BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

Cong hoa xa hgi chi nghia’Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HUU TRI TUE

1-0031946
(51 COTK14/575; COTK 14/605; AGIK (13) B
38/26
(21) 1-2017-02288 (22) 05/01/2016

(86) PCT/US2016/012124 05/01/2016 (87) WO2016/111971 14/07/2016

(30) 62/101,488 09/01/2015 US

(45) 25/05/2022 410 (43) 25/10/2017 355A

(73) ELI LILLY AND COMPANY (US)
Lilly Corporate Center, Indianapolis, Indiana 46285, United States of America

(72) ALSINA-FERNANDEZ, Jorge (US); BOKVIST, Bengt Krister (US); COSKUN,
Tamer (US); CUMMINS, Robert Chadwick (US).

(74) Cong ty Luat TNHH T&G (TGVN)

(54) HOP CHAT BONG CHU VAN GIP VA GLP-1 VA DUQC PHAM CHUA HCOP
CHAT NAY

(57) Sang ché dé cap dén hop chit gia hai peptit incretin ma cha van céac thu thé cho ca

peptit kich thich tiét insulin phu thudc glucoza (glucoza-dependent insulinotropic

polypeptide - GIP) va peptit 1 glong glucagon (glucagon-like peptide-1 -GLP-1) cua

ngudi, va cé thé 14 hiru dung trong diéu tri bénh tiéu duong typ 2 (bénh tiéu duong typ 2 -

T2D). Sang ché ciing dé cip dén dugc pham chira hop chat nay.
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Linh vwc k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén linh vuc y té. Cu thé hon, sang ché d& cap dén hop chét gia
hai peptit incretin méa chi van céc thu thé cho ca peptit kich thich tiét insulin phu thudc
glucoza (glucoza-dependent insulinotropic polypeptide - GIP) va peptit 1 gidng
glucagon (glucagon-like peptide-1 - GLP-1) cta nguoi, va co thé 13 hitu dung trong
diéu tri bénh tiéu dwong typ 2 (bénh tiéu dudng typ 2 - T2D).

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

T2D 14 dang phd bién nhét trong cc bénh tiéu dudng chiém xap xi 90% trong
tht ca cac bénh tiéu duodng. T2D dugc phan biét bdi mire glucoza trong mau cao do sy
khéng insulin. Tiéu chuén chdm séc hién tai d6i véi T2D bao gdbm ché d6 an va tap
luyén cung vé6i thudc 1am gidm mirc glucoza hién cé dung qua dudng miéng hodc
tiém. Tuy nhién, nhidu bénh nhin mic T2D van dwoc kiém soat moét cach chua thoa
dang. Cac loai gia increin dugc dua ra thi trwong hién tai hodc céac chit tc ché
dipeptidyl peptidaza IV (DPP-IV) chi sit dung co ché hoat dong don dwoc thiét 1ap dé
kiém soat dudng huyét. Can c6 hop chét cho T2D ma st dung co ché hoat dong kép.

GIP 12 peptit diéu hoa thude da day rudt gdm 42 axit amin déng vai trd vé mit
sinh 1y trong viéc cin bing glucoza ndi mdi bang cach kich thich tiét insulin tir cac té
bao beta & tuy véi sy cd mit cia glucoza va bao vé té bao beta tuy. GLP-1 1a peptit
gdm 37 axit amin ma kich thich tiét insulin, bdo vé cdc té bio beta & tuy, va trc ché tiét
glucagon, 1am rdng da day va thic an tiéu thu dan dén sut can. GIP va GLP-1 da duoc
biét 14 céc incretin; su truyén tin hiéu thu thé incretin tao ra hoat tinh twong tng vé mit
sinh 1y quan trong cho su cin bang glucoza nbéi méi. Trong sinh ly hoc théng thudng,
GIP va GLP-1 duoc tiét tir rudt sau khi an, va céc incretin ndy ting cuong dap tng
sinh 1y d8i véi thire an bao gdm cam gidc no, tiét insulin, va thai hdi dinh dudng. Cac
bénh nhan T2D cé cac dap tng incretin bi suy giam.

Viéce dung cac thé twong ty GLP-1 di duoc thay 14 bi gidi han boi céc tac dung
¢6 hai, nhu budn nén va ndn, va 1a hu qué cta viéc dung quéa thudong xuyén 1a khong
thé dat dugc hiéu qua ddy du trong viée kiém soat dudng huyét va su stt can. GIP mot

minh c6 kha ning 1am gidm glucoza khiém tén & ngudi méc bénh tiéu duong typ 2. Ca
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GIP va GLP-1 ty nhién bi bit hoat nhanh chéng béi proteaza & khap noi, DPP IV, va

do d6, chi c6 thé duoc sit dung dé kiém soat trao ddi chit trong thoi gian ngan.

Glucagon 13 peptit gdm 29 axit amin dwoc san xuét béi tuy, va khi dwogc lién két
véi thu thé glucagon, né truyén tin hidu cho gan dé giai phong glucoza dan dén su ting
glucoza huyét. GLP-2, peptit twong tw GLP-1 duoc san xuét tr sy xir 1y proglucagon,
duoc biét 14 lién quan dén sy ting sinh t& bao & rudt. Do d6, su kich thich ctia cac thy
thé glucagon va thu thé GLP-2 nén duoc giam thiéu trong qué trinh diéu tri man tinh
cla cac bénh nhan T2D nham tbi da s giam glucoza va lam giam nguy co gdy ung thu
tiém tang 1au dai.

Cac dang tuong ty GIP dad duwoc mo ta la thé hién ca hoat tinh GIP va GLP-1
trong WO 2013/164483, WO 2014/192284, va WO 2011/119657.

DPP IV 1a thudc 16p exopeptidaza clia cac enzym phéan giai protein. Su dua céc
axit amin khéng ty nhién véo trong trinh ty ¢ thé 1dm ting sy 6n dinh phan giai
protein cta bat ky peptit ndo. Trong khi sir dung céc axit amin khdng ty nhién c6 thé
gitip su 6n dinh cta cac peptit chong lai sy phan giai protein DPP IV va c4c dang phan
huy khac, d& phat hién béi cac Cha don trong mbt phan ctia sang ché ring cac axit
amin khong tw nhién co thé c¢6 céc tac dung khong ngd dbi vé6i su can bang cua hoat
tinh chi vat gitta GIP va GLP-1. Cac axit amin khong tu nhién cling lam tang kha
ning rang peptit c¢6 thé duge thay nhu tic nhan ngoai va bét dau cac phan ng mién
dich khong mong muén, nhu sy sinh mién dich cia ngudi va cac phan tng tai vi tri
tiém.

Céc axit béo, théng qua motif lién két albumin cta ching, ¢6 thé cai thién céc
thdng s6 duoc dong clia peptit bang cach, vi du, kéo dai thoi gian ban hiy. Trong khi
viée st dung céc axit béo ¢ thé cai thién thoi gian ban hiiy cua peptit, chi don d3 phat
hién ra trong mot phan cia sang ché rang chiéu dai, thanh phén va su sip xép cua
chudi axit béo va clu lién két gifta peptit va chudi axit béo c6 thé c¢6 cac hidu qua
khong ngo ddi véi sy can béng cua hoat tinh chu van GIP va GLP-1.

Kha ning dung nap cla céc dang twong tw GLP-1 cu thé di duoc thdy 1a ngin
ngira lidu ding cta dang twong tw GLP-1 ma dat hiéu qua t8t hon trong viéc kiém soat
dudng huyét va su st can. Tac dung phu phd bién nhat gin véi cic dang tuong tu

GLP-1 13 budn nén va nén nhung mdt s6 hop chat c¢6 thé tac dong dén nhip tim. Truc
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HPA la mét phin ctia dép tmg cang thing sinh Iy va GLP-1 d3 thay 1a kich thich truc
HPA & chudt céng din dén mirc corticosterone ting tao ra sy lién két tiém tang dbi voi
cac su kién c6 hai nhu nhip tim tang. La mot ph?m cua sang ché, cac chu don d3 bét
ngd phét hién thiy ring hop chét theo sang ché khong dan dén muc corticosterone
tang 16n nhu d3 thay véi semaglutide & mau chudt cbng va do d6, co thé dugc phan

liéu dén mirc hi€u qua cao hon so véi céac tac nhan chon loc GLP-1R.

VAn c6 nhu cAu tim ra hop chit ma 12 chit ddng chi van can bang cta cac thu
th& GIP va GLP-1, nhung chon loc chéng lai c4c thu thé glucagon va GLP-2 lién quan.
Tuwong tu, c6 nhu cAu di v6i hop chit v6i hoat tinh déng chu van can bang ddi véi cac
thyu thé GIP va GLP-1 ma c6 thé tao ra hoat tinh giy sut cn di thdy & cac mau dong
vat. Ngoai ra, ¢6 nhu ciu ddi véi hop chét c¢6 hoat tinh ddng chii van can bang ddi véi
céc thu thé GIP va GLP-1 ma c¢6 tinh &n dinh thich hop chéng lai PP IV va cac dang
phén huy khéc, trong khi van duy tri kha ning sinh mién dich thap. Twong ty, ciing ¢
nhu cu d6i véi hop chit c6 hoat tinh ddng chu van can bing d6i véi cac thu thé GIP

va GLP-1 ma hd tro kha nang phan lidu dung mot 1an/tudn & nguoi.
Ban chit k§ thuét cia sang ché

Do d6, céc hop chat cu thé theo sang ché c6 kha ning sinh mién dich va cac
phan Gng vi tri ti€ém thép hon céc chat d?)ng chii van GIP-GLP-1 cu thé trong linh vuc
k¥ thut. Cac hop chat cy thé theo sang ché c6 kha ning dan dén su sat can & bénh
nhan dua trén dit liéu tiéu thu ning lwgng & dong vat. Ngoai ra, cac hop chat cu thé
theo séng ché c6 hoat tinh ddng chi van cén bang chong lai cac thu thé GIP va GLP-1
va tinh chon loc chdng lai céc thu thé glucagon va GLP-2, kha ning sinh mién dich
thap, va cac dic tinh duoc dong (pharmacokinetic - PK) ma h tro viéc phan lidu ding
mot 1an/tuin & nguoi.

Do d6, phuwong an cta sang ché dé xuét hop chat c6 cong thirc I:

YXiEGTFTSDYSIXoLDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS;

trong d6 X1 12 Aib; X2 1a Aib; K & vi tri 20 duoc bién dbi vé mit héa hoc thong
qua su lién hop véi nhom epsilon-amino cia mach bén K vdi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CHz2)»-CO2H trong d6 a 1a 1 dén 2 va b 13 10 dén 20; X; 1a
Phe hoiic 1-Nal; va axit amin d4u C tity ¥ dwoc amit héa lam amit bac mét ¢au C (SEQ

ID NO: 11), hoac mudi duoc dung cta ching.
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Theo phuong 4n khac, sang ché d& xuét hop chét c6 cong thirc I,

trong d6 X 1a Aib; X 1a Aib; K & vi tri 20 duoc bién d8i v& mit héa hoc thong qua su
lién hop véi nhém epsilon-amino cia mach bén K vdi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-
axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CH2)b-CO2H trong d6 a 1a 1 dén 2 va b 14 10 dén 18; X5 1a Phe;
va axit amin ddu C tuy y dwgc amit hoa lam amit bac mot dau C, hoic mudi duoc dung

cua chung.

Theo phwong 4n khéc, sang ché d& xuét hop chét c6 cong thic I, trong d6 X1 1a
Aib; X2 1a Aib; K & vi tri 20 dwoc bién dbi vé mit héa hoc thong qua su 1ién hop véi
nhém epsilon-amino cta mach bén K vé&i ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl).-
(yGlu)e-CO-(CHa)p-CO2H trong d6 a 12 1 dén 2 va b 1 10 dén 18; X3 1a 1-Nal; va axit
amin dau C tuy y dugc amit hoa lam amit bac mot dau C, hoic mudi duoc dung cua

chung.

Theo phuong 4an khéc, sang ché @& xuat hop chat c6 cong thire I, trong d6 Xi 1a
Aib; X3 12 Aib; K & vi tri 20 duoc bién d6i vé mit héa hoc thong qua sw lién hop véi
nhém epsilon-amino cia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-
(yGlu)a-CO-(CH2)p-COH trong d6 a 13 1 dén 2 va b 12 14 dén 18; X5 la Phe hoic 1-
Nal; va axit amin dau C tiy y dugc amit hoa lam amit bac mot dau C, hoac mudi duoc
dung cua ching. Theo phuong an khéc, sang ché d xuét hop chét trong 46 b 13 16 dén
18. Nigoai ra, sang ché d& xuét hop chét trong d6 b 1a 18.

Theo phuong 4n khac, sang ché @& xuét hop chét c6 cong thirc I, trong d6 Xi 1a
Aib; X 14 Aib; K & vi tri 20 duoc bién dbi v& miat hoa hoc thong qua su lién hop véi
nhém epsilon-amino cta mach bén K vé&i ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-
(yGlu)a-CO-(CH2)»-CO2H trong d6 a la 1 va b 1a 10 dén 18; X3 12 Phe hodc 1-Nal; va
axit amin dau C tuy y duoc amit hoa 1am amit bac mot dau C, hodc mudi duoc dung

cua ching.

Theo phwong 4n khac, sang ché d& xuét hop chat c6 cong thirc I, trong d6 X 1a
Aib; Xz 13 Aib; K & vi trf 20 duoc bién ddi vé mit hoa hoc théng qua sy lién hop véi
nhém epsilon-amino ctia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)s-
(yGlu)a-CO-(CHz)»-CO2H trong d6 a la 2 va b 1a 10 dén 18; X3 14 Phe hodc 1-Nal; va
axit amin dau C tuy v dwoc amit héa lam amit bac mot dau C, hodc mudi dugc dung

cua ching.
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Theo phuong 4n khéc, sng ché dé xuit hop chat cé cong thirc I, trong d6 X 14
Aib; X5 1a Aib; K & vi trf 20 duoc bién ddi vé mit hoa hoc thong qua su lién hop véi
nhém epsilon-amino cia mach bén K vd&i ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-
(yGlu)a-CO-(CH2)s-CO2H trong d6 a 13 1 dén 2 va b 1a 10 dén 18; X3 14 Phe hoic 1-
Nal; va axit amin diu C duoc amit héa lam amit bic mét dau C, hodc mudi duoc dung
cua ching.

