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(54) DUQOC PHAM DANG LONG CHUA THE LIEN HOP OXYNTOMODULIN CO
TAC DUNG KEO DAI VA PHUONG PHAP BAO CHE CHUNG
(57) Sang ché dé cap dén duoc pham dang long khong chira albumin chira thé lién hop
oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai trong do6 peptit oxyntomodulin bao gém dan xuit, bién
thé, tién chat hodc manh chtra oxyntomodulin dugc lién két véi vung Fc cua globulin mién
dich, c6 thé lam ting thoi gian cua tic dong sinh 1y cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tac
dung kéo dai va duy tri sy 6n dinh in vivo clia n6 trong khoang thoi gian dai, so véi
oxyntomodulin tir nhién, cling nhu phuwong phap bao ché duoc pham dang 10ng nay. Duoc
pham dang 16ng nay con chira dung dich dém, rugu dudng va chat hoat dong bé mit khong
ion va khong chira albumin huyét thanh nguol va cac yeu t6 c6 kha nang co hai cho nguoi,
va do d6 khong man cam v6i nhiém khuan virut. Ngoai ra, thé lién hop oxyntomodulin
theo sang ché bao gdm oxyntomodulin duoc lién két véi ving Fe cua globulin mién dich,
va do d6 co6 phan tir lugng 16n, tac dong sinh 1y kéo dai, va do on dinh cat gitlr rat tot, so véi
oxyntomodulin ty nhién.
Sang ché ciing dé cap dén phuong phap bao ché dugc pham dang 10ng nay.
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Linh vwre k§ thuit dwoe dé cip

Séng ché d cap dén duoc pham dang 16ng khong chira albumin bao gdm thé
lién hop oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo dai trong dé peptit oxyntomodulin bao
gdm dén xuét, bién thé, tién chit hoic manh chita oxyntomodulin dwoc lién két véi
viing Fe cta globulin mi&n dich, c6 thé 1am tang thoi gian ciia tic dong sinh Iy cta
thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai va duy tri sy 6n dinh in vivo ctia né
trong khoang thdi gian dai, so véi oxyntomodulin tu nhién. Sang ché ciing d& cap
dén phuong phap bao ché duoc phim dang 16ng nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Béo phi dugc dinh nghia 12 bénh 1y lién quan dén sy tich tu m& qua muc
hoic bat thuong c6 thé 1am giam sirc khoe va 14 hdu qua cia su mit cin bing ning
luong, trong d6 mirc ndng luong nap vao vugt qua mic nang luong tiéu hao. Trudc
day, béo phi khong phai 1a mot van dé sic khoe nghiém trong, tuy nhién, véi tbe do
ting trudng kinh té thi s6 ngudi béo phi dang gia ting cling v&i mic d6 sung tic vé
kinh &, va s6 luong cac bénh khac nhau lién quan dén béo phi cling dang gia ting.
Theo béo cao ctia TS chirc Y t& Thé giéi (WHO - the World Health Organization),
hon 1,5 ty ngudi trudng thanh trén toan thé giéi dang thira can, trén 500 triéu nguoi
trong s6 d6 1a bi béo phi, va dan s béo phi ting gip d6i tir nim 1980 dén nim
2008 (WHO, Fact sheet on obesity and overweight, 2011). Khong chi & cac nudc
c¢6 thu nhap cao, ma ngay ca & cac nude c6 thu nhap thap, hién ty 1& ngudi béo phi
dang gia ting. Thira cin va béo phi lam ting huyét 4p va muc cholesterol va giy ra
hodc 1am trAm trong thém céc bénh khac nhau. Ngoai ra, van dé béo phi con
nghiém trong hon & tré em hodc thanh thiéu nién, lam tdng ty 1€ méc bénh tiéu
dudng, bénh tim, cao huyét 4p hodc ting lipid mau, va con c6 thé gay tir vong hodc
tan tat.

Nhu néu trén, béo phi 14 mot bénh toan ciu va 1a van dé xa hoi, nhung trong
qué khi, nguoi ta tin ring béo phi c6 thé khic phuc duoc bdi nd luc ca nhan, va do
d6 tim quan trong cua viéc diéu tri bénh béo phi khong duge chu trong. Tuy nhién,
viée diéu trj bénh béo phi khong phai 1 dé dang boi vi né 1a mdt cin bénh phirc tap
lién quan dén céc co ché kiém soat su thém an va chuyén héa ning lugng. Theo d6,
viéc diéu tri bénh béo phi khong chi doi hoi nd luc cta chinh bénh nhan, ma con
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can ¢6 d6 pH wong phap didu tri céc co ché bt thuong lién quan dén viéc kiém soat
sy thém #n va chuyén héa ning luong. Do d6, da c6 nhidu nd luc phét trién cac
thubc didu tri bénh béo phi. Két qua 13 da phat trién dwoc cac loai thubc nhu
Rimonabant (Sanofi-Aventis), Sibutramine (Abbott), Contrave (Takeda), Orlistat
(Roche) va cac thubc twong tw, nhung nhing loai thuéc nay cé nhuoc didm 1a
ching c6 tac dung phu ddi véi thai nhi hodc c6 higu qua khdng du trong diéu tri
bénh béo phi. Pa c6 bao céo ring Rimonabant (Sanofi-Aventis) c6 tic dung phu 1a
gay rdi loan hé than kinh trung uong, Sibutramin (Abbott) va Contrave (Takeda) c6
tac dung phu d6i véi tim mach, va Orlistat (Roche) chi 1am giam trong lugng duge
4 kg khi cho dung thubc nay trong 1 nim. Nhu v4y, hién nay c6 rat it hoic khong
¢6 thudc didu tri bénh béo phi c6 thé duoc ké don mdt céch an toan cho bénh nhan
béo phi.

Gan day, cac din xuét glucagon dd nhan dugc nhidu sy chu y. Glucagon
dugc tuyén tuy tiét ra khi ndng do glucoza trong mau bit dau giam do thudc, bénh,
thiéu hut hormon ho#c enzym, hodc cac yéu tb tuong tu. Glucagon thuc hién chiic
nang kich thich cac té bao gan lam phé v& glycogen tich lily thanh glucoza va sau
d6 giai phong né vao méu dé lam ting muc glucoza huyét dén muc binh thuong.
Ngoai tac dung lam ting muc glucoza huyét, d ¢ bao céo glucagon tic ché duoc
su thém dn va hoat héa lipaza nhay hormon (HSL) cta té bao m& dé tao dibu kién
thuln 1gi cho qua trinh phén giai lipit, nhd d6 c6 tac dung chéng béo phi. Trong sb
cac din xuét glucagon, peptit gidng glucagon-1 (GLP-1) dang dugc phat trién 1am
tac nhan didu tri d& 1am giam dudng huyét & bénh nhan di thao dudng va c6 chirc
ning kich thich qua trinh tdng hop va bai tiét insulin, tc ché qua trinh tiét glucagon,
kim him qu4 trinh 1am rdng da day, lam ting mic st dung glucoza va tc ché su
hép thu thirc 4n. D3 biét ring exendin-4 dugc phan 1ap tir noc ddc cua thin lin c6
mirc twong ddng axit amin véi GLP-1 1a khodng 50% va hoat hoa thu thé GLP-1 d
lam giam dudng huyét & bénh nhén d4i thio dudng. Tuy nhién, da c6 bao cdo réng
céc loai thudc didu tri bénh béo phi, bao gdm GLP-1, gy ra céc tic dung phu nhu
n6n va budn non.

Vi vay, nhu mot giai phap thay thé cho GLP-1, oxyntomodulin c6 kha nang
lién két v6i thu thé cta ca hai peptit (GLP-1 va glucagon) dang nhan dugc sy chu y.
Oxyntomodulin 14 peptit duoc didu ché tir pre-glucagon, mot tién chit cta
glucagon, va la mot chit chéng béo phi manh, vi né c sy hép thu thirc dn, nhu
GLP-1, thiic ddy cam gi4c no, va c6 hoat tinh phan giai lipit nhu glucagon.

Dua vao chtrc ning kép cuia peptit oxyntomodulin, cdc nghién ctru vé vide
phat trién thudc didu tri bénh béo phi da duge tién hanh tich cyc. Vi du, patent Han
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Quéc véi s6 dang ky 925017 @& cap dén duge phdm ding qua dudng miéng, ngoai
dudng ti€u hda, ni€ém mac, tryc trang, dudi da hodc qua da dé diéu tri bénh béo phi
clia nguodi, trong d6 duoc phim nay chita hoat chat 13 oxyntomodulin. Tuy nhién,
d3 c6 bao cdo rang tac nhan diéu tri bénh béo phi chita oxyntomodulin ¢ chu ky
ban 14 in vivo ngin va c6 hidu qua thp dbi véi didu tri bénh béo phi, ngay ca khi
ching dugc dung véi lidu cao gip ba 1an mot ngay. Do d6, da cé nhiéu nd luc dé
lam ting chu ky ban 1 in vivo hoic tac dung diéu tri bénh béo phi cia
oxyntomodulin bang cach cai bién oxyntomodulin.

Vi du, oxyntomodulin chil van kép (Merck) dugc didu ché bang cach thay
thé L-serin bing D-serin ¢ axit amin 2 ciia oxyntomodulin dé ting tinh khang
dipeptidyl peptidaza-IV (DPP-IV) va bang cach gin gdc cholesterol véi dau tin
cing C dé 1am chu ky b4 rd méau. ZP2929 (Zealand) dugc diéu ché bang cach thay
thé L-serin bing D-serin & axit amin 2 clia oxyntomodulin dé 1am ting tinh khang
DPP-IV, thay thé arginin bing alanin & axit amin 17 dé lam ting tinh khing
proteaza, thay thé metionin bing lysin & axit amin 27 dé ting d6 6n dinh oxy hoa,
va thay thé glutamin & céc axit amin 20 va 24 va asparagin & axit amin 28 1in luot
bing axit aspartic, alanin va serin dé ting tinh 6n dinh qué trinh khir amin héa.
Oxyntomodulin chi van kép (Merck) c¢6 chu ky bén ra in vivo tdng 1,7 gio, dai hon
so v6i chu ky béan ra (8-12 phut) ctia oxyntomodulin tw nhién, nhung né van c¢6 chu
k¥ ban 13 in vivo ndy van 14 ngin va phai dung liéu rit cao dén mot vai mg/kg. Do
d6, oxyntomodulin hodc din xuit cta ching ¢ hai nhugc diém 1én d6 1a chu ky
ban r3 ngén va hidu qua cia thudc thip. Do nhimg nhuoc diém nay ma ching phai
duoc ding hang ngay vé6i lidu cao. P& khic phuc nhing nhuoc diém nay, mot
phuong phép dd dugc nghién ctru dé 1am ting chu ky bén ri cla oxyntomodulin
trong méau trong khi van duy tri duoc cac hoat dong in vivo clia ching, va két qua 14
da phat trién duge din xudt oxyntomodulin. Ngoai ra, bang cach sir dung cong nghé
ndy, polyme khong peptidyl da dugc didu ché bing cach lién hop chit mang véi
dan xuét oxyntomodulin, va da phat hién ra ring thé lién hop thu dugc c6 téc dung
chéng béo phi tét hon do 1am ting dugc chu ky ban rd méu trong khi van duy tri
dugc hoat tinh in vivo (patent Han Quéc s6 10-2012-0064110).

N6i chung, protein va peptit ¢ chu ky béan ri rt ngén, va bi bién tinh nhu
tao két tta khi két tu cac monome, va hép phu trén bé mit cua binh, khi tiép xuc véi
céc yéu td khac nhau nhu nhiét do bit loi, giao dién nuéc-khong khi, &p suét cao,
ap luc vt ly/co hoc, dung mdi hitu co va nhidm vi sinh vat. Su bién tinh nay khong
¢6 tinh nghich dao, va do d6 cac protein va peptit di bién tinh bi mét c4c dic tinh
hoa 1y ndi tai va hiéu qua tac dong sinh ly. Ngoai ra, protein va peptit thudng khong



30810

6n dinh va dé& bi tac dong bai cac yéu td bén ngoai nhu nhiét do, do am, oxy, tia UV
hodc cac yéu t6 twong tu lam thay ddi v& vat Iy hodc héa hoc bao gdém két hop,
polyme héa hoic oxy hoa, dAn dén viée bi mét dang ké hoat tinh (patent Han Quéc
s6 10-0389726).

Hon nita, cac protein va peptit d& hap thu bi két tu mot cach d& dang trong
qué trinh bién tinh, va cac protein va peptit d bién tinh nay, khi dugc dua vao co
thé nguoi, s& gay ra su hinh thanh khéng thé trong co thé ngudi, va vi Iy do nay,
c4c protein va peptit phai duoc ding dudi dang du 6n dinh. Theo d6, cac phuong
phap khéc nhau d& ngin ngira sy bién tinh ciia protein va peptit trong giai phap da
duoc nghién ctru (John Geigert, J. Parenteral Sci Tech, 43, No 5, 220-224, 1989;
David Wong, Pharm Tech. October, 34- 48, 1997, Wang Wei, Int J. Pharm, 185,
129-188, 1999; Willem Norde, Adv Colloid Interface Sci, 25, 267-340, 1986;
Michelle et al, J. Int. Pharm. 120, 179-188, 1995).

Qué trinh dong kho dugc 4p dung véi mot sb loai thude protein va peptit dé
dat duge su 6n dinh. Tuy nhién, cac sédn phém dong kho bét tién & chd dé st dung
thi ching phai dugc hoa tan lai trong nudc tiém. Ngoai ra, trong truong hop dong
kho, doi hoi phai ¢6 ddu tu 16n vé may dong kho thé tich 16n hoic nhimg thiét bi
twong tu, boi vi qua trinh déng khd nim trong quy trinh san xuét. Mit khéc,
phuong phép san xudt bot protein va peptit bing cach st dung may siy phun cling
dang dugc 4p dung, nhung trong trudng hop nay, hiéu qua kinh té bi gidm do higu
sut thap, va viéc tiép xuc véi nhiét d6 cao c6 thé anh hudng bét loi dén sw 6n dinh
cla protein.

D& khic phuc cac han ché nhu vay, ngudi ta di nghién ciru viée bd sung chat
1am 6n dinh vao protein va peptit trong dung dich d& ngan chin nhitng thay ddi hoa
ly ctia protein va peptit trong khi van duy tri dugc hi€u qua in vivo clia ching ngay
ca khi luu giir 1au dai. Albumin huyét thanh ngudi, mot loai protein, d& dugc s
dung réng rdi lam chét 8n dinh cho céc loai thube protein khac nhau, va hiéu qua
ctia chung da duge chimg minh (Edward Tarelli et al., Biologicals (1998) 26, 331-
346).

Qué trinh tinh ché albumin huyét thanh ngudi bao gdm budc lam bét hoat
chit gy 6 nhidm sinh hoc nhw mycoplasma, prion, vi khudn va vi rat va budc sang
loc hodc kiém tra mot hodc nhiéu chét gy 0 nhiém sinh hoc hodc céc mam bénh.
Tuy nhién, ludn c6 rii ro 1a bénh nhan s& bi tiép xtic véi cac chat gay 6 nhiém sinh
hoc vin chua dugc loai bd hodc lam bét hoat hoan toan. Vi du, qua trinh sang loc
bao gdm viéc kiém tra xem méu liy tir nhitng ngudi cho méu cé chira loai virut
nhit dinh khong, nhung qua trinh nay khong phai luén ludn dang tin cy. Dic biét,
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c6 thé khong phat hién duogc virut cu thé ton tai vi mot luong rat nho trong mau
cua nguoi cho.

Céc protein khac nhau c6 thé dugc lam bét hoat tir tir v6i cac mic do khac
nhau trong céc diéu kién khéc nhau trong qua trinh Ivu gitt do su khac biét héa hoc
cua ching. Nghia 13, viéc kéo dai thoi han luu gitt bang chit 1am én dinh 13 khong
giéng nhau dbi véi céc protein khac nhau. Vi Iy do nay, ty 1é, nong d6 va loai chét
4n dinh thich hop duoc str dung dé tao ra do én dinh luu gitt khac nhau s&€ phu
thudc vao dic tinh hoéa sinh cta protein dich. Khi chit lam én dinh duge st dung
két hop, chiing c¢6 thé gy ra cac tic dung phu khac véi hiéu qua mong mudn do su
canh tranh va tuong tac gifta ching. Hon nita, do ban chit hoic ndng do cia protein
c6 thé thay dbi trong qua trinh luu giit, chit én dinh dugc st dung c6 thé c6 hiéu
quéa khac v6i hiéu qua duoc du dinh. Do d6, cin rit nhidu nd luc va bién phép
phong ngira dé 1am 6n dinh protein trong dung dich.

Dic biét, thé lién hop clia oxyntomodulin va Fc immunoglobulin 1a thé lién
hop trong d6 oxyntomodulin 1a mdt peptit c6 tdc dong sinh ly dugc lién két véi
ving Fe cua globulin mién dich. Nhu vay, do khdi luong phén tir va thé tich cia thé
lién hop chéc chin khac véi oxyntomodulin ty nhién, nén cin phéi c6 thanh phin
dic biét dé lam én dinh protein.

