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tinh sinh ly trong dung dich nudc so voi d6 hoa tan cua protein hodc peptit c6 hoat tinh
sinh ly khong duoc tiép hop v0i manh Fc globulin mién dich, trong d6 phuwong phap nay
bao gém cac budce sau: (1) tiép hop protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh ly v61 manh Fe
globulin mién dich thong qua polyme khéng peptidyl; va (2) chon loc thé tiép hop trong d6
protein hoidc peptit co hoat tinh sinh Iy duoc lién két v6i manh Fec globulin mién dich théng
qua polyme khong peptidyl, trong d6 thé tiép hop nay c6 do hoa tan dugc cai thién so véi
d6 hoa tan cta protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y khong duoc tiép hop véi manh Fe
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Linh vwe ky thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cép dén phuong phap cai thién d hoa tan ctia protein hodc peptit c6
hoat tinh sinh Iy so Véi do hoa tan cda protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y khong dugc
tiép hop voi méanh Fc globulin mién dich, phuong phap ndy bao gdm bude tiép hop
protein hoc peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y v6i manh Fe globulin mién dich, va ché phim cai
thién do hoa tan cua protein hodc peptit ¢ hoat tinh sinh 1y, chira manh Fc globulin mién
dich, trong d6 ché phidm nay c6 kha ning cai thién d6 hoa tan tSt hon so v6i ché phim

khong chira manh Fc globulin mién dich.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Duoc chét chi ¢é tac dung dugc ly khi ching dugc héa tan, do d6 do hoa tan cua
dugce chat ¢6 lién quan mat thiét dén tac dung. Dugc chit hoa tan trong nudc duge bao
ché mot cach d& dang dudi dang ché phiam ding dé tiém, va duoc hoa tan trong dudng da
day-rudt khi dugc udng duéi dang vién nén. Tuy nhién, duoc chét it hoa tan trong nudc
t6n tai & cac dang két tu nhu cic vién tron trong dudong da day-rudt khi duoc udng ma
khong x4y ra qua trinh hoa tan, va ching khong dugc hoa tan thanh cac phan ti riéng ré
va khé hip thu. Ngoai ra, khi duoc chit it hoa tan trong nuéc dugc sir dung lam ché
phim ding dé tiém ma khong xay ra qua trinh hoa tan, thi mach méau s& bj bit kin, do d6
tao cuc mau doéng. Do d6, dugc chit it hoa tan trong nudc khong thé dugc sit dung lam
ché phdm ding dé tiém. D6 hoa tan ciia dugc chét 13 thach thic chinh trong viéc bao ché

thudc.

Mot trong s cac phuong phap hoa tan dugc chét 13 sir dung chét hoat dong bé miit
1am chét hoa tan. Chat hoat dong bé mit c6 ca nhém ky nuée 13n nhém wa nuée trong
mdi phan t. Trong nudc, mach hydrocacbon ky nuéc dugc tich ra & bén trong va cac
nhom wa nuédc duogc tiép xuc voi nude dé tao ra cac mixen hinh cau. Dugc chét c6 thé
dugc hoa tan bang cach bao géi trong mixen. Tuy nhién, khi chit hoat dong bé mit dugc
st dung & néng dd cao trong phuong phap nay, thi dugc chét cé thé 13 khong thich hop dé
ding qua dudng tinh mach. Ngoai ra, viéc pha lodng vi nhii trong & mirc dudi néng do

mixen ti€u chuan cia chat hoat dong bé mat c6 the 1am ket tiia dugce chat trong cac mixen
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(Journal of Advanced Pharmacy Education & Research 2(1)32-67 (2012) ISSN 2249-
3379). Do d6, van can c¢6 phuong phap 1am ting lién tuc do hoa tan cta duge chit ma

khong anh huéng téi ndng do ctia ché phim khi khong st dung chit hoat dong bé mit.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Céc tac gia sang ché da c6 nhiéu nd luc dé phat trién phuong phap cai thién d6 hoa
tan ctia dugc chit nhu protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y. Do d6, cac tac gia sang ché
di phat hién thdy ring khi manh Fc globulin min dich duoc tiép hop véi protein hoic
peptit co6 hoat tinh sinh 1y, thi d§ hoa tan cda protein hoac peptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc
gia tinghiru hiéuduoc gia ting hitu hiéu dé d& dang diéu ché ché phdm chura protein hodc
peptit c6 hoat tinh sinh 1y & ndng d6 hitu hidu c¢é tac dung dwogc 1y, va hoan thanh sang

ché nay.

Muc dich ctia sang ché 12 dé cap dén phuong phép cai thién d6 hoa tan cta protein
hodc peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y so v6i dd hoa tan ctia protein hoic peptit c6 hoat tinh sinh
Iy khéng dugc tiép hop v6i manh Fe globulin mién dich, trong d6 phwong phap nay bao
gdm budc tiép hop protein hoic peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y v6i manh Fec globulin mién
dich.

Theo mét phong 4n, sang ché dé cap dén phuong phéap cai thién d6 hoa tan cta
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh ly trong dung dich nuéc so véi do hoa tan cia
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y khong duoc tiép hop véi manh Fe globulin mién
dich, trong d6 phwong phép nay bao gdm cac budc sau: (1) tiép hop protein hodc peptit
c6 hoat tinh sinh 1y v6i manh Fc globulin mién dich thong qua polyme khong peptidyl; va
(2) chon loc thé tiép hop trong d6 protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy dugc lién két
v6i manh Fc globulin mién dich théng qua polyme khong peptidyl, trong d6 thé tiép hop
nay c6 do hoa tan dugc céi thién so v4i do hoa tan cua protein hodc peptit cé hoat tinh
sinh 1y khéng dugc tiép hop véi manh Fe globulin mién dich.

Sang ché ciing dé cap dén ché phim cai thién do hoa tan cua protein hodc peptit ¢6
hoat tinh sinh 1y, chita manh Fc globulin mién dich, trong d6 ché phdm niy c6 kha ning
cai thién d6 hoa tan t6t hon so v6i ché pham khéng chira manh Fc globulin mién dich.

Khi protein hogic peptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc tiép hop v6i manh Fc globulin
mién dich theo sang ché, thi d6 hoa tan cla protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y c6 thé
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duogc cai thién hitu hiéu, do do6 ¢6 loi trong bao ché cac thudc khac nhau.
M6 ta vin tit cic hinh vé

Fig.1 1a d0 thi thé hién dudng cong chuén hiéu chudn insulin va thé tiép hop
insulin c6 tac dung kéo dai.

Fig.2 12 biéu d6 thé hién két qua thir nghiém d6 hoa tan ciia insulin va thé tiép hop
insulin c6 tac dung kéo dai theo ché phim duoc thé hién trong bang 1, trong d6 insulin c6
d6 hoa tan bang 0,628mg/mL va thé tiép hop insulin c6 tac dung kéo dai c¢6 dd hoa tan
bang 15mg/mL, tinh theo insulin.

Fig.3 1a d6 thi thé hién dudng cong chuin hiéu chuin din xuit oxyntomodulin c6
trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.27 va thé tiép hop din xuét oxyntomodulin-PEG-

manh Fc globulin mién dich.

Fig4 13 biéu d6 thé hién két qua thor nghiém d6 hoa tan ctia din xuit
oxyntomodulin ¢6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.27 va thé tiép hop din xuét
~ oxyntomodulin-PEG-manh Fc globulin mién dich theo ché phim dugc thé hién trong
bang 4, trong d6 dan xudt oxyntomodulin c6 d6 hoa tan bang 0,188mg/mL va thé tiép
hop c¢6 d6 hoa tan bang 11mg/mL, tinh theo oxyntomodulin.

MBS ta chi tiét sdng ché

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phép cii thién do hoa tan cta
protein hodc peptit cé hoat tinh sinh Iy so v6i1 dO hoa tan cla protein hodc peptit cd hoat
tinh sinh 1y khong dugc tiép hop véi manh Fe globulin mién dich, trong d6 phuong phap
nay bao gébm budc tiép hop protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy v6i manh Fc globulin

mién dich.

Theo mot phuong 4n cu thé, manh Fc globulin mién dich duoc st dung trong
phuong phép theo sang ché 1a manh Fc c6 ngudn gdc tir IgG, IgA, IgD, IgE, hodc IgM.

Theo phuong an cu thé khac, manh Fc globulin mién dich dugc sir dung trong
phuong phép theo sang ché 13 dang lai ctia cac mién, trong d6 mdi mién ndy c6 ngudn
gdc khéac nhau tir globulin mién dich dugc chon tir nhém bao gdm IgG, IgA, IgD, IgE, va
IgM.

Theo phuong 4n cu thé khac, manh Fc- globulin mién dich duoc sir dung trong
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phuong phap theo sang ché 13 dime hoic multime ciu thanh tir cac globulin mién dich

chuoi don c6 cing ngudn goc.

Theo phuong 4n cu thé khéac, manh Fc globulin mién dich dugc st dung trong

phuong phép theo sang ché 13 manh Fc IgG4 khong dugc glycosyl héa ciia ngudi.

Theo phuong an cu thé khac, budc tiép hop theo sang ché bao gdm budc cho
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y lién két véi manh Fc globulin mién dich théng qua
polyme khong peptidyl.

Theo phuong 4n cu thé khac, protein hodc peptit ¢6 hoat tinh sinh Iy duoc tiép hop
v6i manh Fc globulin mién dich duoc diéu ché bang phuong phép theo sang ché & dang

protein dung hop.

Theo phuong 4n cu thé khac, polyme khong peptidyl duoc sit dung trong phirong
phap theo sang ché 14 polyetylen glycol.

Theo phuong 4n cu thé khac, polyme khong peptidyl duoc st dung trong phuong
- phép theo sang ché duoc chon tir nhém bao gdm polypropylen glycol, copolyme cia
etylen glycol va propylen glycol, rugu da chitc dugc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic,
polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan huy sinh hoc nhu axit
polylactic va axit polylactic-glycolic, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, va hon hop ciia

chung.

Theo phuong an cu thé khac, phuong phéap theo sang ché 1a phuong phap cai thién
do hoa tan cua protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y trong dung dich nuéc.

Theo phwong 4an cu thé khéc, dung dich nuéc duoc sir dung trong phuong phap
theo sang ché bao gbm dung dich dém chua axit xitric hodc axit axetic, iondung dich
nuéc chira chat hoat dong bé mit dang khong ion 13 polysorbat, dung dich nudc chta
ruou dudng 13 manitol, va dung dich nudc chira chit dang truong 1a natri clorua hodc

methionin.

Theo phuong 4n cu thé khac, dung dich nudc duge sir dung trong phuong phép
theo sang ché c6 dd pH nam trong khoang tir 5,0 dén 7,0.

Theo phuong 4n cu thé khac, protein hodc peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dugc st dung
trong phuong phap theo sang ché 13 exendin-4, glucagon, peptit twong tu glucagon 1,
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peptit twong tr glucagon 2, hormon tuyén cén gidp, calcitonin, insulin, hoic

oxyntomodulin.

Theo phuong 4n cu thé khac, dung dich nudc dugc st dung trong phuwong phép

theo sang ché con bao gdm chét hoat dong bé mit.

Theo khia canh khac, sing ché d& cip dén ché phim cai thién d6 hoa tan cua
protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y, bao gdm manh Fc globulin mién dich, trong d6
ché pham nay c6 kha ning cai thién do hoa tan hon so v&i ché phim khéng chtra méanh Fe

globulin mién dich.

Theo mdt phurong 4n cu thé, ché phdm chira thé tiép hop cia protein hodc peptit c6
hoat tinh sinh 1§ va manh Fc globulin mién dich, trong d6 protein hoic peptit c6 hoat tinh
sinh 1y duoc lién két v6i manh Fc globulin mién dich thong qua gbc lién két peptidyl
hoic gdc lién két khong peptidyl 1am hoat chét. '

Sang ché @& cap dén phuong phap cai thién d6 hoa tan cla protein hodc peptit co
hoat tinh sinh 1y so v&i d9 hoa tan ctia protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y khong dugc
tiép hop v6i manh Fc globulin mién dich, trong d6 phuong phép nay bao gdm budc tiép
hop protein hodc peptit ¢ hoat tinh sinh 1y v6i manh Fc globulin mién dich. Phuong
phap theo sang ché c6 tic dung cai thién d6 hoa tan ctia protein hodc peptit ¢6 hoat tinh
sinh 1y thim chi khéng can bd sung chit hoat dong bé mit vao dung méi. Trong trudng
hop protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y, cu thé 1a insulin, oxyntomodulin,' v.v., la
thanh phan ctia dugc chit protein da biét, thi n6 c6 do hoa tan thip & d6 pH nim trong
khoéng tir 5 dén 7, 13 khoang d6 pH thong thudng cta ché phim ding cho co thé nguoi.
Do d6, viéc protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy dugc bao ché thanh ché phim & ndng
d6 mong muén 13 khé. Ciing gip phai mot vin dé vi ché phidm dung dé tiém 13 né c6 thé
1am két tiia trong co thé dé tao ra cc tic dung phu khong mong mubn. Diéu ngac nhién
13, cAc sang ché d4 khing dinh dugc rang khi protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc
tiép hop v&i manh Fc globulin mién dich, thi n6 ¢6 do hoa tan gia tding ¢ do pH trong
khoang néu trén. Ttrc 13, phuong phéap theo sang ché c6 kha ning cai thién dugce do hoa
tan ctia peptit hodc protein, nhu insulin hodc oxyntomodulin, ma c6 d6 hoa tan thip & do

pH trong khoang pH c6 tinh axit yéu nim trong khoang tir 5 dén 7.

