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Linh vire ky thuit dwoc dé clp

Sang ché cap dén chét tuong tu insulin c6 chudn dd insulin giam va ai luc
gén két voi thu thé insulin gidm so véi dang nguyén thé nhim muc dich 1am ting
thoi gian béan thai trong méu cla insulin, thé tiép hop duoc tao ra biang cach lién két
chét twong ty insulin va chit mang, ché phim tac dung kéo dai chira thé tiép hop nay,

va phuong phép tao ra thé tiép hop nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

D3 biét rang cac protein in vivo dugc thai ra qua nhidu dudong khéc nhau, nhu
phén giai boi cac enzym phan gidi protein trong mau, bai tiét qua than, hoic thanh
thai boi cac thu thé. Do d6, nhidu nd lyc da duge thuc hién dé ci thién hiéu luc tri
liéu bang cach tranh co ché thanh thai protein va 1am ting thoi gian ban théi cia cac
protein c6 hoat tinh sinh 1y.

Insulin 13 hormon dugc tiét béi tuyén tuy trong co thé ngudi, diéu hoa nong
d6 glucoza méu, va cé vai trd trong viéc duy tri néng do glucoza méu binh thudng
ddng thoi van chuyén glucoza thira trong mau dén céc té bao dé cung cip ning luong
cho té bao. Tuy nhién, & bénh nhan bi déi thdo duong, insulin khong thuc hién chirc
ning mét cach chinh xac do thiéu insulin, khéng insulin, va suy gidm chic ning té
bao beta, va do d6, glucoza trong méau khéng thé duge ding dudi dang ngudn ning
lugng va ndng d6 glucoza méau bj ting 1én, din dén ching ting glucoza mau. Cudi
cling, n6 dugc bai tiét qua duong nuée tiéu gép phin 1am phét trién cac bién ching
khéac nhau. Do d6, phép tri liéu béng insulin 13 can thiét d6i véi cac bénh nhan c6 su
tiét insulin bét thuong (typ I) hoic khang insulin (typ II), va ndng dé glucoza mau cé
thé duoc difu hoa binh thudong biang cach ding insulin. Tuy nhién, giéng nhu céc

hormon protein va peptit khac, insulin c6 thoi gian ban thai in vivo rat ngén, va do
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d6, ¢6 nhuge diém 13 phai ding 13p lai. Viéc ding thudng xuyén nhu vay giy dau
dén va khé chiu cho bénh nhan. Vi 1y do nay, d& cai thién chét luong cudc séng bing
cach 1am tang thoi gian ban thai in vivo clia protein va 1am giam tan suit ding, nhiéu
nghién ctru v& ché phim chira protein va tiép hop héa hoc (thé tiép hop axit béo, thé
tiép hop polyetylen polyme) di dugc thyc hién. Insulin tic dung kéo dai c6 trén thi
trudng bao gdm insulin glargin do Sanofi Aventis san xuét (lantus, kéo dai trong
khoang 20-22 gi¢), va insulin detemir (levémir, kéo dai trong khodng 18-22 gi¢) va
tresiba (degludec, kéo dai trong khoang 40 gi) do Novo Nordisk san xuit. Cac san
phim insulin tc dung kéo dai niy khéng tao ra dinh ndng do insulin trong mau, va
do d6, chung thich hop dé git mic insulin nén. Tuy nhién, do cic san phim niy c6
thoi gian ban thai khéng du dai, nén van chua khic phuc duge nhuoc diém 13 phai
tiém mot hodc hai 1an mbi ngdy. Do d6, cac san phidm ndy c6 han ché trong viéc dat
dugc muc ti€u du dinh 12 1am gidm déng ké tin suét dung dé cai thién su thuan tién

cho c4c bénh nhan bi bénh d4i thio dudng can dung thudc trong thoi gian dai.

Mot nghién ctru trude day da mé ta quy trinh thanh thai insulin in vivo cu thé;
50% insulin hodc nhiéu hon dugc loai ra trong thin va phén con lai duoc loai bd
bang qua trinh thanh thai qua trung gian thy thé (receptor mediated clearance -

RMC) & céc vi tri dich nhu co, chét béo, gan, V.v..

V& van @& nay, nhiéu nghién ctru, bao gdm J Pharmacol Exp Ther (1998) 286:
959, Diabetes Care (1990) 13: 923, Diabetes (1990) 39: 1033, dd béo céo riang hoat
tinh in vitro dugc 1am giam dé tranh RMC cta insulin, tir d6 1am ting ham lugng
trong mau. Tuy nhién, cic chit trong tu insulin c6 4i luc gin két v6i thu thé gidm ‘
nay khoéng thé tranh khéi thanh thai qua duong than 13 co ché thanh thai cha yéu,
mic di RMC duge giam. Do d6, van c6 han ché trong viéc lam tdng dang ké théri

gian ban thai trong mau.
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Trong bdi canh nay, cac tac gia sang ché d3 rat nd luc tim cach 1am ting thoi
gian ban thai trong mau cta insulin. Két qua 13, cac tic gia sang ché d3 phat hién ra
chat twong tr insulin méi khong c6 trinh tir insulin nguyén thé ma c6 trinh tir insulin
khong phai nguyén thé c6 d6 chudn in-vitro giam va 4i luc gin két vai thy thé insulin
giam, va do d6, mac d6 thanh thai qua thin ctia né cé thé duoc gidm. Céc tac gid
sang ché con phat hién ra ring thoi gian ban thai trong méu ciia insulin c6 thé dugc
tang thém nita bing cach cho chét turong tur insulin lién két véi chit mang dién hinh
13 manh Fc globulin mién dich c6 hiéu qua dé cai thién thoi gian ban thai, tir d6 thuc

hién dugc sang che nay.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Vin dé kj thugt

Muc dich cua sang ché 1a d& xuét chat tuong tu insulin cé do chuén in-vitro
giam nham muc dich kéo dai thoi gian ban thai in vivo cta insulin, va thé tiép hop
duoc tao ra bang cach lién két chit mang vao do.

Cu thé 13, mot muc dich cua sang ché 13 d& xuét chit tuong ty insulin co
chuin d6 insulin giam so véi dang nguyén thé.

Mot muc dich khac ctia sang ché 1a d& xuit thé tiép hop chira chét tuong tu
insulin dwgc tao ra bang cach cho chit trong tu insulin lién két véi chat mang.

Mot muc dich khac nita ciia sang ché 1a d& xuit ché phim insulin tic dung
kéo dai chira thé tiép hop chira chit twong ty insulin.

Mot muc dich khac nita ctia sang ché 1a d& xuét phuong phép tao ra thé tiép
hop chira chit twong ty insulin.

Sang ché con mo ta phuong phép 1am ting thoi gian ban thai in vivo bang
cach st dung chét teong tu insulin hodc thé tiép hop chira chét tuong ty insulin tao
ra dugc bang cach cho chit trong tir insulin lién két voi chit mang.

Sang ché con mo ta phuong phap didu tri bénh lién quan dén insulin, bao gdbm

buéc cho ddi twong cin didu tri ding chit turong tu insulin hoic thé tiép hop chira



32580

chét trong tr insulin.
Gidi phap kj thudt

Theo mdt khia canh dé dat duoc cac muc dich trén, sdng ché dé xuét chit
tuong tu insulin cé chuép do insulin giam so v6i dang nguyén thé, trong d6 axit amin
trén chudi B hoic chudi A dugc bién dbi.

Theo mdt phuong an cu thé, sang ché dé xuit chit twong tir insulin c6 4i luc
gén két v6i thy thé insulin giam. |

Theo mot phuong 4n cu thé khac, sang ché d& xuit chét tuong ty insulin
khong phéai nguyén thé, trong d6 mét axit amin dugc chon tir nhém bao gbm axit
amin tht 8, axit amin thir 23, axit amin thit 24, va axit amin tha 25 trén chudi B va
axit amin tht 1, axit amin thtr 2, vA axit amin thit 19 trén chudi A trong chét trong tu
insulin theo sang ché duoc thay thé bang alanin, hodc trong d6 axit amin thir 14 trén
chudi A dugc thay thé bing axit glutamic hozc asparagin.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, sang ché @& xuét chét twong tu insulin,
trong d6 chit tuong tu insulin theo séng ché duge chon tir nhém bao gdm cac SEQ
ID NO. 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 va 36.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d& xuit thé tiép hop chira chét twong tu
insulin dugc tao ra b.%mg cach cho chét trong tu insulin néu trén lién két v6i chét
mang c6 kha nang kéo dai thoi gian ban thai.

Theo mot phwong 4n cu thé, sang ché dé xuat thé tiép hop chira chit twong tu
insulin, trong do6 thé tiép hop chira chit twong tir insulin dugc tao ra bang cach cho
(i) chit twong tu insulin néu trén lién két véi (i) ving Fc globulin mién dich théng
qua (iii) cAu ndi peptit hodc cau ndi khong phai peptit dugc chon tir nhém bao gbm
polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme cuia etylen glycol-propylen glycol,
ruou polyhydric dugc polyoxyetyl héa, ruou polyvinylic, polysacarit, dextran,
polyvinyl etyl ete, polyme dé phan huy sinh hoc, cic polyme lipit, kitin, axit
hyaluronic, va hdn hop cta chiing.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché d& xuét ché phim insulin tdc dung



32580

kéo dai chira thé tiép hop chira chét trong tu insulin néu trén, trong d6 thoi gian luu
va d6 6n dinh in vivo dugc téng Ién.

Théo mét phuong 4n cu thé, sang ché dé xuit ché phdm tic dung kéo dai duge
str dung d¢ diéu tri bénh dai théo dudng.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé xut phuong phap tao ra thé tiép hop
chtra chat twong tu insulin néu trén.

Sang ché con mé ti phuong phap 1am ting thdi gian ban thai in vivo bing
cach st dung chét trong tyr insulin hoic thé tiép hop chira chét tuong tu insulin tao
ra duoc bing cach cho chit twong tu insulin lién két v6i chit mang.

Sang ché con mo ta phuong phap diéu tri bénh lién quan dén insulin, bao gbém
budc cho dbi twong cin diéu tri ding chit twong tu insulin hozc thé tiép hop chira

chét tuong tu insulin.

Cdc wu diém ciia sdng ché

Chét tuong ty insulin khéng phai nguyén thé theo sing ché c6 chuin do
insulin giam va 4i luc gin két véi thu thé insulin gidm so v&i dang nguyén thé, va do
do, tranh duge cac co ché thanh thai in vivo. Do d6, chit twong tu insulin cé thoi
gian ban thai trong mau in vivo ting, va thé tiép hop chira chét twong tw insulin-Fc
globulin mién dich dugc tao ra béng cach tuong tu c6 thoi gian ban thai trong méau

tang dang ké, tir d6 cai thién sy thudn tién cho bénh nhan cin diing insulin.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hiéh két qua phan tich do tinh khiét ctia chét trong tu insulin bing
cach dién di protein, day la két qué{ phan tich mot chét teong tu insulin dai dién, cu
thé 13 chét tuong tu s6 7 (dai 1: thang do chi kich thuéc, dai 2: insulin nguyén thé,
dai 3: chit twong tu insulin (s6 7));

Fig. 2 thé hién két qua phan tich d6 tinh khiét ciia chat trong tu insulin bang

cach séc ky cao ap, ddy 13 két qua phan tich mét chit twong tir insulin dai dién, cu
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thé 13 chét twrong tu s6 7 (A) RP-HPLC, (B) SE-HPLC);

Fig. 3 thé hién két qua 14p ban dd peptit ciia chét twong tu insulin, dy 1a két
qua thu duoc tir mot chéf trong tu insulin dai dién, cu thé 13 chat trong tr s6 7 ((A)
insulin nguyén thé, (B) chat trong ty insulin (s6 7));

Fig. 4 thé hién két qua phan tich d9 tinh khiét ctia thé tiép hop chira chit
tuong ty insulin-Fc globulin mién dich bang cach dién di protein, day 1a két qua phan
tich mét chat tuong tu insulin dai dién, cu thé 13 chét tuong tu s6 7 (dai 1: chét danh
dAu kich thuéc, dai 2: thé tiép hop chira chét twong tu insulin (s6 7)-Fc globulin mién
dich);

Fig. 5 thé hién két qua phén tich d6 tinh khiét clia thé tiép hop chira chét
turong tu insulin-Fc globulin mién dich bang cach sic ky cao 4p, dy 13 két qua phan
tich mot chit twong tr insulin dai dién, cu thé 13 chét twong tr s 7 ((A) RP-HPLC,
B) SE-HPLC, (C) IE-HPLC); va

Fig. 6 thé hién két qua phan tich dugc dong hoc cua thé tiép hop insulin
nguyén thé-Fc globulin mién dich va thé tiép hop chtra chit twong tu insulin-Fc
globulin mién dich & chudt céng binh thuong, day 1a két qua phan tich mot chat
turong tu insulin dai dién, cu thé 13 chat trong tu s6 7 (o: thé tiép hop insulin nguyén
thé-Fe globulin mién dich (21,7 nmol/kg), e: thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
globulin mién dich (65,1 nmolkg), o: thé tiép hop chira chit tuong tu insulin-Fc
globulin mién dich (21,7 nmol/kg), m: thé tiép hop chira chét twong ty insulin-Fc
globulin mién dich (65,1 nmol/kg). (A) thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin
mién dich va thé tiép hop chira chit twong ty insulin (s6 7)-Fc globulin mién dich,
(B) thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién dich va thé tiép hop chira chit
tuong tu insulin (s6 8)-Fc globulin mién dich, (C) thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
globulin mién dich va thé tiép hop chira cht twong tu insulin (s§ 9)-Fc globulin

mién dich).

