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KIRJELDUS

LEIUTISE ALA

[0001] Leiutises ksitletakse tildiselt metabolismihiirega seotud haigusseisundite ravimee-
todeid ja materjale ning tdpsemalt teatud aminohapete metabolismihiiretega seotud haigus-

seisundite ravimeetodeid ning vastavaid materjale.

LEIUTISE EELDUS

[0002] Hulk haigusseisundeid, mis vaevavad inimesi ja loomi, on pShjustatud teatud amino-
hapete metabolismihdiretest. Paljude nende haigusseisundite puhul hdlmab ravi teatud amino-
hapete v3i haigusseisundiga seotud aminohapete kasutamise piiranguid toidus. Kuid toidu-
piirangul pShinev ravi nduab patsiendi ndusolekut ja nduab ka, et patsient teaks, kas konk-
reetne toit sisaldab teatud aminohapet v5i haigusseisundiga seotud aminohapet.

[0003] Niiteks feniiiilketonuuria ("PKU") on feniilalaniini (Phe) hiiperaminoatsideemia,
mis on seotud feniiiilalaniini kaasasiindinud metaboliseerumisveaga, feniiiilalaniini tiirosii-
niks muutva feniitilalaniin-4-hiidroksiilaasi ("PAH") kodeeriva geeni mutatsiooniga. Mdnin-
gatel juhtudel esineb tidiendav metaboliseerumisviga kas dihiidropteridiini v6i tetrahiidro-
biopteriini ("BH4") siinteesirajas, PAH kofaktorites, mis avaldavad lisaks mgju hiiperfeniiiil-
alanineemiale ("HPA™). Kui Phe normaalne tase plasmas on ligikaudu 0,05 mM (Pardridge,
"Blood-Brain Barrier Amino Acid Transport: Clinical Implications,” pt. 6, Inborn Errors of
Metabolism in Humans, Cockburn et al., toim., Lancaster, England: MTP Press Ltd. (1980)
("Pardridge")), siis ravimata "klassikaliste]" PKU patsientidel on Phe tase plasmas iile | mM
(nt Phe tase plasmas on ligikaudu 1 mM kuni 2,5 mM véi enam), ja kuigi ravi eesmirgiks on
Phe madala tasemega toiduga langetada Phe tase plasmas alla 0,3 mM, on seda raske saavu-
tada toidupiiranguga seotud probleemide t&ttu. US-s siinnib 1 laps 10000-st PKU-ga.

[0004] PKU puhul tdheldatud feniiiilalaniini kdrge tase plasmas kombinatsioonis Phe suhte-
liselt korge afiinsusega neutraalsete aminohapete transpordisiisteemi kandevalgu sidumiskoh-
tade suhtes vere-aju barjiiiris ("BBB") pdhjustab (i) Phe ja selle neurotoksiliste metaboliitide
(nt feniiillpiiruvaadi, feniliilatsetaadi, feniiiillaktaadi) ladestumist ajus ja (ii) ajusse sisenevate
Phe-st erinevate neutraalsete aminohapete tasemete mahasurumist, mille tulemuseks on aju

arengu ja funktsioneerimise hiired, sest metaboliseerumise vdtmerajad ajus (nt neurotrans-
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mitterite siintees) nduavad eelaminohapete nagu tiirosiin olemasolu. See mahasurumine on
ilmekas tiirosiini puhul, mille varu plasmas on madal PKU puhul esineva metaboliseeru-
misvea tottu ensiliimis, mis vastutab feniiiilalaniini tiirosiiniks muutmise eest. Praegune seisu-
koht on, et PKU puudus neuroloogilisel tasandil on pdhjustatud peamiselt ajusse sisenevate
Phe-st erinevate neutraalsete aminohapete tasemete mahasurumisest (Kaufman, "Some Facts
Relevant to a Consideration of a Possible Alternative Treatment for Classical
Phenylketonuria,” J. Inher. Metab. Dis., 21 (lisa 3), 4-19 (1998) ("Kaufman")).

[0005] Kuigi "klassikalise" PKU puhul saab viikese feniiiilalaniinisisaldusega toiduga vi-
hendada Phe taset plasmas alla 0,3 mM ja leevendada ravimata PKU-ga kaasnevat vaimset
alaarengut, muutub toidupiiranguga ndustumine problemaatiliseks, kui PKU patsiendid jua-
vad noorukiikka, Phe tase plasmas tduseb ja kutsub esile nii arukuse kadumise kui valgeaine
muutused ajus. Piiratud Phe-sisaldusega toit vdib pdhjustada ka puudulikku toitumist. Seega
tuleb vilja t66tada alternatiivsed ravid. Niiteks selleks, et saada iile oletatavast neurotrans-
mitterite dopamiini ja serotoniini puudusest, tuleks PKU patsiente ravida neurotransmitterite
eelithendite tiirosiini ja triiptofaaniga (Lou, "Large Doses of Tryptophan and Tyrosine as
Potential Therapeutic Alternative to Dietary Phenylalanine Restriction in Phenylketonuria,"
Lancet, 2: 150-151 (1983)). Et vihendada Phe sissevoolu ajusse, manustati vanematele PKU
patsientidele lisaks hargnenud ahelaga neutraalseid aminohappeid, mis hdlmavad valiini, iso-
leutsiini ja leutsiini, sisaldavat toidulisandit (Berry et al, "Valine, Isoleucine and Leucine. A
New Treatment for Phenylketonuria," Am. J. Dis. Child., 144: 539-543 (1990) ("Berry")),
millega teatati kdiitumishiirte olulisest paranemisest. Kaufmani teoses pakuti, et neurotrans-
mitterite eeliihendite tiirosiini ja triiptofaani lisamine Berry toidulisandile peaks andma
tdiendava paranemise. Kuid ravi efektiivsus nende aminohappeliste toidulisanditega on olnud
vaieldav.