Thuat ngit “d0 hoa tan” dugc st dung trong ban md ta dé chi mirc dd ma protein
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hoiic peptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc hoa tan trong dung méi thich hop dé ding cho co
thé ngudi. Mot cach chi tiét, thuat ngit nay duoc st dung trong ban mé ta dé chi muc do
bdo hoa cua chat hoa tan trong dung moi nhét dinh & néng do cu thé. Po hoa tan c6 thé
dugc do bing céch xdc dinh ndng do chit hoa tan & thoi diém bio hoa. Vi du, ndng do
nay c6 thé duoc do bang cach sir dung thiét bi quang phd UV hoic HPLC sau khi bd sung
luong du chit hoa tan vao dung méi, va sau d6 khudy va loc dung dich nay, nhung khong
chi giéi han & cach nay. Dé sir dl:mg protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y dé diéu tri, thi
didu quan trong 13 cin hoa tan lwong hiru hiu c6 tac dung duoc ly cua n6 trong dung
mdi, 13 yéu td quan trong cin duoc xem xét trong viéc xac dinh ndng d6 cia ché phdm

dong khd nhanh trong khi hoan nguyén hodc ndng do cia hoat chéit ciia ché phdm 16ng.

D3 x4c nhén dugc ring khi protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy duoc tiép hop
V(;Ti manh Fc globulin mién dich, thi d6 hoa tan cta né dugc gia ting dang ké so véi
protein hoc peptit c6 hoat tinh sinh Iy ma manh nay khong duoc lién két. Trén co s& ndy,
sang ché dugc khac biét & chd do hoa tan cta protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y

dugc cai thién trong dung dich nudc.

Theo mdt phwong 4n ctia sang ché, khi insulin hodc oxyntomodulin dugc sir dung
lam peptit c6 hoat tinh sinh 1y dai dién va Fc ctia globulin mién dich dugc tiép hop vao

d6, thi @6 hoa tan ctia insulin va oxyntomodulin dugc gia ting dang ké (Fig.2 va Fig.4).

Thuat ngit “dung dich nuéc” duge sir dung trong ban mé ta dé chi dung dich duoc
du dinh dé hoa tan protcin hodc peptit c6 hoat tinh sinh ly. Dung dich nuéc bao gbdm
dung dich thich hgp dé ding protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y cho ngudi. Theo mot
phuong 4n cu thé cta sang ché, dung dich nudc c6 thé c6 do pH c6 tinh axit trung hoa
hodc yéu, vi du, do pH nam trong khoang tir 5,0 dén 7.0. Dung dich nuéc st dung trong
phuong phap theo sang ché bao gbm, nhung khong chi giéi han & dung dich dém axit
xitric hodc axit axetic chita dung dich nudc chira chit hoat dong bé mat dang khong ion
1a polysorbat, dung dich nuéc chira regu dudng 12 manitol, va dung dich nuéc chira chit
ding treong la natri clorua hogc methionin.

Trong phwong phap ciia sang ché, manh Fc globulin mién dich c¢6 thé dugc lién két
V61 protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y thong qua polyme khéng peptidyl. Dac biét,
méanh Fc globulin mién dich c6 thé dugc lién két véi polyme khong peptidyl duoc lién
két v&i protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y, hoic manh Fc globulin mién dich-polyme

-7-
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khéng peptidyl c6 thé dugc lién két voi protein hoic peptit c6 hoat tinh sinh 1.

Thuat ngit “polyme khong peptidyl” duoc sir dung trong ban mo ta d& chi polyme
tuong thich sinh hoc bao gdm mot hodc nhiéu don vi lip lai duoc lién két v6i nhau béi

lién két cong hoa tri loai trir lién két peptit.

Polyme khéng peptidyl c6 thé dugc sir dung trong sang ché c6 thé duoc chon tir
nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme cia etylen glycol va
propylen glycol, ruou polyhydric dugc polyoxyetylat héa, ruou polyvinylic, polysacarit,
dextran, polyvinyl etyl ete, polyme cé thé phan hity sinh hoc nhu axit polylactic va axit
polylactic-glycolic, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, va hdn hop ciia ching, va tt hon
1a polyetylen glycol, nhung khong chi gigi han & cac loai nay. Ngoai ra, cac d?l_n xudt clia
ching d3 biét trong linh vuc nay va duoc diéu ché dé dang béi ngudi cé trinh do trung

binh trong linh vuc nay ciing nim trong pham viciia sang ché.

Polyme khong peptidyl bét ky c6 thé duoc sir dung ma khéng bi gidi han, voi diéu
kién né 13 polyme bén v6i enzym phén giai protein in vivo, do d6 khéng duoc phan giai
dé dang béi enzym phan gidi protein, tir d6 cho phép manh Fc globulin mién dich déng
vai trd 1am chit mang. Polyme khong peptidyl c6 phan tir lwong ndm trong khoang tir 1
kDa dén 100 kDa, va cu thé 12 ndm trong khoang tir 1 kDa dén 20 kDa. Ngoai ra, polyme
khéng peptidyl theo sang ché, duoc lién két voi manh Fc globulin mién dich, c6 thé 1a

mot polyme hodc hdn hop clia céc loai polyme khac nhau.

Polyme khéng peptidyl c6 thé c6 nhém phan tng c6 kha ning gin két véi manh
Fc globulin mién dich va dugc chit protein hodc peptit, do d6 dong vai trd 1am lién két dé

lién két manh Fc globulin mién dich véi protein hoic peptit.

Qua4 trinh tao lién két cta protein hodc peptit ¢é hoat tinh sinh Iy v6i méanh Fc
globulin mién dich bang cach st dung gbc lién két polyme khong peptidyl cé thé thu
dugc bang cach thuc hién (1) phan tng gitra polyme khong peptidyl véi mot trong sb
protein hoic peptit c6 hoat tinh sinh 1§ va manh Fc globulin mién dich bat ky; va (2) phan
mg gifta sén pham phan ting thu dugc & bude (1) 1an luot véi mot trong sb protein hoic

peptit ¢ hoat tinh sinh 1y v manh Fc globulin mién dich con lai.

Tuy nhién, néu manh Fc globulin mién dich dugc lién két véi polyme khong

peptidyl c6 nhém phan ting & ca hai diu & bude (1), mdt phan san phdm thu duoc & bude
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(1) c¢6 thé & dang ciu trong d6 hai dau tin cing N ctia manh Fc globulin mién dich duoc
lién két v6i ca hai dau cua polyme khong peptidyl trong cac diéu kién phan tng cu thé.
Céc san phdm thu duoc & budc (1) & dang cau c6 thé ngan can phan tmg cip d6i thir cAp
dé lien két protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y vao d6 hodc cé thé 1am gidm manh
hiéu suét cap doi. Do do6, theo mdt phuong én, dé ngdn can viéc tao cau gitta manh Fc
globulin mién dich va manh Fc globulin mién dich, polyme khong peptidyl va protein
~ hoic peptit ¢6 hoat tinh sinh Iy c¢6 thé dugc phan tGng trudc ti-én, va sau do protein hodc
peptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc lién két bai polyme khong peptidyl c6 thé dugc phan Gng
14n luot véi manh Fe globulin mién dich. Tuy nhién, khong can phai thuc hién phuong
phép cai thién do hoa tan theo sang ché theo thi tr ny.

O budc (1), phan tmg héa hoc dé gbce lién két polyme khong peptidyl v6i protein
hoic peptit ¢ hoat tinh sinh 1y hoic manh Fc globulin mién dich c6 thé duoc thuc hién
bdi phuong phap da biét. Vi du, polyme khong peptidyl c6 nhém phan tng & ca hai dau
c6 thé dugc phan ung véi protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y hodic méanh Fc globulin
mién dich & nhiét ¢ nim trong khoang tir 0°C dén 25°C trong 1 gio dén 16 gio. Thong
qua phan mg ndy, protein ho#c peptit c6 hoat tinh sinh 1y hoic manh Fc globulin mién
dich c6 thé dugc lién két cong héa tri v6i mot polyme khong peptidyl thong qua nhém

phén Ung.

Phén tng lién két cua protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1§ v6i polyme khong
peptidyl & budc (1) ¢6 thé duge thuc hién trong dung dich phan g chira dung méi hitu
co. V& mit nay, dung mdi hitu co ¢6 thé 13 dung méi hitu co bét ky thu’(‘mg dugc st dung
trong linh vuc k§ thuat nay, nhung khong chi giéi han & dung méi ndy, cu thé 1a ruou bac
mot, bac hai, hoic bac ba, va ruou c6 1 dén 10 nguyén tir cacbon. Cu thé hon, ruou c6 thé
13 isopropanol, etanol, hodc metanol. Dung méi hitu co ¢6 thé duoc chon tiy ¥y tir dung
moi hitu co thich _hqp dbi voi loai protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y. Ngoai ra, dung
mdi hitu co ¢6 thé dugc str dung dé tao lién két gifra protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh
ly va polyme khong peptidyl, nhung khong chi gi6i han & dung méi ndy, cu thé 13 c6 mat
v6i lugng nim trong khoang tir 10% dén 60%, cu thé hon, véi lugng nim trong khoang
tr 30% dén 55%, va cu thé hon nita, vé6i lugng nam trong khoang tir 45% dén 55%, tinh
trén téng lwong dung dich phan Gng. Ngoai ra, dd pH cua dung dich phan tng c6 thé,
nhung khéng chi giéi han &, cu thé 14 ndm trong khoang tir 4,5 dén 7,0 va cu thé hon 1a
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nam trong khoéng tir 5,0 dén 6,5.

Ngoai ra, theo loai nhém phan g tham gia trong phan g, chit khir ciing c6 thé

c6 mat dé thuc hién cac budc néu trén.

Cu thé, chat khir theo sang ché dung dé chi chét khir bt ky da biét trong linh vuc
ndy c6 tac dung 1am giam lién két d6i imin thudn nghich duoc tao ra tir lién két gitra
nhom aldehyt ciia polyme khong peptidyl va nhém amin cda polypeptit (protein hodc
peptit c6 hoat tinh sinh 1y, manh Fc globulin mién dich) d& tao ra lién két cong ho4 tri.
Déi véi muc dich ciia sang ché, chat khir ¢ thé c6 mat trong dung dich phan tmg dé tao
ra lién két cong hod tri gitra polyme khong peptidyl va protein hodc peptit c6 hoat tinh
sinh 1y hoic manh Fc globulin mién dich. Chat khir theo sang ché c6 thé 13 chit khir bat
ky di biét trong linh vuc nay, nhung khéng chi giéi han &, tt hon 13 natri
xyanoborohydrit, phirc hgp boran pyridin, natri borohydrit, phttc hgp boran dimetylamin,
phirc hop boran trimetylamin, hodc natri triaxetoxyborohydrit. Chét khir thich hop c6 thé
duge chon tiy thudc vao loai polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hodc ving 6n dinh cia

globulin mién dich va dung mdi phan tng.

Ngoai ra, chit khir c6 thé c6 mit & ndng d6 cudi nam trong khoang tir 1 mM dén
20 mM ddi véi phan tng lién két (buéc phan tng (1)) giita protein hodc peptit c6 hoat
tinh sinh 1y va polyme khong peptidyl, hoic manh Fc globulin mién dich va polyme
khong peptidyl, va & ndng d6 cudi nim trong khoang tir 1 mM dén 100 mM dbi véi phan

ung cdp doi (budc phan ting (2)).

Ddng thoi, polyme khong peptidyl c6 thé c6 nhém phan Gng & ca hai diu, mdi
nhém phan tng ndy c6 kha niang gin két v6i manh Fc globulin mién dich va protein hoic
peptit c6 hoat tinh sinh 1y, cu thé mdi nhém phan Gng ndy cé kha ning gin két véi nhém
amin ctia d4u tan cing N hodc lysin, hoic nhém thiol ciia xystein ciia protein hodc peptit
c6 hoat tinh sinh 1y; hodc manh Fc glébulin mién dich. Nhém phan Uing & cé hai dau duge
chon cu thé tir nhém bao gém nhom aldehyt hoat dong, nhom propionaldehyt, nhém
butyraldehyt, nhém maleimit, va din xuit sucxinimit. V& mit ndy, ddn xuit sucxinimit c6
thé 13 sucxinimidyl carboxymetyl, sucxinimidyl valerat, sucxinimidyl metylbutanoat,
sucxinimidyl metylpropionat, sucxinimidyl butanoat, sucxinimidyl propionat, N-
hydroxysucxinimit, hodc sucxinimidyl cacbonat, nhung khong chi gi6i han & cac dan

xu4t ndy. Nhém phén (g bit k c6 thé dugc st dung ma khong bi gidi han, v6i didu kién
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né gan két voi nhém amin hodc nhém thiol ciia gdc axit amin ctia manh Fc globulin mién

dich va protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y.

Cu thé, khi polyme khéng peptidyl c6 nhém aldehyt hoat dong & ca hai ddu, thi né
¢6 thé thich hop dé lién két voi protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y va globulin mién
dich & ca hai diu véi cac phan Gmg khong dic hiéu t6i thiéu. Thanh phidm tao ra bing
cach alkyl héa khir boi lién két aldehyt 13 dn dinh hon nhiéu so véi khi dugc lién két boi
lién két amit. Nhém aldehyt hogt dong gén két mot cach chon loc vé&i du tn cung N &
d6 pH thép, va c6 thé gin két véi gbe lysin (Lys) dé tao ra lién két cong hod tri & do pH
cao, vi dy, & 46 pH bﬁng 9,0. '

Céc nhém phan tng & ca hai dau cia lién két 13 polyme khong peptidyl c6 thé 1a
tuong tu hodc khac nhau. Vi du, lién két ndy c6 thé cling ¢6 nhém maleimit & mot dau, va
nhém aldehyt, nhém propionaldehyt, hoic nhém butyl aldehyt & ddu con lai. Khi
polyetylen glycol c6 nhém hydroxyl hoat dong & ca hai ddu cia né duoc ding lam
polyme khong peptidyl, thi nhém hydroxyl ¢ thé dugc hoat héa thanh cac nhém phan
tmg khac nhau bang cic phan tng héa hoc di biét, hodc polyetylen glycol dang c6 trén
thi trudng ¢6 nhém phan tmg duoc cai bién c6 thé dugc sir dung dé diéu ché thé tiép hop

protein cé tac dung kéo dai theo sang ché.