Hon nita, do oxyntomodulin (la mgt peptit c6 tic dong sinh ly) va ving Fc
cua globulin mién dich 1a peptit hoic protein ¢ dc tinh héa Iy khac nhau, ching
phai dugc 1am 6n dinh dong thoi. Tuy nhién, nhu d4 néu trén, protein hodc cac
protein khac nhau c6 thé dugce lam bét hoat tir tir v&i cdc muc tbe dd khac nhau
trong cac diéu kién khac nhau trong qua trinh luu gift, do sy khéc biét hoa hoc cia
chiing, va khi chit lam 6n dinh phti hop v&i céc protein hay peptit dugc st dung két
hop, chiing c6 thé gy ra cac tic dung phu khac v6i hidu qua mong muén do su
canh tranh va tuong tac gifta chiing. Nhu vy, trong trudng hop cia thé lién hop
oxyntomodulin c6 tdc dung kéo dai, rat kho tim duoc thanh phﬁn dé lam 6n dinh
dong thoi oxyntomodulin, 1& mét peptit c6 tic dong sinh ly, va vung Fc cia
globulin mién dich.

Trong hoan canh nhu vay, cic téc gia sang ché dd nd luc tao ra dugc phdm
dang 16ng 6n dinh c6 thé luu giit dugc trong mot thoi gian dai ma khoéng lo bi 6
nhiém boi virut, va két qua 13 da tim chit én dinh, bao gém dung dich dém, ruou
duong va chit hoat dong bé mit khong ion va c6 thé con bao gdm chét phu gia, nhu
chit déng truong hoic axit amin, va chét bao quan dé sir dung lai, c6 thé lam ting
d6 6n dinh ctia din xuét oxyntomodulin cé tdc dung kéo dai, va dugc phém dang
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16ng dn dinh va hiéu qua v& gia thanh c6 thé duoc diu ché bing cach sir dung chat
6n dinh nay, nho d6 hoan thanh dugc sang ché.

Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Vi cac ly do néu trén, muc dich cia sang ché 1a @& xudt duoc pham dang
16ng chira thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai, chira lugng hitu hiéu c6
tac dung duoc ly cta thé lién hop oxyntomodulin c¢6 tic dung kéo dai trong d6
oxyntomodulin, 13 peptit ¢6 tdc dong sinh ly, dugc lién két véi ving Fe cla
globulin mi&n dich; va chit 1am dn dinh khong chira albumin.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit phuong phap bao ché dugc phim
dang long néu trén.

Theo khia canh khéac nita, sang ché d& xudt ché phidm dung dé ngin ngia
hodc didu triché phdm ngin ngira hodc didu tri bénh béo phi hoic ddi théo dudng,
bao gdm duoc phidm dang long chira thé lién hop oxyntomodulin bao gdm peptit
oxyntomodulin ¢6 téc dong sinh 1y dwoc lién két v6i ving Fe cla globulin mién
dich.

Sang ché cling mo ta phuong phdp ngin nglra hodc diéu tri bénh béo phi
hodc dai thao dudng, bao gdm budc cho ddi tuong ding dugc phim dang 1éng néu
trén.

MBS ta vit tit cac hinh vé

FIG. la la db thi thd hién két qua thu dwoc bing cach tinh ché din xuét
oxyntomodulin dugc PEGyl hdéa mot lan (SEQ ID NO: 25) qua cdt tinh ché
SOURCE S.

FIG. 1b la dd thi thé hién két qua thu dugc bing cach tinh ché thé lién hop
cua din xuit oxyntomodulin dugc PEGyl héa mét lan (SEQ ID NO: 25) va Fc
globulin mién dich qua cot tinh ché SOURCE 15Q.

FIG. 1c 1a dd thi thé hién két qua thu duoc bing cach tinh ché thé lién hop
cua din xuit oxyntomodulin dugc PEGyl héa mét 1an (SEQ ID NO: 25) va Fc
globulin mién dich qua cot tinh ché SOURCE ISO.

FIG. 2a 13 biéu dd thé hién két qua thu dugc bing cach danh gia do 6n dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo do pH bang IE-HPLC
trong Vi du 3 sau 0-2 tuln cAt gift & 25°C. Mi cot trong FIG. 2a thé hién ty 1& phan
trim luu gitt cta thé lién hop oxyntomodulin 6 téc dung kéo dai so véi gia tri ban
dau.

FIG. 2b 1a bidu dd thé hién két qua thu duoc bing cch danh gia do 6n dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo d6 pH bang SE-HPLC
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trong Vi du 3 sau 0-2 tudn cat gitt & 25°C. Mdi cot trong FIG. 2b thé hién ty 18 phén
tram luu git cha thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai so véi gia tri ban
dau.

FIG. 2c 13 biéu dd thé hién két qua thu duoc bang cach danh gia d6 6n dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai theo d6 pH bang RP-HPLC
trong Vi du 3 sau 0-2 tudn cét gitt & 25°C. Mdi c6t trong FIG. 2c thé hién ty 1& phan
tram luu gitt cta thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai so v6i gid tri ban
dau.

FIG. 3a 12 biéu dd thé hién két qua thu dugc bang cach danh gia d6 6n dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai theo loai rugu dudng va cé mit
hoic khong c6 mit ctia chit ding truong bing IE-HPLC trong Vi du 4 sau 0-4 tudn
cét gift & 25°C. Mi cot trong FIG. 3a thé hién ty 1& phan tram luu giit ctia thé lién
hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai so véi gia tri ban dAu.

FIG. 3b 14 biéu dd thé hién két qua thu dugc bing cach danh gia d6 6n dinh
cta thé lién hop oxyntomodulin cé tadc dung kéo dai theo loai rugu dudng va cé mit
hozic khdng c6 mit cia chét déng truong bing SE-HPLC trong Vi du 4 sau 0-4 tudn
cét gift & 25°C. Mbi cot trong FIG. 3b thé hién ty 1& phan trim luu giit ctia thé lién
hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai so v&i gia tri ban dau.

FIG. 3c 1a biéu db thé hién két qua thu duoc bing cach danh gia d6 6n dinh
cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tdc dung kéo dai theo loai rugu dudng va c6 mat
hoic khong c6 mit ctia chit déng trvong bang RP-HPLC trong Vi du 4 sau 0-4 tudn
cét gifr & 25°C. Mbi cot trong FIG. 3¢ thé hién ty 1& phan trim luu gitt cta thé lién
hop oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo dai so véi gid tri ban dau.

FIG. 4a 13 biéu db thé hién két qua thu duoc bing cach danh gia d6 6n dinh
cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo ndng d ctia rugu dudng
bing IE-HPLC trong Vi du 5 sau 0-4 tudn cét gitt & 25°C. Mdi cot trong FIG. 4a thé
hién ty 18 phan trim luu gitt cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai so
v6i gia tri ban dau.

FIG. 4b 14 biéu dd thé hién két qua thu dugc bing cach danh gia d6 6n dinh
cua thé 1ién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo ndng do clia ruou dudng
bing SE-HPLC trong Vi du 5 sau 0-4 tuan cét gitt & 25°C. Mdi cdt trong FIG. 4b
thé hién ty 1& phin trim luu gitt ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo
dai so véi gié tri ban dau.

FIG. 4c 1a biéu db thé hién két qua thu dugc bing cach danh gia d6 on dinh
cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo ndng do clia ruou dudng
bang RP-HPLC trong Vi du 5 sau 0-4 tudn cit giit & 25°C. M&i cot trong FIG. 4c
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thé hién ty 1& phan tram luu gitt cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo
dai so véi gia tri ban dau.

FIG. 5a 12 bidu dd thé hién két qua thu dugc bing cich danh gia do 6n dinh
cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo ndng d6 cta chét hoat
dong bé mit va c6 mit hoic khong co mit ciia axit amin bing IE-HPLC trong Vi
du 6 sau 0-4 tudn cAt gift & 25°C. Mi cot trong FIG. 5a thé hién ty 1¢ phan trim luu
gift ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai so véi gia tri ban dau.

FIG. 5b 1a biéu dd thé hién két qua thu dugc bing cach danh gia d6 on dinh
cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo ndng dd cta chit hoat
dong bé mit va c6 mit hoic khong cé mit cia axit amin béng SE-HPLC trong Vi
du 6 sau 0-4 tudn cét giit & 25°C. Mbi cot trong FIG. 5b thé hién ty 18 phan trim luu
gitt cia thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai so véi gid tri ban dau.

FIG. 5c 1a biéu dd thé hién két qua thu duoc bing cach danh gia d6 on dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tc dung kéo dai theo ndng do cta chit hoat
dong bé mit va c6 mit hoic khéng c6 mdt cua axit amin bﬁng RP-HPLC trong Vi
du 6 sau 0-4 tudn cAt giit & 25°C. M&i cot trong FIG. 5¢ thé hién ty 1¢ phan trim luu
gift cia thé 1ién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai so véi gié tri ban dau.

FIG. 6a la biéu dd thé hién két qua thu duoc bing cach danh gid d6 on dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 téc dung kéo dai theo do pH va ndng do cia
ruou dudng bing IE-HPLC trong Vi du 7 sau 0-4 tudn cit gitt & 25°C. Mdi cft
trong FIG. 6a thé hién ty 1 phin trdm luu giit cta thé lién hop oxyntomodulin c6
tac dung kéo dai so voi gid tri ban dau.

FIG. 6b 1a bidu dd thé hién két qua thu duogc bing cach danh gia do n dinh
cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo do pH va néng do cta
ruou dudng bang SE-HPLC trong Vi du 7 sau 0-4 tudn cit gitt & 25°C. Mdi ct
trong FIG. 6b thé hién ty 18 phn tram luu gitt ctia thé lién hop oxyntomodulin ¢6
tac dung kéo dai so v&i gia tri ban dau.

FIG. 6¢ 1a bidu dd thé hién két qua thu dugc bing cach danh gia d6 6n dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo d¢ pH va ndng do6 cua
ruou dudng bing RP-HPLC trong Vi du 7 sau 0-4 tudn cit gitt & 25°C. Mdi cot
trong FIG. 6¢ thé hién ty 1& phin trim luu gitt ctia thé lién hop oxyntomodulin ¢6
tac dung kéo dai so v6i gia tri ban dau.

FIG. 7a 12 bidu dd thé hién két qua thu duoc bing cach danh gid d6 én dinh
cta thé lién hop oxyntomodulin c¢6 tac dung kéo dai theo do pH va loai dung dich
dém ruou bing IE-HPLC trong Vi du 8 sau 0-4 tuin cit giit & 25°C. Mdi cdt trong
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FIG. 7a th hién ty 1& phin tram luu gitt cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tac
dung kéo dai so véi gia tri ban dau.

FIG. 7b 12 biéu dd thé hién két qua thu duoc bing cach danh gia d6 6n dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo do pH va loai dung dich
dém ruou bang SE-HPLC trong Vi du 8 sau 0-4 tudn cat gift & 25°C. M&i ¢t trong
FIG. 7b thé hién ty 16 phin trim luu gitt cta thé lién hop oxyntomodulin cé tac
dung kéo dai so véi gia tri ban dau.

FIG. 7c 12 biéu dd thé hién két qua thu dugc bing cach d4nh gia d6 6n dinh
cta thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai theo do pH va loai dung dich
dém ruou béng RP-HPLC trong Vi du 8 sau 0-4 tudn cét gitt & 25°C. MBJi cot trong
FIG. 7c thé hién ty 1& phin trim luu gitt ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tic
dung kéo dai so v6i gia tri ban dau.

FIG. 8a 12 biéu dd thé hién két qua thu dugc bing cach d4nh gia d6 on dinh
cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai theo c6 mat hodc khong cé mat
ctia chét bao quan va ndng dd ctia oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai bang IE-
HPLC trong Vi du 9 sau 0-4 tudn cit gitt & 25°C. MBi cot trong FIG. 8a thé hién ty
1& phan tram luu gitt ctia thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai so voi gia
tri ban dau.

FIG. 8b 12 biéu dd thé hién két qua thu dugc bing cach danh gia do 6n dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 téc dung kéo dai theo c6 mat hodc khong c6 mat
ctia cht bio quan va ndng do cia oxyntomodulin 6 tac dung kéo dai bang SE-
HPLC trong Vi du 9 sau 0-4 tuln cat giit & 25°C. Mdi cit trong FIG. 8b thé hién ty
16 phin trim luu gitt cta thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai so v6i gid
tri ban dau.

FIG. 8c 13 bidu dd thé hién két qua thu dugc bing cach danh gia do 6n dinh
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 téc dung kéo dai theo c6 mat hodc khong c6 mat
ctia chdt bao quan va ndng do cua oxyntomodulin c¢6 tdc dung kéo dai bang RP-
HPLC trong Vi du 9 sau 0-4 tun cAt gitt & 25°C. Mdi ct trong FIG. 8c thé hién ty
18 phin tram luu giit cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai so véi gia
tri ban dau.

M3 ta chi tiét sang ché

Pé dat duoc cac muc dich néu trén, theo mét khia canh, sdng ché @ xuit
duoc phim dang 1éng chia thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai, chira
luong hitu hi€u c6 tac dung duoc ly cua thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tic dung
kéo dai trong d6 peptit oxyntomodulin ¢6 tdc dong sinh ly duoc lién két voi ving
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Fc cua globulin min dich; va chit 1am én dinh khong chira albumin, trong d6 chét
1am 6n dinh chua dung dich dém, ruou dudng va chét hoat dong bé mat khong ion.

Trong ban md ta nay, thudt ngit "dugc phdm dang 1éng" dung @& chi ché
phim thudc duoc bao ché thanh dang léng va dwoc du dinh bao ham tit ca cac
duoc phdm dang 16ng dé ding bén trong va dé dung bén ngoai. Trong tinh trang k¥
thuét chua biét dén duoc phdm dang 16ng theo sang ché chira lugng hiru higu c6 tac
dung duoc 1y cia thé lién hop oxyntomodulin bao gdm oxyntomodulin dugc lién
két v&i mién Fe globulin mién dich theo sang ché. Do viy, dugc phim dang 16ng
theo sang ché c6 thé chira luong hitu hiéu c6 tac dung duoc ly cua thé lién hop
oxyntomodulin bao gdm oxyntomodulin dugc lién két v6i mién Fe globulin mién
dich, va chit 1am 6n dinh khéng chta albumin, trong d6 chit 1am én dinh chta
dung dich dém, ruou dudng va chét hoat dong bé mat khong ion. Ngoai ra, dugc
phém dang 10ng theo sang ché c6 thé con chira chat bao quan.

Theo sang ché, chit 1am 6n dinh c6 thé con chita mot hogc nhiéu hop phén
duoc chon tir nhém bao gdm chét déng trwong, dudng, rugu polyhydric, va axit
amin. Ruou dudng c6 thé 1a mot hodc nhiéu chit dugc chon tir nhém bao gdm
mannitol, sorbitol va glyxerol, va ndng do ctia ruou dudng trong duge phim dang
16ng nay c6 thé 1a 2-15% (khdi luong/thé tich). Ngoai ra, dung dich dém c6 thé la
mot hodc nhiéu dung dich dugc chon tir nhdm bao gém xitrat, axetat, histidin va
dung dich dém phosphat va c6 thé c6 @6 pH ndm trong khoang tir 4,5 dén 7,0. Chat
ding truong c6 thé 12 natri clorua, va chit hoat dong bé mit khong ion c6 thé 1a
polysorbat hodc poloxame va c6 mit & ndng d 1a 0,001%-0,1% (khdi luong/thé
tich). Axit amin c6 thé 12 metionin. Do vdy, dugc phdm dang 16ng theo séng ché c6
thé chura chét lam dn dinh cha dung dich dém c6 6 pH nim trong khoang tir 4,8
dén 6,0, mdt hodc nhiéu rugu dudng duge chon tir nhém bao gém mannitol va
sorbitol, va polysorbat 20.

Ngoai ra, duoc phdm dang 1dng theo sing ché c6 thé con chira mét hoic
nhidu chét bao quan dugc chon tur nhém bao gém m-cresol, phenol va ruou
benzylic. Ndng d6 ciia chét bio quan trong duge phdm dang 16ng nay co thé 1a
0,001%-1% (khdi lugng/thé tich).

Pac biét 13, duoc phém dang léng theo sang ché c6 thé chira lugng hiru hiu
¢6 tac dung duoc ly cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai, 5-50 mM
histidin, 2-15% (khdi lvong/thé tich) mannitol, 0,01-1 mg/mL metionin va 0,001%-
0,1% (khdi lugng/thé tich) polysorbat 20. Ngoai cac hop phin nay, dugc phim
dang 16ng nay c6 thé con chira 0,001%-1% (khdi lwong/thé tich) m-cresol.
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Trong ban mo ta nay, thuat ngit "chit lam 6n dinh" ding dé chi chit duy tri
6n dinh cta cac thanh phan nhu hoat chit trong khoang thoi gian cu thé. Nhim muc
dich sing ché, thuat ngit nay ding d chi chét c6 thé lam cho thé lién hop
oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai duge luu giit 6n dinh. P6 6n dinh cit gilr cuia
cac protein nhu thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai quan trong la
khong nhitng ddm bao lidu lwong chinh x4c, ma con e ché duoc viée tao ra tiém
ning cht khang nguyén cho thé lién hop oxyntomodulin.

T6t hon 13, chit lam 6n dinh theo sang ché chtta dung dich dém, rugu
duong va chit hoat dong bé mit khong ion dé tao ra d6 én dinh cho thé lién hop
oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai. Ngoai ra, t6t hon 1a chét lam n dinh c6 thé
con chira mot hozc nhidu hop phin dugc chon tir nhém bao gdm chit ding truong,
dudng, rugu polyhydric va axit amin.