Theo mdt phuong 4n, séng ché dé xuét hop chit c6 cong thire:

YX,EGTFTSDY SIX,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS;

trong d6 X1 14 Aib; X» 14 Aib; K & vi tri 20 dugc bién ddi v& mit héa hoc théng
qua su lién hop v6i nhom epsilon-amino ciia mach bén K véi1 ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CH2)18-CO2H; va axit amin dau C dwoc amit héa lam
amit bic mot dau C (SEQ ID NO: 3), hoac mudi duoc dung ctia chung.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuat hop chit ¢6 cong thirc:

YX,EGTFTSDY SIXoLDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS;

trong d6 X1 14 Aib; X» 14 Aib; K & vi tr 20 dugc bién ddi vé mit héa hoc thong
qua su lién hop v6i nhom epsilon-amino ciia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CHz)13-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin dau C dugc amit
héa 1am amit bic mét ddu C (SEQ ID NO: 4), hoic mubi dwoc dung ctia ching.

Theo mdt phuong 4n, séng ché d& xuét hop chat c6 cong thirc:

YXiEGTFTSDY SIXoLDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS;

trong d6 X1 1a Aib; X3 1a Aib; K & vi tri 20 duoc bién ddi v& mit hoa hoc thong
qua su lién hop véi nhom epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CHa)15-CO2H; va axit amin dau C duoc amit héa lam amit
bac mot dau C (SEQ ID NO: 5), hodc mubi duoc dung cia ching.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xut hop chit c6 cong thirc:

YXiEGTFTSDY SIX:LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS;

trong d6 X 1a Aib; X 12 Aib; K & vi tri 20 dugc bién dbi vé mit héa hoc thong

qua su lién hop véi nhom epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
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etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CHz2)16-CO2H; va axit amin d4u C dugc amit hoa lam amit
bac mdt d4u C (SEQ ID NO: 6), hoic mudi duoc dung ctia ching.

Theo mét phuong én, sang ché dé xuit hop chét c6 cong thire:

YX:EGTFTSDY SIX;LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X1 1a Aib; Xz 14 Aib; K & vi tri 20 dwoc bién dbi vé miat héa hoc thong
qua su lién hop véi nhém epsilon-amino ciia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CHz)15-CO2H; va axit amin dau C duoc amit hda lam amit
bac mdt ddu C (SEQ ID NO: 7), hoic mubi dwgc dung clia ching.

Theo mét phuong én, sang ché d& xuit hop chét c6 cong thic:

YXEGTFTSDY SIXoLDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X1 1a Aib; Xz 13 Aib; K & vi trf 20 dwoc bién dbi vé mit héa hoc thong
qua su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CH2)16-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin dau C dwoc amit
héa lam amit bac mét dau C (SEQ ID NO: 8), hodc mudi duoc dung cda chung.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuit hop chét c6 cong thirc:

YX,EGTFTSDY SIX;LDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 1a Aib; X 1a Aib; K & vi tri 20 duoc bién ddi vé mit héa hoc théng
qua su lién hop v6i nhom epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CH2)16-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin dau C duogc amit
héa Iam amit bac mdt dau C (SEQ ID NO:: 9), hodc mudi duoc dung cta chung.

Theo mét phuong an, sang ché d& xuat hop chit c6 cong thirc:

YX,EGTFTSDY SIX:LDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X1 12 Aib; X2 1a Aib; K & vi tri 20 dwoc bién dbi v& mit héa hoc théng
qua su lién hgp voi nhom epsilon-amino cta mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CH2)13-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin dau C dugc amit
héa lam amit bac modt dau C (SEQ ID NO: 10), hoac mubi dugc dung cda chung.

Theo mét phwong 4n, sang ché d& xuét duoc pham chira hop chét theo sang ché

v6i chat mang, chét pha lodng hoic ta dugc duge dung.
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Theo mdt phwong 4n, sang ché d& xuit phuwong phap didu tri bénh tiéu duong
typ 2, bao gém viéc cho bénh nhén can diéu tri st dung luong hiru hi€u cia hop chat
theo sang ché. Theo phwong 4n khac, sang ché dé xuat phwong phéap diéu tri bénh tiéu
duong typ 2 con bao gdm viée cho ding ddng thoi, tach biét hodc nbi tiép phdi hop
voi lugng hitu hiéu cia mot hodc nhiéu tic nhan duoc chon tir metformin, cac
thiazolidinedion, cc sulfonylure, cac chét trc ché dipeptidyl peptidaza 4, va céc tac

nhan ddng van chuyén glucoza két hop natri.

Theo mét phwong 4n, sang ché dé xuit phuong phép cai thién su kiém soét
duodng huyét & ngudi 16n mic bénh tidu dudng typ 2, bao gdm viée cho bénh nhan can
didu tri ding lwong hitu hidu cta hop chét theo sang ché 1am 1iéu phap phu tro d6i véi
ché d6 an va luyén tap. Theo mot phuong an, sang ché dé xuét phuong phép kiém soat
cAn ning man tinh & ngudi 16n ¢6 chi sé khdi co thé ban du > 27 va bénh tiéu duong
typ 2, bao gdm viéc cho bénh nhan cin didu tri ding, lrong hiru hidu ciia hop chat
theo sang ché lam lidu phép phu tro ngoai ché d6 n giam calo va hoat dong thé dung
tang cuong

Theo mdt phwong 4n, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri hoi chimg chuyén
héa, bao gém viéc cho bénh nhin can diéu tri dung, lvong hiru hiéu cta hop cht theo
sang ché. Theo phuong an khac, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri bénh rdi loan
m& mau, bénh béo phi, vi/hodc bénh gan nhim mé lién quan dén sy khang insulin va
céc bénh tiéu duong, bao gém viéc cho bénh nhén can diéu tri dung, luong httu hiéu
ctia hop chét theo sang ché. Ngoai ra, sang ché dé xuit phuong phéap diéu tri bénh dé
bi tén thwong hodc ting cuong d6 xwong, bao gém viéc cho bénh nhan can diéu tri

dung, luong hitu hidu cta hop chit theo sang ché.

Theo mét phuong 4n, sang ché d& xuit hop chét theo sang ché dé dung trong
diéu tri. Theo phuong an khac, sang ché dé xuit hop chét theo sang ché dé ding trong
didu tri bénh tiéu dudng typ 2. Theo phuong an khéc, sang ché d& xuét hop chat theo
sang ché dé dung ddng thdi, tach biét hodc ndi tiép phdi hop véi mot hodc nhidu tac
nhin dugc chon tir metformin, cac thiazolidinedion, cac sulfonylure, cac chét e ché
dipeptidyl peptidaza 4, va c4c tac nhin ddng van chuyén glucoza két hop natri dé ding
trong diéu tri bénh tiéu dudng typ 2.
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Theo mét phuong 4n, sang ché d& xut hop chét theo sang ché ¢é dung trong
kiém soat wong huyét & ngudi 1én méc bénh tiéu duong typ 2 lam liéu phap phu tro
ngoai ché d6 in va luyén tip. Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét hop chat theo
sang ché dé dung trong kiém so4t c4n ning man tinh & nguoi 16n cé chi s6 khdi co thé
ban dau > 27 va bénh tiéu dudng typ 2 1am liéu phap phu trg ngoai ché d6 an giam

calo va hoat dong thé chit tang cuong.

Theo mot phwong an, sang ché dé xuit viée st dung hop chét theo sang ché gé
san xudt thudc dé didu tri bénh tiéu dudng typ 2. Theo phuong an khac, sang ché &
xut viéc st dung hop chit theo sang ché dé dung ddng thoi, tach biét hodc ndi tiép
phéi hop vd1 mot hoac nhiéu tic nhan dvoc chon tir metformin, cac thiazolidinedion,
céc sulfonylure, cc chat e ché dipeptidyl peptidaza 4, va cac tic nhan ddng van
chuyén glucoza két hop natri dé san xuat thudc d& didu tri bénh tiéu duong typ 2.

MO ta chi tiét sing ché

Sang ché d& xuét c4c hop chét thé hién hoat tinh GIP va GLP-1 cin bang. Hoat
tinh can bang dbi v6i GIP va GLP-1 nhu dugc sit dung trong ban mé ta nay dé cap dén
hop chét c6 ai luc d6i v6i cac thy thd GIP va cac thu thé GLP-1 trong thir nghiém lién
Két in vitro & ty 1€ mol gﬁn voi 1:1, nhe 1:1 GLP-1/GIP, 2:1 GLP-1/GIP, 3:2 GLP-
1/GIP, 1:2 GLP-1/GIP, hoac 2:3 GLP-1/GIP.

Sang ché @& xuit cac hop chét thé hién tinh chon loc dbi véi céc thu thé GIP va
GLP-1 so v&i cac thu thé cia glucagon va GLP-2. Thuat ng “tinh chon loc” hodc
“chon loc chéng lai” dwoc sit dung trong ban mé ta nay ddi véi hoat tinh GIP va GLP-
1 d6i ching so véi hoat tinh cta glucagon, dé cip dén hop chét thé hién hidu luc cao
hon 1000, 500, hodc khoang 100 14n ddi véi GIP va GLP-1 so véi glucagon khi dit liéu
duoc chuin héa tir cac thir nghiém lién két in vitro twong ng. Thuat ngi “tinh chon
loc” hodc “chon loc chéng lai” dwoc st dung trong ban mb ta nay ddi véi hoat tinh
GIP va GLP-1 dbi chitng so véi hoat tinh caa GLP-2, d& cip dén hop chat thé hién
hiéu luc cao hon 250, 200, 100 hodc khoang 50 1an d6i v&i GIP va GLP-1 so véi GLP-
2 khi dit liéu dwoc chudn héa tir cac thir nghiém chirc ning in vitro twong ting.

Sang ché d& xuét phuong phap diéu tri bénh tiéu duong typ 2 & bénh nhan bao ding
viée cho bénh nhan can diéu tri dung luong hitu hiéu diéu tri cua hop chét theo sang

ché, hodc mudi duoc dung cla ching. Sang ché ciing d& xu4t phuong phap diéu tri
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bénh tidu dudng typ 2 & bénh nhén bao ding viéc cho bénh nhén can didu tri ding
lwong hitu hiéu diéu tri coa hop chét theo sang ché, hoic mudi duoc dung cua ching,
trong d6 viée ding 13 theo dudng duéi da. Sang ché cling dé xuat phwong phép diéu tri
bénh tidu dwong typ 2 & bénh nhan bao ding viée cho bénh nhan cin diéu tri ding
lugng hitu hiéu diéu tri cua hop chét theo sang ché, hosic mudi duoc dung cua chung,
va ddng thot, tach biét hoge ndi tiép véi lwong hitu hidu ciia mdt hoic nhidu thanh
phan hoat tinh khac. Theo mét phwong 4n, thanh phén hodc cac thanh phan hoat tinh
khac 1a céc thube 1am giam glucoza ding theo dudng miéng hién cé tir nhém céc thude
dugc xem xét truede khi st dung tiéu chuin cham séc¢ nhu dugc xac dinh béi cac huéng
din trong linh vuc nhu cua Hiép hodi tiéu dwong Hoa Ky (American Diabetes
Association). Cac hop chét theo sang ché st dung axit béo dwoc lién hop vé mit héa
hoc véi nhém epsilon-amino cia mach bén lysin. Axit béo duge lién hop voi nhom
epsilon-amino cua mach bén lysin thong qua clu lién két. Cau lién két chwa [2-(2-
Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a trong d6 a 1a 1 dén 2. Axit béo va axit gamma-
glutamic trong cAu lién két hoat dong nhu cac ciu lién két albumin, va mang lai kha
ning tao ra cac hop chit hoat dong lu dai. Cac hop chét theo sang ché chira lysin & vi
tri 20 ma dwoc bién @i v& mat héa hoc thong qua sur lién hop v6i nhém epsilon-amino
cia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)a-(yGlu)a-CO-(CHz2)»-CO2H
trong d6 a 12 1 dén 2 va b 13 10 dén 20. Nhur thé hién trén cAu triic héa ho clia Vi du 1
va 2, don vi thtt nhit cia [2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl dugc lién két vi nhom
epsilon-amino cua mach bén lysin. Pon vi thir hai cua [2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-
axetyl sau d6 dwoc gén v6i nhém amio ctia don vi thir nhat ciia [2-(2-Amino-etoxy)-
etoxyJ-axetyl. Sau d6, don vi thir nhit cia yGlu duoc gén véi nhém amino ctia don vi
thr hai cta [2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl thong qua nhom y-carboxyl ctia mach
bén. Khi a = 2, don vi thtt hai ctia yGlu dugc gén véi nhém o-amino cta don vi thi
nhét cta yGlu théng qua nhém y-carboxyl ctia mach bén. Cudi cing, axit béo dbi xtmg
duoc gén v&i nhém a-amino ctia don vi thit nhét (khi a = 1) hodc don vi tht hai (khi a
=2) cua yGlu.

Cac hop chat theo sang ché duoc tao dang bao ché theo cich wu tién 1a duoc
phim duoc dung theo duong ngoai rudt (vi du, dudi da, trong tinh mach, trong mang
bung, trong co hodc qua da). Cac dugce phim nay va quy trinh diéu ché ching d3 duoc

biét 15 trong linh vuc ki thudt nay. (Xem, vi du, Remington: The Science and Practice
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of Pharmacy (D.B. Troy, Editor, 21st Edition, Lippincott, Williams & Wilkins, 2006).

Puong dung wu tién 1a duong dudi da.