Ngoai ra, cdc nhém phan tng cia polyme khéng peptidyl ¢ thé gin két 1an luot
v6i nhém amin c¢6 dau tin ciing N hoic nhém amin mach bén ciia goc lysin ctia protein
hoic peptit c¢6 hoat tinh sinh 1y va manh Fc globulin mién dich, nhung khong chi gi6i han
cu thé & cac nhém nay. V& mit ndy, gdc lysin trén protein hoic peptit c6 hoat tinh sinh 1y
va manh Fc globulin mién dich khong chi gidi han & vi tri cu thé, va vi du khong gi6i han
vé gbc lysin ciling bao gdm axit amin khéng c6 trong ty nhién va din xuit Lys, véi diéu
kién ching c6 nhém amin c6 kha ning gin két v6i nhém phéan tng cta polyme khong

peptidyl, cling nhu lysin c6 trong tu nhién.

Pong thoi, khi protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y dwoc cho phén tmg trudc
tién v6i polyme khong peptidyl & bude (1), thi protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y va
polyme khong peptidyl duoc cho phan ng v6i nhau véi ty 16 mol nim trong khoang tir
1:1 dén 1:20, va & budc (2), thé tiép hop cua protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y va
polyme khong peptidyl 13 san phim thu dugc & bude (1) duge cho phan tng v6i manh Fe
globulin mién dich véi ty 16 mol ndm trong khoang tir 1:0,5 dn 1:10, nhung khéng chi
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gi61 han ¢ ty 1€ nay.

Ngoai ra, phuong phap theo sang ché c6 thé bao gdm quy trinh tach va tinh ché
thé tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy-polyme khong peptidyl hoidc thé tiép hop
manh Fc globulin mién dich-polyme khong peptidyl 13 san phdm thu duoc & budc (1)
- trude bude (2) sau bude (1). Quy trinh ndy cé thé duoc thuc hién bang cach sir dung cac

phuong phap tach khac nhau, nhu sic ky, di biét trong linh vuc nay.

O budc (2), khi thé tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y-polyme khong peptidyl
dugc cho phan ting véi manh Fc globulin mién dich, thi diéu kién vé d6 pH, nhung khong
chi gi6i han cu thé &, 1a 46 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 9,0.

Dong thoi, protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1§ va manh Fc globulin mién dich
c6 thé dugc tiép hop v6i nhau & dang protein dung hop.

Thuat ngit “protein dung hop” duoc st dung trong ban md ta dé chi protein dugc
tao ra théng qua viéc ndi hai hodc nhidu gen dugc mi héa trude tién v6i cac protein riéng
1&. Protein dung hop c6 thé duoc didu ché nhan tao bang k§ thuét tai t6 hop ADN. Ngoai
ra, protein dung hop c6 thé & dang trong d6 protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy va
manh Fc globulin mién dich dugc lién két v6i nhau khong qua lién két hodc qua gdc lién

két peptidyl.

' Thuét ngit “gbc gbc lién két peptidyl” dugc st dung trong ban moé ta dé chi gbe
lién két peptit hai loai protein cdu thanh nén protein dung hop. Géc gbc lién két peptidyl
c6 thé c6 miat dé gip nép doc 14p hai protein ciu thanh nén protein dung hop hoic dé duy
tri mdi chtrc ning ctia hai protein ndy ngay khi & dang protein dung hgp, nhung khong
chi gi6i han & cac loai nay.

Thuit ngit “manh Fc globulin mién dich” duoc st dung trong ban mé ta dé chi
ving 6n dinh ctia chudi ning 2 (CH2) va ving 6n dinh cta chudi ning 3 (CH3) cua
globulin mién dich, loai trlr cac ving bién ddi ctia chudi ning va chudi nhe, ving 6n dinh
ctia chudi ning 1 (CH1) va viing 6n dinh ctia chudi nhe 1 (CL1) cta globulin mién dich,
va n6 c6 thé bao gdbm ving ban 18 & ving 6n dinh cta chudi ning. Ngoai ra, manh Fc
globulin mién dich theo sang ché c6 thé 1a manh Fe kéo dai cta globulin midn dich bao
gdm mat phan hoic toan b ving 6n dinh ciia chudi ning 1 (CH1) va/hoic ving dn dinh

ctia chudi nhe 1 (CL1), ngoai trir cac ving bién d6i ciia chudi ning va chudi nhe cua
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globulin mién dich, véi diéu kién né c6 hidu qua vé co ban 1 tuong tu véi hodc t6t hon
so v6i protein tu nhién. Ngoai ra, né c6 thé 1a viing c6 doan khuyét & vi tri twong dbi dai
ctia trinh tu axit amin ctia CH2 vd/hodc CH3. Tic 13, manh Fc globulin mién dich theo
sang ché c6 thé bao gdm (1) mién CH1, mién CH2, mién CH3 vi mién CH4, (2) mién
CH1 va mién CH2, (3) mién CH1 va mién CH3, (4) mién CH2 va mién CH3, (5) hon hop
ctia mot hodc nhiéu mién cia vung 6n dinh va vung ban 18 cua globulin mién dich (hoic
mot phin ciia viing ban 18), va (6) dime ctia mdi mién ciia ving 6n dinh cia chudi ning

va vung on dinh cua chuoi nhe.

Déi v6i cac muc dich cia sang ché, manh Fc globulin mién dich dugc st dung
trong ban mo ta dé chi chét c6 tac dung lam ting d hoa tan clia dugc chit gin két vao
do, tic 1a protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y, va né ciling co6 thé dung dé chi chat

mang dugc cht.

Thuét ngir “chit mang” dugc st dung trong ban mo ta dé chi chit gin két voi ciing
v6i mot duge chat. Néi chung, chit mang gin két véi dugc chat dé 1am ting hoic loai trir
hoat tinh sinh 1y ctia duoc chit. Tuy nhién, dbi véi muc dich cta sang ché, chit mang
theo sang ché dugc st dung trong ban mo ta dé chi chit 1am giam t6i thiu muc giam
hoat tinh sinh 1y cia dugc chét va lam tang do dn dinh in vivo cia dugc chét va thoi gian
tac dung bang cach 1am chdm qué trinh phan phdi dugc chit tir vi tri ding t6i méau khi
ding dudi da, va ddng thoi ciing 1am cai thién do hoa tan cua protein hodc peptit. Pdi véi
chat mang dugc chét, cic chit khic nhau nhu lipit, polyme, v.v. d& dugc nghién ctm,
nhung séng ché dé cap dén manh Fc globulin mién dich 1am chit mang dé cai thién thoi
gian in vivo ctia dugc chit téi chit mang duogc lién két vao, 1am giam t6i thiéu murc giam
hoat tinh in vivo, va ciing 1am ting t6i da dd hoa tan. Ngoai ra, manh Fc globulin mién
dich 13 polypeptit c6 thé phan hiry sinh hoc ma c¢6 thé duoc chuyén hoa in vivo, sao cho
né c6 thé dugc st dung an toan 1am chit mang dugc chit. Do dic diém, thé tiép hop
trong 6 manh Fc globulin mién dich dugc lién két vé6i protein hodc peptit c6 hoat tinh
sinh 1y c6 thé dugc thiét ké 1am thé tiép hop c6 tic dung kéo dai theo sang ché.

Ngoai ra, manh Fc globulin mién dich ding d& cai thién d6 hoa tan ciia protein
hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y theo sang ché c6 thé dugc lién két véi protein hodc peptit
c6 hoat tinh sinh 1y qua lién két hodc truc tiép. V& mit nay, vi tri ciia protein hodc peptit
c6 hoat tinh sinh Iy ma manh Fc globulin mién dich dugc lién két v6i 13 khong bi gii han
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cu thé, va vi tri bt ky trong protein hodc peptit hodc & diu tan cing N hodc dau tin cing
C ¢6 thé c6 mat. Tuy nhién, dé thé tiép hop cuia protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy va
manh Fc globulin mién dich duoc diéu ché bang phuong phap theo sang ché c6 hoat tinh
~ sinh Iy khi duge ding cho ngudi, thi t6t hon néu vi tri khéng trc ché hoat tinh sinh 1y
dugc chon theo loai protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y can ding, nhung khéng chi
g161 han & cac loai nay.

Ngoai ra, manh Fc globulin mién dich hon trong qua trinh san xuét,ltinh ché, va
hiéu suét cua thé tiép hop 12 c6 1oi so véi toan bd phan tir globulin mién dich, do phén tir
luong ctia n6 twong ddi nho. Ngoai ra, do né khong ¢6 Fab, ma khong c6 tinh déng nhét
cao do su khac nhau vé trinh tu axit amin & khang thé ndy so véi khang thé khac, nén du
dinh ring n6 lam ting dang k& tinh ddng nhit va 1am gidm kha ning tao ra tinh khang

nguyeén trong mau.

Ngoai ra, manh Fc globulin mién dich theo sang ché khong nhiing bao gbém trinh
tur axit amin co trong tu nhi€n ma con céc din xuét trinh tu ctia n6. DAn xuét trinh ty axit
amin c6 nghia 1a né c6 mét hoic nhiéu gdc axit amin khac nhau so véi trinh tir axit amin
kiéu hoang, va n6 cé thé xuét hién trong tu nhién hodc cé thé dugc tao ra b'fmg cach nhan
tao. Manh Fc globulin mién dich bao gdm cac din xuét do su khuyét, cai xen, thay thé
bao toan hoidc khong bao toan, hoic hdn hop cia ching. Viéc cai xen thudng duge thuc
hién bang cach bd sung trinh tu axit amin lién tuc c6 khoang tir 1 dén 20 axit amin, hoic
c6 thé duoc thuc hién véi trinh tu dai hon. Poan khuyét thuong nam trong khoang tir 1
dén 30 gbc axit amin. K¥ thuat didu ché cac din xut trinh tu ciia manh Fc globulin mién
dich dugc boc 16 trong Cong bd don sang ché qudc té s6 WO 97/34631 va WO 96/32478,
dugc dua vio trong ban mé ta ndy bang cach vién din. Viéc trao ddi axit amin trong céc
protein va peptit, thudng khong 1am thay doi hoat tinh cia cac phan tir, 1a di biét trong
linh vuc .néy (H. Neurath, R.L. Hill, Proteins, Academic Press, New York, 1979). Cac cap
trao dbi thuong xudt hién nhidu nhét 13 Ala/Ser, Vallle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly,
Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle,
Leu/Val, Ala/Glu, va Asp/Gly, theo ca hai huéng. Ngoai ra, manh Fc globulin mién dich,
néu mudn, cé thé dugc cai bién bing cich phosphoryl hod, sulfat héa, acrylat héa,

glycosyl hoa, metyl hoa, farnesyl hda, axetyl héa, amit hoa, va qua trinh twong tur.

Dan xuit Fc cua globulin mién dich néu trén co thé 13 dain xuét c6 hoat tinh sinh
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hoc twong duong véi hoat tinh ctia manh Fc globulin mién dich theo sing ché, nhung ¢

d6 6n dinh vé céu trac tang 1én cua manh Fc globulin mién dich dbi v&i nhiét, do pH, v.v..

Ngoai ra, manh Fc globulin mién dich ¢6 thé thu duoc tir loai ¢6 trong tu nhién
duoc tach ta tir nguoi hodc dong vat nhu bo, d€, lon, chuot nhit, tho, chudt déng, chuot,
chudt lang, v.v., hodc cé thé 1a dang tai td hop hoic cac din xuét ciia n6 thu duoc tir té
bao ciia dong vat chuyén gen hodc vi sinh vét. Trong ban mé ti ndy, ching cé thé thu
dugc tir globulin mién dich ¢6 trong trr nhién bang cach phén 14p toan bd globulin mién |
dich ra khoi co thé ngudi hoic dong vét va xi 1y ching bang enzym phan giai protein.
Papain tiéu globulin mién dich c6 trong tu nhién thanh cic ving Fab va Fc, va viéc xtr 1y
pepsin lam san sinh cic manh pF’c va F(ab),. Cac méanh ndy cé thé duoc ding, vi du, cho
sic ky loai trir kich ¢& dé phén 1ap Fc hodc pF’c. Pic biét, manh Fc globulin mién dich
theo séng ché c6 thé 1a manh Fe globulin mién dich t4i t hop c6 ngudn gbc tir ngudi ma

thu duogc tir vi sinh vat.

Ngoai ra, ving Fc ciia globulin mién dich theo sang ché c6 thé ¢ dang ¢ chudi
dudng cé trong tu nhién, chudi duong dai hon so v6i dang c6 trong tuw nhién hoic chudi
| dudng ngin hon so v6i dang c6 trong tw nhién, hodc cé thé 1a & dang dugc khir glycosyl
héa. Qua trinh glycosyl hoa hodc khir glycosyl héa tang hodc giam cia Fc cia globulin
mién dich c6 thé thu dugc bang cac phuong phap thong thudng, vi du, bang cach sir dung
phuong phap hoa hoc, phirong phap enzym, hoic phuong phap k¥ thuit di truyén bang
cach st dung vi sinh vat. Trong ban mé ta ndy, khi dugc khir glycosyl hoa, bd thé (Clq)
gin két v6i manh Fc globulin mién dich bi giam xudng dang ké va doc td té bao phu
thudc khang thé hodc ddc t6 té bao phu thudc bd thé bi giam hoic loai bo, tir d6 khéng
tao ra dugc cac dap tng mién dich in vivo cin thiét. Trong ban md ta niy, cic manh Fc
globulin mién dich duoc khir glycosyl héa hodc khong duogc glycosyl héa 13 thich hop
hon v&i muc dich cua chét mang duoc cht.