Dung dich dém hoat dong chiic ning dé duy tri d6 pH ciia dugc phdm dang
léng nay sao cho dd pH cta duoc phim dang léng nay khong thay ddi mét cach
nhanh chéng sao cho tao ra thé lién hop oxyntomodulin ¢ tac dung kéo dai on
dinh. Vi du vé dung dich dém c6 thé bao gdm dung dich dém c6 d6 pH chip nhin
duoc trong dugc phim, bao gdbm mudi kidm (natri phosphat, kali phosphat, hodc
mudi hydro hodc dihydro ctia ching), natri Xitrat, axit xitric, natri axetat, axetic
axit, va histidin, hodc hdn hop ciia cic dung dich dém nay ciing cé thé duoc str
dung. Tét hon, néu dung dich dém 1a dung dich dém xitrat hodc histidin, va t5t hon
nita néu la dung dich d€m histidin. Tt hon, néu néng do cua dung dich dém la 5-
100 mM, va t6t hon nita 1 5-50 mM. Tét hon, néu pH cua dung dich dém 1a 4,0-
8,0, tt hon nita 14 4,5-7,0, va con tét hon nita 1 5,0-6,0.

Theo mdt vi du ctia sang ché, d6 on dinh cta thé lién hop oxyntomodulin c6
tdc dung kéo dai theo d6 pH cua dung dich dém cua dugc phém dang léng nay
duoc do. Tuc 13, sau khi thé lién hop oxyntomodulin c6 tdc dung kéo dai dugc luu
gitt & 25°C trong 0-4 tuin trong khi lam thay d6i pH ctia dung dich dém, lugng con
lai ctia thé lién hop duoc phan tich, va do d6 di cho thiy ring thé lién hop
oxyntomodulin dn dinh hon & d6 pH 5,6, d6 pH 5,8 va d6 pH 6,0 (Vi du 3, céc
Bang 2 dén 5, Vi du 7, cac Bang 18 dén 21, Vi du 8 va cic Bang 22 dén 25). Do
vdy, da thiy ring d6 pH cta dung dich dém 4n dinh nhat theo sang ché nim trong
khoang tir 5,0 dén 6,0. Theo mot vi du ctia sang ché, d6 dn dinh cua thé lién hop
oxyntomodulin c6 tdc dung kéo dai theo loai dung dich dém ctia dugc phém dang
1éng nay duoc do. Cu thé, sau khi thé lién hop oxyntomodulin dwoc Iuu giit bang
polysorbat 20 0,02%, 0,1 mg/mL metionin v Mannitol 5% & 25°C trong 0-4 tuén,
lugng con lai ctia thé lién hop dugc phan tich. Céc két qua ctia phén tich SE-HPLC
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da chi ra ring luong con lai ctia thé lién hop khong khac déng ké giita cac dung
dich dém & cung d6 pH. Céac két qua cua phéan tich [E-HPLC hodc RP-HPLC 43 chi
ra ring histidin 6n dinh nhét & ciing d6 pH (Vi du 8 va cac Bang 22 dén 25).

Rugu duong hoat dong chirc nang dé lam tang do 4n dinh cta thé lién hop
oxyntomodulin c6 tadc dung kéo dai. Theo séang ché, rugu dudng cé thé 12 mot hoic
nhiéu rugu dudng dugc chon tir nhém bao gdm mannitol, sorbitol va glyxerol. Tt
hon, néu ruou dudng cé thé 12 mannitol. Tt hon, néu néng d6 cua ruou dudong
trong dwoc phim dang 16ng nay 1-20% (khdi lugng/thé tich), va tot hon nita 14 2-
15% (khéi luong/thé tich).

Theo mot vi du cua séng ché, sy anh hudng cua loai ruou dudng dudi dang
chét 1am dn dinh d6i voi do 6n dinh cta thé lien hop oxyntomodulin c6 tac dung
kéo dai dugc phan tich. Cu thé, thé lién hop oxyntomodulin dwoc Iwu giit trong
dung dich dém xitrat (d0 pH 5,6) & 25°C trong 0-4 tun, va sau d6 duoc phén tich
bang IE-HPLC, SE-HPLC va RP-HPLC. Do d6, thé lién hop 6n dinh hon véi su c6
mit ctia mannitol hodc sorbitol so v&i sy c6 mit ctia glyxerol & ciing néng do. Cac
két qua cua phan tich RP-HPLC da chi ra rdng voi su ¢6 mit clia mannitol thi thé
lién hop dn dinh hon mot chut so voi s ¢b mit cia sorbitol (Vi du 4 va cac Bang 6
dén 9). Néi céach khéc, da cho théy rﬁng viéc bd sung mannitol hodc sorbitol cé do
6n dinh tuyét voi, nhung thé lién hop 14 dn dinh nhét v6i sy 6 mit ctia mannitol.

Theo moét vi du cla sang ché, su anh hudng cua néng do6 cta rugu duong khi
lam chét lam én dinh dbi voi d6 on dinh cia thé lién hop oxyntomodulin c6 téc
dung kéo dai duogc thir nghiém. Cu thé, thé lién hop oxyntomodulin duge Iuu gift &
25°C trong 0-4 tudn, va sau d6 duoc phan tich bang IE-HPLC, SE-HPLC va RP-
HPLC. Do d6, véi su ¢ mit ciia Mannitol 2% hodc Mannitol 15%, tao ra protein
két tha, va voi su ¢d mit ctia Mannitol 5% hodc Mannitol 10%, thé lién hop 1a bn
dinh (Vi du 5, cac Béang 10 dén 13, Vi du 7 va cic Bang 18 dén 21).

Chit hoat dong bé mat khong ion hoat déng chirc ning dé lam giam stc
cang bé mit cua dung dich protein nhim ngin ngira protein tranh bi hép phu vao bé
mat ky nudc hodc trdnh bi két tu. Vi du duoc uu tién vé chét hoat dong bé mit
khong ion cé thé duoc st dung theo sang ché bao gém chét hoat dong bé mit
khong ion nén polysorbat va chit hoat dong bé mit khéng ion nén poloxame, c6 thé
dugc str dung riéng r€ hodc Kkét hop cua hai hodc nhiéu chét hoat dong bé mit.
Khoéng phai hoan toan chit hoat dong bé mit khong ion duoc st dung trong dugc
phidm dang 16ng nay & cic ndng dd cao. Dugc phdm dang 16ng theo séng ché chua
cht hoat dong bé mit khong ion & ndng d6 12 0,2% (khéi luong/thé tich) hoic nhé
hon, va tot hon 1 0,001%-0,1% (khdi luong/thé tich).
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Chit 1am 4n dinh theo séng ché c6 thé chwra axit amin nhw metionin.
Metionin hoat dong chiic ning dé 1am on dinh thém protein bang cach trc ché viéc
tao ra cc tap chét c6 thé do, vi dy, phan tng oxy hoa protein gy ra.

Theo mot vi du cua sang ché, su anh hudng ctia néng d6 cua chit hoat dong
bé mit khong ion khi lam chét 1am 6n dinh va c6 mat hoic khong c6 madt cua axit
amin dén d6 8n dinh cta thé lién hop oxyntomodulin cé tac dung kéo dai dugc thir
nghiém. Cu thé, thé lién hop oxyntomodulin dugc luu gilt trong dung dich dém
xitrat (pH 5,6) va Mannitol 10% & 25°C trong 0-4 tuan, va sau d6 dugc phan tich
bang IE-HPLC, SE-HPLC va RP-HPLC. Do d¢, thé lién hop oxyntomodulin 13 én
dinh nhit voi su ¢6 mit cua polysorbat 20 0,02% va 0,1 mg/mL metionin (Vi du 6
va cic Bang 14 dén 17).

Chét dang truong hoat dong chirc nang dé duy tri 4p sudt thdm théu & mirc
thich hop khi ding thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai trong dung dich
in vivo va c¢6 thé hoat déng churc ning khac nita dé 1am 6n dinh tiép thé lién hop
oxyntomodulin ¢é tac dung kéo dai trong dung dich. Vi du tiéu bidu vé chat ding
truong bao gdm mubi vd co dé hoa tan trong nudc nhu natri clorua, natri sulfat,
natri Xitrat va cdc mudi twong tu. TSt hon 13, ndng do clia cht ding truong 14 0-200
mM, va ham luong ciia chiing c6 thé duoc kiém soat mot cach phi hop.

T6t hon 13, chit 1am on dinh theo séng ché khong chita albumin. Albumin
huyét thanh ngudi c6 thé duge st dung 1am chit 1am 6n dinh protein dugc didu ché
tir mau nguoi, va do d6 ¢ thé bi nhidm virut gdy bénh cho ngudi, va gelatin hodc
albumin huyét thanh bo c6 thé giy ra cic bénh 1y hodc c¢6 thé gy ra phan ung di
tmg & mot s§ bénh nhén. Chét 1am 6n dinh khong chira albumin theo sing ché
khong chira protein ngoai lai nhw albumin huyét thanh ngudi hoic dong vat hoic
gelatin tinh ché, va do d6 khong mén cam vé6i sy nhiém khuin virut.

Vi du duoc uu tién vé& dudng trong sé cac dudong va rugu polyhydric cé thé
duoc sir dung bd sung d& lam ting d6 6n dinh cét git ctia thé lién hop
oxyntomodulin c¢6 tic dung kéo dai bao gdm monosaccarit nhu mannoza, glucoza,
fucoza va xyloza, va polysaccarit nhu lactoza, maltoza, sucroza, rafinoza va
dextran, va vi du dwoc wu tién vé ruwou polyhydric bao gém polypropylen,
polyetylen glycol c6 khdi lugng phén tir thdp, glyxerol, polypropylen glycol c6
khéi luong phéan tir thdp va cac hop chit twong tur. Cac dudng va ruou polyhydric
nay c6 thé dugc st dung riéng r& hodc két hop cua hai hoic nhiéu dudng va rugu.

Ngoai dung dich dém, chét déng truong, ruou dudng, axit amin va chét hoat
dong bé mit khong ion néu trén, duge phdm dang 1ong theo séng ché co thé con
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chira cac hop phéan khac hodc céc chat da biét trong linh vuc niy v6i luong khong
1am 4nh huéng dén hiéu qua cia sang ché.

Dugc phim dang 16ng theo sdng ché chira thé lién hop oxyntomodulin c6 téc
dung kéo dai chta lugng hitu hi€u c6 tic dung duoc ly cua thé lién hop
oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai bao gdm peptit oxyntomodulin c¢6 tdc dong sinh
Iy dwoc lién két voi ving Fe cia globulin mién dich, va chit lam én dinh khong
chita albumin, trong d6 chat lam n dinh c6 thé chira dung dich dém c6 d6 pH nim
trong khoang tir 4,8 dn 7,0, mot hodc nhiéu ruou dudng duoc chon tir nhém bao
gdm mannitol va sorbitol, va polysorbat 20. Pic biét hon, chét 1am én dinh c6 thé
chira dung dich dém c6 d6 pH nam trong khoang tur 5,0 dén 6,0, mannitol va
polysorbat 20. Ngoai ra, chit 1am dn dinh c6 thé con chira mét hogc nhiéu hop phan
duogc chon tir nhém bao gém chét déng truong, duong, rugu polyhydric va axit
amin.

Duoc phim dang 16ng theo sang ché khong chita albumin chtta ndng d6 cao
cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai, mang lai d6 én dinh cho thé
lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai, khong min cam vé&i nhiém khuin
virut, 13 don gian va c6 do dn dinh cét gifr rat tt, va do d6 co thé dugc tao ra theo
cach hidu qua v& kinh té so v6i cac chit 1am 6n dinh khac hogc ché phim dong kho
nhanh.

Ngoai ra, do dugc phim dang léng theo sang ché chira thé lién hop
oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai c6 tac dong sinh ly trong khoadng thoi gian dai
so v&i oxyntomodulin tu nhién, né c6 thé duy tri protein hoat tinh & ngudi trong
khoang thoi gian dai so v6i ché phdm oxyntomodulin thong thuong, va do d6 c6
thé duoc sir dung 1am ché phim thudc hidu qua. Ngoai ra, dugc pham dang 16ng
theo sang ché mang lai d6 6n dinh rat t6t ngay ca & ndng do cao clia thé lién hop
oxyntomodulin cé tadc dung kéo dai.

Trong ban mé ta nay, thudt ngit "oxyntomodulin" dung dé chi peptit dugc
tao ra tir pre-glucagon 14 tién chat cta glucagon. Theo sang ché, oxyntomodulin
nghia 13 bao gdm oxyntomodulin ty nhién va tidn chat, dn xuét, manh va bién thé
ciia n6. Tt hon 13, oxyntomodulin c6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 1
(HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA).

Trong ban mé ta ndy, thuat ngit "dAn xuét oxyntomodulin" nghia & bao ham
peptit, dn xut peptit hodc chét gia peptit thu dugc bang c4ch b sung, 1am khuyét
doan hoic thay thé axit amin trong trinh tw axit amin 12 oxyntomodulin va c6 thé
hoat hoa glucagon va céc thu thé GLP-1 & murc cao hon so véi mirc duoc hoat hda
bdi oxyntomodulin ty nhién. Theo sang ché, dan xuét oxyntomodulin c6 thé c6 mot
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trong céc trinh tr axit amin bt ky 1a SEQ ID NOS: 2 dén 34. T5t hon 13, din xuat
oxyntomodulin ¢6 thé c6 trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO: 23 hoic 25. Tt hon nita
13, n6 c6 thé ¢6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 25.

Trong ban md ta nay, thudt ngft "manh oxyntomodulin" ding dé chi manh
c6 modt hodc nhidu axit amin & diu tdn cung amino hodc carboxyl cua
oxyntomodulin tw nhién, trong d6 axit amin bd sung ciing c6 thé 13 axit amin khong
tu nhién (vi dy, axit amin dang D). Manh oxyntomodulin nay c6 chirc ning diéu
hoa mirc glucoza huyét in vivo.

Trong ban md ta nay, thuat ngit "bién thé oxyntomodulin" dung dé chi peptit
c6 mot hodc nhiéu géc axit amin khac véi céac géc trinh ty axit amin la
oxyntomodulin tw nhién va c6 chirc ning hoat héa thu thé GLP-1 va glucagon. Bién
thé oxyntomodulin c6 thé dugc diéu ché bang mot trong s§ cac cach thay thé, bd
sung, 1am khuyét doan, cai bién, hodc két hop cac cich nay mét sé axit amin trong
trinh ty axit amin 1a oxyntomodulin tu nhién.

Céc phuong phép diéu ché bién thé oxyntomodulin, dAn xuit va manh c6 thé
duoc st dung riéng 1& hoic két hop. Vi du, sang ché ciing bao gdm peptit, c6 mot
hodc nhiéu axit amin khéac véi axit amin cta oxyntomodulin ty nhién va khir amin
hoa gbc axit amin du tan ciing N va ¢6 chitc ning hoat héa ca thu thé GLP-1 1dn
thu thé glucagon.

Axit amin dugc néu trong ban mé ta dugc viét tit theo quy dinh vé danh
phép ctia [UPAC-IUB nhu sau:

Alanin A; Arginin R;
Asparagin N; Axit spartic D;
Xystein C; Axit glutamic E;
Glutamin Q; Glyxin G;
Histidin H; Isoleuxin I;
Leuxin L; Lysin K;
Metionin M; Phenylalanin F
Prolin P; Serin S;
Threonin T; Tryptophan W;
Tyrosin Y, Valin V.

Theo sang ché, dan xuét oxyntomodulin bao ham peptit bat ky, dugc tao ra
bing cach cai bién thay thé, bd sung, lam khuyét doan hoic sau phién ma (vi dy,
metyl héa, axyl hoa, ubiquitin hoa, hodc lién két cong hoa tri ndi phan tir) axit amin
trong trinh ty axit amin 13 SEQ ID NO: 1 va c6 thé hoat héa ca thu thé glucagon va
thu th8 GLP-1. DPbi véi su thay thé hodc bd sung axit amin, khong nhitng 20 axit
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amin thuong dugc phat hién ¢ protein ngudi, ma con co thé st dung ca axit amin
khong dién hinh hoic axit amin khéng tu nhién. Ngudn axit amin khong dién hinh
thuong mai bao gdm Sigma-Aldrich, ChemPep Inc., va Genzyme Pharmaceuticals.
Peptit, bao gdm céc axit amin ndy, va trinh tu peptit khong dién hinh c6 thé duoc
tdbng hop va mua tir cic nha cung cdp thuong phdm, vi du, American Peptide
Company hodac Bachem (M¥) hodc Anygen (Han qudc).