Céc hop chét theo sang ché c6 thé phan tng véi bét ky axit trong sb céc axit
hitu co va axit vo co dé tao thanh cic mudi cdng axit dwoc dung. Cac mubi duoc dung
va céc phuong phép thong thuong dé didu ché ching 13 di duoc biét rd trong linh vuc
k§ thuét. Xem, vi du, P. Stahl, et al. Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties,
Selection va Use, 2nd Revised Edition (Wiley-VCH, 2011); S.M. Berge, ef al.,
“Pharmaceutical Salts,” Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, No. 1, January
1977. Cac mudi duoc dung theo sang ché bao gém mudi trifloroaxetat, hydroclorua, va

axetat.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat nglt “luong hitu hi€u” chi luong
hodc lidu cua hop chét theo sang ché, hodc mudi duoc dung cua n6 ma, khi cho bénh
nhéan st dung mot hoac nhiéu liéu, tao ra tac dung mong mudn & bénh nhan dugc chan
doan hodc didu tri. Luong hitu hidu ¢6 thé d& dang dugc x4c dinh béi bac s§ chan
doén, dugc xem 12 ngudi ¢6 k§ ning trong linh vue, bang cach sir dung cac k¥ thuat da
biét va bang cach quan sat két qua thu dwoc tir nhimg ca twong tu. Khi x4c dinh luong
¢6 hiéu qua cho mét bénh nhan, nhidu yéu t§ dwoc cin nhic béi bac s chéan doén, bao
gdm, nhung khéng bi gi6i han bdi: loai dong vit; kich thudc, tudi tac va sic khde
chung cua dbi tuong; bénh hoac 161 loan cu thé lién quan; muc d¢ hodc tinh trang lién
quan hodc mirc d0 nang ctia bénh hoac 161 loan; dép tmg cua timg bénh nhan; hop chat
cu thé dugc st dung; phuong thire sir dung; céc dic trung sinh kha dung cta ché phim
duoc st dung; phac dd lidu lugng lua chon; viéc st dung thude déng tho1; va cac tinh
hudng lién quan khac.

Nhu dugc st dung trong ban moé ta, thuat ngl “didu tri” hodc “dé diéu tri” bao
gém viéc ngan chan, lam cham, chim dirt, hodc dao nguoc sy tién trién hodc mic dod
nghiém trong cua triéu chiing hoac r6i loan d3 6.

Nhu duoc st dung trong ban md ta ndy, “semaglutide” dé cip dén dang twong
tw GLP-1 duoc tdng hop héa hoc ma c6 khung peptit va cu tric héa hoc chung thay
trong s6 dang ki CAS 910463-68-2.

Céc hop chét cu thé theo sang ché nhin chung c¢6 hiéu qua véi mot pham vi lidu

lwong réng. Vi du, lidu ding 1a mét 1an/tudn c6 thé ndm trong khoang tr 0,05 dén
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khoang 30 mg/ngudi/tuin. Cac hop chit cu thé theo sang ché co thé duoc phan lidu
ding hang ngay. Ngoai ra, céc hop chét cu thé theo sang ché ¢6 thé duoc phén liéu

dung mét 14n/tuén.

Caéc trinh ty axit amin theo sang ché chira chit cai riéng & tiéu chuan hodc bd ba
chit cai diung cho hai muoi axit amin ¢é trong tw nhién. Ngoai ra, “Aib” 13 axit alpha

amino isobutyric, va “1-Nal” la 1-Naphthylalanin.

Sang ché cling bao gdm cac chit trung gian méi va cac quy trinh hitu dung dé
tdng hop céc hop chat theo sang ché, hodc mubi duge dung cua ching. Cac chit trung
gian vi cac hop chit theo sang ché c6 thé duge diéu ché theo nhiéu quy trinh da biét
trong linh vye. Cu thé, quy trinh sir dung tong hop hoéa hoc dwoc minh hoa trong cac
Vi du duéi day. Cac bude tdng hop cu thé cho mdi quy trinh dwoc mb ta 6 the dwoc
két hop theo céc cach khac nhau dé didu ché cac hop chat theo sang ché, hodc mubi
ctia né. Cac chét phan tng va nguyén liéu ban dau 1a d& dang ¢6 dugc ddi véi ngudi co
hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt nay. Can hiéu ring cac Vi du nay khong
dwoc dy dinh d& gi6i han pham vi cta sang ché theo cach bét ky.

Vi du thwe hién sang ché
Vidul
YX1EGTFTSDYSIX2LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 Xi 14 Aib; X2 12 Aib; K & vi tri 20 duoc bién d6i vé mit héa hoc théng
qua su lién hop v6i nhém epsilon-amino cia mach bén K voi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CHz2)1s-CO2H; va axit amin dau C duoc amit héa lam amit
bac mét dau C (SEQ ID NO: 3)

muoi trifloroaxetat

& a
HO IS
\\/u_o-
S B
i\l\
o

=,

)
z

-] . o
e .JJ\, G -n/
=3

&

-—Y-—K%EGT FTBDYsI—‘Xr—LDKIAQ—?\ \TI—}- FVawL 1l AGGPSS GAFFPS-Y

=3 <
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CAu tric trén day chira ma mot chir sb tiéu chudn ctia axit amin ngoai trir cac
gbc Aib2, Aib13 va K20 trong d6 céc céu triic ciia cac gdc axit amin nay di dugc mé
rong.

Peptit theo SEQ ID NO: 3 theo sang ché dugc tao ra bang cach téng hop peptit
pha rén st dung phuong phép Fmoc/t-Bu thyc hién trén thiét bi tong hop peptit tu
déng Symphony (PTI Protein Technologies Inc.) bit dau tr nhya amit RAPP AM-
Rink va véi cac két hop st dung 6 duong luong cua axit amin dugc hoat hoa véi
diisopropylcarbodiimit (DIC) va hydroxybenzotriazol (HOBt) (ty 1€ mol 1:1:1) trong
dimetylformamit (DMF) trong 90 phut & 25°C.

Céc két hop mé rong (4 gid mdi 14n) d6i véi Pro31, Trp25, Gln24, Val23,
Phe22, Lys20, Gly4, Glu3 va Aib2 13 cén thiét dé cai thién chat luong ctia peptit tho.
Khdi xdy dung Fmoc-Lys(Alloc)-OH duoc st dung cho su két hop Lys20 (nhém bao
vé truc giao) dé cho phép sy gén & vi tri cu thé ctia gdc axit béo sau d6 trong quy trinh
téng hop. Cac diéu kién sau duoc st dung cho viéc lién két ctia Fmoc-Ile-OH & vi tri
12: Fmoc-Ile-OH (6 duong lwong), PyBOP (6 duwong lwong), va DIEA (12 duong
lwong) trong DMF trong 24 gitr & 25°C. Gbc dau N dwoc két hop lam Boc-Tyr(tBu)-
OH st dung cac phuong phap DIC-HOBt nhu duwoc m6 ta trén day.

Sau khi két thiic su kéo dai nhua peptit mé ta trén day, nhom bao vé Alloc co6
mat trong Lys20 duoc loai bd st dung Iwong chét xtc tac Pd(PPhs)s v6i su c6 mit clia
PhSiH; lam chét 1am sach. Céc chu trinh lién két/khir bdo vé bd sung sir dung phuong
phép Fmoc/t-Bu dé kéo dai mach bén Lys20 cé su tham gia ciia Fmoc-NH-PEG:-
CH.COOH (ChemPep Catalog#280102), Fmoc-Glu(OH)-OtBu (ChemPep
Catalog#100703) va HOOC-(CH,)1s-COOtBu. Trong tit ca cac lién két, 3 duong
luong khdi xay dung dwoc st dung véi PyBOP (3 dwong luong) va DIEA (6 duong
luwgng) trong DMF trong 4 gio & 25°C.

Viéc tach ra khoi nhua va déng thoi loal bd nhém bao vé mach bén duoc tién
hanh trong dung dich chira axit trifloaxetic (TFA): triisopropylsilan: 1,2-etandithiol:
nuéc - thioanisol 90:4:2:2:2 (thé tich/thé tich) trong 2 gid & 25°C sau khi két tha voi
ete lanh. Peptit tho dugc tinh sach dén @6 tinh sach > 99% (hiéu suat tinh sach 15-
20%) bang sic ky HPLC dao pha vé&i gradient nudc/axetonitril (chira 0,05% thé
tich/thé tich TFA) trén cot C18, trong d6 cac phan thich hop duoc tap hop lai va lam
dong kho.
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Trong quy trinh tdng hop duge thyc hién vé co ban nhu duge mo ta trén day, 4o
tinh sach cta Vi du 1 dugc do bang HPLC pha d4o phan tich, va xac nhén dic tinh sir
dung LC/MS (quan sat thdy: M+3H*/3 =1605,2; Tinh toan M+3H"/3 =1605,5; quan sét
thdy: M+4H"/4 =1204,3; Tinh todn M+4H"/4 =1204,4).

Vidu2
YXiEGTFTSDYSIX;LDKIAQKAX3;VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 13 Aib; Xz 12 Aib; K & vi tri 20 dwoc bién d6i vé mit héa hoc thong
qua su lién hop v6i nhém epsilon-amino ciia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CH2)15-CO2H; X3 la 1-Nal; va axit amin d4u C dugc amit
héa lam amit bac mét dau C (SEQ ID NO: 4)

mudi trifloroaxetat
R o
I G
js
RS
N w;/mfi\[)
e—Y—w><ﬁ—E:-T =ETsovYs —\>ﬁ[—-:~< - ] -\_j—va'a- TAGESS S GAP PP S

CAu trac trén day chra ma mot chiv sb tiéu chuén cta axit amin ngoai trir cac
gbc Aib2, Aib13, K20 va 1-Nal22 trong d6 cac cau tric cia cac gbc axit amin nay di
duoc mé rong.

Peptit theo SEQ ID NO: 4 theo séng ché dugc tdng hop tuong tw nhu dwgc md
ta trén day trong Vi du 1. Cac diéu kién sau duoc st dung cho viéc lién két ctia Fmoc-
1Nal-OH & vi tri 22: Fmoc-1Nal-OH (6 duwong lugng), PyBOP (6 duong luwong), va
DIEA (12 dwong luwgng) trong DMF trong 4 gio & 25°C.

Vidu3
YX:EGTFTSDYSIX:LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS
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trong d6 Xi 14 Aib; Xz 13 Aib; K & vi tri 20 duoc bién ddi vé mit héa hoc thong
qua su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CHz2)16-CO2H; va axit amin dau C dugc amit hoa lam amit
bac mét dau C (SEQ ID NO: 5)

muoi trifloroaxetat

Hop chit theo SEQ ID NO: 5 theo sang ché dugc tdng hop twong tu nhu dwoc

mo ta trén day cho Vidu 1.

Vidu4
YXiEGTFTSDYSIX;LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X1 12 Aib; Xz 12 Aib; K & vi tri 20 dwoc bién d6i vé mit héa hoc thong
qua su lién hop voi nhém epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CHz)16-CO2H; va axit amin dau C dugc amit héa lam amit
bac mdt dau C (SEQ ID NO: 6)

muoi trifloroaxetat

Hop chét theo SEQ ID NO: 6 theo sang ché duoc tong hop twong tu nhu dwoc

mo ta trén day cho Vidu 1.

Vidu5
YXiEGTFTSDYSIXoLDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 Xy 1 Aib; X2 14 Aib; K & vi tri 20 dugc bién d6i vé mit héa hoc thong
qua su lién hop véi nhdém epsilon-amino cuia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CHz)15-CO2H; va axit amin dau C dugc amit héa lam amit
bac mét dau C (SEQ ID NO: 7)

muoi trifloroaxetat

Hop chét theo SEQ ID NO: 7 theo sang ché dugc tong hop twong tw nhu dugc

mo ta trén day cho Vidu 1.

Vidu 6
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YX{EGTFTSDYSIXoLDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 13 Aib; X2 13 Aib; K & vi tri 20 dwoc bién dbi v& mit hoa hoc thong
qua su lién hop v6i nhom epsilon-amino ctia mach bén K vé1 ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CHz2)16-CO2H; X3 la 1-Nal; va axit amin dau C duoc amit
héa lam amit bac moét dau C (SEQ ID NO: 8)

muoi trifloroaxetat

Hop chit theo SEQ ID NO: 8 theo sang ché duoc tong hop twong tu nhu duoc

mo ta trén day cho Vidu 1.

Vidu7
YXiEGTFTSDYSIXoLDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 13 Aib; X2 12 Aib; K & vi tri 20 dugc bién dbi vé mit héa hoc thong
qua su lién hop v6i nhom epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CHz)16-CO2H; X3 14 1-Nal; va axit amin dau C dwoc amit
héa lam amit bac mot ddu C (SEQ ID NO: 9)

muoi trifloroaxetat

Hop chat theo SEQ ID NO: 9 theo sang ché dwoc tong hop twong tu nhw dwoc

mo ta trén day cho Vidu 1.

Vidu 8
YXiEGTFTSDYSIX,LDKIAQKAX3;VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 12 Aib; X2 12 Aib; K & vi tri 20 dugc bién ddi vé& mit héa hoc théng
qua su lién hop véi nhom epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CHz)1s-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin dau C duoc amit
héa lam amit bac mét dau C (SEQ ID NO: 10)

muoti trifloroaxetat

Hop chat theo SEQ ID NO: 10 theo sang ché duoc tong hop tuong tu nhuw dwoc

mo ta trén day cho Vidu 1.

-16-



31946

Cac tht nghiém
Dudéi day 1a cac dieu kién va dit liéu cho cac Vi du va mot vai thi nghiém: chire
ndng va tinh chon loc in vitro, profin sinh mién dich, cac dic tinh dugc ddng, va cac

mAu bénh tiéu dudng typ 2 in vivo.

Chirc nang va tinh chon loc in vitro
Hiéu luc lién két in vitro dbi véi cac thy thé GLP-1 va GIP ciia ngudi

Hiéu luc lién két in vitro clia cac hop chét theo sang ché dbi véi cac thu thé GIP
va GLP-1 cla ngudi dugc dénh gia bang cach do 4i luc lién két, 1a K, st dung cac
mang t& bao thd thu duoc tir cac dong té bio tach dong biéu hién qua mic cADN
GLPIR cua ngudi hoac cADN GIP-R cia nguoi.

Thtt nghiém lién két thu thé polypeptit kich thich tiét insulin phy thudc glucoza
cuia nguoi st dung hGIP-R (Usdin,T.B., Gruber,C., Modi,W. va Bonner,T.L,
GenBank: AAA84418.1) dugc tach dong thanh plasmit pcDNA3.1 (Promega)-NeoR.
Plasmit hGIP-R-pcDNA3.1/Neo dugc chuyén nhiém vao céc té bao tring chudt ddng
Trung Qudc, CHO-S, cho mbi trudng nudi ciy dang huyén phui va dwgc lya chon trong
su ¢6 mat cua 500 pg/mL Geneticin (Invitrogen).