[0006] Tiirosineemia on teine nidide haigusseisundist, mis osutab teatud aminohapete meta-
bolismihiirele. Tdpsemalt, tiirosineemia on hiire, mis on pdhjustatud tiirosiini metabolismi-
raja otsmise ensiiiimi veast, mis viib fumariiiilatsetoatsetooni ladestumiseni, mis muutub
omakorda suktsiniiiilatsetooniks, mis ladestub ja on toksiline maksale. Tiirosineemiat seos-
tatakse maksakahjustuse, maksahaiguste ja hepatokartsinoomiga. Maksa transplantatsioon
v3ib taastada tiirosiini metabolismirajas ensiiiimi normaalse aktiivsuse ja seda kasutatakse
kaugelearenenud juhtudel. Kuid see on keeruline ja kulukas ravi. Teine kdesoleval ajal kasu-

tatav tiirosineemia ravi hdlmab kaheetapilist ldhenemist: (i) tiirosiinhiidroksiilaasi uue inhi-
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biitori NTBC ((2-(2-nitro-4-trifluorometiiiilbensoiiiil)-1,3-tsiikloheksaandiooni) kasutamine,
mis takistab suktsiniiiilatsetooni moodustumist, ja (ii) vihese tiirosiini- ja feniiiilalaniinisisal-
dusega toidu kasutamine, et saada hakkama metaboliseerimist ndudva tiirosiini kogusega.
Kuid tdnaseni on vastuseta kilsimus NTBC ohutusest ning tiirosiini- ja feniiiilalaniinipiirang
toidus soltub patsiendi teadlikkusest ja ndusolekust, mis v&ib olla problemaatiline, eriti noo-
rukite ja tdiskasvanute puhul, nagu on mainitud eespool.

[0007] Alkaptonuuria on veel iiks ndide haigusseisundist, mis osutab teatud aminohapete
metabolismihdirele. Praegu kasutatavad ravid hdlmavad toiduga saadava feniiiilalaniini ja
tlirosiini piiramist, et vihendada metaboliidi, homogentisiinhappe ladestumist. Mdned pat-
siendid votavad NTBC-d ja C-vitamiini, et vihendada homogentisiinhappe agregeerumist.
Kuid tinaseni on vastuseta kiisimus NTBC ohutusest ja tiirosiini- ja feniiiilalaniinipiirang
toidus soltub patsiendi teadlikkusest ja ndusolekust, mis vdib olla problemaatiline, eriti noo-
rukite ja tdiskasvanute puhul, nagu on mainitud eespool.

[0008] Homotsiistinuuria on veel iiks nidide haigusseisundist, mis osutab teatud aminohapete
metabolismihdirele. Selle haigusseisundiga patsiendid jiirgivad sageli piiratud metioniinisisal-
dusega dieeti. Kuid toiduga kaasnev metioniinipiirang sdltub patsiendi teadlikkusest ja ndus-
olekust, mis v5ib olla problemaatiline, nagu on mainitud eespool.

[0009] Hulk haigusseisundeid osutavad metabolismihiiretele, mis on mdjutatud hargnenud
ahelaga aminohapete (branched chain amino acids, "BCAA-d"), nagu leutsiin, isoleutsiin ja
valiin, metaboliseerumise poolt. Leutsiin, isoleutsiin ja valiin on asendamatud aminohapped,
mida peab saama toiduvalguna. Viga mitmeetapilise metabolismiraja iihes etapis, kus
BCAA-d muudetakse energiaks, pShjustab BCAA vahepealse metaboliidi toksilisel tasemel
ladestumise, mis pShjustab haigestumise. See on suur rilhm haigusi, mis hdlmab nditeks
vahtrasiirupuriini haigust (maple syrup urine disease, "MSUD"), isovaleroatsideemiat, me-
tiliilmaloonatsideemiat ja propioonatsideemiat. Neid haigusi ravitakse spetsiaalsete toidu-
lisanditega, milles on viihe metaboliseerumisvigu tekitavaid BCAA-sid. Kuid nagu on mai-
nitud eespool, sdltub selliste haiguste ja haigusseisundite edukas ravi teatud aminohapete vdi
aminohapete kogumi piiratud sisaldusega toidu abil patsiendi teadlikkusest ja ndusolekust,
mis vdib olla problemaatiline.

[0010]) Ulaltoodu valguses on vaja haigusseisundite, nagu feniiiilketonuuria, mis osutab tea-
tavate aminohapete metabolismihiirele, raviks meetodeid ja materjale ning kiesolev leiutis

on osaliselt suunatud nende vajaduste rahuldamisele.
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LEIUTISE KOKKUVOTE

[0011] Kiesolevas leiutises kiisitletakse LNAA toidulisandi kasutamist feniiiilketonuuria
ja/vdi feniliilalaneemia all kannatava isiku raviks. Tdpsemalt kisitletakse LNAA toidulisandi,
mis sisaldab 600 mg LNAA toidulisandi kohta:

ligikaudu 100 mg kuni 290 mg Tyr;
ligikaudu 30 mg kuni 90 mg Trp;
ligikaudu 25 mg kuni 75 mg Met;
ligikaudu 15 mg kuni 45 mg iLeu;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Threo;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Val;
ligikaudu 40 mg kuni 200 mg Leu;
ligikaudu 15 mg kuni 45 mg His;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Arg; ja
ligikaudu 5 mg kuni 200 mg Lys,

kusjuures see toidulisand on lisaks praktiliselt feniiiilalaniinivaba, kasutamist ravimi valmis-
tamiseks feniiiilketonuuria ja/voi feniiilalaneemia all kannatava isiku raviks parenteraalse
manustamise teel, surudes isikul maha Phe transpordi Gl-traktist verre, kusjuures toidulisand
manustatakse ithekordse peroraalse annusena 100 kuni 10000 mg isiku kehamassi kilo-

grammi kohta.