Theo phuong 4n cu thé cua sang ché, din xuét oxyntomodulin theo sang ché
la peptit méi chira trinh ty axit amin c¢6 cong thirc 1 sau:

Cong thuc 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

trong do:

R1 1a histidin, desamino-histidyl, dimetyl-histidyl (N-dimetyl-histidyl), beta-
hydroxyimidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, beta-carboxy imidazopropionyl hodc
tyrosin;

X1 la Aib (axit aminosiobutyric), d-alanin, glyxin, Sar (N-metylglyxin),
serin hoac D-serin;

X2 la axit glutamic hodc glutamin;

X3 1a leuxin hodc tyrosin;

X4 1a serin hoéc alanin;

X5 1a lysin hodc arginin;

X6 1a glutamin hodc tyrosin;

X7 1a leuxin hodc metionin;

X8 la axit spartic hodc axit glutamic;

X9 1a axit glutamic, serin hodc axit alpha-metyl-glutamic hodc dugc tim

thiy;
X10 1a glutamin, axit glutamic, lysin, arginin hodc serin hodc duoc tim théy;
X11 1a alanin, arginin hodc valin hodc dugc tim thay;
X12 1a alanin, arginin, serin hodc valin hodc dugc tim thay;
X13 1a lysin, glutamin, arginin hodc axit alpha-metyl-glutamic hodc dugc
tim théy;

X14 1a axit spartic, axit glutamic hodc leuxin hodc dugc tim théy;

X 15 1 phenylalanin hodc dugc tim thay;

X16 1a isoleuxin hodc valin hodc dugc tim théy;

X17 1 alanin, xystein, axit glutamic, lysin, glutamin hodc axit alpha-metyl-
glutamic hogc dugc tim thy;
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X18 14 tryptophan hozc dugc tim thay;

X19 1a alanin, isoleuxin, leuxin, serin hodc valin hodc dugc tim théy;

X20 1a alanin, lysin, metionin, glutamin hodc arginin hodc dugc tim thiy;

X21 12 asparagin hoic dugc tim thiy;

X22 1a alanin, glyxin hodc threonin hodc dugc tim théy;

X23 la xystein hodc lysin hodc dugc tim thay;

X24 1 peptit ¢6 2 dén 10 axit amin chira hdn hop cta alanin, glyxin va serin
hoic duge tim thiy; va

R2 1a KRNRNNIA (SEQ ID NO: 35), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 36),
GPSSGAPPPSK (SEQ ID NO: 37), HSQGTFTSDYSKYLD (SEQ ID NO: 38),
HSQGTFTSDYSRYLDK (SEQ ID NO: 39), HGEGTFTSDLSKQMEEEAVK
(SEQ ID NO: 40) hoic dugc tim thy (ngoai trir trudng hop trong d6 trinh tw axit
amin c6 cong thirc 1 giéng véi trinh tw dwoce néu trong SEQ ID NO: 1).

Dé 1am ting hoat tinh cta oxyntomodulin dang dai for thu thé glucagon va
thu th GLP-1, din xuét oxyntomodulin theo sang ché c6 thé dugc thé bing 4-
imidazoaxetyl thu dugc biang cich lam khuyét doan cacbon alpha cta histidin & vi
tri 1 cua trinh tu axit amin ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1, desamino-histidyl thu dugc
bing cach khuyét doan nhém amino du tan cing N, dimetyl-histidyl (N-dimetyl-
histidyl) thu duoc bing cach cai bién nhém amino dau tén cling N bang hai nhém
metyl, beta-hydroxy imidazopropionyl thu dugc bang céch thay thé nhém amino
diu tan cung N bang nhém hydroxyl, hodc beta-carboxy imidazopropionyl thu
dugc bing cach thay thé nhém amino du tin ciing N bing nhém carboxyl. Ngoai
ra, ving gén két thu thé GLP-1 c6 thé duoc thé bing axit amin lam ting cudng cac
lien két ion va ky nudc hodc két hop cia chung. Ngoai ra, phin trinh tu
oxyntomodulin c6 thé duoc thé bﬁng trinh tu axit amin 1a GLP-1 hodc exendin-4 dé
lam tang hoat tinh ctia thu thé GLP-1.

Ngoai ra, phéan trinh tu oxyntomodulin c6 thé duoc thé bing trinh tuw lam
tang cuong dang x04n b¢ alpha. Tét hon 14, axit amin & cac vi tri 10, 14, 16, 20, 24
va 28 cia trinh tu axit amin c6 cong thirc 1 ¢6 thé duoc thé bing axit amin hodc dan
xuét ca axit amin chira 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) da biét 1am
6n dinh dang x0&n b¢ alpha, va dang va s6 luogng axit amin 1am 4n dinh dang X04n
bc alpha hoic dan xuit cla axit amin duge cai xen 1a khong gidi han. Tét hon 13,
axit amin & cac vi tri 10 va 14, 12 va 16, 16 va 20, 20 va 24, va 24 va 28 cua trinh
tu axit amin cling co thé duogc thé bﬁng axit glutamic hodc lysin sao cho tao ra
vong, va sd luong vong dugc cai xen 1a khong gidi han. Tét nhét 13, din xuét
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oxyntomodulin c6 thé c6 trinh tu axit amin dugc chon tir cac trinh tu trong sd cac
cong thie 2 dén 6 sau.

Theo phwong 4n cu thé, din xuit oxyntomodulin theo séng ché 1a peptit méi
bao gém trinh tu axit amin c¢6 cong thic 2 sau, thu dugc béng cach thay thé trinh tu
axit amin 13 oxyntomodulin bing trinh tw ctia exendin hodc GLP-1:

Cong thuc 2

R1-A-R3

Theo phuong 4n cu thé khac, din xuit oxyntomodulin theo sang ché 1a peptit
m&i bao gdm trinh tur axit amin c6 cong thic 3 sau, duogc diéu ché bang cach lién
két phan trinh tu axit amin 13 oxyntomodulin va phin trinh tu axit amin 13 exendin
hoic GLP-1 qua ciu ndi axit amin phi hop:

Cong thuce 3

R1-B-C-R4

Theo phuong 4n cu thé khac nita, din xuit oxyntomodulin theo sdng ché 1a
peptit méi bao gdm trinh tu axit amin c6 cong thirc 4 sau, trong do phan trinh tu
axit amin 14 oxyntomodulin dugc thé bang axit amin lam ting cudng su gin két ky
nuée véi thu thé GLP-1. Vi du, chinh peptit ¢6 Leu & vi tri 26 dugc thé bing axit
amin Ile hodc Val lam tang tinh ky nudec.

Cong thuc 4

R1-SQGTFTSDYSKYLD-D1-D2-D3-D4-D5-LFVQW-D6-D7-N-D8-R3

Theo phuong 4n cu thé khéc nita, din xuit oxyntomodulin theo sdng ché 1a
peptit méi bao gdm trinh tu axit amin c6 cdng thirc 5 sau, trong do6 phan trinh tu
axit amin 1a oxyntomodulin ty nhién dugc phat hién, duoc bd sung, hodc dugc thé
bing axit amin khac dé 1am ting kha ning clia oxyntomodulin tw nhién dé hoat hoa
thu thé GLP-1 va thu thé glucagon:

Cong thuc 5

R1-E1-QGTFTSDYSKYLD-E2-E3-RA-E4-E5-FV-E6-WLMNT-E7-R5

Trong cac cong thirc 2 dén 5, R1 1a nhu duge md ta trong cong thirc 1;

A duoc chon tir nhém bao gém:

SQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT (SEQ D NO: 41),
SQGTFTSDYSKYLDEEAVRLFIEWLMNT (SEQ D NO: 42),
SQGTFTSDYSKYLDERRAQDFVAWLKNT (SEQ ID NO: 43),
GQGTFTSDYSRYLEEEAVRLFIEWLKNG (SEQ D NO: 44),
GQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLKNG (SEQ D NO: 45),

GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEWAA (SEQ ID NO: 46), va
SQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLMNG (SEQ ID NO: 47);
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B duogc chon tir nhém bao gém:
SQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT (SEQ
SQGTFTSDYSKYLDEEAVRLFIEWLMNT (SEQ
SQGTFTSDYSKYLDERRAQDFVAWLKNT (SEQ
GQGTFTSDYSRYLEEEAVRLFIEWLKNG (SEQ
GQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLKNG (SEQ
GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEWAA (SEQ
SQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLMNG (SEQ
GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEW (SEQ ID NO:
SQGTFTSDYSRYLD (SEQ ID NO: 49);

SHESESESESHSHS

NO:
NO:
NO:
NO:

NO:

NO:

NO:

48),

41),
42),
43),
44),
45),
46),
47),

va

C 14 peptit ¢6 2 d&én 10 axit amin chira hdn hop clia alanin, glyxin va serin;

D1 la serin, axit glutamic hodc arginin;
D2 la arginin, axit glutamic hodc serin;
D3 1a arginin, alanin hodc valin;

D4 1a arginin, valin hodc serin;

D5 14 glutamin, arginin hodc lysin;

D6 la isoleuxin, valin hodc serin;

D7 1a metionin, arginin hodc glutamin;
D8 la threonin, glyxin hodc alanin;

E1 1a serin, Aib, Sar, d-alanin hoac D-serin;
E2 1a serin hodc axit glutamic;

E3 1a arginin hodc lysin;

E4 1a glutamin hogc lysin;

ES5 la axit spartic hodc axit glutamic;
E6 1a glutamin, xystein hodc lysin;

E7 la xystein hodc lysin hodc duoc tim théy;

R3 la KRNRNNIA (SEQ ID NO: 35), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 36)

hodc GPSSGAPPPSK (SEQ ID NO: 37);

R4 1a HSQGTFTSDYSKYLD (SEQ ID NO: 38), HSQGTFTSDYSRYLDK

(SEQ ID NO: 39) hoac HGEGTFTSDLSKQMEEEAVK (SEQ ID NO: 40); va,

R5 1a KRNRNNIA (SEQ ID NO: 35), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 36)
hoic GPSSGAPPPSK (SEQ ID NO: 37) hoic dugc phat hién (ngoai trir trudng hop
trong d6 trinh ty axit amin cé céc cong thirc 2 dén 5 1a gidng véi trinh ty SEQ ID

NO: 1).

Tt hon 13, din xudt oxyntomodulin theo séng ché c6 thé 14 peptit méi c6

cdng thuc 6 sau:
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Cong thurc 6

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

trong d6 R1 1a histidin, desamino-histidyl, 4-imidazoaxetyl hodc tyrosin;

X1 1a Aib(axit aminosiobutyric), glyxin hodc serin;

X2 la axit glutamic hodc glutamin;

X3 1a leuxin hodc tyrosin;

X4 1a serin hodc alanin;

X5 1a lysin hodc arginin;

X6 1a glutamin hodc tyrosin;

X7 1a leuxin hoac metionin;

X8 1a axit spartic hodc axit glutamic;

X9 la axit glutamic hodc axit alpha-metyl-glutamic hodc duoc tim thiy;

X10 1a glutamin, axit glutamic, lysin hodc arginin hodc dugc tim théy;

X11 12 alanin hodc arginin hodc dugc tim thay;

X12 1a alanin hoac valin hodc dugc tim théy;

X13 1a lysin, glutamin, arginin hodc axit alpha-metyl-glutamic hodc duoc
tim thay;

X14 1a axit spartic, axit glutamic hodc leuxin hodc dugc tim théy;

X15 la phenylalanin hodc dugc tim thiy;

X16 1 isoleuxin hodc valin hodc duoc tim thiy;

X17 1a alanin, xystein, axit glutamic, glutamin hodc axit alpha-metyl-
glutamic hodc dugc tim thy;

X 18 1a tryptophan hogc dugc tim thiy;

X19 1a alanin, isoleuxin, leuxin hodc valin hodc dugc tim théy;

X20 1a alanin, lysin, metionin hodc arginin hodc dugc tim théy;

X21 la asparagin hoac dugc tim thﬁy;

X22 1a threonin hodc duogc tim théy;

X23 1a xystein, lysin hodc dugc tim thiy;

X24 14 peptit ¢6 2 dén 10 axit amin chira glyxin hodc dugc tim thy; va

R2 1a KRNRNNIA (SEQ ID NO: 35), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 36),
GPSSGAPPPSK (SEQ ID NO: 37), HSQGTFTSDYSKYLD (SEQ ID NO: 38),
HSQGTFTSDYSRYLDK (SEQ ID NO: 39) hoic HGEGTFTSDLSKQMEEEAVK
(SEQ ID NO: 40) hodc duogc phat hién (ngoai trir truong hop trong d6 trinh tu axit
amin c6 cong thirc 6 14 giéng vai trinh tw SEQ ID NO: 1).
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Tt hon nita 13, din xut oxyntomodulin theo sang ché c6 thé duge chon tir
nhém bao gdm peptit c6 cac SEQ ID NO: 2 dén 34. Con t6t hon nita 13, din xuat
oxyntomodulin theo sang ché c6 thé 1a din xudt oxyntomodulin dwgc md ta trong
Bang 1 cua Viduy 1.

Oxyntomodulin c6 hoat tinh cua hai peptit, GLP-1 va glucagon. GLP-1 ¢6
tac dung lam giam mirc glucoza huyét bang cach tiét insulin, nhung glucagon cé tac
dung 1am ting mirc glucoza huyét. Ngoai ra, GLP-1 wc ché hip thy thic dn va kim
ham su rng cua da day, va glucagon c6 tac dung lam giam trong lugng co thé bing
cach tao didu kién thuan loi qué trinh phén giai lipit va lam ting trao dbi ning
lugng. Do vay, GLP-1 va glucagon c6 hi€u qua sinh hoc khac nhau. Do vay, trong
trudng hop trong d6 hai peptit c6 mit dudi dang thé lién hop, néu hiéu qua ctia mot
trong hai peptit bat ky 12 16n hon hiéu qué cua peptit kia, tac dung bét loi c6 thé xay
ra. Vi du, néu hidu qua cta glucagon 13 16n hon so véi hiéu qua ctia GLP-1, mic
glucoza huyét ¢6 thé ting, va néu hidu qua ctia GLP-1 1a 16n hon so véi hiéu qua
ctia glucagon, tac dung phu nhu budn nén va ndn c6 thé xay ra. Ngoai ra, hidu qua
ctia hai peptit c6 thé thay ddi tiry thudc vao ty 1& cta hoat tinh clia hai peptit. Do
véy, dan xudt oxyntomodulin va thé lién hop cta ching khong chi gi6i han & céc
dAn xuét c6 hoat tinh ting.

Trong ban md ta niy, thudt ngir "thé lién hop oxyntomodulin" ding dé chi
thé lién hop bao gdm oxyntomodulin va yéu t§ khac. Yéu t6 khéc nay c6 thé 1a chét
bat ky c6 cac chirc ning c6 lgi, bao gdm lam ting chu ky ban rd méu cua
oxyntomodulin hodc 1am tri ho@n qua trinh gidi phong oxyntomodulin vao thén.
Thé lién hop theo séang ché c6 thé gin két cong héa tri v6i oxyntomodulin hodc tao
ra cac vi cAu dé lam ting d6 6n dinh ctia huyét twong ctia oxyntomodulin hodc lam
tri hodn qué trinh giai phéng oxyntomodulin vao thin hodc lam thay ddi hoat tinh
gin két ctia oxyntomodulin véi thy thé ctia né. ChAt mang c6 thé tao ra thé lién hop
bao gém oxyntomodulin c6 thé dwgc chon tir nhém bao gbm albumin, transferin,
khang thé, manh khang thé, elastin, heparin, polysaccarit nhu kitin, fibronectin, va
cac chit mang tuong tu, c6 thé gén két véi oxyntomodulin dé 1am ting d6 6n dinh
cta huyét tuong ciia oxyntomodulin. Tt hon 13, chit mang la ving Fc cua globulin
mién dich.

Fc globulin mién dich c6 thé duoc st dung theo sang ché co thé 1a Fc
globulin mién dich ctia ngudi, Fc globulin mién dich ¢6 trinh ty ctia chit tuong tu
cta chung, hoic Fc globulin mién dich c¢6 ngudn gbe tir ddng vat, bao gdm bo, dé,
lon, chudt nhit, tho, chudt d(‘Sng, chudt nhit va chudt lang. Ngoai ra, ving Fc cua
globulin mién dich c6 thé c6 ngudn gdc tir IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, hodc hdn hop
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hodc thé lai cua ching. Ngoai ra, mdi mién ciia ving Fc cia globulin mién dich
theo sang ché c6 thé 1a thé lai cia mién c6 ngudn gbc tir cac globulin mién dich
khac nhau dugc chon tir nhém bao gém IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM. Theo cach
khac, ving Fc ciia globulin mién dich 1a dime hodc multime chtta globulin mién
dich mach don bao gdm cac mién cé ngudn gdc gibng nhau. Tét hon 13, ving Fc
cua globulin mi&n dich 13 ving ¢6 ngudn gbe tir IgG hoic IgM, 14 giau nhit trong
méu ngudi. T6t nhit 13, chinh Fc globulin mién dich c6 ngudn gbc tir IgG da biét 1a
lam tang chu ky béan ra cta lién két phéi ti-protein. Fc globulin mién dich c6 thé
duoc diéu ché béng cach xtr ly IgG tu nhién béng proteaza ddc hiéu hodc tir cac té
bao bién nap bang cach sir dung cong nghé tai t6 hop. Tt hon 13, chinh Fe globulin
mién dich tai t6 hop cua ngudi dugc diéu ché trong E. coli.

Trong khi d6, IgG ciing c6 thé dugc phan loai tiép thanh IgG1, IgG2, 1gG3
va IgG4, va theo sang ché, hdn hop hoic thé lai ctia cac 16p phu nay ciing c6 thé
duoc phan loai tiép. Tét hon 13, IgG 1a 16p phu IgG2 va IgG4, va t6t nhat 14, chinh
ving Fc ctia IgG4 vé co ban 1a thiéu chirc ning hiéu ing nhu tinh gay doc té bao
phu thudc bd thé (CDC). Néi cach khéc, ving Fe cua globulin mién dich duoc vu
tién nhét duge ding lam chét mang thudc theo sing ché 12 ving Fc khong dugc
glycosyl héa c6 ngudn gdc tir IgG4 ngudi. Ving Fe ¢o ngudn gbe tir ngudi duge wu
tién hon so v4i ving Fc c6 ngudn gbc khong phai tir ngudi, c6 thé tac dong nhu
khéng nguyén & ngudi va gay ra cac dap tmg mién dich khong mong mudn nhu tao
ra khang thé méi chdng lai khang nguyén.