Mang sinh chit thd dwoc didu ché bing cach sir dung té bao tir huyén phu nudi
cdy. Céc té bao dugc dung giai trén d4 trong dém nhuogc treong chira Tris Hel 25 mM,
pH 7,5, MgCl, 1 mM, ADNazal, 20 p/mL, va cac chit tc ché Roche Complete™
khéng c¢6 EDTA. Dich huyén phu chira té biao dwoc ddng hoa bang thiét bi dong hoa
Dounce lam bing thiy tinh bing cach st dung chay Teflon® cho 25 nhip. Dich dong
héa duge ly tAm & 4°C & 1800 x g trong 15 phut. Dich ndi duoc thu lai va céc vién két
duoc tai tao huyén phi trong dém nhugc trwong va tai ddng héa. Hon hop duoc ly tim
& 1800 x g trong 15 phut. Dich ndi 14n hai duoc két hop véi dich ndi 1dn mét. Céac dich
ndi két hop duoc ly tim lai & 1800 x g trong 15 phut d& 1am trong. Dich ndi di 1am
trong nay dwoc chuyén vao 6ng téc ddc cao va ly tim & 25,000 x g trong 30 phit &
4°C. Céc vién két mang duoc tai tao huyén phi trong dém dong héa va duoc luu dudi
dang phan déng trong may 1am déng -80 °C dén khi sir dung.

GIP duoc dénh ddu phéng xa bang quy trinh I-125-lactoperoxidaza
(Markalonis, J.J., Biochem. J. 113:299 (1969)) va tinh sach bang sic HPLC dao pha
(Perkin-Elmer Life and Analytical Sciences NEX-402). Hoat 40 riéng la 2200
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Ci/mmol. Viéc x4c dinh Kp duoc thuc hién bing lién két canh tranh twong dong st
dung hGIP lanh thay cho lién két b3o hoa. Thir nghiém lién két thy thé duoc thuc hién
st dung thir nghiém d¢ can nhép nhay (Scintillation Proximity Assay -SPA) vé1 hat
agglutinin mam lda mi (wheat germ agglutinin -WGA) (Perkin Elmer Life and
Analytical Sciences) dugc phong bé trude bang 1% BSA khong chira axit béo (Gibco,
7,5% BSA). Pém lién két chira 25 mM HEPES, pH 7,4, 2,5 mM CaClz, 1 mM MgCl,
0,1% BSA khong chira axit béo, 0,003% Tween20, va cac chit @c ché Roche
Complete™ khong c¢6 EDTA. hGIP va céac hop chét theo séng ché dugc hoa tan trong
100% DMSO va duoc luvu ¢ -20°C. Cac hop chét dugc pha loang hang loat vao dém
lién két. Tiép theo, 10 pL hop chét dwoc pha lodng hoic 100% DMSO duoc chuyén
vao dia thtr nghiém day trong Corning® 3632 chira 40 pL dém lién két thir nghiém
hoic GIP lanh (NSB & ndng @5 cudi 0,1 pM). Sau d6, 90 uL mang (3 pg/giéng), 50 uL
[125T] GIP (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences & 0,15 nM néng d6 cudi trong
phan tng), va 50 pL hat WGA (150 ng/giéng) dwoce thém vao, han kin, va tron trén
may léc dia trong 1 phut. Cac dia duoc doc béng thiét bi dém nhap nhay MicroBeta®
sau khi dé yén trong 12 gio & nhiét d6 trong phong.

Két qua dugc tinh toan 13 phin trim ctia mirc lién két I-125-GIP dic hiéu véi sy
c6 mit cia hop chéat. Nong d6 ICso tuyét d6i dwoc thu duoc tir phuong trinh héi lwu
khong tuyén tinh ctia phan trim ctia mirc gén két dac hiéu cua I-125-GIP so véi ndng
d6 ctia hop chit bd sung. Nong d6 ICso duoc chuyén thanh Ki st dung phuong trinh
Cheng-Prusoff.

Thit nghiém lién két thu thé GLP-1 st dung thu thé peptit 1 twong tu glucagon
ctia ngudi d3 duoc tao dong (hGLP-1R) (Graziano MP, Hey PJ, Borkowski D, Chicchi
GG, Strader CD, Biochem Biophys Res Commun. 196(1): 141-6, 1993) duoc phan lép
tir mang 293HEK. cADN hGLP-1R ¢cDNA dugc tao dong phu thanh plasmit biéu hién
phD (su bidu hién dwgc hoat héa béi Trans ciia protein C tai tb hop clia ngudi chidu
dai ddy di dwoc carboxy héa & vi tri gamma, tdc nhén chéng huyét khéi. Grinnell,
B.W., Berg, D.T., Walls, J. and Yan, S.B. Bio/Technology 5: 1189-1192, 1987). ADN
plasmid nay dugc chuyén nhiém vao cac té bao 293HEK va dugc chon loc bang 200
pg/mL Hygromycin. |

Mang sinh chit thd dwoc didu ché bang cach sir dung té bao tir huyén phu nubi
cdy. Céc té bao dwoc dung giai trén d4 trong dém nhuoc trwong chira Tris Hel 25 mM,
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pH 7,5, MgCl> 1 mM, ADNazal, 20 p/mL, va cac chit (rc ché Roche Complete™
khong ¢6 EDTA. Dich huyén phi chira t& bao dwoc ddng hoa bing thiét bi dong héa
Dounce lam bang thuy tinh bang cach st dung chay Teflon® cho 25 nhip. Dich dong
héa duoc ly tdim & 4°C ¢ 1800 x g trong 15 phut. Dich ndi duoge thu lai va cac vién Kkét
duoc tai tao huyén phu trong dém nhuoc trrong va tai dong héa. Hon hop duogce ly tAm
& 1800 x g trong 15 phit. Dich ni 1n hai dwoc két hop véi dich ndi lan mét. Cac dich
ndi két hop duoc ly tim lai & 1800 x g trong 15 phit ¢ lam trong. Dich ndi dé lam
trong ndy dugc chuyén vao dng téc doc cao va ly tim & 25,000 x g trong 30 phut &
4°C. Céc vién két mang duoc tai tao huyén phu trong dém dong héa va duoc luu dudi
dang phin déng trong méy lam déng -80 °C dén khi st dung.

Peptit 1 twong tu glucagon (GLP-1) dwoc danh dau phéng xa bang quy trinh I-
125-lactoperoxidaza va duoc tinh sach bang HPLC dao pha & Perkin-Elmer Life and
Analytical Sciences (NEX308). Hoat d6 riéng la 2200 Ci/mmol. Viéc x4c dinh Kp
duoc thuc hién bing céch canh tranh twong ddng thay vi lién két bio hoa do ham
lwgng propanol cao trong vat liéu I-125 GLP-1. Kp duoc udce tinh 1a 0,329 nM va duoc
str dung d tinh toan gia tri Ki cho tit ca ca hop chat thir nghiém.

Thir nghiém lién két thy thd duoc thuc hién st dung thir nghiém d6 cin nhap
nhay (PA) véi hat agglutinin mim lia mi (WGA) dwoc phong bé trude bang 1% BSA
khong chira axit béo (Gibco). Pém lién két chira 25 mM HEPES, pH 7.4, 2,5 mM
CaCly, 1 mM MgCl, 0,1% BSA khong chira axit béo, 0,003% Tween20, va cac chét
{rc ché Roche Complete™ khong ¢ EDTA. Peptit 1 twong tw glucagon duoc hoa tan
trong 100% DMSO & 1 mg/mL va duge luu két dong & -20 °C trong phan phén uée 30
pL. Phin phéan udc peptit 1 trong tu glucagon dwoc hoa tan va dwoc sit dung trong céc
thir nghiém lién két trong vong mot gid. Thé twong tu peptit dwoc hoa tan trong 100%
DMSO va duoc pha lodng hang loat trong 100% DMSO. Tiép theo, 10 pL cac hop
chat duoc pha lodng theo sang ché hoic 100% DMSO duoc chuyén vao dia tha
nghiém day trong Corning® 3632 chira 40 pL dém thir nghiém hodc glucagon lanh
(NSB & ndng d6 cudi 1 pM). Sau d6, 90 pL mang (0,5 pg/giéng), 50 pL peptit 1 twong
tu glucagon I-125 (0,15 nM ndng d6 cudi trong phan tmg), va 50 uL hat WGA (150
ng/giéng) dwoc thém vao, dwoc han kin va tron trong may tron dia trong 1 phut. Céc
dia duoc doc bing thiét bi dém nhdp nhdy PerkinElmer Life and Analytical Sciences
Trilux MicroBeta® sau thoi gian ling 13 12 gir & nhiét d6 trong phong.

-19-



31946

Céac két qua duoc tinh toan 13 phén trim ctia muc lién két dic hiéu peptit 1
tuong tu glucagon I-125 trong sy c6 mat cta cac hop chit. Ndng do ICso tuyét ddi ctia
hop chét duge thu duoc tir phuong trinh hdi hru khéng tuyén tinh cta phan trim mirc
lién két dac hiéu cua peptit 1 twong tu glucagon I-125 so véi ndng dd hop chit bd
sung. Nong dd ICso duge chuyén thanh Ki sit dung phuong trinh Cheng-Prusoff.

Céac thtr nghiém dugc thuc hién vé co ban dwoc md ta trong thtr nghiém nay,
cac hop chit cu thé theo sang ché thé hién ti 16 hGLP-1R/hGIPR xap xi 0,5-4,0 (Bang
1). Ty 18 lién két mol dwoc chuin héa thanh ty 18 mol twong Gng ctia hdn hop ctia GIP
va GLP-1 ty nhién. Yéu t§ chudn héa 12 4,53 dua trén dit liéu lién két cho GIP
(Ki=0,175 nM) va GLP-1 (Ki=0,793 nM). Gia tri 1,48 chirng minh hoat tinh ddng chu
van can bgmg caavidul.

Bang 1: Ai luc lién két thu thé, Ki, nM (SEM, n)

Ty 1€ tuyét | Ty 1€ mol
Hop chat | GIP-R ciia nguoi | GLP-1R ngudi 401 cta cua
hGLP- hGLP-
1R/hGIP-R | IR/hGIP-R
Viduy 1 34,4 (5,0,0=8) | 232 (40,n=8) 6,7 1,48
GIP, 1-42 0.175 {0,022, >175 (n=14) >1000
n=8)
GLP-1, 7- 0,793 (0,099,
6N >100 (n=15) 5) <0,008
Vidu3 26,7(2,3,n=17) |427(33,n=17) |16 3,53
Vidu6 |442(3,6,n=14) |365(28,n=14) |83 1,83
Vidu7 [46,1(59,n=11) [352(39,n=11) |76 1,68
Vidu8 67,5(9,9,n=6) | 307 (35, n=6) 4,5 0,99
Vidu4 [40,7(5,1,n0=7) |714(76,n=7) 17,5 3,86
Vidu2 63,9 (11,8, n=8) | 344 (60, n=8) 5.4 1,19
Vidys 17,8 (3,0,n=5) | 158 (32, n=5) 8,9 1,96

Céc gié tri trung binh dugc thé hién 13 cic gia tri trung binh hinh hoc véi sai sb

chudn ctia gia tri trung binh (SEM) va sb ban sao (n) thé hién trong ngodc don. Déu (>)
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thé hién dit liéu khong dat dén 50% trc ché va K; duogc tinh toan st dung néng do cao

nhit duoc thi nghiém trong thir nghiém.

Céc thir nghiém hGIP-R, hGLP-1R, va hGCGR chtrc ning

Hoat tinh chitc nang in vitro d6i v6i céc thu thé GIP, GLP-1, va glucagon cua
ngudi dbi véi cac hop chét theo sang ché dugc xac dinh trong cic dong té bao tao
dong HEK-293 biéu hién céc thy thé nay. M&i dong t& bao biéu hién qua mirc thu the
duoc xi Iy bing cac hop chit theo sang ché trong DMEM (Gibco Cat# 3 1053) duoc
b4 sung bing 1X GlutaMAX™ (Gibco Cat# 35050), 0,25% FBS, 0,05% phéan V BSA,
250 uM IBMX va 20 mM HEPES trong 40 pl thé tich thir nghiém. Sau khi G trong 60
phut & nhiét d6 phong, su ting cAMP ndi bao thu duoc duoc dinh lwong st dung kit
thir nghiém CisBio cAMP Dynamic 2 HTRF (Bedford, MA). Tém lai, cic muac cAMP
trong té& bao duoc phat hién biang cach thém thé lién hop cAMP-d2 trong dém dung
gidi té bao (20 ul) sau d6 1a khang thé khang-cAMP-Eu**-Cryptate, ciing & trong dém
dung giai t& bao(20 pl). Thir nghiém canh tranh thu dugce dwoc G trong it nhét 60 phut
& nhiét d6 phong, sau d6 dugc phat hién st dung dung cu PerkinElmer Envision® véi
kich thich & 320 nm va phét xa & 665 nm va 620 nm. Cac don vi hinh anh (phat ra &
665nm/620nm*10,000) 13 ty 16 nghich dbi vdi lugng cAMP c6 mit va duoc chuyén
thanh nM cAMP trén giéng sir dung dudng cong tiéu chuin cAMP. Luong cAMP
duoc tao (nM) trong mdi giéng duoc chuyén thanh phén trim ctia dép ung t61 da quan
sat thiy véi céc dbi chimg GIP(1-42)NH, cta ngudi, GLP-1(7-36)NH: cta ngudi,
hodc glucagon cua nguoi. Gid tr1 ECso twong d6i va phin trim cao nhét (Emax) thu
duoc bang cach phan tich hdi qua khong tuyén tinh st dung dap tmg t6i da theo phan
trim theo ndng d6 ctia hop chat theo sang ché, dwoc hiéu chinh thanh phwong trinh
logic bdn thong sb.