M0 ta chi tiét sing ché
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Sang ché dé cap dén chét twong tu insulin c6 do chudn in-vitro gidm. Chét
twrong tur insulin ndy khac biét & chd né c6 trinh tu insulin khoéng phai nguyén thé va
do d6, ¢6 4i luc gin két véi thu thé insulin gidm so v6i insulin nguyén thé, va nho d6,
d6 thanh thai qua trung gian thu thé dugc gidm déng ké do hang sb phén ly tang, dan
dén l1am tang thoi gian ban thai trong mau.

Kili dugc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngir “cht twong tu insulin” bao
gdm cac chét trong tir khac nhau cé chuin d6 insulin giam so v&i dang nguyén thé.

Chét tuong ty insulin c6 thé 13 chét trong tur insulin c6 chuén d¢ insulin giam
so v6i dang nguyén thé, trong d6 axit amin trén chudi B hodc chudi A cua insulin

dugce bién d6i. Céc trinh tir axit amin cta insulin nguyén thé 1a nhu sau.

- Chudi A:

Gly-Ile-Val—Glu—Gln—Cys-Cys—Th:r—Ser—Ile—Cys-=Ser—Leu—Tyr—Gln—Leu—Glu—
Asn-Tyr-Cys-Asn (SEQ ID NO. 37)

- Chudi B:

Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-
Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr (SEQ ID NO. 38)

Chét twong tu insulin dugc st dung trong phan Vi du thuc hién séng ché 1a
chét trong tr insulin duoc tao ra bang k¥ thuat tai t6 hop di truyén. Tuy nhién, sing
ché khong chi gioi han & d6, ma bao gdbm tAt c4 cac insulin ¢6 d6 chuin in-vitro giam.
Tét hon 13, cht trong ty insulin c6 thé bao gdm insulin ddo ngugc, bién thé insulin,
manh insulin hodc cdc dang twong tw, va phuong phap didu ché cé thé bao gdbm
phwong phap pha rén cling nhu k§ thuat tai t6 hop di truyén, nhung khong chi gisi
han & cac phuong phép nay.

Chét twong tu insulin 13 peptit gitt duge chic ning kiém soat glucoza mau
trong co thé, gibng nhu chirc ning cla insulin, va peptit nay bao gbm chit chi van

insulin, dan xuét, manh, bién thé cia n6 hodc cac chat tuong tu.
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Chéat chu van insulin theo sang ché dugc ding d8 chi chat duoc gin két véi
thu thé cia insulin in vivo dé biéu hién hoat tinh sinh hoc giéng nhu insulin, khéng
phu thudc vao cAu tric ca insulin.

Chét twong tir insulin theo sing ché 13 peptit c6 d6 dong nhét trinh tu axit
amin béng it nhat 80% so v&i chudi A hodc chudi B cia insulin nguyén thé, c6 mot
s6 nhém céc gbe axit arilin dugc bién dbi & dang thay thé héa hoc (vi du, alpha-metyl
héa, alpha-hydroxyl héa), loai bd (vi du, khir amin héa) hodc bién ddi (vi du, N-
metyl héa), va cé chirc ning kiém soat glucoza mau trong co thé. Pbi véi cac muc
dich cua sang ché, chét trong tu insulin 12 chét twong tu insulin cé 4i lyc gin két voi
thu thé insulin giam so véi dang nguyén thé, va cac chét tvong ty insulin c6 chudn
d6 insulin giam so voi dang nguyén thé duoc bao gdm ma khéng c6 giéi han.

Mién 14 chét tuong tu insulin nay co thé biéu hién muc dd ndi héa qua trung
gian thu thé hodc do thanh thai qua trung gian thy thé thép, loai va kich thudc cua nd
khéng bi gidi han dic biét. Chit tuong tu insulin, ma co ché thanh thai in vivo chu
yéu cta nd 13 sy ndi héa qua trung gian thy thé hodc sy thanh thai qua trung gian thy
thé, 13 thich hop cho c4c muc dich cla sang ché.

Manh insulin theo sang ché 13 loai insulin trong d6 mot hodc nhiéu axit amin
duoc bd sung hodc dugc loai bd, va céc axit amin bd sung co thé 1a axit amin khéng
phai nguyén thé (vi dy, axit amin loai D). Ménh insulin ndy gitr dugc chirc ning
kiém soét glucoza mau trong co thé.

Bién thé insulin theo sang ché 13 peptit khic véi insulin & mot hodc nhidu
trinh ty axit amin, vA gift duoc chirc ning kiém soat glucoza mau trong co thé.

Céc phuong phép tuong tng didu ché chét chu van, din Xuét, manh v bién
thé clia insulin theo sang ché c6 thé dugc str dung doc 1ap hoic két hop. Vi du, cac
peptit ma mot hodc nhiéu trinh tr axit amin cta né khic véi trinh tu axit amin cia
ins:ulin va c6 su khir amin héa & gbc axit amin dau amino va ciing c6 chitc ning kiém
soat glucoza mau trong co thé dugc bao gdm trong sang ché.

Cu thé 13, chét tuong tu insulin c6 thé 13 chét tuong tu insulin trong d6 mot
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hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhém bao gém axit amin thir 8, axit amin thir 23,
axit amin thir 24, va axit amin thit 25 trén chudi B va axit amin thir 1, axit amin thi 2,
axit amin thir 14 va axit amin thir 19 trén chudi A dugc thay thé bing axit amin khac,
va t6t hon 13, trong d6 mot hodc nhiéu axit amin dugce chon tir nhém bao gé)m axit
amin thir 8, axit amin thi 23, axit amin thir 24, va axit amin thir 25 trén chudi B va
axit amin tha 1, axit amin thir 2, va axit amin tht 19 trén chudi A duoc thay thé bang
alanin hodc trong d6 axit amin thir 14 trén chudi A dugc thay thé bing axit glutamic
~ hodc asparagin. Ngoai ra, chat twong tir insulin c6 thé dugc chon tir nhém bao gbdm
cac SEQ ID NO. 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 va 36, nhung c6 thé bao gdm chét
tuong tu insulin bit k¥ c6 4i luc gin két v6i thu thé insulin gidm ma khéng cé gidi
han.

Theo mot phuong 4n clia sang ché, chit twong tir insulin c6 cAc trinh ty SEQ
ID NO. 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 va 36, dic biét 1a, chét tuong ty insulin dai dién,
7, 8, va 9 (SEQ ID NO. 32, 34, va 36) duogc thdy 13 c6 i luc gin két véi thu thé
insulin in vitro gi4am so v&i dang nguyén thé (Bang 4).

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit thé tiép hop chira chat twong tu
insulin dugc tao ra bing cach cho chat tuong tur insulin lién két v&i chit mang.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngir “chit mang” chi chat c6 kha
ning lam ting thoi gian ban thai in vivo cta chit tuong tu insulin dwgc lién két. Chat
tuong ty insulin theo sang ché khac biét & chd né 6 4i luc gin két v6i thu thé insulin
giam dang ké so véi dang nguyén thé, va tranh dugc viéc thanh thai qua trung gian
thy thd hodc thanh thai béi than. Do d6, néu chit mang da biét 1a 1am ting thoi gian
. bén thai in vivo khi duogc lién két véi cac polypeptit cé hoat tinh sinh 1y khéac nhau da
biét dugc lién két voi chat twong tw insulin, thi hién nhién 13 thoi gian béan thai in
vivo c6 thé duge cai thién va thé tiép hop thu dugc co thé dugc sir dung duéi dang
ché pham tac dung kéo dai.

Vi du, do viéc cai thién thoi gian ban thai 14 uu tién thu nhét, nén chit mang

duge lién két voi insulin méi c¢6 d6 chuin giam khong bi gi6i han & ving Fc globulin

-10-
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mién dich. Chit mang bao gdm nguyén liéu twong hop sinh hoc c6 thé kéo dai thoi
gian ban thai in vivo bang cach lién két n6 v6i nguyén liéu twong hop sinh hoc bét
ky, ¢6 kha ning lam giam d¢ thanh thai cua than, dugc chon tir nhém bao gbm céac’
polyme khac nhau (vi du, polyetylen glycol va axit béo, albumin va manh cta nd,
trinh tu axit amin cu thé, v.v.), albumin va manh ctia né, nguyén liéu gén két albumin,
va polyme gdm cac don vi lip c6 trinh ty axit amin ;:u thé, khang thé, manh khang
thé, nguyén liéu gén két FcRn, md lién két in vivo hodc din xuit cia né, nucleotit,
fibronectin, transferin, sacarit, va polyme, nhung khong chi giéi han & cac nguyén
liéu nay. Ngoai ra, phuong phép lién két nguyén liéu twong hop sinh hoc c6 kha ning
kéo dai thoi gian ban thii in vivo v6i chit twong ti insulin ¢6 0 chuén giam bao
gdm t4i td hop di truyén, tiép hop in vitro hodc cic phuong phap tuong ty. Vi du vé
nguyén liéu tuong hop sinh hoc cé thé bao gdm nguyén liéu gin két FcRn, axit béo,
polyetylen glycol, manh axit amin, hodc albumin. Nguyén liéu gin két FcRn c6 thé
12 ving Fc globulin mién dich.

Chét twong tu insulin va nguyén liéu twong hop sinh hoc 1am chit mang cé
thé dugc lién két v6i nhau thong qua ciu ndi 13 peptit hoic polyme khong phai peptit.

Thé tiép hop insulin c6 thé 13 thé tiép hop chira chét twong tu insulin duoc tao
ra bang cach cho (i) chét twong tur insulin lién két véi (ii) ving Fc globulin mién dich
thong qua (iii) cau ndi peptit hoic ciu ndi khong phai peptit dugc chon tir nhém bao
gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme cua etylen glycol-propylen
glycol, rugu polyhydric dugc polyoxyetyl hda, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran,
~ polyvinyl etyl ete, polyme d& phan huy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic

va hdn hop cta chiing.

Theo mét phuong an cu thé vé thé tiép hop chira chét tuong tu insulin theo
sang ché, cu ndi polyme khong phai peptit dugc lién két v6i ddu amino trén chudi B
ctia chét twong tu insulin. Theo mot phurong 4n cu thé khac vé thé tiép hop theo sang

ché, ciu nbi polyme khong phai peptit duoc lién két vi gbe trén chudi B ctia chit
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tuong tu insulin. Viéc bién d6i & chudi A cua insulin din dén lam gidm hoat tinh va
d6 an toan. Do d6, trong cac phuong 4n ndy, ciu nbi polyme khéng phai peptit duoc
lién két v6i chudi B cia insulin, tir d6 duy tri dugc hoat tinh insulin va cai thién d6

an toan.

Khi dugc sit dung trong ban mo ta nay, thuat nglr “hoat tinh’; c6 nghia 13 kha
nang clia insulin gin két véi thu thé insulin, va c6 nghia 13 insulin gin két véi thu thé
ctia né dé biéu hién tac dung. Viéc gin két clia polyme khong phai peptit v6i dau
amino trén chudi B cta insulin theo sang ché c6 thé dat duge béng cich kiém soat do
pH, va khoang d6 pH duoc uu tién nim trong khoang tir 4,5 dén 7,5.

Khi dugc st dung trong ban md td nay, thuit ngit “dau N” c¢6 thé duge sir
dung thay thé cho “ving diu N”.

Theo mét vi du cu thé, cic tc gia sang ché da tao ra thé tiép hop chira chit
tuong tu insulin-PEG-Fc globulin mién dich bing cach lién két PEG véi diu N cia
ving Fc globulin mién dich, va ghép cip chon loc d4u N trén chudi B ciia insulin vao
d6. Thoi gian ban thai trong huyét thanh cta thé tiép hop chira chét tuong tir insulin-
PEG-Fc globulin mién dich nay duoc ting 1én so v&i dang khong phai thé tiép hop,
va cho thiy tac dung 1am giam glucoza mau trong mé hinh dong vat bi bénh. Do do,
hién nhién 13 c6 thé bao ché duoc ché pham insulin tic dung kéo dai méi duy tri

dugc hoat tinh in vivo.

Vang Fc globulin mién dich 13 an toan @ sir dung 13m chat mang thudc béi vi
n6 13 polypeptit d& phan huy sinh hoc dugc chuyén héa in vivo. Ngoai ra, ving Fc
globulin mién dich c¢6 khéi lugng phin tir tuong 'd(")i thip so véi toan bd phan tir
globulin mién dich, va do d6, thuan loi trong viéc diéu ché, tinh ché va thu thé tiép
hop. Viung Fc globulin mién dich khong chira rﬁénh Fab, 13 méanh c6 tinh khéng ddng
nhit cao do c6 trinh tir axit amin khic véi cic phén 16p khang thé, va do do, c6 thé

mong mubn ring ving Fc globulin min dich c6 thé 1am ting cao d§ dong nhit clia
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cac chit va 1am giam tinh khang nguyén trong mau.