LEIUTISE UKSIKASJALIK KIRJELDUS

[0012] Siin kasutatuna tdhendab "LNAA toidulisand” mis tahes kompositsiooni, mis sisaldab
minimaalselt {ihte vdi enamat suurt neutraalset aminohapet, nagu Phe, Leu, Tyr, Trp, Met,
iLeu, Val ja Threo. LNAA toidulisand vdib vajadusel sisaldada teisi komponente, nagu alu-
selised aminohapped (nt Arg, His, Lys, jne), ja/vdi teisi aminohappeid, vitamiine, mineraale,

sideaineid, lahjendeid, dispergeerivaid aineid ja teisi abiaineid. Niitena v3ib LNAA toiduli-
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sand sisaldada iiks, kaks, kolm, neli, viis, kuus v3i enam kui kuus suurt neutraalset amino-
hapet.

[0013] LNAA toidulisand v3ib olla praktiliselt vaba tihest v3i enamast konkreetsest amino-
happest, nagu on niiteks LNAA toidulisandi puhul, mis on praktiliselt vaba aminohappest
feniitilalaniin. Selles leiutises kasutatuna peaks LNAA toidulisand olema praktiliselt vaba
aminohappest Z, kui aminohapet Z on koguses, mis on massi jargi viiiksem kui 10% (nt
viiiksem kui ligikaudu 9%, vdiksem kui ligikaudu 8%, viiksem kui ligikaudu 7%, véiksem
kui ligikaudu 6%, viiksem kui ligikaudu 5%, viiksem kui ligikaudu 4%, viiksem kui ligi-
kaudu 3%, viiksem kui ligikaudu 2% ja/vdi viiksem kui ligikaudu 1%) suurte neutraalsete
aminohapete kogumassist LNAA toidulisandis.

[0014] "Ravi" tihendab siin kasutatuna haigusseisundi otsese v3i kaudse pShjuse ravi, hai-
gusseisundi siimptomite ravi v6i mélemat.

[0015] "Isik" tihendab siin kasutatuna mis tahes looma, nditeks mis tahes imetajat, niditeks
hiiri, rotte, kasse, kiiilikuid, koeri, sigu, hobuseid, lehmi ja primaate nagu inimesed. Siin
kasutatuna hdlmavad niiteisikud viikelapsi, lapsi, noorukeid, tiiskasvanuid, mehi, naisi, see-
ga inimesi, kes on alla ligikaudu 2 aastat vanad, inimesi, kes on ligikaudu 2 aastat kuni
5 aastat vanad, inimesi, kes on ligikaudu 5 aastat kuni 10 aastat vanad, inimesi, kes on
ligikaudu 10 aastat kuni 18 aastat vanad, inimesi, kes on ligikaudu 18 aastat kuni 30 aastat
vanad, inimesi, kes on ligikaudu 30 aastat kuni 40 aastat vanad, inimesi, kes on ligikaudu
40 aastat kuni 50 aastat vanad, inimesi, kes on ligikaudu 50 aastat kuni 60 aastat vanad,
inimesi, kes on ligikaudu iile 60 aasta vanad, inimesi, kes kannatavad feniiilketonuuria ja/vi
feniiiilalaneemia all.

[0016] Siin kasutatuna tihendab aine "parenteraalne manustamine” mis tahes manustamist,
millega aine toimetatakse iithe v3i enama portsjonina seedetrakti ("GI"), nditeks makku, peen-
soolde ja jimesoolde. Parenteraalne manustamine voib toimuda niiteks peroraalselt, neelates
alla niiteks tableti, kapsli vGi muu tahke ravimvormi v&i neelates alla vedela lahuse voi
suspensiooni. Lisaks v3i alternatiivselt v3ib parenteraalne manustamine toimuda toidutoru,
sondi v8i muu tavalise parenteraalse manustamismeetodi abil.

[0017] Leiutise kohaselt hdlmab kasutamine isikule LNAA toidulisandi, mis sisaldab
600 mg LNAA toidulisandi kohta:

ligikaudu 100 mg kuni 290 mg Tyr;
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ligikaudu 30 mg kuni 90 mg Trp;
ligikaudu 25 mg kuni 75 mg Met;
ligikaudu 15 mg kuni 45 mg iLeu;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Threo;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Val;
ligikaudu 40 mg kuni 200 mg Leu;
ligikaudu 15 mg kuni 45 mg His;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Arg, ja

ligikaudu 5 mg kuni 200 mg Lys, parenteraalset manustamist.

Nagu eriala asjatundjad mdistavad, vdib iga selles LNAA toidulisandis sisalduva aminohappe
kogus varieeruda miiratud piirides. Peale selle, nagu eriala asjatundjad samuti mdistavad,
véib leiutise selle eripira kohane LNAA toidulisand vajadusel sisaldada iihte v3i enamat teist
aminohapet, mida eespool ei ole mainitud, vi leiutise selle eripira kohane LNAA toiduli-
sand vdib olla praktiliselt vaba iihest v3i enamast teisest aminohappest, mida eespool ei ole
mainitud.

[0018] Eespool arutletud leiutisekohane kasutamine vdib toimuda isikule LNAA toidulisandi
parenteraalse manustamise mis tahes sobivas vormis. On mdistetav, et leiutise kohaselt ma-
nustatava LNAA toidulisandi tegelik eelistatav kogus varieerub vastavalt LNAA toidulisan-
dis sisalduvale konkreetsele suurele neutraalsele aminohappele v3i hapetele, LNAA toidu-
lisandis sisalduvatele teistele komponentide olemusele ja parenteraalse manustamise vormile.
Eriala asjatundjad vdivad vdtta arvesse paljusid tegureid, mis modifitseerivad LNAA toidu-
lisandi toimet (nt kehamassi, sugu, toitumist, manustamisaega, manustamisviisi, eritumiskii-
rust, isiku seisundit, ravimikombinatsiooni ja reaktsiooni ning selle raskust). Manustamine
voib toimuda pidevalt v&i perioodiliselt maksimaalse talutava annuse piires. Eriala asjatund-
jad saavad miirata antud haigusseisundite kogumi puhul optimaalsed manustamisméérad
annuste manustamise tavapdraste testide abil, nagu need, mida kirjeldatakse jargnevates
niidetes. Liihidalt, annus v&ib pdhineda feniiiilalaniini tasemel plasmas. Annus véib p&hi-
neda niiteks feniiiilalaniini tasemel plasmas 0, 3 ja/vdi 6 tundi pdrast LNAA toidulisandi
manustamist.