Trong cac thtt nghiém duwoc thuc hién chu yéu nhu dwoc md ta trong thi
nghiém nay, cac hop chit cu thé theo sang ché minh hoa hoa tinh chéng lai cac thu thé
GIP va GLP-1 cua ngudi, trong khi cling chitng minh su chon loc d6i voi thy thé
glucagon. Trong Bang 2, hiéu luc chirc ning chéng lai cac thu thé_ duge thé hién dbi
v6i cae @i chirg hGIP(1-42)NHa, hGLP-1(7-36)NH2 va hGlucagon tw nhién, va cac
hop chit cu thé theo sang ché.
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Bang 2. Hiéu luc chirc nang (ECso) chdng lai cac thu thé GIP, GLP-1, va glucagon cia

nguoiL

Hop chat | GIP-R cua nguoi GLP-1R ngudi GCGR ctia nguoi
ECso, Emax,% | ECso, Emax, % | ECso, Emax, %0
nM+SEM nM=+SEM nM=SEM,
(n) (n) (n)

Vidul 11,0+£0,9 97,943, | 71,2472 85,244, | >1000 Khong
(17) 0 (17) 4 (13) xéc dinh

Vidu3 3,15+0,34 10643 33,9432 96,246, | >1000 Khong
(14) (14) 2 (10) xac dinh

Vidu 6 4,40+0,71 106+3 28,4442 104+4 | >1000 (9) | Khong
(13) (13) xac dinh

Vidu7 8,07£0,70 | 10643 |355+2,6 | 97,243, |>1000 Khéng
(17) (17) 4 (13) xac dinh

Vidu 8 21,1£2.7 108+4 57,9+6,8 88,4+2, | >1000 Khong
(14) (13) 3 (10) xac dinh

Vidu4 3,76+0,83 10243 66,9+14,9 100+£5 | >1000 (2) | Khong
6) (6) xac dinh

Vidu2 17,5£2.0 94,72, |75,7+6,0 98,2+5, | >1000 (9) | Khong
(13) 0 (13) 5 xéc dinh

Vidu5 8,76+0,86 105+2 70,94£9,7 105+4 | >1000 Khong
(10) (10) (10) xac dinh

hGLP-1(7- 0,176 102+2

36)NH; +0,015 (17)

hGIP(1- 0,135 10041

42)NH, +0,010 (17)

hGlucagon 0,0208 11542

+0,0024
(13)

Céc gia tri trung binh cua ECso duoc thé hién 1a cac gia tri trung binh hinh hoc
+/- sai sb tiéu chuén cua gi4 tri trung binh (SEM) véi s6 ban sao (n) dwoc thé hién

trong ngodc don. Gi4 trj trung binh d6i v&i Emax duoc thé hién 13 gia trj trung binh s
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hoc +/- sai sd tiéu chuin. ND biéu thi rang hoat tinh cht véan 1a khong phat hién duoc.
DA4u (>) thé hién rang ECso khéng thé xéc dinh duwoc. Cac gid tri dwoc thé hién 1a dén

ba chit sO c6 nghia

Hoat hoa chirc nang cua cac t& bao hGIP-R dé tao ra cAMP ndi bao trong cac dong té
bao tiét incretin

Hoat tinh chitc nang cta céc hop chit hGIP-R theo sang ché dugc chimg minh
bdi kha ning cta cac hop chét trong viéc tao ra cAMP ndi bao trong céac té bao
GLUTag, dong t€ bao ndi tiét rudt cua chudt duoc biét héa twong ddi bat tr, 6n dinh
ma biéu hién gen proglucagon va tiét cac peptit twong tu glucagon theo cach diéu hoa.
Céc t& bao nay duoc duy tri & 37°C, 5% CO2, 95% d6 am trong mbi trudng DMEM
duoc bd sung béng 5,5 mM glucoza, 10% FBS, va 2 mM glutamin. Trudc thir nghiém,
céc té bao duoc xt ly béng trypsin, dugc tao vién, va céy vao cac dia thir nghiém nuoi
cdy md 96 giéng & mat d6 20,000 té bao/giéng. Cac té bao duoc cho gin va duoc
trong 48 gi& & 37°C, 5% CO2. Vo ngdy thir nghiém, mbi trudng dwoc gan tir céc té
bao va 50 pl d¢ém EBSS (0,1% BSA, 2 mM glucoza va 0,25 mM IBMX) chira khoang
ndng dd hop chat (0,001 — 3 pM) duoc thém vao cac té bao. Pia duoc 0 & 37°C trong
mot gid va mirc cAMP duoc xac dinh sit dung kit Cisbio Dynamic 2 cAMP HTRF
(Bedford, MA). 25 pl khang thé khang cAMP cryptate va 25 ul cAMP d2 duoc thém
vao mdi giéng va cic dia duoc 0 trong mdt gid & nhiét d6 phong. Céac dia duoc doc &
620nm va 665nm trén Tecan Genios Pro. Céc két qua duoc tinh toan tur ty I
665n1m/620nm nhan véi 10000, va chuyén thinh nM cAMP trén giéng st dung duong
cong tiéu chudn cAMP. Dit lidu duoc phén tich bing GraphPad sit dung thuét toan
logic khong tuyén tinh 4 thong sb.

Trong cac thir nghiém duoc thuc hién v& ban chat nhu dwoc mé ta trong thir
nghiém ndy, céc hop chét cy thé theo sang ché thé hién su tich liily cAMP ting cudng,
phu thudc lidu cta cac té bao GLUTag (Bang 3). Pdi chirng GLP-1 tu nhién hong gdy
bét ky thay ddi ndo trong cAMP & tit ca cac nong d6 thir nghiém va chi ra rang hé
théng té bao nay chi biéu hién thy thé GIP; do dé, céac hop chit cu thé theo sang ché
duoc théy la tao ra tac dung thong qua thu thé GIP.
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Bang 3: EC50 trong céc t& bao GLUTag.

Hop chit EC50 trung binh, nM
(n)
Vidu3 1610 (1)
Vidu7 2746 (1)
Vidu 4 2186 (1)
Vidu2 2918 (1)
Vidul 1494 (2)
GIP tu nhién 11,62 (3)

Po cAMP néi bao trong cac té bao HEK293 biéu hién tam thoi thu thé GLP-2 cia
nguol

Hoat tinh chirc ning ctia hGLP-2R véi sy ¢ mat cia cac hop chét theo sang
ché dugc chimg minh bang cach do cAMP ndi bao trong cac té bao HEK293 Céc té
bao ndy duoc chuyén vao méi trudong diy du, dwoc chuyén nhiém trong huyén phu véi
chét phan mg Promega Fugene6 va cADN GLP-2R chiéu dai ddy da cia ngudi trong
vector biéu hién pcDNA3.1, va cho bam vao céc binh nubi cdy md trong moi truong
5% CO, duge lam 4m & 37°C. Sau x4p xi 48 gid nhén gibng, céc té bao dwoc 14y ra, dé
rao nude va duge bao quan lanh dong véi ty 1€ dong duoc kiém soat va 10% DMSO
1am chét bao quén lanh d6ng. Trong cac thir nghiém tiép theo, lo sin sang thtr nghiém
tir t& bao lanh dong dwoc 1am tan d6ng dé toi thiéu hoa su khac biét gifra céc thi
nghiém. Vao ngay thir nghi€ém té bao, mdi truong 1am ddng duoc thay bang Invitrogen
31053 DMEM chua 0,5% FBS.

Cac té bao dugc dém vé kha nang séng va duge 1am can bang trong xap xi mot
dén hai gi& & 37°C trude khi xit ly. Céc hop chit theo sang ché duoc hoa tan trong
DMSO va duge pha lodng ngay lap tirc trong mdi truong DMEM chira 0,1% phéan V
BSA va chét tc ché phosphodiesteraza khéng dic hiéu, IBMX. Thoi gian xtt 1y 1a 30
phit & 37°C. Ndng d6 DMSO cudi khong vuot qué 1,1%, va néng 6 IBMX cudi 1a
250 pM. AMP vong duge do st dung thtt nghiém déng hoc 2 vé1 k¥ thuat phat huynh
quang thoi gian phén giai ddng nhit (Cisbio Bioassays, Bedford, MA). Nong d6
cAMP tuong ung duogc suy ra tir phuong phap tinh toan ti 1€ va cac ngoat chuén. Céc
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d4p tng liu xich ma cua cac hop chét thir nghiém dugc xem xét st dung phuong trinh
logic bbn thong s va so sanh véi phéi tir Cis- dugc axyl hda tu nhién.

Trong cac thr nghiém dwoc thuc hién vé ban chit nhu dwoc mb ta trong thir
nghiém nay, d6i chimg GLP-2 ctia ngudi Cis- duoc axyl héa c6 gia tri ECso dbi véi
viée hoat héa thu thé 13 1,71 nM trong khi cac hop chét cy thé theo sang ché co gia tri
ECso tir xAp xi cao hon 100x dén 1000x. Cac gia tri ECso dbi v6i cac hop chat cu thé
theo sang ché chirng minh tinh chon loc chéng lai thu thé GLP-2.

Bang 4: Po hoat tinh chirc nang GLP-2R trong cac té bao HEK293.

Hop chat Rel EC50 (nM) | n
GLP2-Cys- diaxit

hoéa 1,857 4
Vidu3 199,3 4
Vidu7 1.800 4
Vidu4 405 2
Vidul 238 4
Vidu2 1612 2

Tiéu dao cua loai gim nham tiét insulin

Pé danh gia hoat dongc cia hop chét theo sang ché trong hé dai dién murc biéu
hién GLP-1R va GIP-R sinh Iy tiét insulin, cac hop chét duoc thir nghiém hiéu qua
trong viéc tiét insulin tir cdc tiéu dao loai gim nhadm hoang da.

Sau khi d3t dng thong dng mét thong thuong & chudt nhét duc C57Bl/6 (22-26
g) hodc chudt cbng duc Sprague-Dawley (xap xi 250 g), tuy lam sung bang dém Hank
(3 ml cho chudt nhit hoic 10 ml cho chudt oéng, chira 2% BSA va 0,75 mg/ml
colagenaza Clzyme (VitaCyte). Sau d6, mé duoc tiéu trong dém Hank & 37°C trong
11-13 phut (chuot nhét) hodc 14-16 phut cho chudt céng pancreata. Cac tiéu dao duoc
tinh sach (Histopaque-1100 gradient [Sigma-Aldrich], 18 phut & 750x trong lwong)
duoc nudi cdy qua dém trong méi truong RPMI-1640 (Invitrogen) chira 10% FBS, 100
U/ml penicillin va 100 pg/ml streptomycin, va dat bé doi trude trong dung dich mubi
cén bang cua Earle (Earle’s Balanced Salt Solution - EBSS) duoc bd sung 0,1% BSA
va 2,8 mM glucoza. Sau d6, céc tiéu ddo dugc U trong EBSS (Invitrogen) dugc b
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sung bang 0,1% BSA, 2,8-11,2 mM glucoza va lam ting murc hop chét (6 mé gdm 4
tidu dao/didu kién). GLP-1(7-36)amit (30 nM) dugc dung lam ddi chimg duong.
Insulin dwoc do trong 90 phit trong dich ndi st dung thir nghiém MSD Insulin (Meso
Scale, Gaithersburg, MD).

Céc hop chét cu thé theo sang ché 1am ting su tiét insulin phu thudc liéu tir cac

tiéu dao ctia chudt céng va chudt nhit nhu dwge minh hoa trong Bang 5.

Bang 5. Sy tiet insulin cua tiéu dao cua loai gdm nham

Su tiet insulin cua tiéu dao cua chudt cong

Hop chat ED50 trung binh (nM) N
Vidu3 34,9 2
Vidu 1 15,5 3

Y- N ” « R 9 9 A o
Su tiét insulin cua tiéu dao cua chuot nhat

Hop chat ED50 trung binh (nM) N
Vidu 3 58,9 2
Vidu 6 51,4 1
Vidu7 11,3 1
Vi du 4 35 1
Vidu2 30,0 1
Vidul 472 2

Tao profin tinh sinh mién dich

Rui ro cta tinh sinh mién dich cta cac hop chét theo sang ché duoc danh gia su
dung chwong trinh du doén in silico, nhw phén tich Epivax in silico. Rui ro cda tinh
sinh mién dich ctia cac hop chét theo sang ché ciing dugc danh gia bang phuwong phap
ex-vivo dé& do cac dap tmg té bao T dwoc nudi cay (lugng *H-thymidin dau vao va su
tiét IL-2 xytokin) v&i sy c6 mit ctia cac hop chat theo sang ché.

V61 cong cu thong tin mién dich, danh gia in silico duoc thuc hién trén cac hop
chét theo sang ché dé dy doan dap Gmg mién dich sau khi dung. Sy phén tich sir dung
xé4c sult cua khung 9-me dé lién két v6i alen khang nguyén bach cu ngudi (Human

leukocyte antigen - HLA) va sau d6 phat hién cac Epi-Bar nay. Vi du 1, diém sb
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EpiMatrix x4p xi 13 +1,13 chi ra kha ning thip hon nhiéu trong viéc gy ra dap ung
mién dich d8i véi khung xuong peptit GIP tw nhién véi diém s6 EpiMatrix 13 + 15,4.
Vi du vé ddng chi van GIP/GLP-1 tir WO 2011/119657 ¢6 diém s6 1a + 29,5.

Viée do tinh sinh mién dich 14m sang du doan cling dwoc xem xét cho cac hop
chét theo sang ché bang cach sir dung cac dic tinh cla su ting sinh CD4+ t& bao T va
su tiét IL-2 xytokin trong tip hop gém 50 di twong cho khde manh dai dién cua tép
hop ngudi c6 alotyp HLA trén thé gidi. Cac hop chit cu thé theo sang ché chimg minh
mitc kich thich té bao T va su tiét IL-2 sau khi tiép xtc khoéng vuot qua ngudng lién
quan dén céc hop chat sinh mién dich da biét hodc tich cuc, chi ra nguy co thép trong

viéc tao ra tinh sinh mién dich 1am sang.

Thong s6 duoc dong
Duoc dong hoc ¢ khi Cynomolgus.

Céc dic tinh dwoc dong in vivo cho cac hop chat theo sang ché duwoc ching
minh st dung khi cynomolgus. Céc hop chét dugc ding bang lidu don trong tinh mach
hodc dudi da (0,2 mg/kg) trong dém xitrat 20 mM (pH 7,0) & thé tich 13 0,21 ml/kg.
Mau duoc 14y tir m3i dong vat & 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 204, 240, va
312 gid sau khi phan lidu ding. Ndng d6 huyét twong ctia céc hop chit theo sang ché
dwoc xac dinh bing phuong phap LC/MS. Tém lai, hop chét theo sang ché duoc chiét
tir 100% méau huyét twong khi (50 ul) pha loing bang 1X PBS (150 pl) va duoc tron
v&i N-butanol (400 pl). Ba 16p chét 16ng khac nhau dugc tao thanh véi hop chat nim
trong 16p trén cing. Thé tich 200 pl dugc chuyén vao dia 96 giéng day chit V, duogc
1am khé st dung khi nito dun néng va t6 chirc lai bang 100 pl of 30% axetonitril/ 0,1%
axit formic. 20 pl mAu d3 t6 chirc lai dwoc nap vao cdt Supelco Analytical Discovery
bio wide C5 3 um. Dong ra tir cdt duoc dua vao may do phd khéi Thermo Q-Exactive
dé phat hién va dinh lwong.

