanim, hlubokym vdechnutim plicemi s
dlouhotrvajicim wuvolnovanim, Ustniho a podani pomoci
nadplasti.
33. Zpusob podle naroku 32, vyznadcuijici
s e t im, Ze nitroZilni podavéni je v rozmezi davky
od asi 0,1 do asi 10 pmol/kg za minutu.
34. Zpusob podle naroku 32, vyznadcuijici
s e tim, Ze kontinudlni podavéni pod kazi Je v

rozmezi davky od asi 0,1 do asi 75,0 pmol/kg za minutu.

‘ 35. Zplsob 1léc¢eni jedince se zhorSenou toleranci ke
glukéze, vyznadcuijici s e tim, Ze
zahrnuje podavani kompozice obsahujici slouceninu, kterad se
vaZze na receptor pro glukagonu podobn§ peptid-1, a
farmaceuticky nosi¢ tomuto jedinci, kde uvedend kompozice
obsahuje mnoZstvi uvedené slouceniny efektivni pro zlepSeni
"vySkoleni" PB-bunék, aby vylucovaly inzulin v odpové&dich na

exogenni oscilace glukézy.

36. Zpusob 1léceni jedince se zhorSenou toleranci ke
glukéze, vyznadcuijici s e tim, Ze
zahrnuje podavani kompozice obsahujici slouleninu, kterd se
vdZe na receptor pro glukagonu podobny peptid-1l, a
farmaceuticky nosi¢ tomuto jedinci, kde uvedend kompozice
obsahuje mnoZstvi uvedené slouleniny efektivni pro zlepSeni
normalizace modelu vyludovani inzulinu  pfri zhorsené

toleranci ke glukéze.

37. Zpusob léc¢eni jedince se zhorSenou toleranci ke

glukéze, vyznadcuijici s e tim, e




39 .

zahrnuje podévani kompozice obsahujici slouceninu, ktera se

vaZe na receptor pro glukagonu podobny peptid-1l, a

farmaceuticky nosi& tomuto jedinci, kde uvedena kompozice
obsahuje mnoZstvi uvedené sloucCeniny efektivni pro sniZeni

hladin inzulinu v plazmé& u jedince se zhorSenou toleranci

ke glukéze.

38. Zpusob léZeni jedince se zhorSenou toleranci ke
glukodze, vyznac¢cuijici 5 e tim, Ze
zahrnuje podavani kompozice obsahujici slouceninu, ktera se

va’e na receptor pro glukagonu podobny peptid-1, a

farmaceuticky nosi& tomuto jedinci, kde uvedena kompozice
obsahuje mnoZstvi uvedené slouleniny efektivni pro sniZeni

inzulinové rezistence u jedince se zhorSenou toleranci ke

glukdze.

39. Zpusob lé&eni jedince se zhorSenou toleranci ke
glukéze, vyznacujici s e tim, Ze
zahrnuje podavéni kompozice obsahujici sloueninu, ktera se

vaZe na receptor pro glukagonu podobny peptid-1l, a

farmaceuticky nosi& tomuto jedinci, kde uvedend kompozice
obsahuje mnoZstvi uvedené slouceniny efektivni prb zlepsSeni
pravidelnosti inzulinovych odpov&di a jejich amplitudy v
reakci na zmény v plazmatické glukbdze a pro redukci hladin

inzulinu v plazmé.

40. Zpusob 1léc¢eni Jjedince, JjehoZz symptomy indikuji
zvySené riziko mozkové cévni prihody,
vyznadcuijici s e tim, ze zahrnuje

podavani kompozice obsahujici slouceninu, ktera se vaze na

receptor pro glukagonu podobny peptid-, a farmaceuticky

nosi& tomuto Jjedinci, kde wuvedend kompozice obsahuje
mnozstvi uvedené sloueniny efektivni pro zlepdeni
pravidelnosti inzulinovych odpovédi a jejich amplitudy v

reakci na zm&ny v plazmatické glukéze a pro redukci hladin

inzulinu v plazmé.
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