[0019] Leiutise kohaselt voib LNAA toidulisandit manustada ithekordse peroraalse annusena

ligikaudu 0,1 g kuni 10 g isiku kehamassi kilogrammi kohta st6giga praktiliselt Gihel ajal.
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Siin kasutatuna tihendab "soogiga praktiliselt iihel ajal" ajaperioodi ligikaudu 4 tundi enne
sbogiaega kuni ligikaudu 1 tund piirast sdogiaega, niiteks ligikaudu 4 tundi enne s66giacga
kuni ligikaudu so6gi ajal, ligikaudu 3 tundi enne s66giaega kuni ligikaudu sd6gi ajal, ligi-
kaudu 2 tundi enne s68giaega kuni ligikaudu s66gi ajal, ligikaudu | tund enne s6dgiaega kuni
ligikaudu soogi ajal ja/voi ligikaudu 0,5 tundi enne s6ogiaega kuni ligikaudu sdogi ajal.
LNAA toidulisandit voib manustada niiteks s6ogiga praktiliselt iihel ajal ithekordse pero-
raalse annusena ligikaudu 0,2 g kuni 5 g/kg, niiteks ligikaudu 0,3 g kuni 3 g/kg, ligikaudu
0,4 g kuni 2 g/kg, ligikaudu 0,5 g kuni | g/kg isiku kehamassi kohta. Alternatiivselt vdib
LNAA toidulisandit manustada niiteks mitmekordsete peroraalsete annustena pieva jooksul
(nt manustades iga 2-6 tunni jirel). LNAA toidulisand vdib vajadusel olla valmistatud nii, et
see tagab LNAA-de pideva vabanemise aja jooksul.

[0020] Eespool arutletud leiutisekohane kasutamine véib hélmata lisaetappe. Leiutisekohane
kasutamine v&ib niiteks lisaks hdlmata isikul toiduga saadava feniiiilalaniini piiramist. Leiu-
tise eesmiirkide kohaselt peaks isikul toiduga saadav feniiiilalaniin olema piiratud, kui isiku
toit (i) on tiielikult v5i osaliselt valitud feniiiilalaniini sisalduse jérgi, v3i (ii) kui isiku toit
sisaldab toiduga saadavat feniiiilalaniini péevases iildkoguses, mis on oluliselt vidiksem (nt
enam kui 50% viiksem), kui on toiduga saadava feniiiilalaniini pdevane iildkogus kogu popu-
latsioonis. Leiutisekohane kasutamine v3ib alternatiivselt hdlmata isikul toiduga saadava
feniiiilalaniini mittepiiramist. Leiutise eesmirkide kohaselt peaks isikul toiduga saadav
feniiiilalaniin olema mitte piiratud, kui isiku toit sisaldab toiduga saadavat feniiiilalaniini
péevases iildkoguses, mis on praktiliselt samasugune (nt pluss v&i miinus alla 50%), kui on
toiduga saadava feniiiilalaniini pdevane {ildkogus kogu populatsioonis.

[0021] Leiutisekohase LNAA toidulisandi ndited on sellised, mida on kirjeldatud siin ees-
pool viidetega nende leiutisekohasele kasutamisele. Neid LNAA toidulisandeid vdib valmis-
tada, kasutades looduslikest allikatest périt aminohappeid, vdi aminohappeid vGib valmistada
siinteetiliselt eriala asjatundjatele tehnika tasemest histi tuntud meetodite kohaselt. Need
voivad olla mis tahes sobivas ravimvormis, nagu need, mille iile on arutletud eespool, ja mis
sobivad parenteraalseks manustamiseks, ning need vdivad sisaldada lisaks suurtele neutraal-
setele aminohapetele ja teistele aminohapetele vitamiine, mineraale, abiaineid ja muud sar-
nast. Peroraalseks manustamiseks sobivad ravimvormid on niiteks tabletid, dispergeeritavad
pulbrid, graanulid, kapslid, suspensioonid, siirupid ja eliksiirid. Tablettides kasutatavad inert-

sed lahjendid ja kandjad on niiteks kaltsiumkarbonaat, naatriumkarbonaat, laktoos ja talk.
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Tabletid voivad sisaldada ka granuleerimist ja dispergeerimist hélbustavaid aineid, nagu
tirklis ja algiinhape, sideaineid, nagu térklis, Zelatiin ja akaatsia, ja libiaineid, nagu mag-
neesiumstearaat, stearhape ja talk. Tabletid vdivad olla katmata v3i kaetud tuntud meetodite
kohaselt, et viivitada nende lagunemist ja imendumist. Inertseteks lahjenditeks ja kandjateks,
mida v5ib kasutada kapslites, on niiteks kaltsiumkarbonaat, kaltsiumfosfaat ja kaoliin. Ulal-
mainitud kapslid v3i tabletid voib vajadusel valmistada sellistena, et tagada LNAA-de pidev
vabanemine aja jooksul. Suspensioonid, siiupid ja eliksiirid vGivad sisaldada tavapiraseid
abiaineid, niiteks metiiiiltselluloosi, tragakanti, naatriumalginaati, mirgavaid aineid, nagu

letsitiin ja poliloksiietiileenstearaat, ja siilitusaineid nagu etiiiil-p-hiidroksiibensoaat.

NAITED

Niiide | - hiipotees

[0022] Aminohapete kiittesaadavuse ajus miirab (i) aminohapete varu plasmas ja (ii) plas-
mas olevate aminohapete varu konkureerimine aminohapete tavalistele seondumiskohtadele
BBB neutraalsete aminohapete transpordisiisteemi kandevalgul. On esitatud hiipotees, et kon-
kureerimine neutraalsete aminohapete kandja tavalistele seondumiskohtadele on fiisioloogi-
listes tingimustes keskniirvisiisteemi unikaalne omadus (Pardridge, mis on siia liidetud vii-
tena) ja et selline konkureerimine on aluseks BBB-kaudse transpordi ja aju mdjutavate
kliiniliste hiirete (nt PKU) korrelatsioonile. Eelnevad PKU-ga seotud uuringud on kesken-
dunud Phe-st erinevate LNAA-de konkureerivale transpordile libi vere-aju barjéiri, et suruda
maha Phe sisenemist ajju, nendes on ignoreeritud LNAA-de transporti seedetraktist verre,
mis v3ib olla peamine tegur aminohapete varu midramisel plasmas.