Trong cac tht nghiém duoc thuc hién vé co ban nhu duge md ta cho thir
nghiém nay, Vi du 1 dat dén ndng d6 huyét twong tdi da trung binh xap xi 8 gio sau
lidu ding dudi da. Thoi gian ban hty trung binh 13 55 gi& va mitc d6 thanh thai trung
binh 14 0,73 mL/gid/kg. D6 sinh kha dung xp xi 12 83%. Dit liéu nay ctng cb kha
ning phan lidu mét 14n/tuan cho Vi du 1. Dit liéu cho cac hop chit khac theo sang ché

duoge tom tat trong Bang 6.
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Béng 6: Céc thong sb duoc dong hoc trung binh sau liéu ding don dudi da 13 0,2
mg/kg d6i véi khi due Cynomolgus

Hop chat | Tip trung Tmax Cmax trung | AUCo.inftrung | CL/F trung
binh (gi0) | trung binh binh binh binh
(g10) (ng/mL) | (gio*ug/mL) | (mL/giorkg)
Vidu3 34 8 3,0 153 1,3
Vidu7 31 6 2.9 136 1,5
Vidu6 23 4 2,2 72,3 2,8
Vidu 8 23 10 1,0 42,8 4,7
Vidu?2 43 24 2,1 173 1,2

n = 2, AUCo.inf = vung dudi duong cong tir 0 dén vo cung, CL/F = d6 thanh thai
/ 46 sinh kha dung, Tmax = thoi gian dén ndng db toi da, Cmax = ndng d6 huyét tuong

tdi da, T2 = thoi gian ban hay.

Nghién ciru hiéu lyc ciia liéu dimg

Thir nghiém dung nap glucoza trong tinh mach (ivGTT) & chuot céng duoc st
dung dé uwéc lwong hidu luc tuong d6i ctia cac hop chét theo sang ché so véi
semaglutide. Céc liéu don duéi da (Single subcutaneous -SC) tir 0,1-10 nmol/kg ctia
mdi hop chit duoc dung cho chudt cong va ivGTT duoc dung cho mbi chudt cbng 16
gi sau khi phan liéu dung. Sy phoi nhidm dwoc do & thoi gian cia ivGTT, va dbi véi
mAu d4p tmg phoi nhiém, insulin AUC dap tng vé6i ivGTT duoc sir dung lam diém
cubi chinh

MAu Emax duoc sit dung dé so sanh profin dép ing phoi nhiém cho Vi du 1 so
véi semaglutide. Trong céc thr nghiém duoc thuc hién vé co ban nhu duge md ta cho
thtt nghiém nay, su phoi nhidm vé co ban 1a giéng véi Vi du 1 va semaglutide d6i véi
cic mitc lifu ma cé mirc ham luong thudc cao hon gidi han dinh lugng cua thir
nghiém. Ca hai tap dit liéu duoc hiéu chinh déng thoi va céac gia tri Eo va Emax duoc
diéu chinh dé gibng nhau di véi c4 hai hop chat. Chi cac gia tri EDso dwoc hiéu chinh
riéng & cho cac hop chat. Gi4 tri EDso cho semaglutide dugc wéc lugng 14 0,6 +/- 0,2
nmol/kg. Hiéu luc cua Vi du 1 duoc uwdc lwong 1a hiéu luc twong d6i dbi véi
semaglutide, va béng 1,7 +/-0,6 1an hiéu luc cta semaglutide. DPiéu chinh cho dd khac

biét CL/F (thanh thai rd rang) gitta hai phén t& ¢ khi va ciing cho sy khéc biét & khéi
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luong phan ti, lidu twong duong trung binh & ngudi dwoc thir nghiém ddi véi 1 mg

semaglutide 13 xap xi 1,3 mg/tuin cho Vi du 1.

Céc bénh tiéu duong typ 2

Su tiét insulin in vivo & chudt cdng sau khi dung glucoza trong tinh mach (IVGTT)

Chudt cbng duc Wistar (Harlan Labs, Indianapolis, IN) duoc chia ngiu nhién
theo khéi luong co thé va dugc phén lidu 1,5 ml/kg dudi da. 16 gid trude khi ding
glucoza va sau d6 b d6i. Cac lidu ding 1a ta dwoc, 0.1, 0.3, 1, 3 va 10 nmol/kg. Céc
dong vat duoc céan, va sau d6 duoc gy mé bé'lng natri pentobarbital (Nembutal Sodium
solution; Ovation Pharmaceuticals) dugc dung theo dwong trong mang bung. (65
mg/kg, 30 mg/ml). Miu mau & thoi diém khong A duoc thu vao cic 6ng EDTA sau d6
glucoza duge dung (0,5 mg/kg, 5 ml/kg). Cac mau mau duoc liy & thoi diém 2, 4, 6,
10, 20, va 30 phut sau khi dung glucoza. Cac muc lugcoza trong huyét twong dwoc xac
dinh sir dung may phan tich Hitachi (Roche) va insulin huyét twong dugc do bang thir
nghiém insulin MSD (Meso Scale, Gaithersburg, MD).

Nhu thé hién trong Bang 7, céc hop chét cu thé theo sang ché ting cuong su tiét
msulin phu thude lidu sau khi tiém glucoza trong tinh mach. EDso cho insulin va su
ting tiét insulin t6i da (dwoc do 1a ving dudi dwong cong insulin) dugc dua ra trong

Bang 7.

Béng 7. Su ting tiét insulin trong thir nghiém IVGTT & chudt cong

Hop chit | EDso (nmol/kg) | % ting tbi da ctia insulin AUC
Vidy 3 1,00 314 +/- 38%
Vidy 3 1,42 219 +/- 19%
Vidy 6 2,58 289 +/- 4%
Vidu7 4,33 335 +/- 35%
Vidu7 1,10 278 +/- 26%
Vidu8 6,13 324 +/-30%
semaglutide 0,70 231 +/-13%
Vidu2 1,62 233 +/- 19%
Vidul 0,87 298 +/- 17%
Vidy5 1,02 349 +/- 39%
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Téc dung giam can, cau tao co thé va bénh gan nhiém m& & chudt nhét béo phi duoc
cam tng boi ché d6 in (Diet-Induced Obese -DIO)

Tac dung ddi véi vide giam can, cAu tao co thé va bénh gan nhiém m& & chudt
nhit DIO cta cac hop chit theo sang ché dwoc danh gia trong chudt nhit C57/BL6
DIO. C4c d6ng vat ndy, mic du khong bi tidu dudng, thé hién sy khang insulin, bénh
161 loan m& méu, va bénh gan nhidm mé, ching 13 tit ca cic dic diém cia hdi chimg
chuyén héa, sau khi dwoc dit ché d &n véi luong béo cao (60% Kcal tir chét béo)
trong 12 tudn.

Trong thir nghiém nay, chudt nhat duc DIO C57/B16 tir 23-24 tudn tudi duoc st
dung, v6i mdi con n3ng tir 41-49 g va c6 hoi lugng md ban dau nam trong khoang tir
10,5-17,5 g. Cac dong vat dugc nudi gilr riéng trong khu vuc nudi giit duge kiém soat
nhiét d6 (24°C) véi chu trinh sang/tdi 12 gidr (sang véo lic 22:00), va dé tu do tiép can
véi thite 3n va nuée udng. Sau 2 tudn thich nghi khi hau cia khu vue nudi gift, chudt
nhét duge chia ngiu nhién vao cac nhém diéu tri (n=5/nhém) dwa trén khéi lugng co
th& va mdi nhém c6 khéi lvong co thé trung binh khéi diém twong tu nhau.

Déi ching ta dwoc, cac hop chét theo sang ché (v6i lidu trong pham vi tir 10
dén 100 nmol/kg), hodc semaglutide twvong tu GLP1 hoat dong kéo dai (30 nmol/kg),
duoc hoa tan trong ta dugc (dém xitrat 20 mM & pH 7,0), duoc dung bang céach tiém
dudi da vao chudt nhit DIO duoc cho an tuy thich 30-90 phit trudc khi bat dau chu
trinh t6i ¢t mdi ba ngay trong 15 ngay. Su tiém dudi da duoc thuc hién vao ngay 1, 4,
7,10, va 13. Thé trong va lwong thirc an hang ngay duoc do trong sudt thir nghiém. Su
thay ddi tuyét dbi cia thé trong duoc tinh todn bang cach trir di thé trong cia cing
ddng vat trude khi tiém hop chét. Vao ngay 0 va 14, khbi lrong chét béo tong duoc do
bang cong hudng tir hat nhan (Nuclear Magnetic Resonance - NMR) st dung dung cu
Echo Medical System (Houston, TX).

Vao ngay 15, glucoza trong mau duoc do bang may do glucoza Accu-Chek
(Roche) tir tinh mach mau & dudi va sau do6 giét dong vat va gan duoc tach ra va lam
dong. Triglyxerit cia gan duoc x4c dinh tir dich ddng nhat cua gan dugc thu khi giét,
va cholesterol huyét twong duoc do trén thiét bi phén tthichs 1am sang Hitachi Modular
P. Su so sanh théng ké gilra cac nhdm duogce thyc hién sit dung ANOVA mot chiéu sau
thir nghiém so sanh bdi ctia Dunnett. EDso dé 1am giam sy stit cin dwoc x4c dinh trong

GraphPad Prism st dung cdng cu hiéu chinh khéng tuyén tinh.
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Trong cac thttr nghiém dugc thuc hién vé co ban nhu dwoc mo ta trong thir
nghiém nay, cic hop chit cu thé theo sang ché 1am giam thé trong va khdi lugng m&
theo cach phu thudc liéu (Bang 8-13), va so véi semaglutide, c6 thé 1a c6 hiéu qua hon
3-5x trong viéc lam giam thé trong. EDso ciia Vi du 1 theo phin trim giam thé trong 1a
5,422 nmol/kg (95% mic d6 khoang tin cdy [nmol/kg] = 2,2 dén 13,6). Thé trong

giam dugoe thiy 14 trwoc tién 13 do sw giam khdi luong md.

Béng 8. Phén trim muc thay ddi thé trong hoic chit béo & chudt nhét DIO.

Xt Iy Lidu (nmol/kg) | % Thay dbi tir thé % Thay doi tir

trong ban dau lwong m& ban du
Déi chimg 0 3,14+ 0,88 -4.84+1,79

Semaglutide 10 12,36 £ 1,00%%%% | _18 2] &2 24%*
Semaglutide 30 -14,20 &+ 1,01 %%%*%* -21,90 £ 2,07%**
Semaglutide 100 19,30 &+ 1,38%*%* | 33 5] £ 3 30%%*
Vidu3 10 213,38 4 0,88%*¥* | 20,76+ 2,42%%*
Vidu3 30 218,13 & 1,44%¥%% | 30,90 + 2,06%***
Vidu3 100 225,84 4 1,93% k%% | 4500 + 2 J5%kk*
Vidy6 10 15,31 & 125% k%% | .24 75+ | 9xkkk
Vidu 6 30 21,62 & 0,92%*%% | 3630+ 2,47****
Vidy6 100 233,05 4+ 1,93%#%% | _64 64 + 4,04%%***

*#kp<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 tir nhém d6i chitng (One-Way ANOVA,
Dunnett’s). Cac két qua duoc biéu dién 12 Trung binh £ SEM ctia 5 chudt nhit trén
nhoém.
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Bang 9. Phén trim mtc thay d6i thé trong hodc chit béo & chudt nhit DIO.

Xt Iy Liéu (nmol/kg) | % Thay dbi tir thé % Thay d6i tir
trong ban dau lvong m& ban dau
D6 chiing 0 -0,74 + 1,49 3,04 +3,65

Semaglutide 30 -17,03 £ 0,98**** -35,94 + 4 Q9****
Vi dy 2 10 23,27 £ 1,72%%%% | 49 89 £ 5 62% ¥k
Vi du 2 30 33,07 £ 1,65%%%% | 72 80 £ 4,04%%%x
Vidy2 100 -34,66 + 1,80%*** | _7620 + 3 78%¥**
Vidy5 10 23,42+ 1, 43%%k% | 5] 28 + | 8O¥ kK
Vidy5 30 26,84 + 3, 14%%k% | 6277 £ 5 49% %k
Vidys 100 237,86 £ 2,25% k% | _8] 08 + | 68%***
Vidul 10 225,18 £ 1,82%%%% | _50 98 £ 2 87***x*
Vidy 1 30 226,58 + 2,49%*¥* | _50 98 + 6 60****
Viduyl 100 238,14 + 1,67%%F% | 7979 £ 3, 10%***

#%4%p<(,0001 tir nhém dbi chimg (One-Way ANOVA, Dunnett’s). Céc két qua duoc

bidu dién 13 Trung binh + SEM cua 5 chudt nhit trén nhém.

Bang 10. Phin trim mitc thay ddi thé trong hodc chit béo & chudt nhat DIO.

Xt Iy Liéu (nmol/kg) | % Thay d6i tir thé % Thay doi tir
trong ban dau luong m& ban dau
Pbi chimg 0 2,43+2,06 -1,49 3,69

Vidu6 10 217,54 + 1,17%%%% | 3430 £ 1,20%%**
Vidu6 30 19,52 + 1,18%%¥% | 39 52 + 3 | gk
Vidu6 100 29,36 +2,62%*k% | 56 66 £ 4,96%***
Vidy7 10 15,08 + 1,22%%*k% | 2646 +2 31%**
Vidu7 30 20,70 £ 1,95%%%% [ _43 49 + 5 47****
Vidy7 100 2436 +2,06%F %% | 49 92 £ 3 4Q*H**
Vidu 8 10 17,13 £0,81%%¥% | 3420 £ 1,62°%%**
Vidy 8 30 225,27 +0,70%%k% | 5424 £ 35kHk
Vidu8 100 229,91 +£2,03%*¥k% | _6523 £ 6,69%F*
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#3k%p<0,001 tir nhém ddi chiing (One-Way ANOVA, Dunnett’s). Cac két qua duoc

biéu dién 1 Trung binh + SEM ctia 5 chudt nhat trén nhém.