Khi dugc st dung trong ban mé ta nay, thudt ngt “vung Fc globulin mién
dich” chi protein chira ving on dinh ctia chudi ning 2 (CH2) va ving 6n dinh cia
chudi ning 3 (CH3) cta globulin mién dich, ngoai trir cac ving bién déi ciia chudi
ning va nhe, vung 6n dinh ctia chudi ning 1 (CH1) va ving 4n dinh cta chudi nhe 1
(CL1) ciia globulin mién dich. Ving ndy c6 thé con bao gdm ving ban 1& & ving én
dinh ctia chudi ning. Ngodi ra, ving Fe globulin mién dich theo sang ché c6 thé chira
mdt phin hoic tht ca ving Fc bao gém ving bn dinh cta chudi ning 1 (CHI)
va/hoic ving én dinh cia chudi nhe 1 (CL1), ngoai trir cic ving bién ddi cta chudi
nang va nhe, mién 13 né c6 tac dung gé‘m nhu tuong tu hodc tdt hon so véi tac dung
cta dang nguyén thé. Ngoai ra, ving nay c6 thé 12 manh c6 sy mét doan & phan dai
tuong d6i cia trinh tir axit amin cia CH2 va/hodc CH3.

Cu thé 13, ving Fc globulin mién dich theo sing ché ¢6 thé bao gbém 1) mién
CH1), midn CH2, mién CH3, va mién CH4, 2) mién CHI va mién CH2, 3) mién
CHI va mién CH3, 4) mién CH2 va mién CH3, 5) két hop mot hoic nhiéu mién va
ving béan 1& (hoic mot phan viing ban 18) ctia globulin mién dich, va 6) dime ciia mdi
mién cua vung 4n dinh ctia chudi ning va viing dn dinh cia chubi nhe.

Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich theo sing ché bao gdm din xuét trinh tu
(thé dot bién) ciia ching cling nhu trinh ty axit amin nguyén thé. D3n xuét trinh tur
axit amin ¢ trinh ty khac so véi trinh tu axit amin nguyén thé do c6 su mét doan,
xen doan, thay thé bao toan hodc khoéng bao toan hodc két hop cac yéu t6 nay cta
mdt hodc nhidu gbc axit amin. Vi du, trong Fc IgG, cac gbc axit amin d3 biét 1a ¢
vai trd quan trong trong viéc gén két, & cac.vi tri tir 214 dén 238, tir 297 dén 299, tir
318 dén 322, hoic tir 327 dén 331, c6 thé dugc st dung lam dich thich hop dé bien
doi.

Ngoai ra, cling c6 thé ¢6 cac din xuit khac nhau khac, ﬁhu dan xuét c6 su mit
doan ¢ vung c6 kha nang tao thanh lién két disulfua, su mét doan cua mét ) géc axit

amin & dau N cua dang Fc nguyén thé, hodc sy bd sung goc metionin vao dau N cua
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dang Fc nguyén thé. Ngoai ra, dé 1am mét chirc ning hiéu tGng, thi su mét doan cé
thé xay ra & vi tri gén két bd thé, nhu vi tri gén két C1q va vi tri ADCC (tinh doc qua
trung gian t& bio phu thudc khing thé - antibody dependent cell mediated
cytotoxicity). Cac k¥ thuit diéu ché cac din xuét trinh tir ctia ving Fc globulin mién
dich nay da dugc bdc 19 trong WO 97/34631 va WO 96/32478.

Su trao ddi axit amin trong cac protein va peptit, thuong khong 1am thay dbi
hoat tinh ciia phan i, 12 d biét trong tinh trang k¥ thuat (H.Neurath, R.L.Hill, The
Proteins, Academic Press, New York, 1979). Sy trao ddi xay ra thudng xuyén nhét 13
Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly,
Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Lew/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly, theo cé hai
hudng.

Vang Fe, néu cén, c6 thé duoc bién dbi bang cach phosphoryl héa, sulfat héa,
acrylat hoa, glycosyl hoa, metyl hoa, farnesyl hda, axetyl héa, amit hoa, hodc céc
cach tuong tu.

Céac dain xut Fc néu trén 12 cac dan xudt c6 hoat tinh sinh hoc giéng nhu hoat
tinh sinh hoc ctuia viing Fc theo sang ché hodc c6 dd 6n dinh ciu trac cai thién dbi véi
nhiét, d pH, hoadc cac yéu tb tuong tu.

Ngoai ra, cac ving Fc niy cé thé thu duoc tir cac dang nguyén thé dugc phan
lap tir nguodi va cac dong vat khac bao gém bo, dé, lon, chudt nhét, tho, chudt
hamster, chudt céng va chudt lang, hodc ¢ thé 13 cac thé tai td hop hoic din xudt
ctia ching, thu dugc tir cic té bao dong vat hodc vi sinh vat dugc bién nap. Trong
ban mé ta nay, ching cé thé thu dugc tir globulin mién dich nguyén thé bang cach
tach toan bd globulin mién dich khéi co thé ngudi hodc. dong vat va xir Iy chiing
bing enzym phan giai protein. Papain phén cét globulin mién dich nguyén thé thanh
ving Fab va Fc, va viéc xir 1y bing pepsin din dén tao ra pF’c va F(ab),. Cac méanh
nay c6 thé duoc dua vao sic ky loai c& dé tach Fc hoic pF'c. |

Tét hon 13, ving Fc ¢6 ngudn gbc tir ngudi 13 viing Fe globulin mién dich tai

t6 hop thu dugc tir vi sinh vat.
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Ngoai ra, ving Fc globulin min dich c6 thé & dang c6 cac chudi dudng
nguyén thé, cac chudi duong kéo dai so v6i dang nguyén thé hodc cac chudi dudng
rit ngin so v6i dang nguyén thé, hoic cé thé & dang loai glycosyl. Viéc kéo dai, rat
ngén hoc loai bd cac chudi dudng cta Fc globulin mién dich c6 thé thuc hién dugc
bang cac phuong phap thong thudng trong linh vuc, nhu phuong phap hoéa hoc,
phuong phép enzym va phuong phap dung k¥ thuit di truyén bang cach sir dung vi
sinh vat. Trong ban mé ta ndy, viéc loai bo cac chudi ’dutb‘ng khéi ving Fc dén dén su
giam 13 rét 4i luc gin két véi bd thé (c1q) va giam hoic mAt tinh ddc qua trung gian
té bao phu thudc khang thé hoic tinh doc té bao phu thudc bd thé, tir d6 khong gy ra
d4p tng mién dich khéng can thiét trén in-vivo. V& van dé nay, ving Fc globulin
mién dich & dang loai glycosyl ho#ic khéng glycosyl hoa c6 thé thich hop 1am chét
mang thuc hon nhim muc dich ctia sang ché. '

Thuét ngit "loai glycosyl", dugc sir dung trong ban md ta ndy, cé nghia la viéc
loai bd bang enzym cac gbc dudng khéi ving Fc, va thuat ngit "khdng glycosyl héa"
c6 nghia 1a viung Fc dugc tao ra & dang khong duge glycosyl hoa bang sinh vat chua
c6 nhan dién hinh, tot hon 12 E. coli.

Mit khac, ving Fc globulin mién dich c6 thé c¢6 ngudn gdc tir ngudi hodc cic
dong \}e_"lt khac bao g@)m bo, dé, lon, chudt nhét, tho, chudt hamster, chudt céng va
chudt lang, va tét hon 1 ngudi. Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich c6 thé 12 ving
Fc c6 ngudn gbc tir IgG, IgA, IgD, IgE va IgM, hodc dugc tao ra nho sy két hop cla
chiing hoic céc thé lai cia ching. Tét hon 13, ving nay c6 ngudn gbc tir IgG hoic
IgM, 13 mot trong s céc protein c6 nhidu nhit trong mau ngudi, va tét nhét 13 tir IgG,
d3 duoc biét 1a 1am ting thoi gian ban thai cia cc protein gin két phdi tir.

Mit khac, thuat ngir "két hop", dugc sir dung trong ban m6 ta nay, c6 nghia la
cac polypeptit md héa ving Fc globulin mién dich don chudi c6 cing ngudn gbc
dugc lién két véi polypeptit don chudi cé ngudn gbc khac dé tao thanh dime hoaflc
multime. Cu thé, dime hoic multime c6 thé dugc tao ra tir hai hoic nhiéu manh dugc

chon tir nhém bao gdm céc manh IgG Fc, IgA Fc, IgM Fe, IgD Fc, va IgE Fec.
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Thuat ngir "thé lai", dugc sir dung trong ban mé ta ndy, c6 nghia 1a céc trinh
tu m3 hoa hai hodc nhidu ving Fc globulin mién dich c¢6 ngudn gdc khac nhau cé
mat trong ving Fc globulin mién dich don chudi. Theo sang ché, nhiéu loai thé lai c6
thé duoc st dung. Cu thé 13, c4c mién lai c6 thé duoc cAu thanh tir mot dén bbn mién
duogc chon tir nhém bao gém CHI1, CH2, CH3 va CH4 cua IgG Fc, IgM Fc, IgA Fc,
IgE Fc va IgD Fc, va c6 thé bao gbm ving béan 18. )

Mit khéc, IgG dugc chia thanh cac phan 16p IgGl, IgG2, IgG3 va IgG4, va
sang ché bao gdm cac két hop va cac thé lai ctia chiing. Uu tién phan 16p IgG2 va
IgG4, va wu tién hon 13 ving Fc cia IgG4 c6 rét it chirc ning hiéu tmg nhu CDC
(complement dependent cytotoxicity - tinh dc t& bao phu thudc b thé). Cu thé, khi
1am chét mang thudc theo sang ché, vimg Fc globulin mién dich dugc wu tién hon ca
1a ving Fc khéng duoc glycosyl héa c6 ngudn gde tir IgG4 cia ngudi. Ving Fe c6
ngudn gde tir ngudi c6 thé duogce wu tién hon so véi ving Fe ¢ ngudn goc khong phai
tir ngudi, ving nay co thé tac déng nhu 13 khang nguyén trong co thé nguoi va gy ra
dap tng mién dich khéng mong mubn nhur tao ra khang thé méi khang lai khang

nguyeén.

Theo phuong 4n cu thé vé thé tiép hop chira chit twong tu insulin, ca hai dau
ctia polyme khong phai peptit ¢ thé duogc lién két 1an luot véi diu N cta ving Fe
globulin mién dich vi nhém amin cia du N trén chudi B clia chit tuong tu insulin
hodc nhém e-amino hoic nhém thiol ctia gde lysin noi trén chudi B.

Vung Fc-cu ndi-chét tuong tu insulin theo sang ché dugc tao ra & cac ty 1€
mol khac nhau. Tirc 13, sb luong manh Fc va/hodc cu ndi duge lien két véi mot chét
tuong tu iﬁsulin khong bi gi6i han.

Ngoai ra, lién két cia ving Fc, ciu nbi nhét dinh, va chit tuong tu insulin
theo sang ché c6 thé bao gdm tét ca céc loai lién két ddng hoa tri va tit ca cac loai
lién két khoéng dong héa tri nhu lién két hydro, twong tac ion, luc van der Waals va

cac tuong tac ky nuéce khi ving Fc va chét twong tu insulin duge biéu hién duéi dang

-16-



32580

protein dung hop bing céch tai t6 hop di truyén. Tuy nhién, dbi véi hoat tinh sinh 1y
clia chit twong ty insulin, lién két ny t&t hon 1a dugc tao ra bang lién két dong héa
tri, nhung khong chi gi6i han & do.

Mat khac, vung Fc theo sang ché, ciu nbi nhit dinh va chét tuong tu insulin
c6 thé dugc lién két v6i nhau & ddu N hogc ddu C, va tét hon 14 & nhém tu do, va dic
biét 13, lién két cdng hoa tri c6 thé dugc tao ra & ddu amino, géc axit amin cua lysin,
gbc axit amin cta histidin, hoic gbc xystein tur do. |

Ngoai ra, lién két ciia viing Fc theo sing ché, cau nbi nhit dinh, va chét trong
tu insulin c6 thé dugc tao ra theo hudéng nhét dinh. Ttc 13, ciu nbi nay cé thé dugc
lién két v&i dAu N, ddu C hodc nhém tu do cua vung Fc globulin mién dich, va cling
c6 thé duoc lién két véi diu N, ddu C hoic nhém tu do cia chit twong tr insulin.

CAu ndi khong phai peptit c6 thé duoc lién két véi nhom amin déu N cuia
manh globulin mién dich, va khéng chi gidi han & gbc lysin hodc gdc xystein bét ky
ctia trinh tr manh globulin mién dich.

Ngoai ra, theo phuong 4n cu thé vé thé tiép hop chira chit tuong tu insulin,
du ciia polyme khong phai peptit c6 thé duoc lién két v6i gbe axit amin nodi hodc
nhém phén tng tr do c6 kha ning gin két véi nhém phan tng & diu cia polyme
khong phai peptit, ngoai dAu N ciia ving Fc globulin mién dich, nhung khong chi

gi6i han & do.