[0023] BBB-s on tuvastatud iiheksa erinevat transpordisiisteemi (Oldendorf, "Measurement
of Brain Uptake of Radiolabelled Substances Using a Tritiated Water Internal Standard,"
Brain Res., 24 (2): 372-376 (1970), mis on siia liidetud viitena). Antud substraadi transporti
libi BBB iseloomustatakse selle afiinsuskonstandiga Km. Madalam Km-viirtus vastab suu-
remale afiinsusele kandevalgu seondumiskoha suhtes. BBB iga transpordisiisteem vahendab
rlihma substraatide libivoolu kapillaaridest. Uks transpordisiisteem vahendab niiteks LNAA

transporti, teine vahendab heksooside iilekannet, jne.
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[0024] Kolm BBB transpordisiisteemi vahendavad tavaliste aminohapete transporti, eraldi
kandevalgud on LNAA-dele, aluselistele aminohapetele ja happelistele aminohapetele.
Michaelise konstandi Km viirtused tavaliste aminohapete kolmele klassile on toodud allpool

tabelis 1 (Pardridge, mis on siia liidetud viitena).

TABEL 1
Siisteem Vastav aminohape vdi muu substraat Km (mM)
neutraalsed aminohapped Phe 0,12
aluselised aminohapped Lys 0,10
happelised aminohapped Glu 0,04
heksoosid glitkoos 9
kilpnddrmehormoon T3 0,0011

[0025] Kuigi BBB transpordisiisteemide kohta on saadud palju kvantitatiivset teavet, on
suhteliselt vihe teada kandevalkude moduleerimisest. Vdiks oodata, et transpordisiisteemi
aktiivsuse arengust tingitud vdi haiguslik esilekutsumine v8i mahasurumine méjutab siigavalt
aju metabolismiradasid, mida piirab eclithendi kittesaadavus.

[0026] Neutraalsete aminohapete absoluutsed ja ndivad Km-viirtused BBB-s on méératud
eksperimentaalselt (Pardridge, mis on siia liidetud viitena). Km absoluutne viirtus on Km-
vidrtus, kui puudub teiste neutraalsete aminohapete konkurents LNAA seondumiskohtadele
kandevalgul. "Niiv Km" on Km-viirtus teiste LNAA-de juuresolekul, mis konkureerivad
LNAA seondumiskohtadele kandevalgul. Antud aminohappe ndiv (apparenf) Km
("Km(app)") véirtus arvutatakse absoluutse Km-vidrtuse ja iga LNAA taseme plasmas, jaga-

tuna selle Km-viiirtusega, suhete summa abil, nagu on niidatud allpool vdrrandiga 1.

Km(app) = Km {1+ EI[aa]/Km) (Eq. 1)

[0027] Km(app) eksperimentaalsed viilirtused LNAA transpordisiisteemile BBB-s on toodud

allpool tabelis 2 (Pardridge, mis on siia liidetud viitena).
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TABEL 2
Aminohape Titipiline tase plasmas (mM) Km (mM) Km(app) (mM)
LNAA-d
Phe 0,05 0,12 0,45
Leu 0,10 0,15 0,53
Tyr 0,09 0,16 0,58
Trp 0,10 0,19 0,71
Met 0,04 0,19 0,77
iLeu 0,07 0,33 1,3
Val 0,14 0,63 2,5
Threo 0,19 0,73 3,0
Aluselised aminohapped
His 0,05 0,28 1,1
Arg 0,10 0,09 0,40
Lys 0,30 0,10 0,25

Vorrand 1 ennustab, et kui LNAA tase plasmas on palju viiksem kui selle Km-viirtus, siis
see aminohape ei konkureeri efektiivselt seondumiskohale kandevalgul. LNAA-de Km seon-
dumisel kandevalkudele teistes elundites kui aju on 5-10 mM (vt tabelit 3), see on 50-100
korda suurem kui LNAA-de kontsentratsioon fiisioloogilises plasmas. Vdrrand | ennustab, et
normaalsetes flisioloogilistes tingimustes in vivo ei esine LNAA-del mirgatavat konkurentsi
teistes kudedes kui ajukoes. Siiski on niidatud in vitro konkurentsi perifeersetes kudedes
aminohapete kontsentratsioonidel plasmas 5-50 M. Nendest tdhelepanekutest ldhtudes on
leiutise autor esitanud hiipoteesi, et Phe-st erinevate aminohapete kdrge taseme puhul vdiks
olla mdeldav Phe konkureerimine Gl-trakti transpordisiisteemis.

[0028] Km eksperimentaalsed viirtused transpordil sooleepiteelis on toodud allpool tabelis

3 (Pardridge, mis on siia liidetud viitena).

TABEL 3

Aminohape Km (mM) sooleepiteelis
Phe 1
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Aminohape Km (mM) sooleepiteelis
Leu 2
Met 5
His 6
Val 3

Kuna LNAA-sid seostatakse paljude kliiniliste hiiretega ja kuna LNAA-d sisenevad ajusse
LNAA-de BBB tranpordisiisteemi kaudu, on nende aminohapete eemaldamine iilalmainitud
konkurentsitoime eesmirgiks. Kuna Phe-l on suhteliselt kdrge afiinsus LNAA transpordi-
siisteemi suhtes (tabel 1) ja kuna feniililketonuuria puhul on Phe tase plasmas mirgatavalt
tdusnud, tekib PKU puhul BBB kandevalgu seondumiskohtades Phe-ga kiillastumine, seega
Phe korge tase ajus ja teiste LNAA-de tase ajus on maha surutud (Pardridge, "Blood-Brain
Barrier Carrier-Mediated Transport and Brain Metabolism of Amino Acids,” Neurochem.
Res., 23: 635-644 (1998), mis on siia liidetud viitena).