Bang 11. Glucoza huyét, cholesterol huyét trong va triglyxerit huyét twong trong
chudt nhét DIO.

Xu ly Liéu Glucoza huyét | Cholesterol huyét Triglyxerit
(nmol/kg) (mg/dl) teong (mg/dl) (mg/dl)
Dbi chirng 0 141,6 £5,59 3032+ 1397 542+11,14
Semaglutide 10 147,6 £ 6,13 226,8 + 13,86%* 27,36 £ 3 56*
Semaglutide 30 146,8 £ 8,43 2298 +£10,96** 27,9 +6,01%
Semaglutide 100 134,3+9.22 218,4 £ 18,70** 36,46 £ 5,34
Vidu3 10 109,5 £ 2 35%%* | 2132 4+ 15,54%** 30,38 £8,23
Vidu3 30 107.6 £ 1,32%%* 1774 2132 + 2.48%%
16,58%* %
Vidu3 100 102,00 194,00 + 20,55 + 4,60%*
+0,50% %% 14,40%
Vidu6 10 105,8 £2,10%** | 198 4 &+ 6,76%*** | 20,78 & 4,40**
Vidu 6 30 100,1 £ 186.4 + 26.12 £ 6,85%
3 DQkuk 17 04k
Vidu 6 100 103,6 + 1514 £ 17.26 £ 1,67%**
3 D0k 14 30%%%

#p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 tir nhém doi chitng (One-Way
ANOVA, Dunnett’s). Cac két qua duoc biéu dién 1a Trung binh + SEM cta 5 chudt

nhét trén nhém.
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Bang 12. Glucoza huyét, cholesterol huyét twong va triglyxerit gan trong chudt nhét

DIO.
X ly Liéu Glucoza huyét | Cholesterol huyét | Triglyxerit gan
(nmol/kg) (mg/dl) twong (mg/dl) (mg/g mo)
Pbi ching 0 14430 £ 8,16 233,6+12,99 206,65 £ 29,47
Semaglutide 30 136,3 £ 3,81 161,0 £13,92%** 67,63 +
23 AQ*HH
Vi du 2 10 | 110,8+3,87%* 121,38+ 60,77 +
13,64 13,24%%%
Vidu2 30 110,8 &+ 3,20** 114,00 + 65,78 +
9 70% 17,0755+
Vidu?2 100 113,2 +£4,86** | 109,4 & 8 ,83%#** 56,74 +
17, 76%%%*
Vidu5 10 111,00 £ 126,6 £ 9,67**%* | 48 30 £ 8 14%***
6,56%*
Vidu5 30 1045 + 108,2 £ 39,60 £ 4,71 ****
5,30%** 13, 844Kk
Vidu5 100 1053 + 108,6 + 4,83 **%* 67,96 +
6,16%** 13,53 %%k
Vidul 10 1023 + 120,6 £ 8,55%*%* | 60,74 £ 5 33****
5,59k
Vidul 30 110,7 £ 5,85%* 118,2 + 4524 £+ 5 87****
10,11 %%
Vidul 100 106,7 + 107,6 £ 66,98 +
7,33%k% 10, 43%%%% 17 29% %5

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 tir nhém d6i chirmg (One-Way

ANOVA, Dunnett’s). Céc két qua duoc biéu dién 1a Trung binh + SEM cua 5 chudt

nhét trén nhém.
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Bang 13. Glucoza huyét va cholesterol huyét twong & chuét nhét DIO.

Xu ly Liéu (nmol/kg) Glucoza huyét Cholesterol huyét
(mg/dl) twong (mg/dl)
Déi ching 0 152,4 + 3,63 2436+ 13,12
Vidu6 10 121,4 £ 2,74%%% | 167,8 + 15,59%%%%
Vidu6 30 121,9 £ 6,65%* 159,8 £ 9,99%#%**
Vidu6 100 116,1 £4,67*%** | 1442 £ 7 12%*+*
Vidu7 10 113,6 £4,16%%*%* | 161,84+ 6,2%***
Vidu7 30 114,7 £ 4,70%%%* | 153,64 13 47+***
Vidu7 100 114 £ 2 36%*** 145,4 £ 9,48%***
Vidu8 10 114,7 £ 4,61%%*%* | 1588+ 7 57*%%*
Vidu8 30 117,1 £ 8,26%** 139,4 + 6,83%***
Vidu8 100 1254 + 6,30%* 127,8 £ 6,34%%**

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 tir nhom ddi chirng (One-Way
ANOVA, Dunnett’s). Céc két qua duoc biéu dién 1 Trung binh + SEM clia 5 chudt
nhét trén nhém.

Hiéu qué ddi v6i sy chuyén héa ning lvong & chudt nhat DIO

Hiéu qua ddi véi su chuyén héa nang lugng & chudt nhit DIO cua cac hop chat
theo séng ché duoc danh gia & chuét nhit dwc DIO C57/BI6 DIO 26 tuan tudi, ning
43-50 g. Chudt duge nudi gitt riéng trong khu vuce nudi gitt dugce kiém soét nhiét do
(24°C) v6i chu trinh sang/tbi 12 gio (sang vao Kic 22:00), va tu do tiép can véi thirc dn
TD95217 (Teklad) va nude. Sau 2 tuin thich nghi khi hau ctia khu virc nudi giit, chudt
nhit dwoc chia ngﬁu nhién vao cac nhém diéu tri (n=6/nhém) dua trén khbi luong co
thé va mdi nhém c6 khéi lwong co thé trung binh khéi diém twong ty nhau. Pong vat
dwoc dit vao may do calo PhenoMaster/LabMaster (TSE Systems, Chesterfield, MO)
trong 3 ngay thich nghi khi hau. Pbi chiing ta dugc (dém xitrat 20 mM & pH 7,0, 10
ml/kg), cac hop chét theo sang ché, hoic semaglutide twong ty GLP1 hoat dong kéo
dai (30 nmol/kg) duoc ding duéi da cho chudt nhat DIO di dwgc cho &n ty thich 30-
90 phut trede khi bit ddu chu trinh t6i cir mdi ba ngay trong 22 ngay. Thuong s6 nhiét
va ho héap (Heat va respiratory quotient -RER) duoc do bang do calo gian tiép nhur

duwoc mo ta st dung hé do calo mach md. RER 1a ty 1€ cua thé tich cta COz tao ra
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(Vcoz) d6i véi thé tich ctia O tiéu thy (Voz). Nhiét dugc tinh véi toan bd thé trong
xem Xeét:
VO2= FlowML*(VI1+V2)/N2Ref*thé trong dong vdt*100)
VCO2=FlowML*dCO2/thé trong dong vdt*100)
Nhiét= (CVO2*VO2+CVCO2*VCO2)/1000;
trong do CV02=3,941; CVCO2=1,106

Trong cac thtt nghiém dugc thuc hién vé co ban nhu duwoc md ta trong thir
nghiém nay, chudt duge xit Iy bing Vi du 1 1am ting dang ké ty 18 trao doi chat tir 10
dén 15 % so v6i nhém ddi chimg, bét dau tir tudn 2, va duy tri hiéu qua trong subt thoi
gian didu tri. Tuy nhién, semaglutide khdng c6 hiéu qua di véi ty 18 trao ddi chat. Su
tang ty 18 trao d6i chét cho Vi du 1 chiém mét phan thé trong giam b6 sung véi diéu tri

b?lng Vidu 1 so véi nhém diéu tri béng semaglutide.

Hiéu qué di véi viée 1am rdng da day & chudt nhat DIO

Hidu qua déi v6i vide 1am rdng da day & chudt nhit DIO cia cac hop chét theo
séng ché duoc danh gia & chudt nhit dwe DIO 23 tuan tudi (Harlan). Chudt duge cho
nhin an trong 16-17 gio. Trong khi bat dau giai doan cho nhin #n, chudt dugc cho
ding lidu dudi da bing d6i ching t4 duoc (dém xitrat 20 mM & pH 7,0); céc liéu ting
din ctia cac hop chét theo sang ché (3, 10, 30 va 100 nmol/kg), hodc semaglutide
twong tu GLP1 hoat dong kéo dai (30 nmol/kg). Ngay tiép theo, chudt dugc cho dung
0,5 ml (0,5 gram) thirc &n dang ban long mdi chudn bi (cach 2 phit) bing 6ng théng
qua miéng. Nude duge loai bo & thoi diém nay dé ngin sy lam loding thirc dn di an.
Hai gi¢ sau khi dung thirc dn, chudt duoc gay chét nhe nhang cach hai phit bai khi
CO». Da day duoc loai bo trong khi kep & 16 tim va mdn vi, sau d6 bo kep va da day
déy du duoc can trong dia can thuyén. Da day sau d6 dugc rach va loai bo thire dn bén
trong. Da day dugc rira va lam kho va can lai dé danh gia lugng thirc in trong da day.
% lam rdng da day bangl00 x (1 - (thirc #n con lai trong da day/thic an d4 dn qua
duong miéng)).

Trong céac thtt nghiém duoc thuc hién vé co ban nhu dwge mo ta trong thir

nghiém nay, Vi du 1 1am cham ty 1é lam rdng da day cta thirc &n ban long theo cach
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phu thudc liéu. Su trc ché ti da su lam rong da day duge quan sat thdy & lidu dung 1a

10 nmol/kg +/- lidu (Bang 14).

Bang 14. Viéc lam rong thirc in béan 16ng trong da day & chudt DIO C57/BL6 DIO gly

Xt ly Liéu Phén trim 1am rong da day
(nmol/kg) (Trung binh + SEM)

Ta duoc (n=5) 0 69,50 +/- 6,60

Semaglutide (n=5) | 30 30,56 +/- 7,53%%*

Vidu 1 (n=4) 3 49,11 +/- 8,52

Vidul (n=5) 10 9,76 +/- 7,69%***

Vidu 1 (n=5) 30 26,53 +/- 8,14%*

Vidul (n=5) 100 18,45 +/- 6,87***

Su so sanh théng ké giita cac nhém duogc thye hién st dung ANOVA mét chiéu
sau thir nghiém so sanh bdi ctia Dunnett. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
#3kikp<0,0001 tir nhom dbi chimg. Céc két qua duoc biéu dién 14 Trung binh = SEM

ctia 4-5 chudt nhit trén nhom.

Do corticosterone huyét twong & chudt cong Sprague Dawley

Nhu goi v trong céc thir nghiém nhét dinh d4 céng bd, mirc corticosterone huyét
twong tang la chi thi cua kha nang dung nap giam ddi véi cac dang twong tu GIP va
GLP-1. Mtic corticosterone huyét twong dugc dénh gia st dung chudt cbng Sprague
Dawley (Harlan, Indianapolis), cAn ning xap xi 220 g va dwoc lam thich nghi khi hau
trong it nhAt 72 gi& trwde khi thir nghiém. Sau d6, chudt cdng duoc phan lidu bing ta
duogc (dém xitrat 20 mM, pH 7), semaglutide (10 nmol/kg), hodc cac hop chét theo
sang ché & 3, 10 hoic 30 nmol/kg dudi da véi 8 chudt cdng trén nhém ding Chudt
cbng duoc chit dau 16 gio sau. Mau duoge thu vao éng EDTA trén d4, sau d6 ly thm 5
phat & 8000 vong/phut trong may ly tam d& ban Bppendorf 5402. Huyét twong dwoc
lwu & -80°C cho dén khi phan tich.

Dé phan tich corticosterone, cic corticosterone chuan (Sigma, 27840) duoc
chudn bi bang cach pha lodng hing loat trong metanol tiéu chuin HPLC, H,O va thém
5% huyét twong chudt céng dwoc tach bang than (Bioreclamation, RATSRM-STRPD-
HEV). C4c mau huyét twong chudt cong duoc pha lodng bing PBS, duoc két tia béng

-37-



31946

metanol lanh, duoc u trorig 20 phut ¢ -20° C, va sau d6 ly tdm ¢ 14,000 RPM bang
Eppendorf 5417R & 4°C. Dich ndi duoc tach, dugc lam bay hoi trong dong khi Na, va
dwoc td chirc lai trong dung dich MeOH/H,O (1:1). Cac mau dwoc phan tich trén
LC/MS duogc trang bi c6t HPLC XSelect CSH C18 3,5 Om (2,1 mm x 30 mm)
(Waters #186005254).

Trong cac thir nghiém dugc thuc hién vé co ban nhu duoc md ta cho thi
nghiém nay, Vi du 1 ching minh rang khong cé sy ting mirc corticosterone huyét
trong & bat ky liéu dung thir nghiém nao trong khi semaglutide c6 su tang xap xi 4x so

vdi @01 chung.

Bang 15: Phan tich corticosterone huyét twong & chudt cong Sprague Dawley

Corticosterone (ng/ml)
Hop chat Trung binh | SEM
Chét dan 60,78 8,41
10 nmol/kg Semaglutide | 274,57 42,06
3 nmol/kg Vidu 1 52,21 19,39
10 nmol/kg Vidu 1 32,46 9,78
30 nmol/kg Vidu 1 31,35 5,86
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Céc trinh ty axit amin
SEQ ID NO: 1 (GIP ngudi)
YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ

SEQ ID NO: 2 (GLP-1 nguon)
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR

SEQ ID NO: 3
YXiEGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 1a Aib; Xz 13 Aib; K ¢ vi tri 20 dugc bién dbi vé mat héa hoc thong
qua su lién hop véi nhoém epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CHz2)1s-CO2H; va axit amin d4du C duoc amit hoa lam

amit bac mot dau C.

SEQ ID NO: 4
YXiEGTFTSDYSIX:LDKIAQKAX3;VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X1 12 Aib; X2 1a Aib; K & vi tri 20 dwoc bién dbi vé mit héa hoc théng
qua su lién hop véi nhoém epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CHz)13-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin dau C dugc amit

héa 1am amit bic mot dau C.

SEQID NO: 5
YX;EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 13 Aib; Xz 12 Aib; K & vi tri 20 dwoc bién ddi vé mat héa hoc thong
qua su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CH2)16-CO2H; va axit amin dadu C duoc amit héa lam

amit bac mét du C.