Theo sang ché, thé lién hop oxyntomodulin c6 thé duoc didu ché bang cach
st dung polyme khong peptidyl hodc bing cong nghé tai t6 hop gen. Tét hon Ia,
thé lién hop c6 thé dugc didu ché bing cach lién két oxyntomodulin vé&i ving Fe
ctia globulin mién dich bang polyme khong peptidyl .

Polyme khong peptidyl co6 thé dugc lién két voi mdi oxyntomodulin va ving
Fc cua globulin mién dich. Mdi dau két thuc cua polyme khong peptidyl c6 thé
duoc lién két v6i ving Fe ctia globulin mién dich va 1an lugt nhém amin hodc thiol
ctia d4n xuét oxyntomodulin.

Trong ban mo ta nay, thuat nglt "thé lién hop oxyntomodulin" dung @& chi
thé lién hop c6 hidu qua kéo dai ting so v6i oxyntomodulin tw nhién. Vi du vé thé
lién hop kéo dai bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, thé lién hop trong d6 dan
XUt oxyntomodulin do su cai bién, thay thé, bd sung hoic khuyét doan axit amin
trong trinh tu axit amin 13 oxyntomodulin ty nhién duoc li€n két véi polyme dé
phan huy sinh hoc nhu polyetylen glycol (PEG), thé lién hop trong d6 protein c6
dic tinh kéo dai rét tdt, nhu albumin hodc globulin min dich, dugc lién két véi
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oxyntomodulin, thé lién hop trong d6 axit béo c6 kha ning gan két vé6i albumin in
vivo dugc lién két v6i oxyntomodulin, hogc thé lién hop trong d6 oxyntomodulin
duge tao nang trong cac hat nano dé& phéan hity sinh hoc.

Trong ban md ta nay, thuit ngit “polyme khong peptidyl” ding dé& chi
polyme tuong hop sinh hoc bao gém hai hodc nhiéu don vi 1ap lai dugc lién két voi
v6i nhau bang lién két cong hoa tri bit ky thay cho peptit lién két. Theo sang ché,
polyme khéng peptidyl c6 thé dugc sir dung hoan dbi cho nhau véi cAu ndi khong
peptidyl.

Cau nbi peptit dugc st dung trong protein dung hop thu dugc bing phuong
phép dung hop trong khung thong thudng c¢6 nhuge diém 13 né bi phan cit mot
cach d& dang boi proteinaza in vivo, va do d6 khong thé thu dugc hiéu qua mong
muén 13 1am ting chu ky ban rd huyét thanh cta hoat dugc bang chit mang. Tuy
nhién, theo sang ché, polyme c6 tinh khang proteinaza c6 thé duoc sir dung dé duy
tri chu ky ban rd huyét thanh cua peptit, tvong tw v6i chit mang. Vi vdy, polyme
khong peptidyl bat ky co6 thé dugc sir dung ma khong gidi han pham vi cta sang
ché, chimg nio né 1a polyme c6 chiic ning néu trén, tirc 1a polyme c6 tinh khang
proteinaza in vivo. Polyme khong peptidyl c6 phan ti lugng nim trong khoang tir 1
dén 100 kDa, va t6t hon 1a nim trong khoang tir 1 dén 20 kDa. Polyme khong
peptidyl theo sang ché, dugc lién két véi ving Fe ctia globulin mién dich, c6 thé 1a
mot polyme hozic hdn hop clia cic polyme khéc nhau.

Polyme khong peptidyl duoc sir dung trong sang ché c6 thé c6 nhém phan
tmg c6 kha ning gin két v6i ving Fe cua globulin min dich va thude protein. Tét
hon 13, nhém phan tmg & ca hai déu ciia polyme khong peptidyl duge chon tir nhém
bao gébm nhém aldehyt phan tmg, nhém propionaldehyt, nhém butyraldehyt, nhém
maleimit va dAn xuét sucxinimit.

Din xudt sucxinimit c6 thé 1i sucxinimidyl propionat, hydroxy
sucxinimidyl, sucxinimidyl carboxymetyl, hodc sucxinimidyl cacbonat. Péc biét
14, khi polyme khong peptidyl ¢6 nhom aldehyt phan tmg & ca hai diu ctia né, cac
phan tmg khong dic hidu c6 thé duge giam dén muc t6i thiéu, va polypeptit c6 tic
dong sinh 1y va globulin mién dich c6 thé duoc gén két mot cach hiéu qua 14n luot
v6i ca hai dlu cua polyme khong peptidyl. San phim cudi duoc tao ra bing cach
alkyl hoa khir bing aldehyt lién két n dinh hon nhiéu so véi san pham duoc lién
két bing amit lién két. Nhém phéan tmg aldehyt gén két chon loc véi dAu tan cling N
& d6 pH thép va c6 thé tao ra lién két cong hoa tri v6i gbe lysin & d6 pH cao nhu d6
pH 9,0.
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Céc nhém phan tmg & ca hai diu ciia polyme khong peptidyl c6 thé 14 giéng
nhau hoic khac nhau. Vi du, polyme khong peptidyl c6 thé c6 nhém maleimit &
mot dAu, va nhém aldehyt, nhém propionaldehyt hoiic nhém butyraldehyt & dau
kia. Khi polyetylen glycol c6 nhém hydroxy phan @mg & ca hai dau ctia né duoc
ding 1am polyme khéng peptidyl, nhém hydroxy c6 thé duoc hoat héa thanh nhiéu
nhém phan tmg khac nhau bing cac phan tng hoéa hoc di biét, hoic polyetylen
glycol c6 nhém phan tmg ci bién dang co trén thi truong c6 thé dugc st dung sao
cho diéu ché duoc thé lién hop tac dong kéo dai theo sang ché.

Thé lién hop theo sang ché c6 thé 1a thé lién hop trong d6 mdi dau két thic
cta polyme khong peptidyl dugc lién két véi lan lugt cac ving Fc clia globulin
mién dich va nhém amin hoéc thiol ctia din xuat oxyntomodulin.

Trong khi d6, theo sing ché, ca hai dau cta polyme khong peptidyl bao
gdm nhém phan tng véi ving Fc ca globulin mién dich va thudc protein c6 thé
gén két. Vi du vé& cac nhom phan mg bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, nhém
aldehyt, nhom propionaldehyt hoic nhém butyraldehyt, nhém maleimit, dan xuét
sucxinimit  (sucxinimidyl propionat, sucxinimidyl hydroxyl, sucxinimidyl
carboxymetyl hodc sucxinimidyl cacbonat) va cac nhom phan ung tuwong tu.

Céc nhém phan tmg & ca hai ddu ciia cau ndi 1a polyme khong peptidyl c6
thé 1a gibng nhau hodc khac nhau. Vi du, polyme khong peptidyl c6 thé c6 nhém
maleimit & mot ddu va nhém aldehyt, nhém propionaldehyt hoic nhém
butyraldehyt & dau kia. Vi du, khi polyme khong peptidyl c6 nhém aldehyt phan
g & mot diu va nhém maleimit phan img & dau kia, cac phan tmg khong dic hiéu
c6 thé duoc giam dén muc t6i thidu, va polypeptit c6 tac dong sinh ly va globulin
mién dich c6 thé duoc gin két hidu qua véi ca hai dau ctia polyme khong peptidyl .
Polyme khong peptidyl c6 thé duoc sir dung theo sang ché c6 thé dugc chon tir
nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen
glycol/propylen glycol, polyol dugc polyoxyetyl hoda, ruou polyvinylic,
polysaccarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme d& phan hiy sinh hoc nhu PLA
(poly(axit lactic)) va PLGA (axit polylactic-glycolic), polyme lipit, kitin, axit
hyaluronic, v hdn hop cta ching. T6t hon, néu, polyme khong peptidyl 14
polyetylen glycol. Ngoai ra, cic din xuét cia chiing 14 d biét trong linh vuc nay va
cac din xudt c6 thé duoc didu ché mot cach d& dang bing cach phuong phap da biét
trong linh vuc ndy nim trong pham vi clia séng ché.

Theo mot vi du ciia sang ché, thé lién hop dugc téng hop bang cach lién két

oxyntomodulin hozc d&n xuat ctia né véi ving Fe cta globulin mién dich qua lién
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két cong hoa tri bing cach sir dung polyme khéng peptidyl PEG bao gdm mot
nhom propionaldehyt hodc cai hai nhém maleimit va nhom aldehyt.

Thé lién hop theo sang ché c6 hoat tinh thu thé GLP-1 va thu thé glucagon
rat t6t so voi oxyntomodulin ty nhién. Ngoai ra, da rang budc ring ving Fc lam
ting chu ky ban 13 mau in vivo cta ching dé duy tri hoat tinh in vivo clia chung
trong khodng thoi gian dai.

Khi duoc st dung trong ban md ta ndy, thuat ngir "chit bao quan" ding dé
chi chit dugc st dung dé ngin nglra phan tmg bt thuong hodc phan hiy gay ra boi
sw nhiém khu4n. Dugc phdm dang l6ng theo sing ché c6 thé con chira chit bao
quéan. Chit bao quan thudng duoc st dung trong ché phdm da lidu c6 nhidu kha
ning bi nhiém vi sinh vat, nhung khong chi giéi han & d6 va ciing c6 thé dugc sir
dung trong ché phdm d6ng khé nhanh hoic ché phim don liéu dé ngin ngla su
nhiém khudn. Dugc phdm dang 16ng theo sang ché c6 thé chira m6t hodc nhiéu chat
bado quan dugc chon tir m-cresol, phenol va rugu benzylic. Néng d6 cua chét bao
quéan trong dugc phim dang 1ong nay c6 thé 1a 0,001%-1% (khéi lugng/thé tich).
Pic biét 13, tt hon néu chit bao quan chira trong duoc pham dang léng theo sang
ché 14 m-cresol. Duoc phim dang 1ong theo sang ché c¢6 thé 1a ché phim da liéu.

Theo mét khia canh khéc, sang ché dé xut phuong phap bao ché dugc phim
dang 16ng chira thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai.

Cu thé, theo mot phuong 4n theo sang ché, phuong phép bao ché dugc phdm
dang 16ng nay c6 thé bao gdm budc: a) didu ché thé lién hop oxyntomodulin c6 tac
dung kéo dai; va b) phdi tron thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai diéu
ché duoc voi chét 1am 6n dinh chira dung dich dém, rugu dudng va chét hoat dong
bé mit khong ion.

Theo phwong 4n khéc cua sang ché, phuong phéap bao ché dugc phim dang
1ong nay c6 thé bao gdm céc budc: a) didu ché thé lién hop oxyntomodulin c6 tac
dung kéo dai; va b) phdi tron thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai diéu
ché duoc véi chit 1am bn dinh, chira dung dich dém, ruou duong va chét hoat dong
bé mit khong ion, va chét bao quan.

T4t hon 1, chit 1am dn dinh & budc b) c6 thé con chira mot hodc nhiéu chét
duoc chon tir nhém bao gdm chit ding truong, dudng, rugu polyhydric va axit
amin.

Theo khia canh khéc nita, sdng ché @& xuét duoc phém ngédn ngura hodc didu
tri bénh béo phi hodc dai thao dudng, bao gém duoc phém dang 16ng néu trén.

Trong ban md ta ndy, thut ngit "ngin nglra" dung dé chi tt ca cac tic dong
nhim 1am e ché hoic tri hodn sy phét trién cta bénh cin diéu tri. Trong ban mo ta
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nay, thuat ngir "ngin ngira" ding dé chi viéc ding thé lién hop theo sang ché d tc
ché hoic tri hodin su phat trién cua bénh dai thio dudng nhu muc glucoza huyét bat
thudong hodc qua trinh tiét insulin bit thuong, hodc bénh béo phi nhu ting thé trong
hodc chét béo cuia co thé.

Trong ban md ta ndy, thuat ngit "diéu tri" dung dé chi tit ca cic tic dong
nhdm lam thuyén giam, cai thién hodc 1am diu cac triéu ching bénh 1y dugc tién
trién. Trong ban md ta ndy, thuat ngfr "diéu tri" dung dé chi viéc dung thé lién hop
theo sang ché d& lam thuyén giam, cai thién hoic 1am diu bénh ly di thdo dudng
hodc bénh 1y béo phi néu trén v& mirc glucoza huyét va tiét insulin binh thuong va
lam giam thé trong hoic chét béo cua co thé.

Trong ban moé ta nay, thut ngit "bénh béo phi" ding dé chi lwong du thira
ctia chit béo cua co thé. Chi sb khdi lwong co thé (= trong luong (kg) chia cho
chidu cao (m)) bang hoic 1én hon 25 dugc x4c dinh 1a bénh béo phi. Bénh béo phi
n6i chung do bdi sy mét cin bing ning lugng trong d6 mic hip thu ning luong
vuot qua tiéu hao ning luong. Bénh béo phi 1a bénh chuyén héa anh huéng dén
toan bd co thd va c6 kha ning cao din dén bénh dai duong va ching tang lipit
huyét. Ngoai ra, bénh béo phi lién quan dén rdi loan chiic ning giéi tinh, bénh
khép, va nguy co ting su phat trién ctia bénh tim mach, va cling lién quan dén su
phat trién cta ung thu trong mot s6 truong hop.

Khi dugc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit "bénh dai dudong" 1a loai
bénh chuyén héa trong d6 mirc tiét insulin 1a khong du hogc céc chic ning khong
hoat dong binh thuong. Bénh dai thido duong duoc déc trung bdi murc glucoza
huyét ting va gy ra nhiéu van dé stic khoe khic nhau. Trong trudng hop cua bénh
dai duong, glucoza dugc dao thai qua nudc tiéu.

Duoc phém theo séng ché ¢6 thé con chita chét mang, t4 dugc hodc chét pha
lodng dugc dung. Trong ban md ta nay, thuat ngtt "dugc dung" nghia la luong du
d8 c6 tac dung didu tri va khong gy ra tac dung phu. Liéu luong hoat chit cta
duoc phim theo sang ché c6 thé duoc xac dinh d& dang béi chuyén gia trong linh
vuc nay tuy thudc vao loai bénh, tudi cta bénh nhén, trong luong, tinh trang stc
khoe, gi6i tinh, va do nhay cua thube, dudong dung thudc, kiéu dung, tan suit dung,
thoi gian diéu tri, thubc duoc sir dung két hop hodc déng thoi véi duoc phém theo
séng ché nay, va cac yéu té khac da biét trong linh vuc dugc phim.

Sang ché cling mo ta phuong phap ngin nglra hodc diéu tri bénh béo phi
hodc dai thao dudng, bao gdm budc cho dbi tuong ding duge phdm dang 16ng nay.

Trong ban mé ta niy, dugc phdm dang 16ng, bénh béo phi va bénh dai
duong la nhu duge mo ta trén day.
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Trong ban md ta ndy, thut ngir "ddi tuong" ding dé chi ddi tugng bi nghi
ngo méc bénh béo phi hodc dai thdo duong. Cu thé, thuat ngit ndy dung dé chi dong
vat c6 vu, bao gém nguoi, chudt nhit va dong vat nudi trong nha, cé hodc dang co
nguy co phiét trién bénh ly néu trén. Ngoai ra, dbi twong c6 thé 1a dbi twong bit ky
c6 thé dugc didu tri bang din xudt dugc phdm dang 10ng theo sang ché.

Phuong phap diéu tri theo sang ché c6 thé bao gdbm budc ding lwong hitu
hidu ctia duge pham bao gdbm dugc phim dang léng nay. Téng liéu hang ngay cia
dugc phim c6 thé dugc x4c dinh bing dénh gia y hoc thich hop clia béc sy diéu tri,
va duoc phém c6 thé duoc dung mot 14n hodc vai lan. Tuy nhién, xét theo muc dich
clia sang ché, lidu lugng hiru hiéu c6 tac dung diéu tri cu thé cta duoc phém cho
bénh nhan cu thé bét ky co thé thay ddi tiy thude vao cac yéu t§ khac nhau da biét
trong linh vuc y té, bao gdm loai va mirc 4o dap ung dat duoc, phan phdi duogc
phim theo cic tac nhan khéc ¢ duge sir dung hop ciing hay khéng, tudi ctia bénh
nhén, thé trong, tinh trang suc khoe, gidi tinh va ché do an uéng, thoi gian va
dudng dung thudc, tdc do tiét cua dugc pham, thoi gian diéu tri, khac thudc duoc
str dung két hop hodc ddng thoi véi duoc pham theo sang ché, va cac yéu t§ khac
d3 biét trong linh vuc v té.