[0029] Seega on esitatud hiipotees, et Phe-st erinev LNAA toidulisand v&iks konkureerida
efektiivselt Phe-ga BBB transpordisiisteemis, viihendades Phe transporti ajju ja suurendades
teiste LNAA-de transporti ning ndrgendades nii PKU siimptomeid (Andersen et al.,
"Lowering Brain Phe Levels by Giving Other LNAAs," Arch. Neurol., 33 (10): 684-686
(1976) ja Kaufman, "Phenylketonuria: Biochemical Mechanisms", 1-132, Agranoff et al.,
toim., Advances in Neurochemistry, New York: Plenum Press (1977), mis on siia liidetud
viitena). Et vihendada Phe sissevoolu ajju, manustati vanematele PKU patsientidele toiduli-
sandit, mis sisaldas hargnenud ahelaga neutraalseid aminohappeid, nagu valiin, isoleutsiin ja
leutsiin (Berry, mis on siia liidetud viitena), mille puhul teatati kiitumishiirte olulisest para-
nemisest. Kaufmani teoses pakuti, et neurotransmitterite eelithendite tiirosiini ja triiptofaani
lisamine Berry toidulisandile peaks andma tidiendava paranemise (Kaufiman, mis on siia
liidetud viitena).

[0030] Seda hiipoteesi testiti eksperimentaalselt PKU patsientide Phe taseme ajus kvantita-
tiilvse mdStmisega TMR abil, kui neile manustati peroraalselt Phe (0,1 g/kg) koos tiiendavate
0,15 g/kg Phe-st erinevate LNAA-dega v3i selleta (Pietz et al, "Large Neutral Amino Acids
Block Phenylalanine Transport into Brain Tissue in Patients with Phenylketonuria," J. Clin.
Invest., 103 (8): 1169-1178 (1999) ("Pietz"), mis on siia liidetud viitena). LNAA toidulisand
sisaldas valiini, metioniini, isoleutsiini, leutsiini, tiirosiini, histidiini ja triiptofaani. Phe alg-

tase plasmas oli I mM ja Phe tase ajus oli 0,25 mM. LNAA toidulisandita tiheldas Pietz, mis
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on siia liidetud viitena, et Phe tase ajus suurenes kuni 0,4 mM pirast Phe manustamist,
sellega kaasnesid ajuaktiivsuse hdired EEG-ga mdtmisel. Kuid koos LNAA toidulisandiga
oli Phe sissevool ajju tédielikult blokeeritud ja EEG kohaselt ei esinenud aktiivsuse vihene-
mist. Need uurimistulemused viisid Nilabi Prekunili, PKU raviks sobiva kaubandusliku

LNAA toidulisandi viljato6tamiseni.

Niide 2 - LNAA toidulisandipreparaat

[0031] Nagu on niidatud eespool, esitas leiutise autor hiipoteesi, et LNAA toidulisandit, mis
on kavandatud nii konkureerima Phe transpordiga Gl-traktist verre kui ka seda maha suruma
ja nii konkureerima Phe transpordiga verest libi BBB ajusse kui ka seda maha suruma, vdiks
kasutada kui PKU ravimit. Tépsemalt, esitati hiipotees, et LNAA toidulisandi peroraalne
manustamine iga s6égikorra ajal peaks suruma maha Phe transpordi Gl-traktist verre nii, et
BBB transpordisiisteem ei oleks iilekiillastatud Phe kdrge taseme poolt, nagu on tavaliselt
PKU patsientide veres.

[0032] Nagu on ndidatud vdrrandiga 1, nditab iga aminohappe puhul mdiste [(aa)/Km]
aminohappe vdimet konkureerida Phe-ga seondumiskohtadele kandevalgul. Nagu on niha
tabelist 1, on Leu, Tyr, Trp ja Met LNAA-d, mis saaksid efektiivselt konkureerida Phe-ga
BBB kandevalgul.

[0033] Kuigi LNAA-de afiinsuse iseloomustamiseks kandevalgu seondumiskohtade suhtes
Gl-traktis on tehtud vihe t66d, on Phe transpordi LNAA-ga inhibeerimise in vitro mddtmine
inimese sooleepiteeli rakkudes (Hidalgo et al., "Transport of a Large Neutral Amino Acid
(Phenylalanine) in a Human Intestinal Epithelial Cell Line: Caco-2.," Biochim. Biophys.
Acta, 1028: 25-30 (1990) (Hidalgo"), mis on siia liidetud viitena) ndidanud, et Leu oli tugev
inhibiitor, ja huvitaval kombel, et LNAA-d ja aluselised aminohapped tunduvad soolerak-
kudes jagavat kandevalgu seondumiskohti, ja Lys on inhibeerib tugevasti Phe transporti.
Tabelis 4 on esitatud katsete tulemused Phe transpordi inhibeerimisel aminohapetega Caco-2
rakkudes, monokihtidele kanti iga aminohappe 1 mM kontsentratsiooni juuresolekul 10 pM
Phe puhvris ja Phe transport libi monokihi loeti suhtena sellest, mis oli konkureeriva amino-

happe puudumisel.
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TABEL 4
Inhibiitor Inhibeerimine, %
LNAA-
Leu 55%
Tyr 45%
Trp 36%
Aluselised aminohapped
Lys 50%
His 33%

Tuleb tihele panna, et Hidalgo poolt md6detud Phe Km-viartus soolerakkude transpordisiis-
teemis, mis on siia liidetud viitena, on 0,56 mM, mis on ldhedane véirtusega | mM, mis on
esitatud Pardridge poolt, mis on siia liidetud viitena. Tuleb tdhele panna, et Km varieerumine
on erinevate LNAA-de puhul sooleepiteelis (tabelis 3) suurem kui BBB-s. Phe/Leu/Met
Km-véirtuste suhe sooleepiteelis on niiteks 1/2/5, samas BBB-s on see 1/1,25/1,58.