Theo sang ché, polyme khéng phai peptit c6 nghia 13 polyme tuong hop sinh
hoc bao gém hai hodc nhiéu don vi ldp duoc lién két v6i nhau, trong d6 cac don vi
13p duogc lién két bang lién két cong héa tri bit ky ngoai trir lién két peptit. Polyme
khong phai peptit nhu vy c6 thé c6 hai ddu hoic ba dau.

Polyme khong phai peptit c6 thé duoc sir dung trong sang ché nay cé thé dugc
chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme ctia etylen
glycol va propylen glycol, ruou polyhydric dugc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic,
polysacarit, dextran, ete polyvinyl etyl, polyme d& phan hiy sinh hoc, ching han
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PLA (poly(axit lactic)) va PLGA (axit polylactic-glycolic), polyme lipit, chitin, axit
hyaluronic, va hén hop cta ching, va t6t hon 13, polyetylen glycol. Céc din xut ctia
ching di dugc biét trong linh vuc v duoc chuyén gia trong linh vuc diéu ché dé
dang ciing dugc bao gdm trong pham vi clia sang ché nay.

Céu nbi peptit dugc sir dung trong protein dung hop thu duge bang phuong
phép dung hop cing khuén théng thudng cé han ché 13 né dé dang bi tach trén in-
vivo bang enzym phan giai protein, va do d6 khong thé dat duwoc hiéu qua ting thoi
gian ban thai cia hoat chit trong mau mét cach diy di bang chit mang nhu mong
doi. Tuy nhién, theo sang ché, thé tiép hop c6 thé dugc tao ra bang cach st dung ciu
nbi khong phai peptit ciing nhu ciu ndi peptit. Pdi v6i ciu ndi khong phai peptit,
polyme cé tinh chéng chiu enzym phén gii protein cé thé dugc sir dung dé duy tri
thoi gian ban thai cia peptit trong méu trong ty nhu véi chit mang. Do d6, polyme

.‘ khéng phai peptit bat ki c6 thé dugc sir dung ma khong c6 giéi han, chi cin né 13
polyme cé chirc ning néu trén, cu thé 13 polyme c6 tinh chdng chiu enzym phan giai
protein in-vivo. Polyme khong phai peptit c6 khéi lugng phén tir nim trong khoang
tir 1 @&én 100 kDa, va t6t hon 13, ndm trong khoang tir 1 dén 20 kDa.

Polyme khong phai peptit theo sang ché, dugc lién két véi ving Fe globulin
mién dich, c6 thé 1a mot polyme hodc hdn hop cac lbai polyme khéc nhau.

Polyme khong phai peptit duge sir dung theo sang ché c¢6 nhém phan tng c6
kha ning gin két véi ving Fe globulin mién dich va thudc chira protein.

Polyme khéng phai peptit ndy c6 nhém phan tmg & ca hai dau, tot hon 13 duoc
chon tir nhém bao gébm nhém aldehyt phan Gng, nhém propionaldehyt, nhém
butyraldehyt, nhém maleimit va din xuét sucxinimit. Din xuAt sucxinimit c6 thé 1
sucxinimidyl propionat, hydroxy sucxinimidyl, sucxinimidyl carboxymetyl, hodc
sucxinimidyl cacbonat. Pac biét 1a khi polyme khéng phai peptit c6 nhém aldehyt
phan tmg & c4 hai diu cta ching, n6 cé hiéu qua trong viée lién két & ca hai dau véi
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va globulin mién dich bing cic phan tmg khong dic

hiéu tbi thidu. San phim cubi cing duoc tao ra bang cach alkyl héa khir bang lién két
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aldehyt 13 8n dinh hon nhidu so v6i khi duoc lién két bing lién két amit. Nhém phan
trng aldehyt gin két chon loc v6i ddu N & d6 pH thip, va gin véi gbc lysin dé tao
thanh lién két cong héa tri & d6 pH cao, vi du nhu dd pH=9,0.

Céac nhém phan tng & ca hai dau ciia polyme khéng phéi peptit c6 thé gibng
nhau hodc khac nhau. Vi du, polyme khéng phai peptit ¢6 thé c6 nhém maleimit &
mot ddu va & ddu kia 13 nhém aldehyt, nhom propionaldehyt hodic nhém butyraldehyt.
Khi polyetylen glycol cé nhém hydroxy phan tmg & c4 hai ddu ciia n6 dugc st dung
13m polyme khéng phai peptit, thi nhém hydroxy niy c6 thé dugc hoat hoa thanh cac
nhém phén tmg khéc nhau bing cic phan tmg héa hoc di biét, hodc polyetylen
glycol c6 nhém phéan tmg cii bién c6 trén thi truong ¢ thé dugc st dung dé tao ra
thé tiép hop chira chit twong tu insulin don chudi theo sang ché.

Thé tiép hop chira chit twong tu insulin theo sang ché duy tri hoat tinh in vivo
cta insulin thf)ng thudong nhu chuyén hoa niang luong va chuyén héa duodng, va con
lam ting thoi gian ban thai trong mau clia chét twong tu insulin va ting rd rét thoi
gian hiéu luc in-vivo cia peptit, va do do, thé tiép hop nay 13 hitu ich trong viéc didu

tri bénh d4i théo dudng.

Trong mot vi du cla sang ché, da xac nhan rang chat twong tu insulin ¢6 4i luc
gan két vadi thu thé insulin giam the hién thoi gian ban thai in vivo cao hon nhiéu so
vé6i the tiép hop insulin nguyén thé, khi dugc lién két véi chat mang c6 kha ndng kéo

dai thoi gian ban thai in vivo (Fig. 6).

Theo mot khia canh khac, sang ché @& xuét ché phim insulin tac dung kéo dai
chira thé tiép hop chira chét trong tu insulin. Ché pham insulin tic dung kéo dai nay
c6 thé 13 ché phdm insulin tic dung kéo dai c6 thoi gian luu va d6 6n dinh in vivo
ting. Ché phim tac dung kéo dai nay cé thé 1a dugc phdm dé diéu tri bénh dai théo

dudng.
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Duoc phdm chira thé tiép hop theo sang ché c6 thé chira chit mang dugc dung.
Dé dung qua dudng miéng, chit mang duoc dung c6 thé bao gdm chét két dinh, chat
lam tron chay, chit phan 13, t4 dugc, chit lam ting d6 tan, chit phan tan, chit 6n
dinh, chét tao hén dich, chat mau, chét tao huong hodc cc chét twong tw. Ddi véi
ché phdm dé tiém, chit mang duoc dung c6 thé bao gdm chét dém, chét bao quan,
chét giam dau, ch-a?'tt Jam ting do tan, chit ding truong, va chét 6n dinh. Pbi véi ché
phdm dé dung tai chd, chit mang duoc dung c6 thé bao gbm chét nén, ta dugc, chit
1am tron chay, chit bdo quan hoic cc chit twong tir. Dugc phim theo sang ché nay
¢6 thé dugc biao ché thanh nhidu dang lidu cing v6i cac chit mang dugc dung néu
trén. Vi du, dé ding qua dudng miéng, dugc phim nay cé thé dugc bao ché thanh
vién nén, vién ngim det, vién nang, cdn thudc, hdn dich, xird hodc vién nhén. Péi-
v6i ché phim dé tiém, duoc phidm niy c6 thé duoc bao ché thanh éng don lidu hoic
vat chtra nhiéu liéu. Dugc phém nay cling co thé duoc bao ché thanh dang dung dich,
hén dich, vién nén, vién tron, vién nang va ché phim gii phéng duy tri.

Mit khac, cac vi du v& chit mang, t4 dugc va chét pha lodng thich hop dbi véi
ché phdm ndy bao gdm lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol,
erythritol, maltitol, tinh bdt, acaxia, alginat, gelatin, canxi phosphat, canxi silicat,
xenluloza, metylxenluloza, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, nufrc,
metylhydroxybenzoat, propylhydroxybenzoat, talc, magie stearat, diu khoang hoic
cac chét tuong tu. _

Ngoai ra, dugc phém nay co thé con chira chit don, cht chéng két tu, chét

1am tron chay, chit giir 4m, chit tao huong, chét khang khuén hoic cic chit twong tu.

. Sang ché con mé ta phuong phap didu tri bénh lién quan dén insulin, bao gébm
bude cho di twong cin diéu tri dung chit tuwong tu insulin hodc thé tiép hop chira
chit twong tu insulin.

Thé tiép hop theo sang ché 13 hitu ich trong viéc diéu trj bénh dai thdo dudng,

va do d6, bénh nay c6 thé duoc didu tri bing cach ding duoc phdm chira thé thiép
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hop nay.

Thuét ngit "dung", dugc st dung trong ban mo ta nay, c6 nghia 1a viéc cho
bénh nhan ding chit di dinh truéc bing phuong phép thich hop nhét dinh. Thé tiép
hop theo sang ché ¢ thé dugc ding qua cic dudng thong thudng bét ky, mién 12 n6
c6 thé dén duge mo6 mong mudn. Viéc dung trong mang bung, trong tinh mach, trong
co, dudi da, trong da, quaduémé miéng, tai chd, trong mili, trong phéi va trong truc
trang c6 thé duoc thuc hién, nhung séng ché khéng chi giéi han & cac dudng nay.
Tuy nhién, do cac peptit bi phin c4t khi dung qua dudng miéng, hoat chit trong ché
phém dé ding qua dudng miéng can duogc bao hodc dugc bao ché dé bao vé chéng
lai su phan huy trong da day. Tt hon 13, dugc phim nay c6 thé dugc ding & dang dé
tiém. Ngoai ra, dugc phdm nay cé thé dugc ding béng cach st dung mot sb thiét bi
c6 kha ning van chuyén hoat chit vao trong té bao dich.

Ngoai ra, dugc phim theo sang ché cé thé dugc xac dinh béi mot sd yéu b
lién quan bao gbém loai bénh can diéu tri, dudong dung, tudi, gi6i tinh, thé trong cia
bénh nhin va mirc 4§ nghiém trong ctia bénh, cling nhu béi loai hoat chit thudc. Do
duoc phdm theo sdng ché c6 thoi gian luu in vivo va do chuén tuyét voi, nén né cé

vu diém 13 1am giam dang ké tan sudt dimg dugc pham theo sang ché.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché d& xuit phuong phép tao ra thé tiép
hop chira chit twong tur insulin, bao gbm bude diéu ché chét tuong tu insulin; didu
ché chit mang; va cho chét twong tir insulin lién két voi chit mang.

Sang ché con mo ti phuong phép lam ting thoi gian ban thai in vivo bang
cach sir dung chét teong tu insulin hodc thé tiép hop chirta chét tuong tu insulin tao

ra duoc biang cach cho chat twong tur insulin lién két v6i chat mang.

Vi du thye hién sing ché
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Dudi day, sang ché s€ dugc md ta chi ti€t hon bang cac vi du. Tuy nhién, cac
vi du nay chi nham muyc dich minh hoa, va sang ché khong bi giéi han & cac vi du

nay.

Vi du 1: Tao vecto biéu hién chit twong tw insulin don chudi

Dé tao ra cac chét twong tu insulin, mdi :crong s6 chang c6 axit amin bién dbi
& chudi A hodc chudi B, bang cach sir dung vecto biéu hién insulin nguyén thé 1am
khuén mau, cdc oligonucleotit xudi va nguge dugce tdng hop (Bang 2), va sau do,
PCR dugc thuc hién dé khuéch dai mdi gen cua chét tuong tu.

Trong Bang 1 sau ddy, cac trinh tu axit amin dugc bién d6i & chudi A hosc
chudi B va tén chit twong tu dugc dua ra. Tic 13, chit trong tu 1 thé hién ring
glyxin thir 1 trén chudi A dugc thé bang alanin, va chat twong tu 4 thé hién ring

glyxin thir 8 trén chubi B dugc thé bing alanin.