Thuat ngit “qué trinh khir glycosyl héa” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi viéc
loai bo enzyme clia cac gbc dudong ra khoi manh Fc globulin mién dich, va thudt ngi
“qua trinh aglycosyl héa” cé nghia 1a manh Fc globulin mién dich dugc tao ra & dang
khong phai glycosyl hda bai sinh vat chua c6 nhan dién hinh, dic biét 13 E. coli.

Dong thoi, manh Fe globulin mién dich c6 thé c6 ngudn gbc tir ngudi hodic dong

vat khac bao gém bo, dé, lon, chudt nhét, théd, chudt déng, chudt, va chuot lang, va tt
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hon 14 ngudi. Ngoai ra, manh Fc globulin mién dich ¢6 thé 1a manh Fc ¢6 ngudn gdc tir
IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM, hoic dugc tao ra bing cach két hop chiing hodc cac dang lai
ctia chung. Cu thé, n6 c6 ngudn gde tir IgG hoic IgM, thudc cac loai protein dur thira nhit
trong mau nguoi, va cu thé nhét 14 tir IgG, 1a da biét dé tang cudng thoi gian ban thai cla

protein gin két phdi tir.

Pdng thoi, thuat ngit “hdn hop” c6 nghia 13 polypeptit mi héa manh Fc chudi don
ctia globulin mién dich c¢6 cing ngudn gdc dugc lién két véi polypeptit chubdi don c6
ngudn gdc khic nhau dé tao ra dime hoic multime. Téc 13 dime hodc multime cé thé
duoc tao ra tir hai hodc nhiéu méanh dugc chon tir nhém bao gff)m cac manh IgG Fc, IgA
Fc, IgM Fc, IgD Fc, va IgE Fc.

Thuat nglr “dang lai” dugc st dung trong ban mo ta dé chi cac trinh tu m3 hda hai
hodc nhidu manh Fec globulin mién dich ¢6 ngudn gbc khac nhau c¢6 mit trong méanh Fc
chudi don ctia globulin mién dich. Theo sang ché, cac dang lai khac nhau c6 thé c¢6 mit.
Ttec 13 cac dang lai mién c6 thé bao gdm mét dén bén mién duoc chon tir nhém bao gdm
- CHI, CH2, CH3, va CH4 cua IgG Fc, IgM Fc, IgA Fc, IgE Fc, va IgD Fc, va ¢6 thé bao

gom vung ban 1€.

Pdng thoi, IgG dﬁrqc chia thanh cac phan 16p IgGl, IgG2, 1gG3, va IgG4, va sang
ché bao gdm hdn hop va cac dang lai ciia chiing. Tt hon néu chiing 13 cac phan 16p IgG2
va IgG4, va tét nhét 1a manh Fc ciia [gG4 hiém gip ¢6 chirc ning tac dong nhu doc t6 t&
bao phu thudc bd thé (CDC). '

Manh Fc globulin mién dich theo sang ché c6 thé & dang tai to hop trong d6 ving
ban 1& duogc lién két v6i dau tan cing N cia né. Trong truong hop nay, manh Fe globulin
mién dich dugc biéu hién & cac két tu khong 1am mét hoat tinh. Ngoai ra, cé cac méanh Fc
& dang dime ho#ic monome hoat tinh khong cé géc methionin khéi ddu dugc ma héa béi

codon khéi dau, do d6, cé loi trong viéc hoa tan va gap nép lai.

Manh Fc globulin mién dich thich hop theo sang ché dugc mé ta chi tiét trong cac
Patent Han Quéc sb 755315, 775343, va 824505, dugc dua vao trong ban md ta ndy bing

cach vién dan.

Ttc 13 manh Fe globulin mién dich dwgc wu tién nhéat dugc ding 1am chit mang

dugc chét cho protein dung hop véi insulin va oxyntomodulin theo sang ché 13 ving Fc
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khong dugc glycosyl héa c6 ngudn gbc tir IgG4 cia ngudi. Manh Fc ¢6 ngudn gbe tir
ngudi duoc wu tién hon so vdi manh Fc c6 ngudn gbe khong phai tir ngudi, cb thé c6 tac
dung 1am khang nguyén & ngudi va tao ra cac dap tmg mién dich khong mong mudén nhu
sén sinh khang thé méi khang khéng nguyén.

Thuit ngit “protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc st dung trong ban mé ta
dé chi protein hozc peptit diéu hoa su biéu hién gen hoic chirc nang sinh 1Iy. Déi vé6i cac
muc dich cta sang ché, protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y bat ky c6 thé bao gém

nhung khong bi gi6i han, v6i didu kién né 1am ting do hoa tan.

Péng thoi, axit amin néu trong ban mo ta ndy duoc viét tit theo quy tic dit tén

cua [IUPAC-IUB nhu sau:

" Alanin: Ala hoic A Arginin: Arg hoic R
Asparagin: Asn hoic N Axit aspartic: Asp hodc D
Xystein: Cys hodc C Axit glutamic: Glu hoiac E
Glutamin: Gln hodc Q Glyxin: Gly hodc G
Histidin: His hoac H Isoleuxin: Ile hodc I
Leuxin: Leu hoac L Lysin: Lys hodc K
Methionin: Met hoac M Phenylalanin: Phe hoac F
Prolin: Pro hodc P Serin: Ser hoédc S
Threonin: Thr hodc T Tryptophan: Trp hodic W
Tyrosin: Tyr hodc Y Valin: Val hodc V

Ngoai ra, trong ban md ta nay, mot- v ba chir cai cé thé dugc sir dung cho axit
amin.

Ngoai ra, protein hodc peptit c hoat tinh sinh 1y 1a khai ni€m bao ham toan bd cac
din xuit, bién thé, va doan cua chung, ngoai protein tu nhién hodc peptit c6 hoat tinh sinh
Iy.

Thuét ngit “dan xuat” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi peptit c6 doan thé héa
hoc (vi du, alpha-metyl héa, alpha-hydroxyl hoa), doan khuyét (vi du, khir amin héa),
hoic doan cai bién (vi du, N-metyl héa) cua mot sé nhém ctia géc axit amin trong trinh tu
axit amin ctia protein tw nhién hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1. DAan xuit c6 thé bao gdm
chét twong tu peptit van giit dugc hoat tinh ciia peptit c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 trong tu
nhién ma khong c6 tinh twong ddng trinh tu véi peptit c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 trong tu
nhién.

Thuét ngit “chat twong tu peptit” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi chudi twong
tur protein dugc thiét ké dé twong tu v6i peptit. Chit twong tr peptit ¢ thé duge 1dy 1am

-17-



28530

vi du béi chit tuong tu D-peptit chtra D-axit amin, nhung khong chi gi6i han & loai nay.
Chét twong tu peptit ¢ thé duoc diéu ché d& dang bang cach sir dung k¥ thuat didu ché
cac chét twong tur peptit da biét trong linh vuc nay.

Thuét ngit “doan bién d6i” duoc st dung trong ban md ta dé chi protein hoic
peptit cé mot hodc nhiéu trinh tu axit amin khac so vé6i trinh tu axit amin cua protein tu
nhién hodc peptit, va dugc st dung trong ban mo ta dé chi peptit van c6 hoat tinh clia
protein tu nhién. Poan bién d6i c6 thé dugce tao ra béng céch bt ky mot trong sb céc cach
thé, bd sung, khuyét, va cai bién hoic bang cach cach két hop cua ching trong mét phan
cua trinh tu axit amin cta protein tu nhién hodc peptit. Trong ban moé ta nay, axit amin

dugc bd sung co thé 13 axit amin khéng xuét hién trong tir nhién (vi du, axit amin loai D).

Thuat ngit “manh” dugc st dung trong ban mo ta dé chi manh c6 mot hodc nhiéu
axit amin bi khuyét & ddu tan cing N hodc diu tin cing C ciia protein hodc peptit tur

nhién, va tét hon, néu manh c6 hoat tinh cta protein tu nhién.

Protein hodic peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y c6 thé duoc tao ra bang phuong phap bat
ky ¢4 ngudn gde tir ty nhién hodc tai td hop, va vi du, n6 cb thé 13 protein tai t6 hop dugc
didu ché bing cach st dung té bao khong c6 nhan dién hinh nhu E. coli 1am té bao chu,

nhung khong chi giéi han & cac loai nay.

Ddng thoi, protein hodc peptit cé hoat tinh sinh Iy c6 thé 13 oxyntomodulin,
exendin-4, peptit tuong tu glucagon 1, GLP-2, c4c peptit kich thich tiét insulin nhu peptit |
kich thich tiét insulin phu thudc glucoza (GIP), insulin, glucagon, hormon tuyén can giap,
hodc calcitonin, nhung khong chi giéi han & cac loai nay. Nhu duoc mo ta trén day,
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y 12 khai niém bao gém toan bd cac din xuét, bién

thé, va doan ctia chiing, ngoai protein tu nhién hoic peptit c6 hoat tinh sinh 1y.

Thuét ngir “insulin” duoc st dung trong ban md ta dé chi peptit dugc tiét boi tuy
déap tmg v6i ndng d6 glucoza ting cao trong mau dé hip thu glucoza trong gan, co, hodc
mo mé va quay lai thanh glycogen, va dé ngimg st dung chat béo 1am ngudn ning luong,
va tir'd6 kiém soat ndng do glucoza trong mau. Peptit ndy bao gbém insulin tir nhién,
insulin co ban, chit chu vén insulin, tién chét, din xuét, doan cta ching, va dang bién dbi

cua ching.

Thuét ngt “insulin tw nhién” duoc sit dung trong ban mé ta dé chi hormon dugc
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tiét boi tuy dé thic ddy kha nang hp thu glucoza va tic ché qué trinh phan hiy chét béo,
va tir d6 c6 tac dung kiém soat ndng do glucoza trong mau. Insulin duoc tao ra tir tién
chét khéng c6 tac dung didu hoa ndng do glucoza trong mau, duoc biét 13 proinsulin,

bang cach xt Y. Trinh tu axit amin cta insulin 13 nhu sau:
Chudi A:
Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-
Tyr-Cys-Asn (SEQ ID NO.1) .

Chudi B:

Phe-Val-Asn-GIn-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-
Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr (SEQ ID NO.2)

Thuét ngft “insulin co ban” dugc st dung trong ban mo ta dé chi peptit diéu khién
néng d6 glucoza trong méu hing ngdy & muc binh thuong, vi du, levemir, lantus,

deglude, v.v.

Thuét ngit “chit chi van insulin” duoc st dung trong ban mé ta dé chi hop chit
gén két voi thu thé insulin dé thé hién hoat tinh sinh hoc trong dwong véi hoat tinh cia
insulin, 13 khéng lién quan vé6i ciu triic cta insulin.

Thuat ngit “doan bién ddi insulin” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi peptit c6
mdt hodc nhiéu trinh tu axit amin khac nhau so véi trinh tu cia insulin tu nhién, va van

gilt dugc chirc ndng kiém soat ndng do glucoza trong mu trong co thé.

Thuat ngir “dan xut insulin” dugc sit dung trong ban md ta dé chi peptit c6 trinh
tur axit amin mirc d9 twong ddéng véi insulin ty nhién it nhit 13 80%, ma cé thé c6 mot s6
nhém trén géc axit amin dugc thé, khuyét, hodc cai bién hoa hoc, va cé chuc nang diéu
hoa ndng dd glucoza trong mau trong co thé. Thuat ngit “ménh insulin” dugc st dung
trong ban mo ta dé chi manh c6 mdt hodc nhidu axit amin bi khuyét & dau tan cung N
hodc dau tin cing C cua insulin v c6 chirc ning diéu hoa ndng do glucoza trong mau

trong co thé.

M&i phuong phap didu ché chét chii van, din xuét, manh, va bién thé cla insulin
c6 thé duoc sir dung riéng biét hoiic & dang két hop. Vi du, sang ché bao gdm peptit c6

mot hodc nhi€u axit amin khac nhau so v6i cac axit amin cia peptit tu nhi€n va khir amin
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hoa gdc axit amin c6 dau tdn cung N, va c6 chiic ning dicu hoa nong do glucoza trong
mau trong co thé. Insulin dugc st dung trong sang ché c6 thé dugc san sinh boi k§ thuét

tai td hop, va ciing c6 thé duoc tdng hop st dung phuong phép tong hop pha rin.

Ngoai ra, insulin dugc str dung trong sang ché c6 thé duoc lién két voi polyme
khong peptidyl. Polyme khong peptidyl nay c6 thé duoc sir dung 1am lién két theo sang
ché. Polyme khong peptidyl dugc dung lam lién két dé lién két manh Fc globulin mién
dich, nho d6 duy tri hoat tinh cua insulin va cai thién dugc dd hoa tan, va cling cai thién
dugc do 6n dinh. C6 thé dung lién két peptit bang cach st dung k§ thuat tai td hop di

truyén.

Ngoai ra, sang ché dugc khac biét & chd protein hoic peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y
dugc tiép hop v6i manh Fe globulin mién dich dé cai thién do hoa tan ciia protein hodc
peptit. Khong ¢ gidi han cu thé vé vi tri gin két. Tuy nhién, viéc cai bién chudi A cua
insulin c6 thé 1am giam hoat tinh va d6 6n dinh, do d6, manh Fc globulin mién dich ¢6
thé dugc lién két v6i chudi B qua lién két hoic khong qua lién két. Cu thé, méanh Fc
globulin mién dich c6 thé dwoc lién két vi dau tin cing N ciia chudi B cia insulin thong
qua gdc lién két khong peptidyl hodc khéng phai gbc lién két khong peptidyl, nhung 1a

khong bi giéi han cu thé loai lién két nay.