Hiéu qua c6 loi

Duogc phdm dang 16ng theo sang ché chira thé lién hop oxyntomodulin ¢6
tac dung kéo dai bao gém dung dich dém, rugu dudng va chéit hoat dong bé mit
khong ion va khong chira albumin huyét thanh nguoi va cac yéu td c¢6 kha ning c6
hai cho ngudi, va do d6 khong man cam véi nhiém khuén virut. Ngoai ra, thé lién
hop oxyntomodulin theo sang ché bao gdm oxyntomodulin dugc lién két véi ving
Fc cia globulin mién dich, va do dé c6 khéi luong phan tir cao, tdc ddng sinh ly
kéo dai, va d6 6n dinh cét gitt rat tét, so voi oxyntomodulin ty nhién.

Vi du thue hién sdng ché

Duéi day, sang ché s& dugc md ta chi tiét hon c6 tham khao dén cac Vi du.
Can hiéu réng, tuy nhién, cac Vi du nay chi nhim minh hoa sang ché va khoéng du
dinh gidi han pham vi cia sang ché.

Vi du 1: Téng hop oxyntomodulin va din xuit oxyntomodulin
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Dé danh gia d6 On dinh ciia oxyntomodulin va din xuit oxyntomodulin
trong dugc pham dang 1ong theo sang ché, din xult oxyntomodulin cé trinh tu axit
amin dugc thé hién trong Bang 1 dudi ddy duoc tdng hop.

Bang 1
Oxyntomodulin va din xuit oxyntomodulin
SEQ ID NO Trinh tu Luuv
SEQIDNO: 1 |HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA
SEQIDNO:2 |CA-SQGTFTSDYSKYLDEEAVRLFIEWLMNTKRNRNNIA
SEQIDNO:3 |CA-SQGTFTSDYSKYLDERRAQDFVAWLKNTGPSSGAPPPS
SEQIDNO: 4 |CA-GQGTFTSDYSRYLEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
SEQIDNO:5 |CA-GQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
SEQ ID NO: 6 CA-
GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEWAAHSQGTFTSDYSKYLD
SEQIDNO:7 |CA-SQGTFTSDYSRYLDEEAVRLFIEWLMNTK
SEQID NO:8 |CA-SQGTFTSDLSRQLEEEAVRLFIEWLMNK
SEQIDNO:9 |CA-GQGTFTSDYSRYLDEEAVXLFIEWLMNTKRNRNNIA
SEQ ID NO: 10 |CA-SQGTFTSDYSRQMEEEAVRLFIEWLMNGGPSSGAPPPSK
SEQIDNO: 11 |CA-
GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEWAAHSQGTFTSDYSRYLDK
SEQ ID NO: 12 |CA-SQGTFTSDYSRYLDGGGHGEGTFTSDLSKQMEEEAVK
SEQ ID NO: 13 |CA-SQGTFTSDYSRYLDXEAVXLFIEWLMNTK
SEQ ID NO: 14 |CA-GQGTFTSDYSRYLDEEAVXLFIXWLMNTKRNRNNIA
SEQID NO: 15 |CA-GQGTFTSDYSRYLDEEAVRLFIXWLMNTKRNRNNIA
SEQ ID NO: 16 |CA-SQGTFTSDLSRQLEGGGHSQGTFTSDLSRQLEK
SEQID NO: 17 |CA-SQGTFTSDYSRYLDEEAVRLFIEWIRNTKRNRNNIA
SEQ ID NO: 18 |CA-SQGTFTSDYSRYLDEEAVRLFIEWIRNGGPSSGAPPPSK
SEQ ID NO: 19 |CA-SQGTFTSDYSRYLDEEAVKLFIEWIRNTKRNRNNIA Tao thanh vong
SEQ ID NO: 20 _|CA-SQGTFTSDYSRYLDEEAVKLFIEWIRNGGPSSGAPPPSK | Tao thanh vong
SEQ ID NO: 21 |CA-SQGTFTSDYSRQLEEEAVRLFIEW VRNTKRNRNNIA
SEQ ID NO: 22 |DA-SQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNTK Tao thanh vong
SEQ ID NO: 23 |HAiIbQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVCWLMNT
SEQ ID NO: 24 |HAIbQGTFTSDY SKYLDEKRAK EFVQWLMNTC
SEQ ID NO: 25 |HAIbQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNTC Tao thanh vong
SEQ ID NO: 26 |HAIbQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNTC Tao thanh vong
SEQ ID NO: 27 |HAIbQGTFTSDYSKYLDEQAAKEFICWLMNT Tao thanh vong
SEQ ID NO: 28 |HAIbQGTFTSDY SKYLDEKRAK EFVQWLMNT
SEQ ID NO: 29 |H(d)SQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA
SEQ ID NO: 30 |CA-SQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA
SEQ ID NO: 31 |CA~(d)SQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA
SEQID NO: 32 |CA-AibQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNTC Tao thanh vong
SEQ ID NO: 33 |HAIbQGTFTSDYAKYLDEKRAKEFVQWLMNTC Tao thanh vong
SEQ ID NO: 34 |YAIbQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNTC Tao thanh vong

Trong Bang néu trén, gbc axit amin duoc chi ra bing céc chit cai in dam
trong mdi trinh tw SEQ ID NO: 19, 20, 22, 25, 26, 27, 32, 33 va 34, cing nhau tao

thanh vong, va cic gbc axit amin duoc chi ra bdi X nghia 13 axit alpha-metyl-
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glutamic 12 axit amin khong tu nhién. Ngoai ra, CA dé chi 4-imidazoaxetyl, DA dé
chi desamino-histidyl, va (d)S d& chi D-serin.

Vi du 2: Piéu ché thé lién hop bao gdm din xuét oxyntomodulin (SEQ ID
NO: 25) va Fc globulin mién dich (d4n xuét oxyntomodulin (SEQ ID NO: 25) duoc
lién két v6i ving Fe cta globulin mién dich)

Trudc tién, d& PEGyl héa MAL-10K-ALD PEG & gbc Xystein & vi tri axit
amin 30 cta din xuit oxyntomodulin (SEQ ID NO: 25), din xuét oxyntomodulin
(SEQ ID NO: 25) va MAL-10K-ALD PEG dugc cho phan Umg vé&i nhau & ty 1€
mol 12 1:3 va ndng do protein 1 3 mg/ml & nhiét d6 trong phong trong 3 gid. Trong
ban md ta nay, phan ing dugc thuc hién trong dung dich dém Tris 50 mM (pH 8,0)
v6i sy ¢b mét ctia 1M guanidin. Sau khi hoan thanh phan Umg, dung dich phan mg
duoc dua vao cot SOURCE S dé tinh ché din xuét oxyntomodulin dugc PEGyl héa
moét 1an & xystein (cdt: SOURCE S, tdc do chay: 2,0 ml/phut, gradien: A 0 —100%
50 min B (A: 20 mM Na-xitrat, pH 3,0 + 45% etanol, B: A + 1M KCl)) (FIG. 1a).
FIG. 1a 1a dd thi thé hién két qua thu duoc bing cach tinh ché din xuit
oxyntomodulin duoc PEGyl héa mét lan (SEQ ID NO: 25) qua cot tinh ché
SOURCE S.

Tiép theo, dan xuit oxyntomodulin tinh ché dugc PEGyl héa mét 1an (SEQ
ID NO: 25) va Fc globulin mién dich duoc phan ting v6i véi nhau & ty 1€ mol 1a 1:5
va ndng do protein 1a 20 mg/ml & 4°C trong 16 gid. Phan tmg duoc thuc hién trong
dung dich dém kali phosphat 100mM (pH 6,0) v&i su cé mét cia SCB 20 mM lam
tac nhan khtr. Sau khi hoan thanh phéan tng, phan tmg dugc dua vao a cot tinh ché
SOURCE 15Q (cot: SOURCE 15Q, téc dd dong: 2,0ml/phut, gradien: A 0 — 4% 1
min B — 20% 80 min B (A: 20mM Tris-HCI, pH 7,5, B: A + 1M NaCl)) (FIG. 1b)
va cot tinh ché SOURCE ISO (cot: SOURCE ISO, toc do dong: 2,0 ml/phut,
gradien: B 0 — 100% 100 min A (A: 20mM Tris-HCL, pH 7,5, B: A + 1,1M AS))
(FIG. 1c) d& tinh ché thé lién hop bao gém din xuét oxyntomodulin (SEQ ID NO:
25) va Fe globulin mién dich. FIG. 1b 13 db thi thé hién két qua thu dwoc bang cach
tinh ché thé lién hop, bao gdm dan xuét oxyntomodulin (SEQ ID NO: 25) va Fc
globulin mién dich, qua cot tinh ché SOURCE 15Q, va FIG. 1c 1a d6 thi thé hién
két quéa thu dugc bing cach tinh ché thé lién hop, bao gém din xuét oxyntomodulin
(SEQ ID NO: 25) va Fc globulin mién dich, qua ¢4t tinh ché SOURCE ISO.

Thé lién hop oxyntomodulin dwoc didu ché nhu néu trén duogc phat trién dé
lam ting chu ky ban rd mau cta oxyntomodulin. N6 bao gdém ving Fc ctia globulin
mién dich, polyme khdng peptidyl va oxyntomodulin, dugc lién két cong hoa tri

véi nhau theo cach dic hiéu vi tri, va ¢ chu ky ban rd méu ting dang keé.
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Vi du 3: Péanh gia 4o dn dinh cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung
kéo dai theo 46 pH

Dé danh gi4 d6 6n dinh cua thé lién hop oxyntomodulin ¢6 téc dung kéo dai
(duoc didu ché trong Vi du 2) trong dugc phdm dang long, thé lién hop
oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai dugc luu gift trong dugc phim dugc thé hién
trong Béang 2 & 25°C trong 0-2 tudn, va tiép theo dugc phan tich bing sic ky 1ong
cao 4p trao dbi ion (IE-HPLC), sic ky léng cao 4p loai trir kich ¢& (SE-HPLC) va
séc ky long cao 4p pha dao (RP-HPLC). Dé cét gitt thé lién hop oxyntomodulin, sir
dung dung dich dém la dung dich dém xitrat, mannitol lam rugu duodng, va
polysorbat 20 1am chét hoat dong bé mat khong ion dugc st dung. Trong cac Bang
3, 4 va 5 duéi day, IE-HPLC (%), SE-HPLC (%) va RP-HPLC (%) chi ra % dién
tich/% dién tich ban du, chi ra phin trim luu gift cua thé lién hop oxyntomodulin
c6 tac dung kéo dai so vai gia tri ban dau. Bang 3 thé hién dién tich IE-HPLC (%)
cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai sau khi cat giit, Bang 4 thé
hién dién tich SE-HPLC (%) cuia thé lién hop oxyntomodulin c6 téc dung kéo dai
sau khi ct gitt, v Bang 5 thé hién dién tich RP-HPLC (%) cta thé lién hop
oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai sau khi cit gitt.

Béang 2
pH [Dung dich Qhét Ruou dudng| Chat hoat dong | Thanh phan [Oxyntomodulin
dém dang bé mat khac  |c6 tac dung kéo
truong dai
#1148 20mM - Mannitol 0,005% 0,Img/mL 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin
#2152 | 20mM - Mannitol 0,005% 0,Img/mL 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin
#315,6 | 20mM - Mannitol 0,005% 0,1mg/mL 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin
#416,0 | 20mM - Mannitol 0,005% 0,lmg/mL 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin
#5] 6,4 | 20mM - Mannitol 0,005% 0,1lmg/mL 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin
Béang 3
IE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4 #5
0 tudn 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
2 tudn 976 | 972 96,8 94,0 85,2
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Bang 4
SE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4 #5
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
2 tudn 99,7 99,8 99,8 99,3 994
Bang 5
RP-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4 #5
0 tudn 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
2 tudn 83.0 84.4 86,7 65,5 74,0

C6 thé thiy tir cac két qua cua IE-HPLC (%) trong Bang 3 néu trén, thé lién
hop oxyntomodulin n dinh hon & d pH nho hon. Theo céc két qua ctia SE-HPLC
trong Bang 4, thé lién hop oxyntomodulin 14 én dinh nhit & d6 pH 14 5,2, va theo
cac két qua cia RP-HPLC trong Bang 5, thé lién hop oxyntomodulin 14 6n dinh
nhét & do pH la 5,6. Mdc du do 4n dinh & @ pH khac nhau 1a khic nhau gifta céc
phuong phap phan tich, sy khic nhau v& muc luu gitt gitta cac pH 1a 16n nht trong
phuong phap phan tich RP-HPLC. Piéu nay goi y rang thé lién hop oxyntomodulin
14 6n dinh nhit & d6 pH 14 5,6.

Vi du 4: Péanh gia d dn dinh cta thé lién hop oxyntomodulin c¢é tic dung
kéo dai theo loai rugu duong va khi c6 mat hodc khong c6 mit cua chét ding
truong

Céc téc gia sang ché da thir nghiém tac dong cua loai rugu dudng lam chat
1am 6n dinh va khi c6 mit hodc khong c6 mit ctia natri clorua lam chét déng truong
d6i v6i do 6n dinh cua thé lién hop oxyntomodulin cé tac dung kéo dai. Cu thé,
béng cach str dung dung dich dém xitrat (d6 pH 5,6) duoc chon trong Vi du 3, thé
lién hgp oxyntomodulin c6 tdc dung kéo dai dugc luu giit trong dugc phim duoc
thé hién trong Bang 6 dudi ddy & 25°C trong 0-4 tudn, va tiép theo duogc phan tich
bing IE-HPLC, SE-HPLC va RP-HPLC. Trong cac Bang 7, 8 va 9 duéi day, IE-
HPLC (%), SE-HPLC (%) va RP-HPLC (%) chi ra % dién tich/% dién tich ban
dAu, chi ra phn tram luu gitr cta thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo dai
s0 v6i gid tri ban ddu. Bang 7 cho thiy dién tich IE-HPLC (%) cta thé lién hop
oxyntomodulin cé tac dung kéo dai sau khi cAt gilt, Bang 8 thé hién dién tich SE-

HPLC (%) cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai sau khi cét gift, va
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Bang 9 cho thiy dién tich RP-HPLC (%) ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tic
dung kéo dai sau khi cét giit.

Bang 6
pH | Dung dich Chét Ruogu Chat hoat ddng | Thanh |Oxyntomodulin
dém ding dudng bé mit phdn |c6 tac dung kéo
truong khac dai
#1156 20mM - Mannitol 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20
#1056 20mM - 10% 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat Sorbitol | Polysorbat 20
#3056 20mM - 10% 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat Glyxerol | Polysorbat 20
#4156 20mM 150mM | Mannitol 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat | NaCl 10% Polysorbat 20
Béang 7
[E-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 98,8 98,8 88,3 98,3
2 tudn 97,2 96,9 79,0 95,0
3 tudn 94 4 94,5 63,0 93,8
4 tudn 91,6 91,8 55,8 91,6
Bang 8
SE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tudn 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 99,9 100,0 92,0 100,0
2 tudn 99,7 99,8 84,7 99,9
3 tuan 99,2 99,4 79,2 99,5
4 tudn 98,4 98,6 76,0 98,8
Bang 9
RP-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tuan 98,9 98,7 90,0 98,4
2 tuan 96,0 95,6 80,6 95,0
3 tuan 94,0 93,6 75,2 92,9
4 tudn 92,6 91,1 70,0 90,1
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C6 thé quan sat thdy trong cac Bang tir 6 dén 9 trén day, thé lién hop
oxyntomodulin cé tac dung kéo dai 4n dinh hon & mannitol hodc sorbitol so vé&i &
glyxerol & ciing ndng do. Céc két qua ctia RP-HPLC d4 chi ra ring thé lién hop
oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai én dinh khong dang ké& & mannitol so véi &
sorbitol. Ngoai ra, d6 6n dinh ctia thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo dai
khong khac déng ké gitta khi c6 mit va khong c6 mit clia natri clorua lam chét
dang truong.

Vi du 5: Danh gia d6 6n dinh cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung
kéo dai theo ndng do clia ruou dudng

Céc tac gia sang ché d3 thir nghiém sy anh huong cua néng dd cua ruou
duong 1am chit 1am 6n dinh d6i véi d6 6n dinh cta thé lién hop oxyntomodulin co
tac dung kéo dai. Cu thé, bing cach sir dung dung dich dém xitrat (46 pH 5,6 va
mannitol dugc chon trong cac Vi du néu trén, thé lién hop oxyntomodulin c6 tac
dung kéo dai duoc luu giit trong duge pham duge thé hién trong Bang 10 dudi day
& 25°C trong 0-4 tudn, va tiép theo dugc phén tich bang IE-HPLC, SE-HPLC va
RP-HPLC. Trong cac Bang 11, 12 va 13 duéi day, IE-HPLC (%), SE-HPLC (%)
va RP-HPLC (%) chi ra % dién tich/% dién tich ban d4u, chi ra phan trim luu giit
ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai so v&i gi4 tri ban dau. Bang 11
cho thiy dién tich IE-HPLC (%) cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo
dai sau khi cit gifr, Bang 12 thé hién dién tich SE-HPLC (%) cua thé lién hop
oxyntomodulin c¢6 tic dung kéo dai sau khi cit giit, va Bang 13 cho thiy dién tich
RP-HPLC (%) cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai sau khi cat git.