Béng 1

Chét tuong tu Trinh ti duoc bién dbi
Chét tuong tur 1 AlG — A
Chét tuong tu 2 Al — A
Chét tuong tu 3 ABY — A
Chét tuong tu 4 BSG — A
Chat tuorng tu 5 B3G — A
Chét tuong tu 6 B#F — A
Chét twong tu 7 BEF — A
Chit tuong tur 8 AldY — E
Chét twong tu 9 AldY — N
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Céac doan moi @& khuéch dai chét twong tur insulin dugc dua ra trong Bang 2

sau.
Béang 2

Chét twong ti Trinh tw SEQ ID NO.
Chét tuong] 5 GGGTCCCTGCAGAAGCGTGCGATTGTGGAACAATGCTGT 3° |SEQ ID NO.1
Ll 5 ACAGCATTGTTCCACAATCGCACGCTTCTGCAGGGACCC 3 |SEQID NO.2
Chét tuong] 5 TCCCTGCAGAAGCGTGGCGCGGTGGAACAATGCTGTACC 3 |SEQID NO.3
tw 2 B GGTACAGCATTGTTCCACCGCGCCACGCTICTGCAGGGA 3° [SEQ ID NO.4
Chét tuong| B CTCTACCAGCTGGAAAACGCGTGTAACTGAGGATCC & SEQ ID NO.5
tu3 5 GGATCCTCAGTTACACGCGTTTTICCAGCTGGTAGAG 3 SEQ ID NO.6
Chét tuong | 5 GTTAACCAACACTTGTGTGCGTCACACCTGGTGGEAGCT &' |SEQ ID NO.7
tu 4 5 AGCTTCCACCAGGTGTGACGCACACAAGTGTTGGTTAAC 3 [SEQID NO.8
Chittuong | B CTAGTGTGCGGGGAACGAGCGTTCTTCTACACACCCAAG 3° [SEQID NO.9
() 5 CTIGGGTGTGTAGAAGAACGCTCGTTCCCCGLCACACTAG 37 |SEQ ID NO.10
Chét tuong | 5" GTAGTGCGGGGAACGAGGCGLGTTCTACACACCCAAGACC 3" {SEQ ID NO.11
tw 6 5 GATCTTGGGTGTGTAGAACGCGCCTCGTTCCCCGCACAC 3 {SEQID NO.12
Chit tuong | B TGCGGGGAACGAGGCTTCGCGTACACACCCAAGACCCGE 3 |SEQID NO.13
tuw 7 5 GCGGGTCTIGGGTGTGTACGCGAAGCCTCGTTCCCCGCA 37 |SEQ ID NO.14
Chit twong| 5 -CCAGCATCTGCTCCCTCGAACAGCTGGAGAACTACTG-S SEQ ID NO.15
tu 8 5’ -Cagtagttctecagetaticgagggageagatgetgg -3 SEQ ID NO.16
Chit twong E'~-CAGCATCTGCTCCCTCAACCAGCTGGAGAACTAC-3’ SEQ ID NO.17
tu9 5'-Gtagttctccagetgattgagagageagatgetg-3° SEQ ID NO.18

PCR dé khuéch dai chat tuong tu insulin dugc thuc hién duédi céc didu kién 12
95°C trong 30 gidy, 55°C trong 30 gidy, 68°C trong 6 phut trong 18 chu ky. Céc
ménhv chét tuong tu insulin thu dugc dudi cac diéu kién dugc cai xen vio vecto
- pET22b dé dugc biéu hién dudi dang thé vii ndi bao, va vecto biéu hién thu duoc
duogc goi 13 cac chit trong tur insulin pET22b 1 dén 9. Céc vecto biéu hién chira axit

nucleic ma hoa trinh tr axit amin ctia cac chat tuong ty insulin 1 dén 9 duéi su kiém
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soat cia trinh tu khéi dong T7, va cac protein chét tuong tu insulin dugc biéu hién
duéi dang thé vui trong céc té bao chi.

Trinh tu ADN va trinh tu protein cia cac chét twong tu insulin 1 dén 9 dugc
dua ra trong Bang 3 sau.

Béang 3

| Chit twong tw Trinh ty SEQ ID NO,
Chit trong | ApN TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GGC TCA CAC €76 6TG GAA GCT 19
tr 1 CTC TAC CTA GTG TGC GGG GAA CGA GGC TTC TTC TAC ACA CCC
AAG ACC CGC CGG GAG GLA GAG GAC CTG CAG GTG GGG CAG
GTG GAG CTG GGC GGG GGC CCT GOT GCA GGC AGL (TG CAG
CCC TTIG GCC CTG GAG GGG TCC (TG CAG AAG CGT GCG ATT GTG
GAA CAA TGC TGT ACC AGC ATC TGC TCC CTC TAC CAG CTG GAG
AAC TAC TGC AAC
Protein |Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu 20
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pra Lys Thr Arg Arg Glu Ala
Glu Asp Leu Gin Val Gly Gin Vai Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Ala lle Val
Glu Giny Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn
I ADN TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GG TCA CAC CTG GTG GAA GCT 21
CTC TAC CTA GTG TGC GGG GAA CGA GGC TTC TTC TAC ACA CCC
AAG ACC CGC COG GAG GCA GAG GAC (TG CAG GTG GGG CAG
GG GAG (TG GGT GGG GGC CCT GGT GCA GGC AGT CTG CAG
CCC TTG GCC TG GAG GGG TCC (TG CAG AAG CGT GGC GCG
GTG GAA CAA TGC TGT ACC AGC ATC TGC TCC CTC TAC CAG (TG
GAG AAC TAC TGC AAC
Protein |Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu 22
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Al
Glu Asp Leu Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ala Val
Glu Gln Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn
Chit tuong ' ApN TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GGC TCA CAC CTG GTG GAA GCT 23
te 3 CTC TAC CTA GTG TGL GGG GAA CGA GGC TTC TTC TAC ACA CCC
) AAG ACC CGC COG GAG GCA GAG GAC CTG CAG GTG GGG CAG
GTG GAG (TG GGC_ GGG GGC CCT GGT GCA GGC AGC (TG CAG
CCCTTG GCL CTG GAG GGG TCC CTG CAG AAG CGT GGC ATT GTG
GAA CAA TGC TGT ACC AGC ATC TGC TCC CTC TAC CAG CTG GAG
AAC GCG TGC AAC ‘
Protein |Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Va! Glu Ala Leu Tyr Leu 24
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tys Thr Pro Lys. Thr Arg Arg Glu Ala
Glu Asp Leu Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
Ser Leu-Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gliv Lys Arg Gly Ile Val
Glu Gln Cys Cys Thr Ser lle Tys Ser Leu Tyr Gn Leu Glu Asn Ala Cys
Asn

Chét twong
tu 2

-24-



32580

Chét twong
tu 4

ADN

TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GCG TCA CAC CTG GTG GAA GCT
CTC TAC CTA GTG TGC GGG GAA CGA GGC TTC TTC TAC ACA CCC
AAG ACC CGC (GG GAG GCA GAG GAC (TG CAG GTG GGG CAG
GTG GAG (TG GGC GGG GGC CCT GGT GLA GGC AGL (TG CAG
CCCTTG GEC CTG GAG GGG TCC (TG CAG AAG COT GGC ATT GTG
GAA CAA TGC TGT ACC AGC ATC T3C TCC CTC TAC CAG CTG GAG
AAC TAC TGC AAC

25

Protein

Phe Val Asn GIn His Leu Cys Ala Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala
Glu Asp Leu Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly He Val
Glu GlIn Cys Cys Thr Ser Hle Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asnt Tyr Cys
Asn

Chét tuong
tu s

' ADN

TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GGC TCA CAC €TG GTG GAA G(T
CTC TAC CTA GTG TGC GGG GAA (GA GCG TTC TTC TAC ACA CCC
AAG ACC CGC CGG GAG GCA GAG GAC (TG CAG GTG GGG CAG
GTG GAG CTG GGC GGG GGC CCT GGT GCA GGC AGC CTG CAG
CCCTTG GCLC CTG GAG GGG TCC CTG CAG AAG CGT GGC ATT GTG
GAA CAA TGU TGT ACC AGC ATC T3C TCC CTC TAC CAG (TG GAG
AAC TAC TG AAC

27

Protein

Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Ala Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala
Glu Asp Leu GiIn Val Gly GIn Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly Ile Val
Glu Gin Cys Cys Thr Ser He Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn

28

Chét tuong
tu 6

TTC GTT AAC CAA CAT TTG TGT GGC TCA CAC (TG GTG GAA GCT
CTC TAC CTA GTG TGC GGG GAA CGA GGC GCG TTC TAC ACA CCC
AAG ACC CGC CGG GAG GCA GAG GAC (TG CAG GTG GGG CAG
GTG GAG (TG GGL GGG GGC CCT GGT GCA GGL AGC (TG CAG
CCC TTG GCC CTG GAG GGG TCC CTG CAG AAG CGT GGC ATT GTG
GAA CAA TGC TGT ACC AGC ATC TGC TCC CTC TAC CAG CTG GAG
AAC TAC TGC AAC

29

Protein

Phe Vaf Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Ala Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala
Glu Asp Leu Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lle Val
Glu GIn Cys Cys Thr Ser He Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys

Asn

30
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Chittuong |'ADN |TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GGC TCA CAC CTG GTG GAA GCT| 31
tw 7 CTC TAL CTA GTG TGC GGG GAA CGA GGC TTC GCG TAC ACA CCC
AAG ACC CGC CGG GAG GCA GAG GAC CTG CAG GTG GGG CAG
GTG GAG (TG GGC GGG GOC CCT GGT GCA GGC AGTC (TG CAG
CCC TTG GCC TG GAG GGG TCC CTG CAG AAG CGT GGC ATT GTG
GAA CAA TGC TGT ACC AGC ATC TGC TCC CTC TAC CAG CTG GAG
AAC TAC TGC AAC
Protein |Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu 32
Val Cys Gly Giu Arg Gly Phe Ala Tyt Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala
Glu Asp Leu Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly lle Val

Glu GIn Cys Cys Thr Ser lte Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn

TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GG TCA CAC CTG GTG GAA GCT 33
CTC TAC CTA GTG TGC GGG GAA CGA GGC TTC TTC TAC ACA C(CC
Chit twong AAG ACC COC COG GAG GCA GAG GAC (TG CAG GTG GGG CAG
ADN  iGTG GAG CTG GGL GGG GGL TCT GGT GCA GGC AGC CTG CAG

CCCTTG GCC CTG GAG GGG TCC CTG CAG AAG CGT GGC ATT GTG
GAA CAA TGC TGT ACC AGC ATC TGC TCC CTT GAA CAG (TG GAG
AAC TAC TGC AAC TGA

Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu 34
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr The Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala
Giu Asp Leu Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
Ser Leu GIn Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lle Val
Glu Gln Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Glu GIn Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn

TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GGC TCA CAC CTG GTG GAA LT 3
CTC TAC (TA GTG TGC GGG GAA COA GGU TTC TTC TAC ACA CCC
Chét tuong AAG ACC CGEC GG GAG GCA GAG GAC CTG CAG GTG GGG CAG
i w9 | ADN |GTG GAG CTG GGC GGG GGC CCT GGT GLA GGC AGC (TG CAG

CCT TTG GCL CTH GAG GGG TCC CT6 CAG AAG (GT GGC ATT GTG
GAA CAA TGT TOT ACC AGC ATC TQL TCC CTC AAC CAG (TG GAG
AAC TAC TGC AAC TGA

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu 36
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr The Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala
Glu Aspr Leu Gin Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly

. tu 8

Protein

(S
(€2

Protein
Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lle Val

Glu Gln Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Asn Gin Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn

Vi du 2: Biéu hién peptit dung hop chit twong tir insulin t4i td hop

Viéc biéu hién cac chit tuong tu insulin tai td hop dugc thuc hién duédi su
kiém soat cia trinh tu khéi dong T7. E.coli BL21-DE3 (E. coli B F-dem ompT

hsdS(rtB-mB-) gal ADE3); Novagen) duoc bién dbi bing mdi trong sb cac vecto biéu
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hién chét tuong ty insulin tai td hop. Viéc bién dbi dugc thuc hién theo quy trinh
thye hién duoc khuyén cdo (Novagen). Cac khuén lac don dugc bién ddi bang mdi
vecto biéu hién tai td hop duoc thu lai va gdy nhiém trong canh 2X Luria Broth (LB)
chtra ampicillin (50 pg/ml) va duge nudi cdy & nhiét d6 37°C trong 15 gio. Mbi
trudng canh nudi cdy ching tai tb hop va méi truong 2X LB chira 30% glyxerol
duge tron & ty 18 1:1 (thé tich/thé tich). Mbi 1 ml duoc phan phdi vao éng cryo va
dugc bdo quan & nhiét d6 -140°C, cac 6ng nay duoc st dung lém nguén du tri t& bao
dé san xuat protein dung hop tai tb hop.

Dé biéu hién chit twong tu insulin tai t5 hop, 1 lo ctia mbi ngudn du trit t€ bio
dugc 13m tan d4 va dugc gdy nhiém trong 500 ml canh 2X Luria Broth, va dugc nudi
chy két hop 1ic & nhiét d6 37°C trong 14~16 gid. Viéc nudi cdy dugc ngimg lai khi
OD600 dat t6i 5,0 hodc cao hon. Canh nuéi cdy duge st dung 1am canh nudi cdy
mam. Canh nudi cdy mam ndy duoc giy nhiém vao thing 1én men dung tich 50 1
(MSJ-U2, B.E.MARUBISHI, Nhit Ban) chira 17 | mdi trudng 1én men, va qua trinh
1én men thing déu tién duoc khéi dong. Cac didu kién nudi cdy dugc duy tri & nhiét
d6 37°C, tbc d6 ludng khi 13 20 Uphat (1 vvm), téc d6 khudy 1a 500 vong/phit, va &
d6 pH 6,70 bang cach st dung dung dich amoniac 30%. Qu4 trinh 1én men dugc thuc
hién & ché 6 mé c6 cip dinh dudng bing cach bd sung dung dich nuéi dudng, khi
chit dinh dudng bi can kiét trong canh nudi céy. Su sinh truéng cia ching dugc
giam st bang gia tri OD. IPTG duogc dua vao véi ndng db cubi 12 500 puM, khi gia tri
OD cao hon 100. Sau khi dua vao, viéc nudi cdy dugc thuc hién tiép trong khoang
23~25 gid. Sau khi két thac viéc nudi ciy, cac ching tai t6 hop duoc thu lai béng

cach ly tAm va dugc bao quén & nhiét do -80°C cho dén khi st dung.