[0034] Praegu PKU raviks kasutatav LNAA toidulisand on Prekunil, mille koostis, pdhine-
vana inimese emapiima aminohapetel, on esitatud tabelis 5. Phe transpordi inhibeerimisel
Caco-2 rakkudes (Hidalgo, mis on siia liidetud viitena) tdheldatu pdhjal kavandas kéesoleva
leiutise autor alternatiivsed toidulisandid (esitatud tabelis 5 kui SuppM1 ja SuppM2), milles
suurendati mirgatavalt Prekunili Leu ja Lys tasemeid. Arvatakse, et Leu taseme suurenda-
mine surub veelgi maha Phe transporti Gl-traktist verre ja verest ajju. Arvatakse, et Lys

taseme suurendamine surub veelgi maha Phe transporti Gl-traktist verre.

TABEL 5
Aminohape Prekunil SuppM1 SuppM2
(mg) | (mmol) | (mg) | (mmol) | (mg) | (mmol)

L-Tyr 194,1 1,07 194,1 1,07 195 1,08
L-Trp 61,1 0,30 61,1 0,30 51 0,25
L-Met 49,7 0,33 49,7 0,33 32 0,21
L-iLeu 31,5 0,24 31,5 0,24 35 0,22
L-Threo 32,8 0,28 32,8 0,28 32 0,27
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Aminohape Prekunil SuppM1 SuppM2
(mg) | (mmol) | (mg) | (mmol) | (mg) | (mmol)

L-Val 32 0,27 32 0,27 35 0,30
L-Leu 30 0,24 130 1,00 80 0,61
L-His 313 0,20 31.3 0,20 20 0,13
L-Arg 34 0,20 34 0,20 0 0
L-Lys 0 0 0 0 20 0,14
Aminohapete iildkogus 496,5 3,13 596,5 3,89 500 3,21
Phe FOM-Km(app) 18,3 23,4 19,95

[0035] Kuna liige [Z(aa) / iga aa Km] v&rrandis 1 viljendab méira, millega toidulisandi iga
aminohape konkureerib Phe-ga antud transpordisiisteemis, ja kuna Phe Km-viartus on mdd-
detud BBB transpordisiisteemis, v8ib Phe ndiva Km hiivetegurit iga tabelis 5 toodud toidu-
lisandi aminohappe puhul viljendada toidulisandis sisalduva iga aminohappe millimoolide
arvu suhte, jagatuna Km-ga, summeerimisega. See "hiivetegur" (figure of merit, siin viidatud
ka kui "FOM") on esimest jérku ldhend méérale, millega toidulisand vdib suruda maha Phe
iilekande plasmast ajju, ja nditab, et leiutisekohased toidulisandid peaksid olema 28%
(SuppM1) ja 9% (SuppM2) efektiivsemad Phe transpordi mahasurumisel plasmast ajju kui
Prekunil. Kuid tuleb tdhele panna, et toidulisand SuppM2 on kavandatud optimeerima kon-
kureerimist Phe-ga Gl-trakti transpordisiisteemis ja annab ainult viikese paranemise FOM-
Km(app) véirtuses konkureerimisel Phe-ga BBB transpordisiisteemis.

[0036] Phe-st erinevate LNAA-de Km-viirtusi Gl-trakti transpordisiisteemis ei teata kdikide
Phe-st erinevate LNAA-de puhul (tabelis 3) ja seega ei saa antud leiutisekohastele toisulisan-
ditele arvutada sarnaseid konkureerimisandmeid. Kuid vGttes arvesse kiesolevat hiipoteesi,
viitavad Hidalgo Caco-2 rakkudega saadud tulemused, mis on siia liidetud viitena, ja esitatud
tabelis 4, et Leu ja Lys peaksid olema efektiivsed Phe transpordi mahasurumisel GI-traktist
verre. Seega toidulisandi nagu Prekunil suurendamine tiiendava leutsiini ja lisiiniga nagu
toidulisandis SuppM2 peaks suurendama konkureerimist Phe-ga Gl-trakti transpordisiistee-

mis, vihendades plasmast pirit Phe varu BBB-s.
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Niiide 3 - Prekunili, SuppM1 ja SuppM2 toime Phe tasemele hiire plasmas

[0037] Toidulisandeid SuppM1 ja SuppM2 manustati PKU-ga, genotiiiibiga ENU 2/2 klassi-
kalise PKU tunnustega hiirtele iihekordse peroraalse annusena 0,5 g/kg ja feniiiilalaniini taset
plasmas jilgiti 0, 3, 6 ning 24 tundi pirast manustamist. Tuleks mirkida, et 0,5 g/kg on
toidulisandi suhteliselt vdike annus, kuna Prekunili manustatakse tavaliselt 1 g/kg. On teada,
et LNAA toidulisandid suruvad tavaliselt feniiiilalaniini taseme plasmas alla mitmeks tunniks
pirast vtmist, seejérel toime viheneb, nii et manustamine v3ib olla vajalik iga soogikorra
ajal. Seetdttu vdeti feniitilalaniini vidrtus 6 tunni pirast ndiduks, milleni fenﬁﬁlaléniini lades-
tumine oli alla surutud.

[0038] Allpool tabelis 6 on nididatud andmed iihe hiire (P448) kohta, kes ei saanud mis tahes
toidulisandit, tihe hiire (P455), kellele manustati kaubanduslikku toidulisandit Prekunil, iihe
hiire (P430), kellele manustati 35 mg Leu-ga tdiendatud Prekunili, kahe hiire (P456 ja P259),
kellele manustati Prekunili pluss 100 mg Leu (s.t SuppM1), ja kahe hiire (P433 ja P482)
kohta, kellele manustati toidulisandit SuppM2. Tipsemalt, tabelis 6 on ndidatud Phe tase
plasmas (mg/dl) hiirtel, kellele manustati toidulisandeid LNAA (0,5 g/kg, iihekordse annu-

sena), 0, 3, 6 ja 24 tundi pdrast manustamist.