Bang 10
pH |Dung dich |Chét ding|Ruou dudng| Chat hoat ddng | Thanh [Oxyntomodulin
dém truong bé mit phan c6 tac dung
khéac kéo dai

#115,6 20mM - Mannitol 2% 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat Polysorbat 20

#215,6 20mM - Mannitol 5% 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat Polysorbat 20

#315,6 | 20mM - Mannitol 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20

#415,6 | 20mM - Mannitol 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat 15% Polysorbat 20
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Bang 11
[E-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 79,7 98,7 98,8 79,0
2 tuén 57,6 97,6 97,9 61,0
3 tudn 39,8 97,1 97,2 49,2
4 tuén 34,9 95,5 95,5 43,4
Bang 12
SE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tuan 97,3 99.4 100,0 99,5
2 tuan 89,0 99,4 99,8 95,4
3 tudn 79,4 99,3 99,4 90,5
4 tudn 74,7 98,4 99,1 83,5
Bang 13
RP-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tun 89,8 932 98,2 95,2
2 tudn 80,3 85,3 94,7 90,9
3 tudn 71,9 78.5 91,1 84,1
4 tuan 66,0 71,0 89,1 76,5

C6 thé quan sat thdy trong cic Bang tur 10 dén 13, thé lién hop
oxyntomodulin cé tdc dung kéo dai 1a 4n dinh v6i su ¢6 mit ctia Mannitol 5% hoic
Mannitol 10%. Tuy nhién, két tua protein dugc tao ra voi sy ¢c6 mit cuia Mannitol
2% hogic Mannitol 15%. Céc két qua ciia IE-HPLC hodc SE-HPLC d3 chi ra ring
d6 6n dinh cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai 1a twong tu gifta
Mannitol 10% va Mannitol 5%. Cac két qua ctia RP-HPLC da chi ra ring d¢ on
dinh cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai én dinh hon & Mannitol
10% so v6i 6 Mannitol 5%.

Vi du 6: Panh gi4 d6 6n dinh cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung
kéo dai theo néng d6 cta chit hoat dong bé mit va khi c6 mit hodc khong co mit
cla axit amin.

Céc tic gia sang ché da thir nghiém cac tic dong clia ndng do cua chét hoat

dong bé mit 1am chat 1am 6n dinh va c¢6 mat hodc khoéng c¢6 mit cua axit amin doi
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v6i d6 6n dinh cia thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai. Bing cach sir
dung dung dich dém xitrat (46 pH 5,6) va dung dich dém xitrat va Mannitol 10%
dugc chon trong cac Vi du néu trén, thé lién hop oxyntomodulin c6 tdc dung kéo
dai duoc luu giit trong duge phdm duge thé hién trong Bang 14 dudi day & 25°C
trong 0-4 tuin, va tiép theo dugc phén tich bang IE-HPLC, SE-HPLC va RP-
HPLC. Trong cac Bang 15, 16 va 17 dudi day, IE-HPLC (%), SE-HPLC (%) va
RP-HPLC (%) chi ra % dién tich/% dién tich ban dau, chi ra phin trim luu gitr ctia
thé lién hop oxyntomodulin c¢6 tic dung kéo dai so véi gid tri ban dau. Bang 15 cho
thdy dién tich IE-HPLC (%) cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai
sau khi cét giit, Bang 16 thé hién dién tich SE-HPLC (%) cta thé lién hop
oxyntomodulin ¢6 téc dung kéo dai sau khi cit git, va Bang 17 cho thdy dién tich

RP-HPLC (%) cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai sau khi cat gitr.

Bang 14
Do | Dung dich Chat Ruou Chét hoat dong| Thanh |Oxyntomodulin
pH dém ding dudng bé mit phan khéc |c6 tac dung kéo
truong dai
#1]5,6 | 20mM - Mannitol 0,005% - 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20
#2(5,6 | 20mM - Mannitol 0,02% - 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20
#3156 20mM - Mannitol 0,05% - 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20
#415,6 | 20mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin
Béang 15
IE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tuan 96,0 96,5 96,4 96,2
2 tuan 95,1 94,7 95,1 95,3
3 tudn 92,7 92,0 92,2 92,7
4 tuan 89,7 89,1 89,2 89,7
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Béang 16
SE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 99,4 99,7 99,7 99,6
2 tudn 99,3 99,5 99,2 99,3
3 tudn 98,3 98,1 98,3 99,1
4 tun 97,3 97,1 97,3 97,9
Bang 17
RP-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 97,3 97,8 98,1 97,4
2 tudn 79,2 79,2 77,5 79,7
3 tuan 71,5 71,6 69,5 73,3
4 tudn 65,1 65,0 65,0 67,8

C6 thé thdy tir cac két qua trong céc Bang tir 14 dén 17, thé lién hop
oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai én dinh nhét & duoc phdm chira polysorbat 20
0,02% va 0,1 mg/mL metionin.

Vi du 7: Banh gid do dn dinh cua thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tdc dung
kéo dai theo d6 pH va néng do6 cta rugu dudng

Céc tac gia sang ché da thir nghiém céc tic dong ctia pH va nong do cua
ruou duong lam chit 1am én dinh dbi véi d6 6n dinh cta thé lien hop
oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai. Cu thé, bing cach sir dung polysorbat 20
0,02% va 0,1 mg/mL metionin dugc chon trong cadc Vi du néu trén, thé lién hop
oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai duogc luu gilt trong dugc phém duoc thé hién
trong Bang 18 du6i diy & 25°C trong 0-4 tudn, va tiép theo dugc phén tich bing IE-
HPLC, SE-HPLC va RP-HPLC. Trong cac Bang 19, 20 va 21 dudi day, IE-HPLC
(%), SE-HPLC (%) va RP-HPLC (%) chi ra % dién tich/% dién tich ban dau, chira
phin tram luu gitr ca thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai so véi gid tri
ban dAu. Bang 19 cho thiy dién tich IE-HPLC (%) ctia thé lién hop oxyntomodulin
c6 tac dung kéo dai sau khi cét gitr, Bang 20 thé hién dién tich SE-HPLC (%) cua
thé lién hop oxyntomodulin ¢6 téc dung kéo dai sau khi cét gitt, va Bang 21 cho
thdy dién tich RP-HPLC (%) ctia thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo dai
sau khi cit gitr.
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Bang 18
Do | Dung dich Chat Ruou Chét hoat dong| Thanh |Oxyntomodulin
pH dém ding duong bé mit phan khac |c6 tac dung kéo
truong dai

#1152 20mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 5% Polysorbat 20 | Metionin

#2152 20mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin

#3152 20mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 15% Polysorbat 20 | Metionin

#415,6 | 20mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 5% Polysorbat 20 | Metionin

#515,6 1 20mM - Mannitol 0,02% 0,Img/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin

#6|5,6 | 20mM - Mannitol 0,02% 0,Img/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 15% Polysorbat 20 | Metionin

#71 6,0 20mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 5% Polysorbat 20 | Metionin

#816,0| 20mM - Mannitol 0,02% 0,Img/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 10% Polysorbat 20 | Metionin

#91 6,0 20mM - Mannitol 0,02% 0,Img/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 15% Polysorbat 20 | Metionin

Bang 19

IE-HPLC (%)

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9

0 tuan | 100,0 [ 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

1tuan | 99,4 99,6 97,1 97,2 97,6 98,0 90,6 92,9 93,4

2tuan | 975 97,8 90,5 93,8 94,1 93,2 81,5 83,6 85,6

3tuan | 93,0 93,6 82,6 86,0 86,9 87,1 71,2 74,6 77,0

4tuan | 90,0 90,5 71,1 85,0 85,6 85,7 62,7 66,3 68,9

Bang 20

SE-HPLC (%)

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9

0tuan |100,0 |[100,0 [100,0 |{100,0 [100,0 [100,0 {100,0 |100,0 |100,0

1tuan (98,8 [99,5 98,8 99,5 99,3 98,5 99,6 100,0 [ 100,7

2tuan [98,8 [99,1 91,1 98,4 97,1 96,9 97,3 98,3 97,9

3tuan [97,7 |[98,3 96,4 98,1 98,4 98,2 98,1 99,1 100,8

4tuan [98,0 [985 94,9 97,9 98,3 98,3 97,6 98,2 99,0
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Bang 21

RP-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9
9 100,0 100,0 100,0 100,0 | 100,0 100,0 100,0 100,0 | 100,0
tuan

} 78,2 78,2 42,1 88,2 90,7 89,4 99,9 99,1 100,7
tuan

2 60,7 58,6 - 80,4 80,2 80,6 96,8 93,4 92,0
tudn

3 47,5 41,9 - 79,4 77,3 69,8 97,6 92,8 93,6
tudn

4 34,8 28,0 - 72,8 65,0 62,6 96,9 91,1 88,9
tu?m

Tir cc két qua trong cic Bang trén diy co thé thy rang cac két qua cta IE-
HPLC da chi ra ring d6 6n dinh cua thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo
dai 1a cao hon & d¢ pH 5,2, do pH 5,6 va d6 pH 6,0. Cac két qua cua RP-HPLC da
chi ra ring d6 6n dinh cta thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai 14 cao
hon & d6 pH 6,0, d6 pH 5,6 va d6 pH 5,2. Céc két qua ctia SE-HPLC d4 chi ra ring
d6 n dinh cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai khong khac dang ké
gifra d6 pH 5,2, d0 pH 5,6 va do pH 6,0. Noi cach khéc, céc két qua cua IE-HPLC,
RP-HPLC va SE-HPLC d chi ra rang thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo
dai 1a 6n dinh & d6 pH 5,6.

Trong khi d6, céc két qua cta IE-HPLC va SE-HPLC d chi ra ring thé lién
hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai khong khac ding ké gitta cc ndng do
mannitol & d6 pH 5,6. Tuy nhién, theo cic két qua ciia RP-HPLC, thé lién hop
oxyntomodulin ¢é tac dung kéo dai 6n dinh hon & Mannitol 5% so v6i & Mannitol
10% hodc Mannitol 15% & dd pH 5,6.

Vi du 8: Péanh gia d6 6n dinh cta thé lién hgp oxyntomodulin ¢6 tic dung
kéo dai theo d6 pH va loai dung dich dém

Céc tic gia sang ché da thir nghiém céc tic dong cua d6 pH va loai dung
dich dém 1am chét 1am 8n dinh d6i véi d6 6n dinh ctia thé lién hgp oxyntomodulin
c6 tac dung kéo dai. Cu thé, bang cach str dung polysorbat 20 0,02%, 0,1 mg/mL
metionin va Mannitol 5% dugc chon trong cac vi du néu trén, thé lién hop
oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai dugc luu gifr trong dugc phdm dugc thé hién
trong Bang 22 duéi day & 25°C trong 0-4 tuin, va tiép theo dugc phan tich bang IE-
HPLC, SE-HPLC va RP-HPLC.

Trong cidc Bang 23, 24 va 25 dudi day, IE-HPLC (%), SE-HPLC (%) va
RP-HPLC (%) chi ra % dién tich/% dién tich ban dAu, chi ra phin trdm luu giit cta
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thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung kéo dai so v&i gia tri ban ddu. Bang 23 cho
thdy dién tich IE-HPLC (%) ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai
sau khi cét giit, Bang 24 thé hién dién tich SE-HPLC (%) cta thé lién hop
oxyntomodulin c¢é tac dung kéo dai sau khi cit giit, va Bang 25 cho thiy dién tich
RP-HPLC (%) ctia thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai sau khi cét gii.

Béang 22
Do | Dung dich C}xét Ruou Chat l}oat dong 'I:ha‘mh Oxyntomodulin
pH dém dang duodng bé mat phan khéc |c6 tac dung kéo
truong dai
#1156 20mM - Mannitol | Polysorbat 20 | 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 5% 0,02% Metionin
#2(5,8] 20mM - Mannitol | Polysorbat 20 | 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Xitrat 5% 0,02% Metionin
#3158 20mM - Mannitol | Polysorbat 20 | 0,1mg/ml 10mg/mL
Na-Axetat 5% 0,02% Metionin
#415,8] 10mM - Mannitol | Polysorbat 20 | 0,1mg/ml 10mg/mL
Histidin 5% 0,02% Metionin
#5(5,8] 10mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 10mg/mL
Na- 5% Polysorbat 20 | Metionin
Phosphat
Béng 23
IE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4 #5
0 tudn 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 97,6 96,8 96,5 97,2 96,1
2 tuan 93,9 91,4 90,6 92,6 89,6
3 tuan 90,4 88,1 86,9 89,2 84,4
4 tuan 90,1 87,0 84,8 87,4 81,7
Béang 24
SE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4 #5
0 tudn 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 99,4 99,8 99,8 99,7 99,7
2 tudn 100,5 100,2 100,0 100,0 99,3
3 tudn 100,4 100,2 99,1 99,6 98,2
4 tudn 100,1 99,2 99,0 98,8 97,7
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Béang 25
RP-HPLC (%)

#1 #2 #3 #4 #5
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 99,1 97,2 99,4 99,5 99,0
2 tudn 97,6 97,7 99,4 99,8 99,3
3 tuan 96,1 98,7 97,2 98,9 97,4
4 tuan 98,0 96,6 97,6 98,3 98,1

Tir céc két qua trong cac Bang tir 23 dén 25 ¢ thé thiy ring cac két qua cia
SE-HPLC hodc RP-HPLC di chi ra ring d6 On dinh cta thé lién hop
~ oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo dai khong khac déng ké & d6 pH 5,6 va do pH 5,8.
Céc két qua cta IE-HPLC d3 chi ra ring thé lién hop oxyntomodulin c6 tic dung
kéo dai én dinh hon & d6 pH 5,6 so v6i & d6 pH 5,8. Céc két qua ciia SE-HPLC cho
thdy d6 on dinh cua thé lién hop oxyntomodulin c¢6 tic dung kéo dai khong khac
déng ké giita cac dung dich dém & cing d6 pH. Ngoai ra, cac két qua cta IE-HPLC
hoic RP-HPLC d4 chi ra ring thé lién hop oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai 1a 6n
dinh nhét & histidin & cing d6 pH.

Vi du 9: Panh gia tic dong cta viéc c6 mdt hodc khong c6 mit cua chét bao
quéan va ndng d6 ctia thé lién hop oxyntomodulin c¢6 téc dung kéo dai ddi véi @6 6n
dinh cua thé lién hop oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai

Céc tac gia sang ché da thu nghiém cac tac dong cta cd mat hodc khong co
mit cia chit bao quan lam chit 1am 6n dinh va ndéng do cta thé lién hop
oxyntomodulin c6 tdc dung kéo dai dbi voi do 6n dinh cua thé lién hop
oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai. Cu thé, bang cich st dung dung dich dém
histidin (d6 pH 5,6), polysorbat 20 0,02%, 0,1mg/mL metionin va Mannitol 5%,
dugc chon trong cac vi du néu trén, thé lién hgp oxyntomodulin c6 téc dung kéo dai
duoc luu giit trong duoc phadm duge thé hién trong Bang 26 duéi day & 25°C trong
0-4 tudn, va tiép theo dwoc phan tich bing IE-HPLC, SE-HPLC va RP-HPLC.
Trong cac Bang 27, 28 va 29 dudi day, IE-HPLC (%), SE-HPLC (%) va RP-HPLC
(%) chi ra % dién tich/% dién tich ban dAu, chi ra phin trim luu giit cta thé lién
hop oxyntomodulin cé tac dung kéo dai so véi gia tri ban dAu. Bang 27 cho thiy
dién tich IE-HPLC (%) ctia thé lién hop oxyntomodulin c6 tdc dung kéo dai sau khi
cét gitt, Bang 28 thé hién dién tich SE-HPLC (%) ctia thé lién hgp oxyntomodulin
¢6 tac dung kéo dai sau khi cat giit, va Bang 29 cho thdy dién tich RP-HPLC (%)
ctia thé lién hop oxyntomodulin c¢6 téc dung kéo dai sau khi cét gitr.
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Bang 26
Do | Dungdich| Chat Ruou | Chat hoat dong| Thanh [Oxyntomodulin
pH dém dang dudng bé mat phan khéc |c6 tac dung kéo
truong dai
#1| 5,6 10mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 10mg/mL
Histidin 5% Polysorbat 20 | Metionin
#2] 5,6 10mM - Mannitol 0,02% 0,lmg/ml| 10mg/mL
Histidin 5% Polysorbat 20 | Metionin
0,27% m-
cresol
#3| 5,6 10mM - Mannitol 0,02% 0,1mg/ml 40mg/mL
Histidin 5% Polysorbat 20 | Metionin
#4] 56| 10mM - Mannitol 0,02% 0,lmg/ml | 40mg/mL
Histidin 5% Polysorbat 20 | Metionin
0,27% m-
cresol
Bang 27
IE-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuin 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 97,9 98,2 97,7 97,1
2 tuén 953 95,7 95,1 94,3
3 tuan 93,6 92,9 93,4 91,8
4 tuén 91,3 90,4 90,2 88,4
Bang 28
SE-HPLC (%)
#1 # #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tuan 99,7 99.6 99,5 99,4
2 tuan 99,3 99,1 99,0 97,9
3 tuln 99,1 98,9 98,7 97,0
4 tuan 98,8 98,0 98,0 95,4
Bang 29
RP-HPLC (%)
#1 #2 #3 #4
0 tuan 100,0 100,0 100,0 100,0
1 tudn 100,1 100,0 99,8 99,7
2 tudn 99,4 99,5 99,2 99,1
3 tuan 98,3 98,3 98,8 98,5
4 tuan 98,8 97,9 97,7 97,4
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C6 thé quan sat thiy trong cac Bang tir 26 dén 29, cac két qua cua IE-HPLC,
SE-HPLC hoic RP-HPLC d4 chi ra ring d6 on dinh cta thé lién hop
oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo dai khong 1am thay ddi ngay ca khi c6 mit ciia chét
bao quan va khong khac biét theo ndng d6 cia chiing.