Thuat ngit “oxyntomodulin” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi peptit c6 ngudn
gbc tir tién chit glucagon, pre-glucagon, va bao gdm oxyntomodulin c¢é trong tw nhién,
tién chat, din xuit, manh, va cic dang bién dbi ctia né.

bac biét, oxyntomodulin co trinh tu axit amin l1a
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA (SEQ ID NO.3).

7 Dén xuét oxyntomodulin bao gdm peptit, din xuét peptit, hodic chit trong tir peptit
duoc didu ché lgéng cach bd sung, khuyét, hodc thé mot phﬁn axit amin cua trinh tu
oxyntomodulin dé hoat héa ca thu thé GLP-1 14n thu thé glucagon & miic cao hon so véi
oxyntomodulin c6 trong trr nhién. Theo sang ché, d4n xuit oxyntomodulin c6 thé ¢é trinh
tur axit amin bét ky néu trong SEQ ID NO.4 dén 36.

Ngoai ra, manh oxyntomodulin duy tri dugc chirc ning kiém soat ndng do glucoza

trong mau trong co thé.

Ngoai ra, dang bién dbi oxyntomodulin 13 peptit c6 mot hodic nhidu gbc axit amin
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khéc so véi trinh ty axit amin cua oxyntomodulin c¢é trong tu nhi€n va c6 chirc nang hoat
héa thu thé GLP-1 va glucagon. Cac phuong phap tao ra dang bién ddi oxyntomodulin,
dan xuét, vd manh c6 thé duge sir dung riéng 1¢ hodc két hop. Vi du, sang ché bao gém
peptit c6 mot hodc nhidu axit amin khac so véi peptit tu nhién va qua trinh khir amin héa
géc axit amin c6 dau tin cung N, va cé chic ndang hoat hoa ca thu thé GLP-1 14n thu thé

glucagon.

Theo sang ché, din xuét oxyntomodulin bao ham peptit bit ky dugc tao ra bang
cach thé, bd sung, khuyét, hoic cai bién sau dich ma (vi du, metyl héa, axyl héa,
ubiquitin héa, lién két cong héa tri noi phan tr) trong trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO.3 dé hoat héa ddng thoi cac thu thé glucagon va GLP-1. Trong qua trinh thé hoic
bb sung axit amin, axit amin bit ky trong s6 20 axit amin thuong tim thdy & cac protein
clia ngudi, ciing nhu axit amin khéng dién hinh hodc axit amin khong xuét hién trong tu
nhién, ¢ thé duoc str dung. Cic ngudn axit amin khong dién hinh thuong mai bao gbm
Sigma-Aldrich, ChemPep Inc., v Genzyme Pharmaceuticals. Cac peptit bao gdm céc
axit amin ndy va céc trinh tur peptit khéng dién hinh c6 thé dugc tong hop va duge mua tir
cac nha cung cip thuong mai, vi du, American Peptide Company (M§), Bachem (M¥),
hoic Anygen (Han Quéc).

Theo mét phuong 4n cu thé, din xuit oxyntomodulin theo sang ché 13 peptit méi

bao gbm trinh tyr axit amin c6 cong thirc sau 1:

R1-X1-X2-GTFTSD-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-
X16-X17-X18-X19-X20-X21-X22-X23-X24-R2 (Cong thirc 1)

trong d6 R1 1a histidin, desamino-histidyl, dimetyl-histidyl (N-dimetyl-histidyl),
beta-hydroxyimidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, beta-carboxyimidazopropionyl, hodc
tyrosin;

X1 la AIB (axit aminoisobutyric), D-alanin, glyxin, Sar (N-metyl glyxin), serin,

hodc D-serin;
X2 1a axit glutamic hodc glutamin;
X3 1a leuxin hodc tyrosin;

X4 1a serin hodc alanin;
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X5 la lysin hodc arginin;

X6 1a glutamin hodc tyrosin;

X7 1a leuxin hodc methionin;

X8 1a axit aspartic hodc axit glutamic;

X9 1 axit glutamic, serin, axit alpha-metyl-glutamic, hoic bi khuyét;
X10 la glutamin, axit glutamic, lysin, arginin, serin, hodc bi khuyét;
X11 13 alanin, arginin, valin, hoic bi khuyét;

X12 1a alanin, arginin, serin, valin, hoéc bi khuyét;

X13 1a lysin, glutamin, arginin, axit alpha-metyl-glutamic, hoic bi khuyét;
X14 1a axit aspartic, axit glutamic, leuxin, hodc bi khuyét;

X15 13 phenylalanin hoic bi khuyét;

X16 1a isoleuxin, valin, hodc bi khuyét;

X17 1a alanin, xystein, axit glutamic, lysin, glutamin, axit alpha-metyl-glutamic,

hoic bi khuyét;
X18 1 tryptophan hoic bj khuyét;
X19 14 alanin, isoleuxin, leuxin, serin, valin, hodc bi khuyét;
X20 12 alanin, lysin, methionin, glutamin, arginin, hodc bi khuyét;
X21 12 asparagin hoic bi khuyét;
X22 13 alanin, glyxin, threonin, hodc bi khuyét;
X23 1a xystein, lysin, hodc bi khuyét;

X24 14 peptit c6 2 dén 10 axit amin cAu thanh tir hdn hop bao gdm alanin, glyxin,
va serin, hodic bi khuyét; va

R2 13 KRNRNNIA (SEQ ID NO.37), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO.38),
GPSSGAPPPSK (SEQ ID NO.39), HSQGTFTSDYSKYLD (SEQ ID NO.40),

HSQGTFTSDYSRYLDK (SEQ ID NO.41), HGEGTFTSDLSKQMEEEAVK (SEQ ID
NO.42), hodc bi khuyét (ngoai trir néu trinh ty axit amin c6 cong thic 1 1a tuong tu véi
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trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3).

Pé tang cudng hoat tinh cia oxyntomodulin kiéu hoang d6i véi thu thé glucagon
va thu thé GLP-1, din xuit oxyntomodulin theo sing ché c6 thé dugc thé bang 4-
imidazoaxetyl trong d6 alpha-cacbon cua histidin & vi tri 1 cta trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO.3 bi khuyét, desamino-histidyl trong d6 nhém amin c6 ddu tin cling
No bi khuyét, dimetyl-histidyl (N-dimetyl-histidyl) trong d6 nhém amin ¢6 dau tin ciing
No dugc cai bién bang hai nhém metyl, beta-hydroxyimidazopropionyl trong d6 nhom
amin c6 diu tin cing N dugc thé bang nhém hydroxyl, hoic beta-
carboxyimidazopropionyl trong d6 nhém amin c¢6 dau tin cung N duoc thé bang nhém
carboxyl. Ngoai ra, ving gin két véi thu thé GLP-1 c6 thé duoc thé bang axit amin ma
tang cudng lién két ky nudc va lién két ion hodc hdn hop clia ching. M6t phin trinh tir
_ oxyntomodulin c6 thé dugc thé béng trinh tu axit amin cia GLP-1 hoic exendin-4 dé

tang cudng hoat tinh trén thy thé GLP-1.

Ngoai ra, mét phin trinh tu oxyntomodulin c¢6 thé duoc thé bang trinh ty 6n dinh
dang xoay alpha. Vi du, axit amin & cac vi tri 10, 14, 16, 20, 24, va 28 cua trinh tyu axit
amin c6 cong thirc 1 c¢6 thé duoc thé bang axit amin cdu thanh tir Tyr(4-Me), Phe, Phe(4-
Me), Phe(4-Cl), Phe(4-CN), Phe(4-NO,), Phe(4-NH,), Phg, Pal, Nal, Ala(2-thienyl), va

Ala(benzothienyl) 1a d3 biét dé 6n dinh dang xo4y alpha, hodc din xuét axit amin.

Trong ban mé ta ndy, Tyr(4-Me) 13 din xuét tyrosin trong d6 hydro cta nhém
hydroxyl cuia tyrosin dugc thé bang nhém metyl; Phe(4-Me) 13 din xuét phenylalanin
trong d6 vi tri para ctia phenylalanin duoc thé bang nhém metyl; Phe(4-Cl) 13 dan xuét
phenylalanin trong d6 vi trf para ciia nhém phenyl dugc thé bang clorua; Phe(4-CN) 13
dan xuét phenylalanin trong d6 vi tri para ctia nhém phenyl dugc thé bing nhém xyanua;
Phe(4-NO,) 13 din xuét phenylalanin trong d6 vi tri para ciia nhém phenyl dugc thé bang
nhém nitro; va Phe(4-NH,) 13 d4n xuét phenylalanin trong d6'vi tri para ciia nhém phenyl

duoc thé bang nhém amin.

Ngoai ra, Phg 13 phenylglyxin; Pal 13 din xuét alanin trong d6 nhém beta-metyl
ctia alanin duoc thé bang nhém pyridyl; Nal 12 din xuét alanin trong d6 nhém beta-metyl
ctia alanin dugc thé bing nhém naphtyl; Ala(2-thienyl) 13 din xuét alanin trong d6 nhém
beta-metyl ciia alanin dugc thé bing nhom 2-thienyl; va Ala(benzothienyl) 13 din xuét

alanin trong d6 nhém beta-metyl ciia alanin duoc thé bing nhém benzo-thienyl.
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Khoéng c6 gi6i han vé loai va sb lwong axit amin hodc dan xuét axit amin duogc 6n
didnhj boi dang xo4y alpha cin duoc chén vao. Theo mot phuong an cu thé, cac vong ndi
phan tir ¢6 thé duoc tao ra giita gbc axit amin. Vi du, cic vong ndi phan tr ndy c6 thé
dugc tao ra & cac vi tri 10 va 14, 12 va 16, 16 va 20, 20 va 24, va 24 va 28, va trong
trudmg hop ndy, cac vi trf twong tng c6 thé duoc thay thé bang cip axit glutamic va lysin.
Khoéng c6 gidi han cu thé vé s lugng vong nodi phan tir duoc tao ra trong dan xuét
oxyntomodulin, ma do hoa tan ciia né c6 thé dugc cai thién boi phuong phap theo séng

ché.

Theo mdt phuong an, oxyntomodulin, ma do hoa tan cia n6 dugc céi thi€n badi
phuong phap theo sang ché, hodc din xuét clia n6 c6 thé 13 dan xuét oxyntomodulin ¢
trinh tu axit amin dugc chon tir cac cong thic tir 2 dén 6 dudi ddy. Theo mét phuong 4n
cu thé, dan xuit oxyntomodulin theo sang ché 13 peptit c6 trinh ty axit amin cé cong thic
2 dudi day, trong d6 trinh tu axit amin ciia oxyntomodulin dugc thé bing trinh tu cta
exendin hoac GLP-1:

R1-A’-R3 (Céng thiic 2)

Theo phuong an cu thé khac, ddn xuét oxyntomodulin theo sang ché 13 peptit c6
trinh tu axit amin c6 cong thic 3 dudi ddy, trong d6 mot phan trinh ty axit amin ciia
oxyntomodulin dugc lién két véi trinh tu cia exendin hodc GLP-1 bang cach st dung lién

két axit amin thich hop:
R1-B’-C’-R4 (Céng thirc 3)

Theo phuong 4n cu thé khac, din xuit oxyntomodulin theo sang ché 13 peptit trong
d6 mot phén trinh ty axit amin clia oxyntomodulin dugc thé bang axit amin ¢ kha ning
tang cudng &i luc gan két véi thu thé GLP-1. Vi dy, Leu & vi tri 26, ma gén két véi thy
thé GLP-1 bang tuong tic ky nudc, dugc thé bang gbc ky nudc, Ile hoidc Val, tir d6 ting
cudng 4i luc gén két véi thu thé GLP-1. Cu thé hon, cong thic 4 dudi day 1a peptit bao

gém peptit oxyntomodulin ¢6 ai luc ga"m két vé6i thu thé duoc cai thién (D6 dugc thé):

R1-SQGTFTSDYSKYLD-D1-D2-D3-D4-D5-LEVQW-D6-D7-N-D8-R3 (Cong
thirc 4)

Theo phuong 4n cu thé khac, din xudt oxyntomodulin theo sang ché 1 peptit bao

gdm cong thirc 5 dudi ddy, trong 36 mot phan trinh tir axit amin bi khuyét, bd sung, hoic
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dugc thé bang axit amin khac dé ting cudng hoat tinh ctia oxyntomodulin cé trong tu

nhién trén thu thé GLP-1 va thu thé glucagon:
R1-E1-QGTFTSDYSKYLD-E2-E3-RA-E4-E5-Fv-E6-WLMNT-E7-R5 (Cong
thirc 5)
Trong Cong thirc 2 dén 5, R1 14 twong tur nhu trong ban md ta c6 cong thic 1;

A’ duoc chon tir nhém bao gdm SQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT
(SEQ ID NO.43), SQGTFTSDYSKYLDEEAVRLFIEWLMNT (SEQ ID NO.44),

SQGTFTSDYSKYLDERRAQDFVAWLKNT (SEQ ID NO.45),
GQGTFTSDYSRYLEEEAVRLFIEWLKNG (SEQ ID - NO.46),
GQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLKNG (SEQ ID NO.47),
GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEWAA (SEQ ID NO.48), va

SQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLMNG (SEQ ID NO.49);