Vi du 3: Thu hédi va tai gAp cuén chit twong tw insulin tdi t6 hop

Dé thay ddi cac chit twong tu insulin tai t hop dugc biéu hién trong vi du 2
thanh cac dang hoa tan, cac t& bao duoc pha vd, sau d6 tai gip cudén. 100 g (khdi

luong 4m) cia hat té bao duoc tao hdn dich lai trong 1 1 dung dich dém gay tan (50
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mM Tris-HCI (d¢ pH 9,0), 1 mM EDTA (d6 pH 8§,0), 0,2 M NaCl va 0,5% Triton X-
100). Céc t& bao dugc pha v& bing cach sir dung thiét bi xir Iy vi 16ng héa M-110EH
" (AC Technology Corp. Model M1475C) & 4p suét van hanh 14 15.000 psi. Sau d9,
dich tan té bao di bi pha v3 dugc ly tim & 7.000 vong/phut va 4°C trong 20 phut.
Loai b6 dich ndi va tao hdn dich lai c4c hat trong 3 1 dung dich dém rira (0,5% Triton
X-100 va 50 mM Tris-HCI (d6 pH 8,0), 0,2 M NaCl, 1 mM EDTA). Sau khi ly tdm &
7.000 vong/phut va 4°C trong 20 phut, tao hon dich lai céc hat té bao trong nﬁéc cét,
tiép theo ly tdm theo cach giéng nhu trén. Hat thu dugc tir d6 duoc tao hdn dich lai
trong 400 ml dung dich dém (1 M Glyxin, 3,78 g Xystein-HCI, d¢ pH 10,6) va khudy
& nhiét d6 phong trong 1 gir. D& thu lai chét twong tu insulin tai t hop da tao hdn
dich lai, 400 ml ure 8M duoc bd sung va khudy & nhiét do 40°C trong 1 git. Dé tai
gip cudn chit trong tu insulin tai t6 hop hoa tan, tién hanh ly tdm & 7.000 vong/phit
va 4°C trong 30 phut, va thu dich ndi. 2 1 nuéc cit duge bd sung vao d6 bang cach st
dung bom nhu dong & tbe d6 dong 12 1000 ml/gi& ddng thoi khudy & nhiét 4o 4°C

trong 16 gio.

Vi du 4: Tinh ché bing sic ky oin két cation

M?}u duoc tai gé.p cudn .du'o'c nap lén trén cdt Source S (GE healthcare) dugc
13m cAn bing bing dung dich dém natri xitrat 20 mM (d6 pH 2,0) chira etanol 45%,
va sau do, rira giai protein twong tu insulin trong 10 thé tich cot véi gradient tuyén
tinh tir 0% dén 100% dung dich dém natri xitrat 20 mM (d6 pH 2,0) chira kali clorua
0,5 M va etanol 45%.

Vi du 5: Xir I¥ bing trypsin va carboxypeptidaza B

Céc mubi duoc loai bé khéi cac miu ria giai b'fmg cach st dung cot tach
mubi, va dung dich dém nay duoc trao ddi bang dung dich dém (10 mM Tris-HCI,
d6 pH 8,0). Dbi véi protein miu thu duge, trypsin trong g véi 1000 ty 1& mol va

carboxypeptidaza B trong tmg véi 2000 ty 16 mol dugc bd sung, va sau do, khudy &
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nhiét 46 16°C trong 16 gid. Dé két thic phan tng, natri xitrat 1 M (d6 pH 2,0) dugc

-sfx dung dé 1am giam d6 pH xuébng 3,5.

Vi du 6: Tinh ché bing sic ky gin két cation

M3u d3 phan tmg dugc nap lén trén c6t Source S (GE healthcare) dugc lam
can bing bang dung dich dém natri xitrat 20 mM (dd pH 2,0) chira etanol 45%, va
sau do, rfra gi4i protein trong tu insulin trong 10 thé tich cot véi gradient tuyén tinh
tir 0% dén 100% dung dich dém natri xitrat 20 mM (d6 pH 2,0) chta kali clorua 0,5
M va etanol 45%.

Vi du 7: Tinh ché bing sic k{ gin két anion

Céc mubi dugce loai bo khoi mAu rira giai bing cach sir dung cot tich mubi, va
dung dich dém ndy dugc trao dbi bing dung dich dém (10 mM Tris-HCI, d6 pH 7,5).
Dé tach chét twong tu insulin tinh khiét khoi méu thu duge trong vi du 6, miu nay
dugc nap 1é€n trén ct trao dbi anion (Source Q: vGE healthcare) dugc 1am cin bang
béng dung dich dém Tris 10 mM (d6 pH 7,5), va protein tuong tu insulin duoc riua
giai trong 10 thé tich cot v6i gradient tuyén tinh tir 0% dén 100% dung dich dém Tris
10 mM (d6 pH 7,5) chira natri clorua 0,5 M. |

Do tinh khiét cua chit twong tir insulin tinh ché dugc dugc phan tich bing
cach dién di protein (SDS-PAGE, Fig. 1) va sic ky cao 4p (HPLC) (Fig. 2), va cac
bién ddi axit amin dugc nhan dién biang cach 1ap ban db peptit (Fig. 3) va phan tich

khéi lugng phan tir ctia mdi pic.

Két qua 13, mdi chit twong tir insulin dugc tim thiy c6 su bién d6i mong

muon trong trinh tu axit amin cta né.
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Vi du 8: Tao thé tiép hop chira chit twong tw insulin (s6 7)-Fc globulin mién
dich

D& PEG hoa diu N trén chudi beta cia chit trong tur insulin bang cach sir
dung 3.4 K ALD2 PEG (NOF, Nhit Ban), chét tuong tu insulin va PEG duoc cho
phan tng & ty 18 mol 13 1:4 véi ndng dd chit twong tu insulin 12 5 mg/ml & nhiét do
4°C trong khoang 2 gid. Lic nay, phan tmg dugc thuc hién trong natri xitrat 50 mM
& d6 pH bing 6,0 va isopropanol 45%. Natri xyanoborohydrua 3,0 mM dugc bd sung
lam chét khir va dugce dé cho phan tng. Dung dich phan tng duge tinh ché bang cot
SP-HP (GE Healthcare, USA) bing cach sir dung dung dich dém chira natri xitrat (40
pH 3,0) va etanol 45%, va gradient ndng do KCl.

Dé tao ra thé tiép hop chira cht twong tu insulin-manh Fe globulin mién dich,
chét trong tu insulin dugc PEG héa mdt lan di tinh ché va manh Fc globulin mién
dich du’gc cho phan tmg & ty 1 mol ndm trong khoang tir 1:1 dén 1:2 va & nhiét do
25°C trong 13 gid, v6i tong ndng do protein khoang 20 mg/ml. Luc nay, diéu kién
dung dich dém phan tng 1a HEPES 100 mM & d6 pH 8,2, va natri xyanoborohydrua
20 mM 1am chét khir duge bd sung vao d6. Do do, PEG duoc gén két v6i diu N cia
manh Fc.

Sau khi phan tmg két thic, dung dich phan tung duqé nap 1én trén cot Q HP
(GE Healthcare, USA) cung v6i dung dich dém Tris-HCI (d6 pH 7,5) va gradient
ndng d6 NaCl dé tich va tinh ché manh Fc globulin mién dich va chét tuong tu
insulin dugc PEG héa mot 14n khong phan tmg.

Sau d6, Source 15ISO (GE Healthcare, USA) dugc sir dung 1am cot thir hai dé
loai manh F¢ globulin min dich con lai va thé tiép hop, trong d6 hai hodc nhidu chat
twong ty insulin dugc lién két véi manh Fc globulin mién dich, tir d6 thu dugc thé
tiép hop chira chit twong tir insulin-manh Fc globulin miénvdich. Luc nay, viéc rua
giai dugc thuc hién bing cach str dung gradient ndng do cia Tris-HCI chira amoni
sulfat (d6 pH 7,5), va thé tiép hop chta chét twong tu insulin-Fc globulin mién dich
rira giai dugce dugc phan tich bang cach dién di protein (SDS-PAGE, Fig. 4) va sac
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ky cao 4p (HPLC) (Fig. 5). Két qua 13, thé tiép hop tim duge c6 do tinh khiét gan
99%.

Vi du 9: So sanh &i lrc gin két véi thu thé insulin giia insulin nguyén thé, chit

twong tw insulin, thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién dich, va thé

tiép hop chira chét twong tw insulin-Fe globulin mién dich

Dé do 4i luc gin két v6i thu thé insulin cta thé tiép hop chira chét tuong tu
insulin-Fc globulin mién dich, st dung cong huéng plasmon bé miat (SPR,
BIACORE 3000, GE healthcare) dé phan tich. C4c thu thé insulin dugc giir ¢b dinh
trén chip CM5 bang cach ghép cip amin, va dua mot cach doc 1ap cac dich pha lodng
5 14n hodc nhidu hon cta insulin nguyén thé, chat twong tu insulin, thé tiép hop
insulin nguyén thé-Fc globulin mién dich, v thé tiép hop chta chit twong tu insulin-
Fc globulin mién dich ’véo. Sau do, ai luc gén két voi thu thé insulin ctia mdi chét
dugc kiém tra. Ai luc gén két ctia mdi chit dugc tinh b?mg cach st dung phén mém
BlAevaluation. Luc nay, mé hinh duoc sir dung 13 gin két Langmuir 1:1 v6i do 1éch
so v6i dudng nén.

Két qua 13, so v&i insulin cia ngudi, cht twong tu insulin (sb 6) c6 ai luc gin
két voi thy thé 13 14,8%, chét twong tu insulin (s6 7) c6 4i luc gin két véi thy thé 1
9,9%, chét trong tu insulin (s6 8) ¢6 4i luc gin két véi thu thé 12 57,1%, chit trong
tu insulin (s6 9) ¢6 &i luc gin két véi thu thé 13 78,8%, thé tiép hop insulin nguyén
thé-Fc globulin mién dich c6 4i luc gin két véi thu thé 1a 3,7-5,9% tuy thudc vao
viéc chay thir nghiém, thé tiép hop chita chét tuong tu insulin (s6 6)-Fc globulin
mién dich ccé ai luc gén két véi thu thé 13 0,9% hoiic nhé hon, thé tiép hop chira chét
tuong tu insulin (s§ 7)-Fc globulin mién dich c6 i luc gin két véi thu thé 1 1,9%,
thé tiép hop chira chét twong tu insulin (sé 8)-Fc globulin mién dich c6 i lyc gan két
v6i thu thé 13 1,8%, va thé tiép hop chira chit twong tu insulin (s6 9)-Fc globulin
mién dich c6 ai luc gin két v6i thu thé 13 3,3% (Bang 4). Nhu viy, quan st thiy ring

cac chat tuong tu insulin theo sang ché c6 4i luc gén ket véi thy thé insulin gidm so
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v6i insulin nguyén thé, va thé tiép hop chira chét tuong tu insulin-Fc globulin mién

dich ciing c6 ai luc gan ket vai thu thé insulin dugce giam dang keé.