TABEL 6
Aeg  |Kontroll|Prekunil| Prekunil + 35 mg | Prekunil + 100 mg Leu SuppM2
(tundides) Leu (SuppM1)
P448 | P455 P430 P456 P259 | P433 | P482
33,20 | 27,14 27,23 25,37 27,22 118,69 21,10
30,91 | 24,23 26,02 23,20 25,57 |14,63] 16,86
2891 | 22,17 25,21 17,49 19,02 13,68 15,39
24 30,14 | 20,89 27,13 20,88 21,42 120,06 | 23,78

[0039] Toidulisandi Prekunil tidiendamine 100 mg Leu-ga (SuppM1), aminohappega, mis
peaks efektiivselt konkureerima Phe-ga kandevalgu scondumiskohtadele nii sooleepiteelis
kui ka BBB-s, andis seega Phe taseme plasmas mirgatava mahasurumise. Kui Prekunil ise
andis Phe tasemes 20% vihenemise, siis toidulisand SuppM1 andis Phe tasemes plasmas

6 tundi pdrast manustamist 30% vidhenemise mdlemal testitud hiirel. Tdiendades toidulisandit
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nii leutsiini kui ka liisiiniga, nagu SuppM2 puhul, et suunata see GI transpordisiisteemile,
saadi Phe tasemes plasmas 6 tundi pirast manustamist 70% vihenemine mélemal testitud
hiirel. Phe taseme suurepérane mahasurumine toidulisandiga SuppM2 nditab selle vdimet
konkureerida efektiivsemalt Phe-ga Gl transpordisiisteemis kui teised toidulisandid, siilitades
samal ajal véime konkureerida sarnaselt BBB transpordisiisteemis.

[0040] Tiirosiini analiiiis hiirte plasmas, kellele manustati SuppM2, nditas 24-tunnise ekspe-
rimendi jooksul tiirosiini stabiilseid tasemeid 0,58-0,50 mg/d! ja 0,44-0,40 mg/d]l vastavalt
hiirtel P433 ja P482.

[0041] On médistetav, et SuppM1 ja SuppM2 ei tarvitse olla optimaalsed LNAA toidulisandi
kompositsioonid PKU raviks. LNAA toidulisandit v3ib niditeks modifitseerida nii, et see
sdilitaks neurotransmitteri eelaminohapete, nagu tiirosiin ja triiptofaan, ndutava taseme ajus,
parandades samal ajal toidulisandi konkureerimist Phe-ga Gl-trakti transpordisiisteemis ja

sdilitades toidulisandi konkureerimise Phe-ga BBB transpordisiisteemis.

Niide 4 - LNAA toidulisandi tdiendav preparaat

[0042] Tabelis 7 on esitatud tiiendav toidulisandipreparaat, mis nimetati SuppM3-ks. See

toidulisandipreparaat selgitab lisaks leiutisekohaseid kompositsioone ja meetodeid.

TABEL 7

Aminohape SuppM3 (mg)
L-Tyr 195,0
L-Trp 51,0
L-Met 32,0
L-iLeu 35,0

L-Threo 32,0

L-Val 35,0

L-Leu 130,0

L-His 30,0

L-Arg 30,0

L-Lys 30,0
Aminohapete tildkogus 600,0
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PATENDINOUDLUS

1. LNAA toidulisandi, mis sisaldab 600 mg LNAA toidulisandi kohta:

ligikaudu 100 mg kuni 290 mg Tyr;
ligikaudu 30 mg kuni 90 mg Trp;
ligikaudu 25 mg kuni 75 mg Met;
ligikaudu 15 mg kuni 45 mg iLeu;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Threo;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Val;
ligikaudu 40 mg kuni 200 mg Leu;
ligikaudu 15 mg kuni 45 mg His;
ligikaudu 15 mg kuni 50 mg Arg ja
ligikaudu 5 mg kuni 200 mg Lys,

kusjuures toidulisand on lisaks praktiliselt feniiiilalaniinivaba, kasutamine ravimi valmista-
miseks feniiiilketonuuria ja/voi feniiiilalaneemia all kannatava isiku raviks parenteraalse
manustamise teel, surudes isikul maha Phe transpordi Gl-traktist verre, kusjuures toidulisand
manustatakse lihekordse peroraalse annusena 100 kuni 10000 mg isiku kehamassi kilo-

grammi kohta.

2. Kasutamine vastavalt ndudluspunktile 1, kusjuures toidulisand manustatakse tihekordse

peroraalse annusena 200 kuni 10000 mg isiku kehamassi kilogrammi kohta.

3. Kasutamine vastavalt mis tahes ndudluspunktile 1 kuni 2, kusjuures toidulisand manus-

tatakse ithekordse peroraalse annusena 500 kuni 10000 mg isiku kehamassi kilogrammi
kohta.

4. Kasutamine vastavalt mis tahes ndudluspunktile 1 kuni 3, kusjuures toidulisand manus-

tatakse iihekordse peroraalse annusena 200 kuni 2000 mg isiku kehamassi kilogrammi kohta.
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5. Kasutamine vastavalt mis tahes ndudluspunktile 1 kuni 4, kusjuures toidulisand manus-

tatakse tihekordse peroraalse annusena 500 kuni 1000 mg isiku kehamassi kilogrammi kohta.

6. Kasutamine vastavalt mis tahes ndudluspunktile 1 kuni 5, kusjuures ravim manustatakse

sGogiga praktiliselt ihel ajal.

7. Kasutamine vastavalt mis tahes ndudluspunktile 1 kuni 6, kusjuures ravim sisaldab vita-

miine, mineraale ja abiaineid.

8. Kasutamine vastavalt mis tahes ndudluspunktile 1 kuni 7, kusjuures ravim on peroraalseks

manustamiseks sobivas ravimvormis.

9. Kasutamine vastavalt ndudluspunktile 8, kusjuures ravim on tablett, dispergeeritav pulber,

graanulid, kapsel, suspensioon, a siirup v&i eliksiir.
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