B’ dugc chon tir nhém bao gdm SQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT
(SEQ ID NO.43), SQGTFTSDYSKYLDEEAVRLFIEWLMNT (SEQ ID NO.44),

SQGTFTSDYSKYLDERRAQDFVAWLKNT (SEQ D NO.45),
GQGTFTSDYSRYLEEEAVRLFIEWLKNG ~ (SEQ ID NO.46),
GQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLKNG (SEQ ID NO.47),
GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEWAA (SEQ ID NO.48),
SQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLMNG (SEQ ID NO.49),

GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEW (SEQ ID NO.50), va SQGTFTSDYSRYLD (SEQ
D NO.51);

C’ 1a peptit ¢6 2 dén 10 axit amin c4u thanh tir hdn hop bao gbdm alanin, glyxin, va

serin;
D1 1a serin, axit glutamic, hodc arginin;
D2 1a arginin, axit glutamic, hodc serin;
D3 1a arginin, alanin, hodc Valin;
D4 1a arginin, valin, hodc serin;
D5 1a glutamin, arginin, hodc lysin;

D6 1a isoleuxin, valin, hodc serin;
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D7 1a methionin, arginin, hodc glutamin;

D8 la threonin, glyxin, hodc alanin;

El 1a serin, AIB, Sar, D-alanin, hodc D-serin;
E2 1a serin hoac axit glutamic;A

E3 1a arginin hodc lysin;

E4 13 glutamin hodc lysin;

ES5 13 axit aspartic hodc axit glutamic;

E6 Ia glutamin, xystein, hodc lysin;

E7 13 xystein, lysin, hodc bi khuyét;

R3 134 KRNRNNIA (SEQ ID NO.37), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO.38), hoic
GPSSGAPPPSK (SEQ ID NO.39);

R4 13 HSQGTFTSDYSKYLD (SEQ ID NO.40), HSQGTFTSDYSRYLDK (SEQ
ID NO.41), hoic HGEGTFTSDLSKQMEEEAVK (SEQ ID NO.42); va

R5 la KRNRNNIA (SEQ ID NO.37), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO.38),
GPSSGAPPPSK (SEQ ID NO.39), hoic bi khuyét (ngoai trir néu trinh tu axit amin c6
cdng thirc 2 dén 5 13 twong ty véi trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3).

Dic biét, din xuit oxyntomodulin theo sang ché c6 thé 13 peptit c6 cong thirc sau

R1-X1-X2-GTFTSD-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-
X16-X17-X18-X19-X20-X21-X22-X23-X24-R2 (Cong thic 6)

trong d6 R1 1a histidin, desamino-histidyl, 4-imidazoaxetyl, hodc tyrosin;
X1 1a AIB (axit aminoisobutyric), glyxin, serin, hodc D-serin;

X2 1a axit glutamic hodc glutamin;

X3 la leuxin hodc tyrosin;

X4 1a serin hodc alanin;

X5 1a lysin hoéc arginin;
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X6 la glutamin hodc tyrosin;

X7 1a leuxin hoac methionin;

X8 1a axit aspartic hodc axit glutamic;

X9 la axit glutamic, axit alpha—metyl—glutami_c, hoic bi khuyét;

X10 13 glutamin, axit glutamic, lysin, arginin, hodc bi khuyét;

X11 14 alanin, arginin, hoic bi khuyét;

X12 14 alanin, valin, hodc bi khuyét;

X13 14 lysin, glutamin, arginin, axit alpha-metyl-glutamic, hoic bi khuyét;
X14 13 axit aspartic, axit glutamic, leuxin, hodc bi khuyét;

X15 1a phenylalanin hodc bi khuyét;

X16 14 isoleuxin, valin, hodc bi khuyét;

X17 1a alanin, xystein, axit glutamic, glutamin , axit alpha-metyl-glutamic, hodc
bi khuyét;

X18 1a tryptophan hodc bi khuyét;

X19 12 alanin, isoleuxin, leuxin, valin, hoic bi khuyét;

X20 1a alanin, lysin, methionin, arginin, hodc bi »khuyét;

X21 1a asparagin hodc bi khuyét;

X22 1a threonin hoc bj khuyét;

X23 14 xystein, lysin, hoic bi khuyét;

X24 14 peptit ¢6 2 dn 10 axit amin cu thanh tir glyxin hogc bi khuyét; va R2 1a
KRNRNNIA (SEQ ID NO.37), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO.38), GPSSGAPPPSK (SEQ
ID NO.39), HSQGTFTSDYSKYLD (SEQ ID NO.40), HSQGTFTSDYSRYLDK (SEQ
ID NO.41), HGEGTFTSDLSKQMEEEAVK (SEQ ID NO.42), hoic bi khuyét (ngoai trir
néu trinh tu axit amin c6 cong thirc 6 13 twong ty véi trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO.3).

Cu thé hon, din xuit oxyntomodulin theo sang ché c6 thé dugc chon tir nhém bao
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gbm cac peptit néu trong SEQ ID NO.4 dén 36.

Oxyntomodulin c6 hoat tinh cta hai peptit, GLP-1 va glucagon. GLP-1 lam gidm
ndéng d6 glucoza trong mau, lam giam hép thu thtic 4n, va kim hdm qua trinh réng da day,
trong khi d6 glucagon 1am ting ndng d glucoza mau, tao didu kién thuén loi qua trinh
phan giai lipit, va 1am giam thé trong bang cach 1am ting qué trinh chuyén héa ning
luong. Néu hai peptit nay c6 tic dung sinh hoc khac nhau cé mit trong mot peptit va mot

trong $b cac peptit ndy c6 tac dung vuot trdi hon so v6i peptit khac, thi c6 thé xuét hién
céc tac dung khoéng mong mudn. Néu glucagon ¢ tac dung vugt trdi hon so véi GLP-1,
thi ndng d6 glucoza trong mau cé thé duge gia ting. Néu GLP-1 c6 tic dung vuot trdi
hon so v6i glucagon, thi cic tac dung phu nhu budn nén va nén c¢6 thé xay ra. Hiéu qua

toan phan c6 thé khac nhau tiy thudc vio ty 18 hoat tinh ctia hai peptit nay.

Thuét ngit “peptit kich thich tiét insulin” dugc st dung trong ban mé ta dé chi
peptit ¢6 chirc ning kich thich tiét insulin, va peptit kich thich tiét insulin thic diy qua
trinh tdng hop va biéu hién insulin & té bao beta cta tuy. Peptit kich thich tiét insulin c6
thé duoc 14y 1am vi du 12 peptit twong tu glucagon 1, peptit twong tw glucagon 2, exendin-
3, exendin-4, imidazoaxetyl (CA) exendin-4, hoic peptit kich thich tiét insulin phu thudc
glucoza (GIP), nhung khong chi gidi han & cac loai ndy, v6i didu kién né cé chirc ning
kich thich tiét insulin. Peptit kich thich tiét insulin duoc sir dung trong sang ché bao gdm
toan bd cac dan xuit, cic dang bién dbi, va doan ciia ching, ngoai peptit tiét insulin tur
nhién. Viéc mo ta chung cia ching 151 tuong tu nhu dugc mo ta trén day.

Viéc md ta GLP-1, exendin-3 hoac exendin—4,rvé cac din xudt cta n6 dugc dua ra
trong Céng bd don Han qudc s6 10-2012-0137271 (hoic WO2012-169798) lién quan t&i
dan xuit oxyntomodulin va Céng bd don Han quéc s6 10-2009-0008151 (hoic WO2009-
011544) lién quan t6i din xuét peptit kich thich tiét insulin, dugc dua vao trong ban mé ta
nay bang cach vién dan, nhung khong chi giéi han & cac loai nay.

Thuét ngit “glucagon” dugc st dung trong ban mé ta d& chi hormon peptit lam
ting ndng d6 glucoza trong mau. Glucagon c6 tic dung thodi bién glycogen thinh
glucoza trong gan dé 1am ting ndng d6 glucoza trong mau.

Ddng thoi, glucagon c6 trong trr nhién c6 thé c6 trinh tur dudi day.

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-
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Ala-Gln-Asp-Phe-Val-GlIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr (SEQ ID NO.52)

Ngoai ra, glucagon dugc st dung trong sang ché bao gém toan by cic dan xuat,
dang bién doi, va doan cla chung, ngoai glucagon c6 trong tu nhién. Viéc mo ta chung

cua chung 1a twong tu nhu dugc mo ta trén day.

Thuét ngft “hormon tuyén cin giap” dugc sit dung trong ban md ta dé chi hormon
duoc giai phéng béi cac tuyén can gidp, va co tic dung lam ting ndng d6 clia canxi trong
méu. Théng tin vé trinh ty axit amin ctia hormon tuyén can gidp c6 thé c6 sn tir dit lidu
d3 biét nhu GenBank ctia Vién Strc khoe qubc gia Hoa Ky (the US National Institute of
Health). Hormon tuyén can giap bao gdm toan bd cac din xuét, cic dang bién ddi, va

doan cua ching, ngoai hormon tuyén can giap tu nhién.

Thuét ngft “calcitonin” 13 hormon tuyén giap didu hoa ndng d6 cla canxi trong
mau, va c6 chic ning lam gidm ndng d6 ciia canxi trong mau. Thong tin vé trinh tu axit
amin cua calcitonin c6 thé c¢6 sin tir dit liéu da biét nhu GenBank cta Vién Suc khoe
quéc gia-Hoa Ky. Calcitonin bao gém toan bd cac din xuét, dang bién ddi, va doan cia

chung, ngoai calcitonin tu nhién.

Phuong phap theo sang ché duge sir dung dé 1am ting do hoa tan clia protein hodc
peptit ¢ hoat tinh sinh 1y hitu hiéu ma khéng st dung chit hoat déng bé mit. Tuy nhién,

chét hoat dong bé mit c6 thé dugc st dung dé lam ting tiép do hoa tan.

Ttc 13, chit hoat dong bé mit dugc bd sung vao dung dich nude, va thé tiép hop
c6 tac dung kéo dai cia protein hoic peptit cé hoat tinh sinh 1y va manh Fc globulin mién

dich dugc bao nang trong cc mixen, tir d6 1am ting tiép d6 hoa tan ciia thé tiép hop.

Ngoai ra, theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén ché phém cai thién do hoa tan
ctia protein hoidc peptit c6 hoat tinh sinh 1y, trong d6 ché phim niy bao gdbm manh Fc
globulin mién dich va tir d6 c6 kha ning cai thién do hoa tan t8t hon so v6i d6 hoa tan

cia ché phdm khong chira manh Fc globulin mién dich.

Trong ban mo ta ndy, ché phim chira thé tiép hop cuia protein hodc peptit c6 hoat
tinh sinh 1y va méanh Fc globulin mién dich trong d6 protein ho#c peptit c6 hoat tinh sinh
Iy duogc lién két voi manh Fc globulin min dich thong qua lién két peptit hodc gbc lién

két khong peptidyl 1am hoat chét.

Theo mot phuong an cia sang ché, can thir nghiém xem d¢ hoa tan cda insulin
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hodc oxyntomodulin dugc gia tang & do pH c6 tinh axit yéu hay khong bang cach tiép
hop peptit c6 hoat tinh sinh ly dai dién, insulin, hodc oxyntomodulin v6i Fc cua globulin
mién dich. Do d6, dang duoc tiép hop v6i manh Fc globulin mién dich lam ting dang ké
dd hoa tan cia insulin hodc oxyntomodulin so v&i dang khong duqé tiép hop (cac bang 2
va 3, Fig.2; va céc bang 5 va 6; Fig.4). Két qua ndy goi ¥ rang phuong phap theo sing
ché ¢6 thé dugce st dung dé cai thién d6 hoa tan cia peptit hodc protein, va cu thé 1a cai
thién dugc ding ké d6 hoa tan cia beptit hoic protein c6 d6 hoa tan rit thip trong diéu
kién axit trung tinh hodc axit yéu, do d6, khé tao ra dugc ché phém bao gém néng dd hiru

hiéu c6 tac dung dugc ly ctia no.
Vi du thye hién sing ché

Sang ché s& duge mb ta chi tiét hon thong qua cac vi du dudi ddy. Tuy nhién, cac

vi du nay chi d& muc dich minh hoa chir khong giéi han pham vi ciia sang ché.

Vi du 1: Péanh gia d6 hoa tan cia insulin va thé tiép hop insulin c6 tac dung kéo
dai

(1) Pidu ché thé tiép hop insulin c6 tac dung kéo dai

Bt insulin dugc hoa tan trong HCl 10mM, va sau d6 dugc phan tng véi 3,4 K
propion-ALD, PEG (PEG c6 hai nhdm propionaldehyt, NOF, Nhat Ban) & nhiét do 4°C
trong khoang 2 gid véi ty 16 mol insulin:PEG 13 1:2 va ndng d6 insulin 13 5Smg/mL dé
PEGyl hoa dau tan cung N cia chudi B cta insulin. Phan tmg ndy duoc thuc.hién trong
natri xitrat 50mM (d6 pH=5,0) va isopropanol 45%, va 2 mM dén 20 mM natri
xyanoborohydrit 1am chét khir dugc bd sung vao d6. Dung dich phan @mg dugc tinh ché
bang cot SP HP (GE Healthcare) bing cach sir dung chit dém ch@a natri xitrat (d6
pH=3,0) va gradien néng do KCl. Pé didu ché thé tiép hop insulin-PEG-méanh Fc
globulin mién dich, insulin dugc mono-PEGyl héa va manh Fc globulin mién dich dugc
phan tmg véi ty 18 mol khoang 1:1,2 v6i ndng do protein toan phin bang 20mg/mL &
nhiét d6 trong phong trong khoang 13 gid. V& mit nay, dung dich phan tmg 12 HEPES
100mM va kali phosphat 22mM & do pH 13 8,2, va natri xyanoborohydrit 20mM 13 chét

khir duge bo sung vao.