Mic du céc phuong an dugc uu tién theo sang ché da duoc mé ta nhim muc
dich minh hoa, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring cac cai
bién, cac bd sung va cac thay thé khac nhau c6 thé duge thuc hién ma khong tach
r0i khoi pham vi va ndi dung cta sang ché nhu dugc boc 16 trong yéu cAu bao hod
kem theo.
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YEU CAU BAO HQ

1. Duoc phdm 16ng chira thé lién hop din xudt oxyntomodulin c6 tdc dung kéo
dai, trong d6 dugc phim nay chira:
luong hoat dugc cua thé lién hop dan xuét oxyntomodulin c6 tadc dung kéo dai,
trong d6 thé lién hop din xuat oxyntomodulin cha:
dan xuét oxyntomodulin, 13 peptit c6 tic dong sinh 1y, bao gdm trinh
tu axit amin bat ky trong sb cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 32, 33, hodc 34;
vung Fc cua globulin mién dich;
va polyme khong peptidyl, trong d6 polyme khong peptidyl lién két
cong hoa tri din xuit oxyntomodulin va ving Fe ctia globulin mién dich; va
chat lam dn dinh khong chira albumin, trong d6 chit lam én dinh
chira chat dém, rugu duong va chét hoat dong bé mit khong ion.

2. Duoc phim 16ng chira thé 1ién hop dén xudt oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém 1, trong d6 chét 1am én dinh con chira mot hodc nhiéu chit duoc

chon tir nhém bao gdm tac nhin déng truong, duong, rugu polyhydric va axit amin.

3. Dugc phim 16ng chira thé lién hop din xuét oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo
dai theo diém 1 hodc 2, trong d6 din xuit oxyntomodulin bao gdm trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 32.

4. Duoc phim 1ong chira thé lién hop dan xuét oxyntomodulin c6 tac dung kéo
dai theo diém 1 hodc 2, trong d6 din xuét oxyntomodulin bao gbm trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 33.

5. Duoc phim 1ong chira thé lién hop din xuét oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém 1 hodc 2, trong d6 din xuét oxyntomodulin bao gdm trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 34.

6. Duoc phdm 1éng chira thé lién hop din xuit oxyntomodulin c6 tac dung kéo
dai theo diém bat ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 ving Fc cta globulin

mién dich 1a ving Fc ¢6 ngudn gbe tir IgG, IgA, IgD, IgE or IgM.

7. Dugc phdm long chira thé lién hop din xuat oxyntomodulin c6 tic dung kéo
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dai theo diém 6, trong d6 mdi mién cta ving Fc cia globulin min dich 1a thé lai
ctia mién co nguén géc tlr cac globulin mién dich khac nhau duge chon tir nhém
bao gém IgG, IgA, IgD, IgE va IgM.

8. Duoc phdm l6ng chiia thé lién hop dan xudt oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo
dai theo diém 6, trong d6 ving Fc cta globulin mién dich 14 dime hodc multime

chtra globulin mién dich mach don bao gdm cic mién c6 ngudn gdoc giong nhau.

9. Duoc phdm long chira thé lién hop dan xuit oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém 6, trong d6 ving Fc cua globulin mién dich 14 ving Fc ctia IgG4.

10.  Duoc phdm long chta thé lién hop din xudt oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém 9, trong dé ving Fc cua globulin mién dich 1 ving Fc cta IgG4 ctia
nguoi dugce glycosyl hoa.

11.  Duoc phdm 1ong chira thé lién hop dan xudt oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 polyme khong peptidyl
dugce chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme
etylen glycol/propylen glycol, polyol dugc polyoxyetyl hoa, ruou polyvinylic,
polysaccarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme d& phan huy sinh hoc, bao gdm
axit polylactic (PLA) va axit polylactic-glycolic (PLGA); polyme lipit; kitin; axit

hyaluronic; va hon hop cta chung.

12.  Duoc phdm 1ong chira thé lién hop din xuit oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém 11, trong d6 polysaccarit bao gdm dextran, kitin, hodc hdn hop ctia
chung.

13.  Duoc phdm long chira thé lién hop din xudt oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém 11, trong d6 polyme khong peptidyl 1a polyetylen glycol.

14.  Duogc phdm 16ng chira thé lién hop din xuit oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 rugu dudng la mot hodc

nhidu chit dugc chon tir nthém bao gdbm mannitol, sorbitol va glyxerol.

15.  Duoc phim long chtra thé lién hop dan xuét oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo
dai theo diém 14, trong d6 ndng do cua ruou duong trong duge phdm long nim
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trong khoang 2-15% (khdi luong/thé tich).

16.  Duoc phdm 1ong chira thé lién hop dan xuat oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo
dai theo diém bAt ky trong sé cac diém néu trén, trong do chit dém 13 mdt hoic
nhidu chit dugc chon tr nhém bao gém chdt dém xitrat, axetat, histidin va
phosphat.

17.  Dugc phdm long chita thé lién hop din xuét oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo
dai theo diém bit ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 chit dém c6 d6 pH nim
trong khoang tir 4,5 dén 7,0.

18.  Duoc phdm 1ong chira thé lién hop din xuét oxyntomodulin cé tac dung kéo
dai theo diém bét ky trong s cac diém tir 2 dén 17, trong d6 tac nhan ding truong
14 natri clorua.

19.  Duoc phdm long chira thé lién hop dan xuét oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo
dai theo diém bat ky trong s cac diém néu trén, trong do chét hoat dong bé mat

khong ion la polysorbat hodc poloxame.

20.  Dugc pham long chira thé lién hop din xuét oxyntomodulin c¢é tac dung kéo
dai theo diém 19, trong d6 ndng d6 cta chit hoat dong bé mit khong ion trong
duoc phdm 16ng ndm trong khoang 0,001- 0,1% (khéi lugng/thé tich).

21.  Duogc pham long chiia thé lién hop dan xuét oxyntomodulin ¢6 tac dung kéo
dai theo didm bit ky trong s6 cac diém tir 2 dén 20, trong d6 axit amin la
methionin.

22.  Duoc phdm 1ong chira thé lién hop din xuét oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 chét 1am on dinh chira
chit dém c6 dd pH nim trong khoang tur 4,8 dén 6,0, mot hoic nhidu rugu dudng
duoc chon tir nhém bao gdm mannitol va sorbitol, va polysorbat 20.

23.  Duoc phidm 10ng chira thé lién hop din xuét oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém bt k¥ trong sb cac diém néu trén, trong d6 dugc phim niy con bao
gdm mot hodc nhidu chit bao quan dugc chon tir nhém bao gdm m-cresol, phenol

va ruou benzylic.
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24, Dugc pham long chira thé 1ién hop din xuit oxyntomodulin ¢é tac dung kéo
dai theo diém 23, trong d6 ndéng do cta chat bao quan trong duoc phim 1ong nim
trong khoang 0,001-1% (khdi luong/thé tich).

25.  Duoc pham 1ong chira thé lién hop din xuat oxyntomodulin c6 tac dung kéo
dai theo diém 23, trong d6 chit bao quan 1a m-cresol.

26.  Duogc pham 1ong chira thé lién hop din xuat oxyntomodulin c¢6 tac dung kéo
dai theo diém bt ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 dugc phim 1a ¢ dung
dudi dang da lidu.

27.  Duogc phiam 1ong chira thé lién hop dan xuat oxyntomodulin c6 tac dung kéo
dai theo diém bat ky trong sé céc diém néu trén, trong d6 dugc phdm nay chia:
5-50 mM histidin;
2-15% (khéi luong/thé tich) mannitol;
0,01-1 mg/mL methionin; va
0,001- 0,1% (khdi lwong/thé tich) polysorbat 20.

28.  Duogc phim 1ong chira thé lién hop dan xuat oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém 27, trong d6 din xudt oxyntomodulin bao gdm trinh tur axit amin néu
trong SEQ ID NO: 32.

29.  Duoc pham 1ong chira thé lién hop din xuét oxyntomodulin c6 tic dung kéo
dai theo diém 27, trong d6 dan xudt oxyntomodulin bao gdm trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 33.

30.  Dugc phim l6ng chira thé lién hop din xuit oxyntomodulin ¢6 téc dung kéo
dai theo diém 27, trong d6 dan xudt oxyntomodulin bao gém trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 34.

31.  Duoc phim long chta thé lién hop din xuét oxyntomodulin c6 téc dung kéo
dai theo didm bt ky trong s6 cac diém tir 27 dén 30, trong d6 dugc phdm nay con

bao gbém 0,001-1% (khdi luong/thé tich) m-cresol.

32.  Phuong phdp bao ché dugc phdm 16ng theo didm bit ky trong sb cic diém
tir 1 dén 22 va tir 27 dén 30, phuong phép nay bao gdm céc budc:
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a) didu ché thé lien hop dan xuét oxyntomodulin c¢6 tac dung kéo dai; va

b) phéi tron thé lién hop dan xudt oxyntomodulin c6 tac dung kéo dai, diéu
ché duoc & bude a), voi chit 1am 6n dinh chtra chit dém, rugu dudng va chat hoat
dong bé mat khong ion.

33.  Phuong phép bio ché duoc phdm l6ng theo diém bat ky trong s6 cac diém tir
23 dén 26 va 31, phuong phap nay bao gdm budc:

a) diéu ché thé lién hop din xuat oxyntomodulin c6 tc dung kéo dai; va

b) phéi tron thé lién hop din xuit oxyntomodulin ¢6 tic dung kéo dai, diéu
ché dugc & budc a), v6i chit lam dn dinh, chtra chit dém, ruou dudng va chat hoat

dong bé mat khéng ion, va chét bao quan.
34.Phuong phap theo diém 32 hodc 33, trong d6 chit 1am 6n dinh con chira mot

hodic nhiéu chit duoc chon tir nhém bao gém tadc nhan déng truong, dudng, rugu

polyhydric va axit amin.
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DANH MUC TRINH TU

<110> HANMI PHARM. CO., LTD.

<120> Dugc phdm dang 1léng chtta thé 1lién hop oxyntomodulin cé téac dung
kéo dai va phuong phap bao ché ching

<130> OPA13128

<150> 10-2012-0124725
<151> 2012-11-06

<160> 49

<170> KopatentIn 2.0

<210> 1

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> oxyntomodulin

<400> 1

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> 2
<211> 37
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Dan xudt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<400> 2

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

-49-



30810

<210> 3
<211> 39
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 3
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> 4
<211> 39
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 4
Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 5 o
<211> 39
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
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<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 5
Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210> 6
<211> 42
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Didn xuit oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 6
Xaa Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Ala Ala His Ser Gln Gly Thr
20 25 30

Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp

35 40
<210> 7
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tyu nh&n tao
<220>
<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 7
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
20 25 30
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<210> 8

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Di&n xudt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<400> 8

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Leu Glu Glu
1 5 10 15

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

20 25
<210> 9
<211> 37
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> Dadn xuidt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<220>
<221> BIEN THE
<222> (20)
<223> Xaa = alpha-metyl-axit glutamic
<400> 9
Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Xaa Leu Phe Ile Glu Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala

35
<210> 10
<211> 40
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Dadn xudt oxyntomodulin
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<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 10

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr
1 5 10

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu
20 25

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys

35 40
<210> 11
<211> 43
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> Da&n xuit oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 11

Xaa Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu
1 5 10

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Ala
20 25

Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp

35 40
<210> 12 o
<211> 38
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 12

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr
1 5 10

-53-

Ser Arg Gln Met Glu Glu
15

Met Asn Gly Gly Pro Ser
30

Ser Arg Gln Met Glu Glu
15

Ala His Ser Gln Gly Thr
30

Lys

Ser Arg Tyr Leu Asp Gly
15
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Gly Gly His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met

20 25 30

Glu Glu Glu Ala Val Lys

35
<210> 13
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Din xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<220>
<221> BIEN THE
<222> (16)
<223> Xaa = alpha-metyl-axit glutamic
<220>
<221> BIEN THE
<222> (20)
<223> Xaa = alpha-metyl-axit glutamic
<400> 13
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Xaa

1 5 10 15

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

20 25 30
<210> 14
<211> 37
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> Din xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<220> )
<221> BIEN THE
<222> (20)
<223> Xaa = alpha-metyl-axit glutamic



30810

<220>

<221> BIEN THE

<222> (24)

<223> Xaa = alpha-metyl-axit glutamic

<400> 14
Xaa Gly Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Xaa Leu Phe Ile Xaa Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala
35

<210> 15
<211> 37
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Da&n xudt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<220>

<221> BIEN THE

<222> (24)

<223> Xaa = alpha-metyl-axit glutamic

<400> 15

Xaa Gly 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 Xaa Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala

35
<210> 16
<211> 34
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
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<400> 16

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gly Gly His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Arg Gln Leu

20 25 30

Glu Lys

<210> 17

<211> 37

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Dan xuidt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<400> 17

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 Ile Arg Asn Thr Lys Arg Asn

20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala

35
<210> 18
<211> 40
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> Da&n xuidt oxyntomodulin
<220> )
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<400> 18
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 Ile Arg Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
35 40
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<210> 19
<211> 37

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> Da&n xudt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<220>

<221> BIEN THE

<222> (16), (20)

<223> axit amin & vi tri 16 va vi tri 20 tao thanh vong

<400> 19

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Lys Leu Phe Ile Glu Trp Ile Arg Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala
35

<210> 20
<211> 40
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Da&n xudt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1e), (20)

<223> axit amin & vi tri 16 va vi tri 20 tao thanh vodng

<400> 20

Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Lys Leu Phe Ile Glu Trp Ile Arg Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
35 40
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<210> 21
<211> 37
<212> PRT

<213> Trinh tu nh&n tao
<220>

<223> Dadn xuit oxyntomodulin
<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<400> 21
Xaa Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Gln Leu Glu Glu
1 5 10 i 15

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

20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala

35
<210> 22
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)
<223> Xaa = desamino-histidyl
<220>
<221> BIEN THE
<222> (16), (20)
<223> axit amin & vi tri 16 va vi tri 20 tao thanh vong
<400> 22
Xaa Ser 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 Lys

20 25 30
<210> 23
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>
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<221> BIEN THE
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 23
His 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 Cys Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 24
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nh&n tao
<220>
<223> Dan xuidt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 24
His 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> 25
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nh&n tao
<220>
<223> Dan xudt oxyntomodulin
<220> o
<221> BIEN THE
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<220>
<221> BIEN THE
<222> (le), (20)
<223> axit amin & vi tri 16 va vi tri 20 tao thanh vdng

<400> 25
His 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
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<210> 26
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
[¢]

<220>
<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<220>
<221> BIEN THE
<222> (12), (1e)
<223> axit amin ¢ vi tri 12 va vi tri 16 tao thanh vong
<400> 26
His 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> 27
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Di&n xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 27
His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Cys Trp Leu Met Asn Thr

20 25

<210> 28
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Dan xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)
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<223> Xaa = axit aminoisobutyric

<400> 28

His 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

20 25

<210> 29

<211> 37

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> Dan xudt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (2)

<223> Xaa = d-serin.

<400> 29

His 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> 30

<211> 37

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Da&n xuédt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<400> 30

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
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<210> 31

<211> 37

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>

<223> Dan xuidt oxyntomodulin

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl

<220>

<221> BIEN THE

<222> (2)

<223> Xaa = d-serin.

<400> 31

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> 32

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)

<223> Xaa = 4-imidazoaxetyl
<220>

<221> BIEN THE

<222> (2)

<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<220>

<221> BIEN THE

<222> (16), (20)

<223> axit amin & vi tri 16 va vi tri 20 tao thanh vong
<400> 32
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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> 33
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Dan xuit oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<220> )
<221> BIEN THE
<222> (1e), (20)
<223> axit amin & vi tri 16 va vi tri 20 tao thanh vong
<400> 33
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> 34
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Da&n xudt oxyntomodulin
<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<220>
<221> BIEN THE
<222> (16), (20)
<223> axit amin & vi tri 16 va vi tri 20 tao thanh vong
<400> 34
Tyr 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
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<210> 35

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220> B

<223> Nhém R2

<400> 35

Lys Arg Asn Arg Asn Asn Ile Ala
1 5

<210> 36

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Nhoém R2

<400> 36

Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 10

<210> 37

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Nhoém R2

<400> 37

Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
1 5 10

<210> 38

<211> 15
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Nhém R2

<400> 38

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp
1 5 10 15

<210> 39

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao
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<220>
<223> Nhoém R2

<400> 39

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Lys
1 5 10 15

<210> 40

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Nhém R2

<400> 40
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> 41
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 41
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> 42
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 42
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
20 25
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<210> 43
<211> 28
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Nhém A hodc B o)
<400> 43
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> 44
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Nhém A hoac B

<400> 44
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> 45
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tu nh&n tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 45
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> 46
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
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<400> 46
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> 47
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> Nhém A hodc B
<400> 47
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> 48
<211> 24
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Nhém 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

20
<210> 49
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Nhém B

<400> 49
Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp
1 5 10
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[Fig. 1b)
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[Fig. 2c]
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[Fig. 3b)
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[Fig. 3c)
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[Fig. 4b]
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[Fig. 5Sb)
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[Fig. 7al}
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[Fig. 7b]
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[Fig. 7c})
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[Fig. 8al
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