SEQ ID NO: 6
YXEGTFTSDYSIX:LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS
trong d6 X, 1a Aib; X, 1a Aib; K & vi trf 20 duoc bién d6i vé mit héa hoc thong

qua su lién hop véi nhém epsilon-amino ctia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
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etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CH2)16-CO2H; va axit amin dau C dugc amit héa lam

amit bic mdt diu C.

SEQ ID NO: 7
YX;EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X1 1a Aib; X2 1a Aib; K & vi tri 20 dwoc bién ddi vé& mit héa hoc thong
qua su lién hop véi nhém epsilon-amino ctia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CH2)1s-CO2H; va axit amin ddu C duoc amit héa lam

amit bic mdt diu C.

SEQ ID NO: 8
YX;EGTFTSDY SIXoLDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X1 1a Aib; X3 1a Aib; K & vi tri 20 dugc bién ddi vé mit héa hoc thong
qua su lién hop véi nhém epsilon-amino ctia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CH2)15-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin dau C duoc amit

héa 1am amit bic mot dau C.

SEQ ID NO: 9
YX;EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 1a Aib; X3 1a Aib; K & vi tri 20 duoc bién ddi vé mit héa hoc thong
qua su lién hop véi nhém epsilon-amino ctiia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-(CH2)16-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin d4u C duoc amit

hoa lam amit bac mot dau C.

SEQ ID NO: 10
YXi:EGTFTSDYSIXoLDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong @6 X1 1a Aib; Xz 12 Aib; K & vi tri 20 dugc bién d6i vé mit héa hoc thong
qua su lién hop véi nhém epsilon-amino ciia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)1-CO-(CH2)1s-CO2H; X3 1a 1-Nal; va axit amin dau C duoc amit

hoa 1am amit bac mét dau C.
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SEQ ID NO: 11
YXEGTFTSDYSIX2LDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

trong d6 X 1a Aib; Xz 1 Aib; K & vi trf 20 duoc bién d6i vé& mit héa hoc thong
qua sy lién hop v6i nhém epsilon-amino ciia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CH2)»-CO2H trong d6 a 14 1 ¢én 2 va b 14 10 dén 20; X; 1a

Phe hodic 1-Nal; va axit amin ddu C tily ¥ dugc amit hoa lam amit bic mdt dau C.
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YEU CAUBAO HO
1. Hop chét c6 cong thic:
YXiEGTFTSDYSIX:LDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS;
trong do:
X1 1a Aib;
X2 1a Aib;

K & vi tri 20 duoc bién ddi v& mit héa hoc théng qua sy lién hop véi nhém epsilon-

amino cta mach bén K vdi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl):-(yGlu).-CO-

(CH2)»-CO,H trong d6 ala 1 dén 2 va b 13 10 dén 20;

X3 1a Phe hoac 1-Nal;
va axit amin dau C tiy ¥ duge amit héa 1am amit bic mét dau C (SEQ ID NO: 11),

hodc muoi dugc dung cia no.

2.

3.

10.

Hop chat theo diém 1, trong d6 X3 1a Phe.
Hop chét theo diém 1, trong 6 X3 14 1-Nal.
Hop chét theo diém 2, trong d6 b 13 14 dén 18.
Hop chét theo diém 4, trong 6 b 13 16 dén 18.
Hop chét theo diém 5, trong d6 b 13 18.

Hop chét theo diém 4, trong déala 1.

Hop chéat theo diém 4, trong d6 a 13 2.

Hop chét theo diém 4, trong d6 axit amin dau C dugc amit héa lam amit bac

mét dau C.

Hop chét theo diém 1, trong d6

X1 la Aib

X3z 1a Aib;

K & vi tri 20 duoc bién dbi vé mit hoa hoc théng qua sy lién hop véi nhém
epsilon-amino ctia mach bén K vdi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-
(yGlu)1-CO-(CHz2)15-CO2H;

X3 1a Phe;

va axit amin dau C duoc amit hda 1am amit bac mot diu C (SEQ ID NO: 3),
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hodc muoi dugce dung cua no.

11.  Hop chét theo diém 1, trong d6:

X; 1a Aib

Xz 1a Aib;

K & vi tri 20 duoc bién ddi v& mit héa hoc théng qua su lién hop véi nhém epsilon-
amino cua mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)2-CO-
(CH2)13-CO2H;

X3 1a 1-Nal;

va axit amin dau C dwoc amit hoa 1am amit bac mot du C (SEQ ID NO: 4),

hodc muoi dugc dung cia né.

12.  Dugc phim chira hop chét theo diém 10 v&i chit mang, chét pha loing hoic ta

duoc duoc dung.

13.  Hop chét theo diém 1, trong d6 cong thirc 143

H—Y—N><ﬁ'EGTFTSDYSI—l?ﬁr—LDKIAQ—N A FVQWL I AGGPS SGAUPP P S—NH
(o} o

14.  Duoc phim chira hop chét theo diém 13 vé6i chat mang, chét pha loéing hodc ta

dugc dugc dung.
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DANH MUC TRINH TU
<110> Eli Lilly and Company
<120> Hop chit ddng chu van GIP va GLP-1 va dugc phdm chta hop chét nay
<130> X20448

<150> 62/101488
<151> 2015-01-09

<160> 11

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 42
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 1
Tyr Ala Glu Gly Thr Phe Ile Ser Asp Tyr Ser Ile Ala Met Asp Lys

1 5 10 15

Ile His Gln Gln Asp Phe Val Asn Trp Leu Leu Ala Gln Lys Gly Lys
20 25 30

Lys Asn Asp Trp Lys His Asn Ile Thr Gln

35 40
<210> 2
<211> 30
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 2
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

31946

3

39

PRT

Trinh ty nhé&n tao

ciu tric tdng hop

YEU T6 HON HOQP
(2)..(2)
Xaa & vi tri 2 1a axit amin axit 2-Aminoisobutyric khdéng cé tuy nhién

MOD_RES
(2)..(2)
Aib

YEU TO HON HQP
(13)..(13)
Xaa & vi tri 13 la axit amin axit 2-Aminoisobutyric khéng cé tu nhién

MOD_RES
(13)..(13)
Aib

MOD RES

(20) ..(20)

Lys & vi tri 20 dugc bién &bi hda hoc théng qua su lién hop véi
nhém epsilon-amino cuia mach bén K véi

([2- (2-Amino-etoxy) -etoxy] —axetyl) 2- (gamma-Glu) 1-CO- (CH2) 18-CO2
H

MOD RES
(39)..(39)
Ser & vi tri 39 dugc amit hda lam amit béc mdt dau C

Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys
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Ile Ala Gln Lys Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 4
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chu tric téng hop

<220>
<221> YEU TO HON HOP
<222> (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 la axit amin axit 2-Aminoisobutyric khéng cé ty nhién

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Aib

<220>

<221> YEU TO6 HON HQP
<222> (13)..(13)

<223> Xaa & vi tri 13 la axit amin axit 2-Aminoisobutyric khéng cé tu nhién

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys & vi tri 20 dugc bién ddi héa hoc thdng qua sy lién hop voi
nhém epsilon-amino cua mach bén K véi
([2- (2-Amino-etoxy) —etoxy]-axetyl) 2- (gamma-Glu) 2-CO- (CH2) 18-C0O2
H
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<220>

<221> YEU T6 HON HOP

<222> (22)..(22)

<223> Xaa & vi tri 22 la 1-Nal

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 dugc amit hdéa lam amit bic mét dau C
<400> 4
Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 5
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> C&u tric tdéng hop

<220>

<221> YEU T6 HON HOP

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 13 axit amin axit 2-Aminoisobutyric khéng cé tu nhién

<220>

<221> MOD RES
<222>  (2)..(2)
<223> Aib

<220>

<221> YEU TO HON HOQP
<222>  (13)..(13)
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

31946

Xaa & vi tri 13 1a axit amin axit 2-Aminoisobutyric khdéng cé tu nhién

MOD_RES
(13) .. (13)
Aib

MOD_RES

(20) .. (20)

Lys & vi tri 20 dugc bién ddi hoéa hoc thdng qua sy lién hop véi
nhém epsilon-amino clia mach bén K vdi

([2- (2-Amino-etoxy) —etoxy]—axetyl)2- (gamma-Glu) 1-CO- (CH2) 16-CO2
H

MOD_RES
(39)..(39)
Ser & vi tri 39 dugc amit hda lam amit bdc mét ddu C

Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1

5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

35

6

39

PRT

Trinh tyu nhdn tao

c&u truc tdng hop

YEU TO HON HQP
(2)..(2)
Xaa & vi tri 2 13 axit amin axit 2-Aminoisobutyric khéng cé tu nhién
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

31946

MOD_RES
(2)..(2)
Aib

YEU TO HON HOP
(13)..(13) ’
Xaa & vi tri 13 la axit amin axit 2-Aminoisobutyric khéng cé tu nhién

MOD_RES
(13)..(13)
Aib

MOD_RES

(20) ..(20)

Lys & vi tri 20 dugc bién d8i hda hoc thdéng gqua sy 1ién hop voi
nhém epsilon-amino cia mach bén K véi
([2-(2-Amino-etoxy) -etoxy] —axetyl)2- (gamma-Glu) 2-CO- (CH2) 16-CO2
H

MOD_RES
(39)..(39)
Ser & vi tri 39 duoc amit hdbéa lam amit bédc mdt dau C

Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1

5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

35

7
39
PRT
Trinh tw nhan tao
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<220>
<223> CAu truc téng hop

<220>
<221> YEU TS HON HOQP
<222> (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 1la axit amin axit 2-aminoisobutyric khéng cé tu nhién
2-Aminoisobutyric Acid

<220>

<221> MOD_RES
<222>  (2)..(2)
<223> Aib
<220>

<221> YEU TO HON HQP

<222> (13)..(13)

<223> Xaa & vi tri 13 13 axit amin axit 2-aminoisobutyric khéng cé tu nhién
2-Aminoisobutyric Acid

<220>

<221> MOD_RES
<222>  (13)..(13)
<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys & vi tri 20 dugc bién d5i héa hoc théng qua suw lién hop voi
nhém epsilon-amino cla mach bén K vdi
([2- (2-Amino-etoxy) -etoxy]-axetyl) 2- (gamma-Glu) 2-CO- (CH2) 18-CO2
H

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 duoc amit hoéa lam amit bac mdt dau C
<400> 7

Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
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20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 8
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> C&u trac tdng hop

<220>
<221> YEU TO HON HQOP
<222> (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 la axit amin axit 2-Aminoisobutyric khdng cé tu nhién

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Aib

<220>

<221> YEU TO HON HQP

<222> (13)..(13)

<223> Xaa & vi tri 13 13 axit amin axit 2-Aminoisobutyric khéng cé tu nhién

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys & vi tri 20 dugc bién &bi héa hoc théng qua sy 1lién hop voi
nhém epsilon-amino cla mach bén K véi
([2- (2-Amino-etoxy) —etoxy]-axetyl) 2- (gamma-Glu) 1-CO- (CH2) 16-CO2
H

<220>

<221> YBEU TO HON HOP
<222> (22)..(22)
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<223> Xaa o0 vi tri 22 is 1-Nal

<220>

<221> MOD RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 dugc amit héa lam amit bac mét dau C
<400> 8

Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 9
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh tyw nhé&n tao

<220>
<223> cC&u tric tdng hop

<220>

<221> YBEU T6 HON HOQP

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 13 axit amin axit 2-Aminoisobutyric khdéng cé ty nhién

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Aib

<220>

<221> YEU TO HON HOP

<222>  (13)..(13)

<223> Xaa & vi tri 13 la axit amin axit 2-aminoisobutyric khdéng cé tu nhién

<220>
<221> MOD_RES
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<222> (13)..(13)
<223> Aib

<220>

<221> MOD RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys & vi tri 20 dugc bién ddi héa hoc théng qua su lién hop vdéi
nhém epsilon-amino ctia mach bén K véi
([2—(2—Amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma—Glu)2—CO—(CH2)16—C02
H

<220>

<221> YEU TO HON HOQP

<222>  (22)..(22)

<223> Xaa & vi tri 22 is 1-Nal

<220>

<221> MOD RES

<222>  (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 dugc amit hdéa lam amit béc mdt dau C

<400> 9

Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys
1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 10
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Ciu truc tdng hop

<220>
<221> YEU TO HON HOP
<222>  (2)..(2)
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

31946

Xaa & vi tri 2 1a axit amin axit 2-aminoisobutyric khéng cé tw nhién

MOD_RES
(2)..(2)
Aib

YEU TO HON HOQP
(13)..(13)
Xaa & vi tri 13 1la axit amin axit 2-aminoisobutyric khdéng cé tu nhién

MOD_RES
(13)..(13)
Aib

MOD_RES

(20) .. (20)

Lys & vi tri 20 dugc bién &8i héa hoc théng qua sy lién hop véi
nhém epsilon-amino cua mach bén K véi

([2- (2-Amino-etoxy) —etoxy] —axetyl) 2- (gamma-Glu) 1-CO- (CH2) 18-CO2
H

YEU TO HON HOQP
(22) .. (22)
Xaa & vi tri 22 is 1-Nal

MOD_RES
(39)..(39)
Ser & vi tri 39 duoc amit hda lam amit bdc mdt dau C

10

Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1

5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

31946

11
39
PRT
Trinh tu nhé&n tao

cdu truc téng hop

YEU TO HON HOP
(2) .. (2)
Xaa & vi tri 2 13 axit amin axit 2-aminoisobutyric khdéng cé tu nhién

MOD_RES
(2)..(2)
Aib

YEU TO6 HON HOQP
(13)..(13)
Xaa & vi tri 13 13 axit amin axit 2-aminoisobutyric khdéng cé tu nhién

MOD_RES
(13) .. (13)
Aib

MOD RES

(20) .. (20)

Lys & vi tri 20 dugc bién ddi héa hoc thdng qua su lién hop véi
nhém epsilon-amino cta mach bén K voéi
([2-(2-Amino-etoxy) —etoxy] —axetyl) 2- (gamma-Glu)a-CO- (CH2) b-COZ2H
Trong db a 1a 1 d&n 2 va b 1a 10 dén 20

YEU TO HON HQP
(22) ..(22)
Xaa & vi tri 22 la Phe hodc 1-Nal

MOD_RES
(39) .. (39)
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<223> Ser & vi tri 39 tuy v dugc amit hdéa lam amit bic mdt dau C
<400> 11
Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
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