Sau khi phan Uing x4y ra hoan toan, dung dich phan Gng truéce tién dugce cho di qua

cdt Q sepharoza HP (GE Healthcare) bing cach st dung chéat dém Tris-HCl (46 pH=7,5)
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va gradien ndng dd NaCl, va sau d6 cho di qua cot Source 15 ISO (GE Healthcare) bang
c4ch st dung chit dém Tris-HCI (46 pH=7,5) va gradien ndng d6 amoni sulfat, tir d6 cubi

cung tinh ché thé tiép hop insulin-PEG-Fc ctia globulin mién dich.
(2) Thir nghiém d6 hoa tan ctia insulin va thé tiép hop insulin c6 tac dung kéo dai

Pé kiém tra do hoa tan cta insulin va thé tiép hop insulin c6 tic dung kéo dai, chét
chuén va chit thir nghiém insulin va thé tiép hop insulin c6 tac dung kéo dai dugc tao ra

14n luot theo thanh phan nhu dugc dugc thé hién trong bang 1 dudi day.

Chét thir nghiém cia insulin va thé tiép hop insulin c6 tic dung kéo dai c6 thanh
phén la dung dich dém axit axetic & do pH bé’lng 6,0, dung dich nudc chira chét hoat dong
bé mait dang khong ion 1a polysorbat, dung dich nugc chira rugu dudng la manitol, va
natri clorua 1am chét ding truong. Theo cic tri s6 dinh lwong cla cic bang 2 va 3, cic
chét thtr nghiém duoc hoa tan & nhiét d trong phong, chét thir nghiém insulin hoa tan
khong hoan toan duoc ly tim, va chi ¢é dich ndi duge thu gom va dugce st dung trong thir

nghiém veé do hoa tan.

V& mit ndy, vi tri sb dinh lwong t6i da nim trong tri s6 dinh lugng 1y thuyét ciia
chét thir nghiém insulin, khoang 10mg/mL dwoc do, 14 tri s§ dinh lugng thu dugc bing
cach chuyén dbi 100mg/mL thé tiép hop insulin ¢6 tac dung kéo dai thanh insulin. Chét
thr nghi€m insulin dugc hoa tan & tri s6 dinh luong t6i da dugc pha lodng lan luot, va
mbc (0,008mg/mL) ma tai d6 insulin dugc hoa tan hoan toan ma cac tap chit hodc vién

tron dugc xdc dinh 1am tri s6 dinh lugng tdi thiéu.

Puong cong hiéu chudn twong tng ctia insulin va thé tiép hop insulin c6 tic dung
kéo dai trude tién duoc xac nhin bang sic ki 1ong hiéu ning cao pha dio (RP-HPLC),
nhu thé hién trong Fig.1. Céc tri s§ dinh luong ciia insulin va thé tiép hop insulin c6 tac
dung kéo dai dugc tinh toan bang cach dat 1an luot dién tich pic cta cac chit thir nghiém
insulin va thé tiép hop insulin c6 tic dung kéo dai dugc xac nhan bing sic ky pha dao

vao dudng cong hiéu chuin. Cac két qua duoc thé hién trong cic bang 2 va 3, va Fig.2.
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Bang 1

Nguyén liéu Piéu kién hoa tan

Puoc hoa tan trong HCl, va sau d6 duoc diéu
chinh dén d6 pH = 5,0
Chat thir nghiém insulin do pH=6,0

Chét chuin va chat thir nghiém ciia thé tiép hop

Chat chuan insulin

insulin cé tac dung kéo dai do pH=6,0
Béang 2
Insulin
Tri s6 dinh luong Tri s6 do duoc (tri s6 dinh lwong duoc tinh toan bing
1y thuyét (mg/mL) dudng cong hidu chuin) (mg/mL)
0,008 0,000
0,04 0,000
0,2 0,005
1 0,047
5 0,253
10 0,628
Bang 3
Thé tiép hop insulin c6 tac dung kéo dai (tinh theo insulin)
Tri s6 dinh luong | Tri s6 do dugc (tri s6 dinh lugng dugc tinh todn bang
1y thuyét (mg/mL) duong cong hidu chuin) (mg/mL)
61,1 61,2
89 86,7
110 1034
146 133,5

Nhu duge thé hién trong cac bang 2 va 3, tri s6 dinh Iuong cia chit thir nghiém
thé tiép hop insulin c6 tic dung kéo dai duoc hoa tan trong dung dich dém tao thé tiép
hop insulin c6 tac dung kéo dai c6 su khac biét rat nhé giira tri s6 1y thuyét va tri sd do
duogc, trong khi do tri sb dinh luong cta chét thir nghiém insulin dugc hoa tan trong dung
dich dém tao thé tiép hop insulin c6 tac dung kéo dai cé su khac biét 16n (1én téi khoang
16 1an) gitta tri s6 1y thuyét va tri sé do duoc. Ngoai ra, khi chit thir nghiém insulin duoc
hoa tan trong dung dich dém tao thé tiép hop insulin ¢ tac dung kéo dai, cac vién tron

dugc quan sat sau khi ly tAm trong toan bd cac truong hop, loai trir 0,008mg/mlL.

Nhu dugc thé hién béng Kkét qud, do hoa tan dugc cai thién bdi manh Fc globulin

mién dich ding 1am chét mang cta thé tiép hop insulin c6 tac dung kéo dai.

Vi du 2: Panh gid d6 hoa tan cta oxyntomodulin va thé tiép hop oxyntomodulin

c6 tac dung kéo dai

(1) Piéu ché thé tiép hop din xuit oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai
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Dan xuit oxyntomodulin duoc phan Gmg véi MAL-10 K-ALD PEG (NOF, Nhat
Béan) & nhiét do 4°C trong khoang 1 gid véi ty 16 mol 13 1:1 va ndéng do din xuét
oxyntomodulin 12 3mg/mL dé PEGyl héa MAL-10K-ALD PEG & gc xystein & vi tri 30
cia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.27, 13 trinh ty axit amin cia din xuét
oxyntomodulin. Phan Gng nay dugc thyc hién trong 50 mM Tris (d6 pH=7,5) va 60%
isopropanol. Sau khi phdn Gng x4y ra hoan toan, dung dich phan tng dugc dung cho cot
SP HP (GE healthcare, Sweden) biang cach st dung chit dém natri xitrat (d6 pﬁ=3,0) va
gradien ndéng do KCl dé tinh ché din xuit oxyntomodulin dugc mono-PEGyl héa &

xystein.

Tiép theo, din xuit oxyntomodulin dugc mono-PEGyl héa duge tinh ché theo d6
va Fc cua globulin mién dich dugc cho phan @ng véi nhau véi ty 18 mol 13 1:4 v6i ndng
d6 protein toan phan 13 20mg/mL & nhiét d6 4°C trong khoang 16 gid. Vé mit ndy, dung
dich phan tng 1a kali phosphat 100mM & d6 pH 1a 6,0, va natri SCB 20mM lam chét khir
dugc bd sung vao d6. Sau khi phan tng xay ra hoan toan, dung dich phan @ng trudc tién
dwoc cho di qua cot Butyl Sepharoza FF (GE Healthcare, Sweden) bang cach sir dung
chit dém Bis-Tris va gradien ndng d6 NaCl, va sau d6 cho di qua cdt Source ISO (GE
Healthcare, Sweden) bang cach sir dung chit dém natri xitrat va gradien néng d6 amoni
sulfat, nhd d6 cubi cing tinh ché thé tiép hop din xuit oxyntomodulin-PEG-Fc cta

globulin mién dich.

(2) Thir nghiém d6 hoa tan ctia oxyntomodulin va thé tiép hop oxyntomodulin cé

tac dung kéo dai

Dé kiém tra d6 hoa tan ctia d4n xuit oxyntomodulin c6 trinh trr nhu néu trong SEQ
ID NO.27 va thé tiép hop din xuét oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai, chit chuin va
chit thir nghiém ctia din xudt oxyntomodulin va thé tiép hop din xuit oxyntomodulin c6
tac dung kéo dai dugc didu ché 1an luot theo thanh phan nhu duoc thé hién trong bang 4
duéi day.

Chit thtr nghiém cta din xudt oxyntomodulin .va thé tiép hop din xuét
oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai c6 thanh phﬁn l1a dung dich dém xitrat & do pH 1a 5,6,
dung dich nudc chira chit hoat dong bé mit dang khong ion 1a polysorbat, dung dich
nuée chira rugu dudng 1a manitol, va methionin. Theo céc tri s6 dinh Iuong cua Bang 5

va 6, chit thir nghiém dugc hoa tan & nhiét do trong phong, chét thir nghiém din xuét
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oxyntomodulin hoa tan khong hoan toan duoc ly tdm, va chi cé dich nbi dugc thu gom va

dugc st dung trong thir nghiém vé d6 hoa tan.

V& mit ndy, vi tri s dinh lwong t6i da ndm trong tri s§ dinh lugng 1y thuyét cta
dan xuit oxyntomodulin chét tht nghiém, nén khoang 5mg/mL duoc do, 1a tri s6 dinh
luong thu duoc bang cach chuyén dbi 80mg/mL thé tiép hop dan xuit oxyntomodulin cé
tac dung kéo dai thanh din xuit oxyntomodulin. Chét thir nghiém din xuét
oxyntomodulin dugc hoa tan & tri sé dinh lugng t6i da duoc pha lo3ng lan lugt, va mbc
(0,008mg/mL) tai d6 insulin dugc hoa tan hoan toan ma cac tap chit hodc vién tron

khong duoc xac dinh 13 tri s6 dinh lugng t6i thiéu.

Pudng cong hiéu chuin tuong ting ciia din xuit oxyntomodulin va thé tiép hop
dan xuét oxyntomodulin ¢ tic dung kéo dai trudc tién duoc xac nhan bang sic ky pha
d4o, nhu duge néu trong Fig.3. Cac tri s6 dinh lugng cua dan xuit oxyntomodulin va thé
tiép hop dan xuat oxyntomodulin cé tic dung kéo dai dugc tinh todn bang cach 1an lugt
dat dién tich pic cta chit thir nghiém dan xuét oxyntomodulin va thé tiép hop din xuit
oxyhtomodulin c6 tac dung kéo dai da duoc xac nhén bang sic ky pha dao vao dudng

cong hi¢u chuan.

Bang 4
Nguyén lidu Didu kién hoa tan
Chét chuan dan Z(uét oxyntomodulin D6 pH = 7,5, isopropanol 60%
Chét thir nghiém dan xuat oxyntomodulin b6 pH=5,6

Chét chuén va chat thir nghiém cua thé tiép hop

dan xuit oxyntomodulin cé tac dung kéo dai Do pH =5,6

Béang 5
Dén xuit oxyntomodulin
Tri sb dlnh lwong | Tri s6 do duoc (tri s6 dinh lu(mg dugc tinh toan bang
1y thuyét (mg/mL) duong cong hiéu chuin) (mg/mL)

0,008 0,000
0,04 0,000
0,2 0,002
1 0,014
5 0,188
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Bang 6
Thé tiép hop dan xuét oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai
Tri s6 dinh lwong | Tri s6 do duoc (tri sb dinh luong duogc tinh toan bang
1y thuyét (mg/mL) dudng cong hiéu chuin) (mg/mL)
10 9,6
40 40,5
90 88,0
160 145,8

Nhu dugc thé hién trong cc bang 5 va 6, va Fig.4, tri sé dinh luong clia chat thir
nghiém thé tiép hop din xuit oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai duoc hoa tan trong chét
dém tao thé tiép hop oxyntomodulin cé tac dung kéo dai c6 sur khac biét nho gitta tri s6 1y
thuyét va tri sb do duogc, trong khi d6 tri sb6 dinh lugng cua chét thur nghiém din xuét
oxyntomodulin dugc hoa tan trong chét dém tao thé tiép hop oxyntomodulin c6 tac dung
kéo dai c6 su khéc biét 16n (1én t6i khoang 27 1an) gitra tri s6 1y thuyét va tri sé do dugc.
Ngoai ra, khi chét thir nghiém dan xuét oxyntomodulin dugc hoa tan trong chit dém tao
thé tiép hop oxyntomodulin cé tic dung kéo dai, cac vién tron dugc quan sat sau khi ly
tAm trong todn bod céac trudng hop, loai trir 0,008mg/mL. Nhu dugc thé hién bang két qua,
dd hoa tan cua dan xudt oxyntomodulin duoc cai thién boi manh Fe globulin mién dich

ding 1am chit mang cia thé tiép hop din xuét oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai.

Céc két qua nay chung té ring manh Fc globulin mién dich ding 1am chit mang
clia protein va peptit c6 hoat tinh sinh Iy theo sang ché c6 kha nang cai thién hitu hiéu do

hoa tan cua protein va peptit.