Bang 4
So sanh ai luc gan két véi thu the insulin
Thﬁ' A 4 i T 2
. _ Tén chat ks (1/Ms, X10%) ke (17, X107%) Kp (aM)
nghiém
s6
Thir Insulin ciia ngudi nguyén thé 221 (100%) 7,47 (100%) 35,05 (100%)
nghiém Chiét twong tir insulin (s6 6) 0,28 (12,6%) 6,60 (88,4%) 237,0 (14,8%)
Thir Insulin ctia ngudi nguyén thé 2,29 (100%) 10,1 (100%) 46,1 (100%)
nghiém|  Th¢ tiép hop insulin nguyén thé-Fe globulin mién dich 0,09 (3,9%) 7.8 (7172%) 781,3 (5,9%)
2 Thé tiép hop chira chit tuong tir insulin (sb 6)-Fc globulin 0,02 (0,9%) 10,1 (100%) 5260,0 (0,9%)
Thir Insulin ciia ngudi nguyén thé 1,76 (100%) 10,73 (100%) 63,47 (100%)
nghiém Chét trong tur insulin (s6 7) 0,14 (7,8%) 8,34 (77,7%) 642,0 (9,9%)
3 Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién dich 0,05 (2,7%) 5,85 (54,5%) 1236,67 (5,1%)
Thé tiép hop chira chit trong tu insulin (s6 7)-Fc globulin 0,02 (1,3%) 7,20 (67,1%) 3270,0 (1,9%)
Thir Insulin clia ngudi nguyén thé 2,9 (100%) 12,4 (100%) 42,0 (100%)
nghiém Chét twong ti insulin (sb 8) 1,78 (60,0%) 12,9 (104,6%) 73,4 (57,1%)
4 Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién dich 0,06 (2,1%) 6,9 (56,1%) 1140,0 (3,7%)
Thé tiép hop chira chit twong tu insulin (sé 8)-Fc globulin 0,03 (0,9%) 6,4 (51,6%) 2320,0 (1,8%)
Thir Insulin ciia ngudi nguyén thé 2,0 (100%) 9,7 (100%) 50,4 (100%)
nghiém Chét turong tur insulin (s 9) 1,85 (92,5%) 11,9 (122,5%) 64,0 (78,8%)
5 Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién dich 0,09 (4,3%) 7,4 (76,5%) 862,0 (5,9%)
Thé tiép hop chira chit twrong tir insulin (s6 9)-Fc globulin 0,05 (2,4%) 7.3 (75,0%) 1536,7 (3,3%)

Vi du 10: So sanh hiéu hrc in-vitro oiita thé tiép hop insulin nguyén thé-Fe

slobulin mién dich, va thé tiép hop chira chit twong tw insulin-Fc globulin mién

dich
Pé danh gia hiéu luc in vitro cta thé tiép hop chtra chit trong tu insulin-Fc

globulin mién dich, té bao tao m& 3T3-L1 biét hoéa co nguf‘m géc tir chu6t nhit duogc

-32-



32580

st dung dé thir nghiém su hép thu glucoza hoic su tdng hop lipit. Cac té bao 3T3-L1
duoc nudi cdy cip hai trong DMEM (moi trudng Eagle bién dbi ctia Dulbeco, Gibco,
Cat.No, 12430) chtta NBCS (huyét thanh bé méi sinh) 10% hai 1in hodc ba 14n mot
tudn, va duge duy tr. Cac té bao 3T3-L1 dugce tao huyén phu trong méi trudng biét
héa (DMEM chtra FBS 10%), va sau d6, duoc giy nhidm & mat 4o 5 x 10* mdi 18
trong dia 48 15, va dugc nudi ciy trong 4>8 gidr. D& biét hoa té bao tao md, 1 pg/ml
insulin cua ngudi (Sigma, Cat. No. 19278), 0,5 mM IBMX (3-isobutyl-1-
metylxanthin, Sigma, Cat. No.I5879), va 1 pM dexametason (Sigma, Cat. No.
D4902) duge tron v6i moi trudng biét hoa, va 250 pl hdn hop duge bd sung vao mdi
13, sau khi méi trudmg trude d6 dugc loai bo. Sau 48 gid, mdi truong ndy duge thay
thé bang moi trxiémg biét héa chi duoc bd sung 1 pg/ml insulin ctia ngudi. Sau do,
trong khi mdi trudng nay dugce thay thé bang moi trudng biét héa dugc bd sung 1
pg/ml insulin cﬁé ngudi mdi 48 gio, kiém tra qua triph biét héa té bao tao md trong
7-9 ngay. Dé thir nghiém sy hap thu glucoza, cic té bao biét hoa duoc rira bing moi
truong DMEM khong chtra huyét thanh mot 14n, va sau d6, bd sung 250 pl dé gay ra
su giam huyét thanh trong 4 gid. Méi trudng DMEM khéng chira huyét thanh duoc
stt dung dé tién hanh pha lodng lién tiép 10 1dn dbi v6i insulin ngudi tir 2 pM dén
0,01 pM, va déi véi thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién dich va thé tiép
hop chira chit twong tr insulin-Fc globulin mién dich tir 20 pM dén 0,02 pM. Mdi
250 pl mAu diéu ché duge duge bd sung vio cac té bao, va dugc nudi ciy trong ti G
5% CO, & nhiét d6 37°C trong 24 gitr. Pé do lwong glucoza du trong moi trudng sau
khi @, 200 pl méi trudng duge 14y va duge pha lodng 5 14n bang D-PBS, tiép theo
bang thir nghiém GOPOD (GOPOD Assay Kit, Megazyme, Cat. No. K-GLUC). Dua
~ trén hé s6 hép thy cia dung dich chuén glucoza, néng do glucoza con lai trong moi
truomg duge chuyén dbi, va cac gia tri EC50 dbi véi su hép thu glucoza ciia thé tiép
hop insulin nguyén ﬁé—Fc globulin mién dich va thé tiép hop chira chit turong tu
insulin-Fc globulin mién dich 14n hrot duge tinh.

Két qua 13, so véi insulin ctia ngudi, thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
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globulin mién dich ¢6 mirc dd hip thu glucoza 13 11,6%, thé tiép hop chira chit
tuong ty insulin (s6 6)-Fc globulin mién dich c6 mirc d6 hép thu glucoza 13 0,43%,
thé tiép hop chira chit twong ty insulin (s6 7)-Fc globulin mién dich c6 mtrc d6 hip
thu glucoza 12 1,84%, thé tiép hop chira chit tuong tir insulin (s6 8)-Fc globulin mién
dich c6 mtrc do hp thu glucoza 13 16,0%, thé tiép hop chira chit twong tur insulin (s
_ 9)-Fc globulin mién dich ¢6 muc d6 hép thu glucoza 151' 15,1% (Bang 5). Nhu vay,
quan sat thiy ring thé tiép hop chira chét twong tu insulin (sb 6)-Fc globulin mién
dich va thé tiép hop chira chit twong tir insulin (s6 7)-Fc globulin mién dich theo
sang ché c6 d6 chuén in vitro giam dang ké so véi thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
globulin mién dich, va thé tiép hop chita chit tuong tu insulin (sé 8)-Fc globulin
mién dich va thé tiép hop chira chit trong ty insulin (s6 9)-Fc globulin mién dich c6
d6 chudn in vitro twong ti nhu cia thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién

dich.

Bang 5
Thtr Tén chit Mizc d6 hip thu glucoza
nghiém (so v&i insulin nguyén thé)
Thu Insulin ciia ngudi nguyén thé 100%
nghiém FORY . . A SRR
Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién 11,6%
1
Thé tiép hop chira chét tuong tu insulin s6 6-Fc 0,43%
Thé tiép hop chira chat tuong tu insulin s6 7-Fc 1,84%
Thir " Insulin ciia ngudi nguyén thé 100%
nghiém | Th4 i&p hop insulin nguyén thé-Fe globulin mién 15,2%
2 2 r r : r
Thé tiép hop chira chat tuong tu insulin so 8-Fc 16,0%
Thix Insulin ctia ngudi nguyén thé 100%

-3Y-



32580

nghiém | Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién 11,7%
3 Thé tiép hop chira chit tvong ti insulin s6 9-Fc 15,1%

Vi du 11: Dwoc _dong hoc cua thé tiép hop chita chit twong tw insulin-Fc

globulin mién dich

Pé kiém tra dugc dong hoc cua thé tiép hop chira chét fuong tu insulin-Fc
globulin mién dich, néng d6 trong mau cia ching theo thdi gian dugc so sanh &
chudt cbng binh thudong (chudt céng SD, duc, 6 tudn tubi) dugc 1am thich (mg trong
5 ngay véi thir nghiém. 21,7 nmol/kg thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc globulin
mién dich va 65,1 nmol/kg thé tiép hop chira chét twong tur insulin-Fc globulin mién
dich 13n lugt dugce tiém dudi da. Méau dugc 14y & cac thoi diém 0, 1, 4,' 8,24, 48, 72,
96, 120, 144, 168, 192, v 216 giv. O mbi thoi diém, ndng d6 trong mau cua thé tiép
hop insulin nguyén thé-Fc globulin mién dich va thé tiép hop chira chit twong tue
insulin-Fc globulin mién dich dugc do b?mg thir nghiém hép thu mién dich duoc lién
két v6i enzym (ELISA), va Insulin ELISA (ALPCO, USA) dugc sir dung 1am b kit.
Tuy nhién, thé tiép hop IgG4 HRP cua chudt nhit khang nguoi (Alpha Diagnostic
Intl, Inc, USA) duoc st dung 1am khang thé phat hién.

Céc két qua danh gia dugc dong hoc ciia thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
globulin mién dich va thé tiép hop chira chét tuong tu insulin-Fc globulin mién dich
chimg to ring ndng do trong méau cia ching ting ty 1€ véi ndng d6 dung cta ching,
va thé tiép hop éhl’Ia chét tuong tur insulin-Fc globulin mién dich cé i luc gan két
v6i thy thé insulin thdp thé hién thoi gian ban thai ting cao so véi thé tiép hop

insulin nguyén thé-Fc (Fig. 6).
Céc két qua ndy goi ¥ rang khi cic chit twong tu insulin theo sang ché duoc

bién doi dé c6 ai luc gin két véi thy thé insulin gidm dugce lién két v6i vung Fe

globulin mién dich @ tao ra thé tiép hop, thi thé tiép hop nay c6 thé dugc cung chp
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dudi dang ché phdm insulin dn dinh do thoi gian ban thai trong méu in vivo ting
déng ké, va do d6, dugc st dung mdt cach hiéu qua lam chét tri liéu cho bénh dai
thdo dudng. Ngoai ra, do ban than cac chit twong tir insulin theo sang ché ciing c6 4i
luc gén két v6i thu thé insulin gidm va d6 chuén giam, nén cac chét tuong tu insulin
nay ciing thé hién tic dung trong tw mic di chung duoc lién két véi nhidu chét

mang khéc.

Dua vao phin mé ta néu trén, cic chuyén gia trong linh vuc k¥ thuit nay s&
biét rd réng cAc cai bién va thay d8i khac nhau c6 thé dugc thuc hién ma khong vuot
qua pham vi va ¥ tudng cia sang ché. Do d6, can hiéu ring phuong 4n néu trén
khong mang tinh gigi han, ma minh hoa & tAt ca céc khia canh. Pham vi cua sang ché
duoc xac dinh bdi yéu ciu bao ho kém theo chir khong phai boi phén md t4 trudce né,
va do do, tat ca céc thay ddi va cai bién nim trong gidi han va pham vi ctia yéu cau
bao hd, hodc cac phuong an c6 gidi han va pham vi tuong duong dugc du dinh bao

gom trong yéu ciu bao hg.
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YEU CAU BAO HO

1. Chét twong tur insulin c6 chuin d6 insulin gidm so véi dang nguyén thé, trong d6
chét trong tu insulin ndy ¢ chudi A 1 SEQ ID NO: 37 va chudi B 1a SEQ ID NO:
38 ngoai trir thay thé axit amin thtr 14 (tyrosin) trén chudi A bing axit glutamic hodc

asparagin.

2. Chét tuong tur insulin theo diém 1, trong d6 chun d6 insulin gidm 13 do 4i luc gén

két véi thy thé insulin giam.,

3. Chét twong tu insulin, trong d6 chét twong tu insulin nay cé trinh tu 13 SEQ ID
NO: 34 hoac 36. |

4. Th8 tiép hop chira chit twong tu insulin, trong d6 (i) chit twong tu insulin theo
diém bat ky trong sb céc didm tir 1 dén 3 dugc lién két véi (ii) mot nguyén liéu
tuong hop sinh hoc dugc chon tr nhém bao gdm polyetylen glycol, axit béo,
cholesterol, albumin va méanh cta né, nguyén liéu gin két albumin, polyme gdm céc
don vi 13p c6 trinh tr axit amin cu thé, khang thé, manh khang thé, nguyén liéu gén
két FcRn, mo lién két in vivo hodc dan xudt ciia né, nucleotit, fibronectin, transferin,
sacarit, v polyme 1am chit mang c6 kha ning kéo dai thoi gian béan thai in vivo cla

chét twong tur insulin.
5. Thé tiép hop chira chét tuong tu insulin theo diém 4, trong d6 chét twong tu
insulin va nguyén li€u tuong hgp sinh hoc dugc lién két v6i nhau thong qua cau ndi

1a peptit hodc polyme khong phai peptit.

6. Thé tiép hop chira chit tuong tur insulin theo diém 4, trong d6 nguyén lidu gin két

FcRn 13 ving Fc globulin mién dich.
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7. Thé tiép hop chira chét twong tu insulin theo diém 5, trong d6 (i) chét tuong tur
insulin theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3 duoc lién két véi (ii) ving Fc
globulin mién dich thong qua (iii) cdu ndi peptit hodc ciu ndi khéng phai peptit dugc
chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropyleh glycol, copolyme cua etylen
glycol-propylen glycol, rugu polyhydric dugc polyoxyetyl hoéa, rugu polyvinylic,
polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme dé phan hity sinh hoc, c4c polyme

lipit, kitin, axit hyaluronic, va hdn hop cta chiing.

8. Thé tiép hop chira chét tudng ty insulin theo diém 7, trong d6 ciu néi khéng phai

peptit duoc lién két v6i ddu N trén chudi B cia chit tuong tu insulin.

9. Thé tiép hop chira chit twong tu insulin theo diém 7, trong d6 ci hai diu cla
polyme khéng phai peptit 14n luot dugc lién két véi ddu N ciia ving Fc globulin
mién dich va nhém amin dau N cuia chét trong tu insulin hodc nhom &-amino hodc

- nhém thiol ciia gdc lysin noi trén chudi B.

10. Thé tiép hop chira chét twong tu insulin theo diém 7, trong d6 ving Fc globulin

mién dichkh@ng dugce glycosyl héa.
11. Thé tiép hop chira chét twong tu insulin theo diém 7, trong d6 ving Fc globulin
mién dich dugc ciu thanh tr 1 mién dén 4 mién dugc chon tir nhém bao gém cac

mién CHI, CH2, CH3 va CH4.