Dua vao phan mo ta trén ddy, cin phai hiéu ring nguoi ¢ trinh d6 trung binh
trong linh vuc nay c6 thé thuc hién cic dang cu thé khac nhau ma khong 1am thay d6i ban
chit k¥ thuat hodc cc dic tinh co ban cia sang ché. Do d6, cAn phai hiéu ring phuong 4n
néu trén 1a khong dé gi61 han, ma chi dé muc dich minh hoa toan bo céc khia canh. Pham
vi ciia sang ché dugc xac dinh bdi bd yéu cau bao ho kém theo chir khéng phai 13 phan
mo ta néu trén, do d6 toan bd cic bién ddi va cai bién déu nim trong pham vi ciia by yéu
ciu bao ho, hoic dang tuong duong cua cac gidi han va pham vi nay, do dé dugc du dinh

de bao ham béi bd y€u cau bao ho.
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AS
DANH MUC TRINH TU
<110> HANMI PHARM. CO., LTD.
<120> PHUONG PHAP CAI THIEN PO HOA TAN CUA PROTEIN HOAC PEPTIT CO HOAT TINH SINH LY
<130> OPA15058
<150> KR 10-2014-0038032
<151> 2014-03-31
<160> 52
<170> KopatentIn 2.0
<210> 1 i
<211> 21
<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>
<223> Chudi alpha insulin
<400> 1
Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15
Glu Asn Tyr Cys Asn
20
<210> 2
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> Chudi beta insulin
<400> 2
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30
<210> 3
<211> 37
<212> PRT
<213> Oxyntomodulin
<400> 3
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 4
<211> 37
<212> PRT .
<213> D3n xuit oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa la 4-imidazoaxetyl.
<400> 4
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 5
<211> 39
<212> PRT
<213> Din xuit oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa la 4-imidazoaxetyl.
<400> 5
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Ala Trp Leu Lys Asn Thr Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210> 6
<211> 39
<212> PRT
<213> Dan xuét oxyntomodulin
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<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Bién thé

(1)

Xaa 1a 4-imidazoaxetyl.
6

28530

Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Glu Glu

1

Glu Ala Val

<210>
<211>

5
20
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
7
39
PRT

<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Dan xuit oxyntomodulin

Bién thé

(1)

Xaa la 4-imidazoaxetyl.
7

10 15

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

25 30

Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Gln Met Glu Glu

1

10 15

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

<210>
<211>

5
20
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
8
42
PRT

<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Din xudt oxyntomodulin

Bién thé

(1)

Xaa la 4-imidazoaxetyl.
8

25 30

Xaa Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Met Glu Glu

1

Glu Ala Val Arg

Phe Thr Ser Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

10 15

Leu Phe Ile Glu Trp Ala Ala His Ser Gln Gly Thr

25 30

5
20
Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp
35 40
9
30
PRT

Din xudt oxyntomodulin

Bién thé

(1)

Xaa la 4-imidazoaxetyl.
9

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Glu

1

5

10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Thr Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

20
10
29
PRT
Dan xuit oxyntomodulin

Bién thé

(1)

Xaa 1la 4-imidazoaxetyl.
10

25 30

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Leu Glu Glu

1

Glu Ala Val Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

5

20
11
37
PRT
DaAn xuit oxyntomodulin

Bién thé
(1)

Xaa la 4-imidazoaxetyl.

Bién thé
(20)

10 15

Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Lys

25

Xaa = axit alpha-metyl-glutamic
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Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Glu

10

15

Glu Ala Val Xaa Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn

25

30

Xaa Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Gln Met Glu Glu

10

15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Gly Gly Pro Sexr

25

30

Xaa Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Met Glu Glu

10

15

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

25

<400> 11
1 5
20
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 12
<211> 40
<212> PRT
<213> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa la 4-imidazoaxetyl.
<400> 12
1 5
20
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
35 40
<210> 13
<211> 43
<212> PRT
<213> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thd
<222> (1)
<223> Xaa la 4-imidazoaxetyl.
<400> 13
1 5
20
Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Lys
35 40
<210> 14
<211> 38
<212> PRT
<213> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa la 4-imidazoaxetyl.
<400> 14

30

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Gly

15

30

15

30

1 5 10
Gly Gly His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met
20 25
Glu Glu Glu Ala Val Lys
35
<210> 15
<211> 30
<212> PRT
<213> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa la 4-imidazoaxetyl.
<220>
<221> Bién thé
<222> (16)
<223> Xaa = axit alpha-metyl-glutamic
<220>
<221> Bién thé
<222> (20)
<223> Xaa = axit alpha-metyl-glutamic
<400> 15
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Xaa
1 5 10
Glu Ala Val Xaa Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Thr Lys
20 25
<210> 16
<211> 37
<212> PRT
<213> Din xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

(1)

Xaa 1la 4-imidazoaxetyl.

Bién thé
(20)
Xaa = axit alpha-metyl-glutamic

Bién thé

(24)

Xaa = axit alpha-metyl-glutamic
16

28530

Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr

1

Arg Asn Asn Ile Ala

<210>
<211>

5 10
Glu Ala Val Xaa Leu Phe Ile Xaa Trp Leu Met Asn Thr
20 25
35
17
37
PRT

<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Dan xudt oxyntomodulin

Bién thé
(1)

Xaa la 4-imidazoaxetyl.

Bién thé

(24)

Xaa = axit alpha-metyl-glutamic
17

Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr

1

Arg Asn Asn Ile Ala

<210>
<211>

5 10
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Xaa Trp Leu Met Asn Thr
20 25
35
18
34
PRT

<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

1
Glu Lys

<210>
<211>

Din xuit oxyntomodulin

Bién thé
(1)
Xaa 13a 4-imidazoaxetyl.
18
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln
5 10
Gly Gly His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser
20 25
19
37
PRT

<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Dan xuit oxyntomodulin

Bién thé

(1)

Xaa 1la 4-imidazoaxetyl.
19

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr

1

5 10

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Ile Arg Asn Thr

20 25

Arg Asn Asn Ile Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

35

20

40

PRT

Dan xuit oxyntomodulin

Bién thé

(1)

Xaa 13 4-imidazoaxetyl.
20

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr

1

5 10

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

20 25

-30-

Leu Asp Glu
15
Lys Arg Asn
30

Leu Asp Glu
15
Lys Arg Asn
30

Leu Glu Gly
15
Arg Gln Leu
30

Leu Asp Glu
15
Lys Arg Asn
30

Leu Asp Glu
15
Gly Pro Ser
30



Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
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Asp Tyr Ser Arg Tyr

10

Trp Ile Arg Asn Thr

Asp Tyr Ser Arg Tyr

10

Trp Ile Arg Asn Gly

Asp Tyr Ser Arg Gln

10

Trp Val Arg Asn Thr

10

10

35 40
<210> 21
<211> 37
<212> PRT
<213> Dan xuit oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa la 4-imidazoaxetyl.
<400> 21
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser
1 5
Glu Ala Val Lys Leu Phe Ile Glu
20 - 25
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 22
<211> 40
<212> PRT
<213> Din xuit oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa la 4-imidazoaxetyl.
<400> 22
Zaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser
1 5
Glu Ala Val Lys Leu Phe Ile Glu
20 25
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
35 40
<210> 23
<211> 37
<212> PRT
<213> Din xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa 1la 4-imidazoaxetyl.
<400> 23
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser
1 5
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu
20 25
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 24
<211> 30
<212> PRT :
<213> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa l1la desamino-histidyl.
<400> 24
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr
1 5
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 25
<211> 29
<212> PRT
<213> Din xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 25
His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr
1 5
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Cys Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 26
<211> 30
<212> PRT
<213> Din xuit oxyntomodulin
<220>
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Leu Asp Glu
15
Lys Arg Asn
30

Leu Asp Glu
15
Gly Pro Ser
30

Leu Glu Glu
15
Lys Arg Asn
30

Leu Asp Glu
15
Lys
30

Leu Asp Glu
15



<221> Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 26

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp
1 5
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp

20 25
<210> 27
<211> 30
<212> PRT
<213> Din xult oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (2) -
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 27

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp
1 5
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp

20 25
<210> 28
<211> 30
<212> PRT
<213> D&n xult oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 23

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp
1 5
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp

20 25
<210> 29
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Din xuét oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 29

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp
1 5
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Cys Trp

20 25
<210> 30
<211> 29
<212> PRT
<213> Din xuét oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 30

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp
1 5
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp

20 25
<210> 31
<211> 37
<212> PRT
<213> Din xuédt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa la d-serin.
<400> 31

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp
1 5
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp

20 25
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 32
<211> 37

28530

Tyr Ser Lys Tyr
10
Leu Met Asn Thr

Tyr Ser Lys Tyr
10
Leu Met Asn Thr

Tyr Ser Lys Tyr
10
Leu Met Asn Thr

Tyr Ser Lys Tyr
10
Leu Met Asn Thr

Tyr Ser Lys Tyr
10
Leu Met Asn Thr

Tyr Ser Lys Tyr
10
Leu Met Asn Thr

-41-

Leu Asp Glu
15

Cys

30

Leu Asp Glu
15

Cys

30

Leu Asp Glu
15

Cys

30

Leu Asp Glu
15

Leu Asp Glu
15

Leu Asp Ser
15
Lys Arg Asn
30
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<212> PRT
<213> Din xuit oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa 1la 4-imidazoaxetyl.
<400> 32
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 33
<211> 37
<212> PRT
<213> Din xuit oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa 13 4-imidazoaxetyl.
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa la d-serin.
<400> 33
Xaa Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 34
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nh8n tao
<220>
<223> Din xuit oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (1)
<223> Xaa 13 4-imidazoaxetyl.
<220>
«221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 34
Xaa Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 ) 30
<210> 35
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> , 35
His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30
<210> 36
<211> 30
<212> PRT ’
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Din xuét oxyntomodulin
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 36
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
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Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys

20 25 30
<210> 37
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Nhém R2
<400> 37
Lys Arg Asn Arg Asn Asn Ile Ala
1 5
<210> 38
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Nhém R2
'<400> 38
Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 10
<210> 39
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>
<223> Nhém R2
<400> 39
Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
1 5 10
<210> 40
<211> 15
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Nhém R2
<400> 40
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp
1 5 10 15
<210> 41
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Nhém R2
<400> 41
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Lys
1 5 10 15
<210> 42
<211> 20
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhin tao
<220>
<223> Nhém R2
<400> 42
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Lys
20
<210> 43
<211> - 28
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin, tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 43
Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser Arg
1 5 10 15
Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25 :
<210> 44
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tu nh3n tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 44
Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu Glu
1 5 10 15

Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Thr
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20 25
<210> 45
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tuy nh3n tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 45
Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu Arg
1 5 10 15
Arg Ala Gln Asp Phe Val Ala Trp Leu Lys Asn Thr
20 25
<210> 46
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao
<220> ’ -
<223> Nhém A hodc B
<400> 46
Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Glu Glu Glu
1 5 10 15
Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly
20 25
<210> 47
<211> 28
<212> DRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 47
Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Gln Met Glu Glu Glu
1 5 10 15
Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly
20 25
<210> 48
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh tu nh8n tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 48
Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Met Glu Glu Glu
1 5 10 15
Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Ala Ala
20 25
<210> 49
<211> 28
<212> FRT
<213> Trinh tu nhln tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 49
Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Gln Met Glu Glu Glu
1 5 10 15
Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Gly
20 25
<210> 50
<211> 24
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Nhém B
<400> 50
Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Met Glu Glu Glu
1 5 10 15
Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp
20
<210> 51
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Nhém B
<400> 51
Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp
1 5 10
<210> 52
<211> 29
<212> PRT
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<213> Trinh tu nh3n tao
<220>
<223> Glucagon
<400> 52
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phép cai thi€n dd hoa tan cua protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y trong
dung dich nudc so véi do hoa tan cia protein hoac peptit c6 hoat tinh sinh ly khong duoc
tiép hop v6i manh Fc globulin mién dich, trong d6 phuong phap nay bao gbm céc budc

sau:

(1) tiép hop protein hogc peptit c6 hoat tinh sinh 1y véi manh Fc globulin mién

dich; va

(2) chon loc thé tiép hop trong d6 protein hogc peptit cé hoat tinh sinh 1y dugc lién
két v6i manh Fc globulin mién dich thong qua polyme khong peptidyl, trong d6 thé tiép -
hop nay cé d6 hoa tan dugc cai thién so véi do hoa tan cla protein hodc peptit cé hoat
tinh sinh ly khong duoc tiép hop v6i manh Fe globulin mién dich.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 manh Fc globulin mién dich 1 manh Fc c6 ngudn
gbe tir IgG, IgA, IgD, IgE, hoic IgM.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 manh Fc globulin mién dich nay 13 dang lai ctia
cac mién, trong d6 mdi mién nay cé ngudn gbe khic nhau tir globulin mién dich dwoc
chon tir nhém bao gébm IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM.

4. Phuong phép theo diém 2, trong d6 manh Fc globulin mién dich nay la dime hozc
- multime c4u thanh tir c4c globulin mién dich chudi don c¢6 ciing ngudn gdc.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 manh Fc globulin mién dich niy 13 manh Fc IgG4
khong dugc glycosyl hda cia nguoi.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 protein hodic peptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc tiép
hop v6i manh Fe globulin mién dich & dang protein dung hop.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polyme khong peptidyl 13 polyetylen glycol.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 polyme khong peptidyl dugc chon tir nhém bao
gdm polypropylen glycol, copolyme ctia etylen glycol va propylen glycol, rugu da chirc
dugc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme
c6 thé phan huay sinh hoc nhu axit polylactic va axit polylactic-glycolic, polyme lipit,
kitin, axit hyaluronic, va hdn hop ctia ching.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich nuéc bao gdm dung dich dém chira axit
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xitric hodc axit axetic, dung dich nudéc chira chit hoat dong bé mit dang khong ion la
polysorbat, dung dich nuéc chira rugu dudng 13 manitol, va dung dich nuéc chira chit

dang truong 14 natri clorua hoic methionin.

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich nudc ¢6 d6 pH nim trong khoang tir
5,0 dén 7,0.

11. Phuong phép theo diém 1, trong d6 protein hodic peptit c6 hoat tinh sinh 1y 13
exendin-4, glucagon, peptit twong tu glucagon 1, pepﬁt tuong tu glucagon 2, hormon

tuyén can giap, calcitonin, insulin, hodc oxyntomodulin.
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Puwong cong chuin hi¢u chuin insulin
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Pwong cong hiéu chuin cia dan xuat oxyntomodulin
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Dan xuiat

oxyvatomodulin 0,188

Thé tiép hop dan xuat
oxvantomodulin
c6 tac dung kéo dai
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