12. Thé tiép hop chtra chét twong tu insulin theo diém 7, trong d6 ving Fc globulin
mién dich 13 viing Fc ¢6 ngudn gbc tir IgG, IgA, IgD, IgE hoic IgM.

13. Thé tiép hop chtra chit trong tu insulin theo diém 12, trong d6 mdi mién cua

ving Fc globulin mién dich 13 mién thé lai ctia cdc mién cé ngudn goc khic nhau va
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c¢6 ngudn gbc tir globulin mién dich dugc chon tir nthém bao gém IgG, IgA, IgD, IgE
va IgM.

14. Thé tiép hop chira chit tuong tir insulin theo diém 7, trong d6 ving Fc globulin

mién dich con bao gdm viing ban 1€.

15. Thé tiép hop chira chét twong tu insulin theo diém 12, trong d6 meg Fc globulin
mién dich 13 dime hodc multime duoc cdu thanh tir globulin mién dich don chudi bao

gdm cac mién c6 cung nguodn goc.

16. Thé tiép hop chira chét twong tw insulin theo diém 12, trong d6 ving Fc globulin

mién dich 13 viing Fc IgG4:

17. Thé tiép hop chira chit twong tr insulin theo diém 16, trong d6 ving Fc globulin

mién dich 14 ving Fc khong duogc glycosyl héa c6 ngudn gbc tir IgG4 ciia ngudi.

18. Thé tiép hop chira chit twrong tu insulin theo diém 7, trong 6 nhém phan {ing
cﬁa.cz‘”iu ndi khong phai 4peptit dugc chon tir nhém bao gébm nhém aldehyt, nhém
propionaldehyt, nhém butyraldehyt, nhém maleimit, va din xuAt sucxinimit.

19. Thé tiép hop chtra chit twong tu insulin theo diém 18, trong d6 din xuét
sucxinimit 13 sucxinimidyl propionat, sucxinimidyl carboxymetyl, hydroxy

schinimidyl, hodc sucxinimidyl cacbonat.

20. Thé tiép hop chtra chét twong tu insulin theo diém 7, trong d6 cau ndi khong phai

peptit 6 nhém aldehyt phan Gng & ca hai dau ctia né.

21. Ché phim insulin tic dung kéo dai c6 thoi gian luu va d§ 6n dinh in vivo céi
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thién, chira thé tiép hop chira chit trong tu insulin theo diém 4.

22. Phuong phép tao ra thé tiép hop chira chét twong tu insulin theo diém 4, bao gébm
bude: lién két chit trong tir insulin vOi nguyén liéu tuong hop sinh hoc dugc chon tir
nhém bao gdm polyetylen glycol, axit béo, cholesterol, albumin va manh ciia nd,
nguyén lidu gén két albumin, polyme gdm cac don vi lip c6 trinh tir axit amin cu thé,
khang thé, manh khéng thé, nguyén liéu gin két FcRn, mé lién két in vivo hodc din |
xuét ciia né, nucleotit, fibronectin, transferin, sacarit, va polyme lam chit mang c6

kha ning kéo dai thoi gian ban thai in vivo clia chit twong t insulin.
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<400> 1

gggtccctgce agaagcgtgc gattgtggaa caatgctgt
39

<210> 2

<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Doan mdi

<400> 2

acagcattgt tccacaatcg cacgcttctg cagggaccc
39

<210> 3

<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh ty nhadn tao
<220>
<223> Poan mdi
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<400> 3
tccctgecaga agcgtggcgce ggtggaacaa tgctgtacc
39

<210> 4
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 4

ggtacagcat tgttccaccg cgccacgctt ctgcaggga
39

<210> 5
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh ty nhadn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 5

ctctaccagc tggaaaacgc gtgtaactga ggatcc
36

<210> 6
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 6

ggatéctcag ttacacgcgt tttccagctg gtagag
36

<210> 7

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén. tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 7

gttaaccaac acttgtgtgc gtcacacctg gtggaagct
39
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<210> 8
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhé&n tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 8

agcttccacc aggtgtgacg cacacaagtg ttggttaac
39

<210> 9
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 9

ctagtgtgcg gggaacgagc gttcttctac acacccaag
39

<210> 10
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Poan mdi

<400> 10
cttgggtgtg tagaagaacg ctcgttcccc gcacactag
39

<210> 11
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> Poan mdi

<400> 11
gtgtgcgggg aacgaggcgc gttctacaca cccaagacc
39

<210> 12

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
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<220>
<223> Poan mdi
<400> 12

ggtcttgggt gtgtagaacg cgcctcgttc cccgcacac
39

<210> 13

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh. ty nhdn tao
<220>

<223> Doan mdi

<400> 13

tgcggggaac gaggcttcgc gtacacaccc aagacccgce
39

<210> 14
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh ty nhadn tao-
<220>

<223> Poan mdi

<400> 14

gcgggtcttg ggtgtgtacg cgaagcctcg ttccccgea
39

<210> 15

<211> 37

<212> ADN-

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 15

ccagcatctg ctccctcgaa cagctggaga actactg
37

<210> 16

<211> 37

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 16
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cagtagttct ccagctgttc gagggagcag atgctgg

ctggtggaag

cgccgggagyg

ggcagcctgce

tgctgtacca

37

<210> 17

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> boan mdi

<400> 17 )
cagcatctgc tccctcaacc agctggagaa ctac
34

<210> 18

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<223> Poan mdi

<400> 18

gtagttctcc agctggttga gggagcagat gctg
34 '
<210> 19

<211> 258

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> Chit tuong tu 1

<400> 19

ttcgttaacc aacacttgtg tggctcacac

60

gaacgaggct tcttctacac acccaagacc

120

caggtggagc tgggcggggg ccctggtgcea

180

tccctgcaga agcgtgcgat tgtggaacaa

240

ctggagaact actgcaac

258

<210> 20

<211> 86

<212> PRT

-45-

ctctctacct

cagaggacct

agcccttggce

gcatctgctc

agtgtgcggg

gcaggtgggg

cctggagggg

cctctaccag
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<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Chét tuong tu 1
<400> 20
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu
1 5 10
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr
20 25
Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly Gln Val Glu
35 40
Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu.Glu
50 55
Arg Ala Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile
65 70 75
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
85
<210> 21
<211> 258
<212> ADN ,
<213> Trinh tu@ nhadn tao
<220>
<223> Chét tuong tu 2
<400> 21
ttcgttaacc aacacttgtg tggctcacac ctggtggaag
60
gaacgaggct tcttctacac acccaagacc cgccgggagg
120
caggtggagc tgggcggggg ccctggtgca ggcagcctge
180 :
tccectgcaga agcgtggcgce ggtggaacaa tgctgtacca
240
ctggagaact actgcaac
258
<210> 22
<211> 86
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Chat tuong tu 2

-46-

Val Glu Ala

Thr
30

Pro Lys

Leu Gly Gly
45

Gly Ser
60

Leu

Cys Ser Leu

ctctctacct

cagaggacct

agcccttgge

gcatctgctc

Leu Tyr

15

Arg Arg

Gly Pro

Gln Lys

Tyr Gln
80

agtgtgcggg

gcaggtgggg

cctggagggg

cctctaccag



ttcgttaacc aacacttgtg tggctcacac

<400> 22

Phe Val Asn
1

Leu Val Cys

Glu Ala Glu

35
Gly Ala Gly
50

Arg Gly Ala
65

Leu Glu Asn

<210> 23

<211> 25

<212> AD

<213>

<220>

<223>

<400> 23

60

gaacgaggct

120

caggtggagc

180

tccctgcaga

240

ctggagaacg

258

<210> 24

<211> 86

<212> PR

<213>

<220>

<223>

<400> 24

Gln His

Gly Glu

20

Asp Leu

Leu

Ser

Val

Tyr Cys

85

8
N

tcttctacac acccaagacc

tgggcggggg ccctggtgea

agcgtggcat tgtggaacaa

cgtgcaac

T

Glu.

Leu

Arg

Gln

Gln

Gln

70

Asn

Chit tuong tu 3

Ch&t tuong tu 3

Cys
Gly
Val
Pro

55

Cys

Trinh tu nhédn tao

Trinh ty nhén tao

32580

Gly

Phe

Gly

40

Leu

Cys

His Leu

10

Ser

Phe
25

Tyr Thr

Gln Val Glu

Ala Leu Glu

Thr Ile

75

Ser

ctggtggaag

cgccgggagg

ggcagcctgce

tgctgtacca

Val

Pro

Leu

Gly

60

Cys

ctctctacct

cagaggacct

agcccttgge

gcatctgctc

Glu

Lys

Gly

45

Ser

Ser

Ala Leu Tyr

15

Thr
30

Arg Arg
Gly Gly Pro
Gln Lys

Leu

Leu Tyr Gln

80

agtgtgcggg

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1

5

10

15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg

20

25

-47-
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gcaggtgggg

cctggagggg

cctctaccag
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Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly
35 40
Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu
50 55
'Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys
65 70
Leu Glu Asn Ala Cys Asn
85
<210> 25
<211> 258
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Chét tuong tu 4
<400> 25
ttcgttaacc aacacttgtg tgcgtcacac
60
gaacgaggct tcttctacac aCccaagacc
120
caggtggagc tgggcggggg ccctggtgea
180
tccctgcaga agcgtggcat tgtggaacaa
240
ctggagaact actgcaac
258
<210> 26
<211> 86
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Chit tuong tu 4
<400> 26
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Ala
1 5
‘Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
20
Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly
35 40
Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu
50 55

Gln Val Glu

Ala Leu Glu

Thr Ser Ile
75

ctggtggaag

cgccgggagg

ggcagcctgc

tgctgtacca

His Leu

10

Ser

Phe
25

Tyr Thr

Gln Val Glu

Ala Leu Glu

-48-

Leu Gly Gly
45

Gly Ser Leu
60

Cys Ser Leu

ctctctacct

cagaggacct

agcccttggce

gcatctgctc

Val Glu Ala

Pro Lys Thr

30
Leu Gly Gly
45

Gly Ser Leu
60

Gly Pro

Gln Lys

Tyr Gln
80

agtgtgcggg

gcaggtgggg

cctggagggg

cctctaccag

Leu Tyr
15
Arg Arg

Gly Pro

Gln Lys



Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln
70 ‘

65

3

Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

<210> 27
<211> 258
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Chit tuong tu 5
<400> 27
ttcgttaacc aacacttgtg tggctcacac
60
gaacgagcgt tcttctacac acccaagacc
120
caggtggagc tgggcggggg ccctggtgcea
180
tccctgcaga agcgtggcat tgtggaacaa
240
ctggagaact actgcaac
258
<210> 28
<211> 86
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Chit tuong tu 5
<400> 28
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly
1 5
Leu Val Cys Gly Glu Arg Ala Phe
20
Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly
35 40
Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu
50 55
Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys
65 70
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
85

85

2580

75

ctggtggaag
cgccgggagyg
ggcagcctgce

tgctgtacca

His Leu

10

Ser

Phe
25

Tyr Thr

Gln Val Glu

Ala Leu Glu

Thr Ile

75

Ser

-49-

ctctctacct

cagaggacct

agcccttgge

gcatctgctc

80

agtgtgcggg

gcaggtgggg

cctggagggg

cctctaccag

Val

Pro

Leu

Gly

60

Cys

Glu Ala Leu Tyr

Lys
Gly
45

Ser

Ser

15

Thr Arg Arg
30

Gly Gly Pro

Leu Gln Lys

Leu Tyr Gln
80
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<210> 29
<211> 258
<212> ADN .
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> Ch&t tuong tu 6
<400> 29
ttcgttaacc aacacttgtg tggctcacac
60
gaacgaggcg cgttctacac acccaagacc
120
caggtggagc tgggcggggg ccctggtgea
180
tccctgcaga agcgtggcat tgtggaacaa
240
ctggagaact actgcaac
258
<210> 30
<211> 86
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220> _
<223> Ch&t tuong tu 6
<400> 30
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly
1 5
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Ala
20
Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly
35 40
Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu
50 55
Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys
65 70
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
. 85
<210> 31
<211> 258
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao

ctggtggaag

cgcecgggagg

ggcagcctgce

tgctgtacca

His Leu

10

Ser

Phe
- 25

Tyr Thr

Gln Val Glu

Ala Leu Glu

Thr Ile

75

Ser

-50-

ctctctacct

cagaggacct

agcccttgge

gcatctgctc

Val Glu Ala

Thr
30

Pro Lys

Leu Gly Gly

45
Leu

Gly Ser

60
Leu

Cys Ser

agtgtgcggg

gcaggtgggg

cctggagggg

cctctaccag

Leu Tyr

15

Arg Arg

Gly Pro

Gln Lys

Tyr Gln
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<220>
<223> Ch&t tuong tu 7
<400> 31
ttcgttaacc aacacttgtg tggctcacac
60
gaacgaggct tcgcgtacac acccaagacc
120
caggtggagc tgggcggggg ccctggtgcea
180
tccctgcaga agcgtggcat tgtggaacaa
240
ctggagaact actgcaac
258
<210> 32
<211> 86
<212> - PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220> ‘
<223> Ch&t tuong tu 7
<400> 32
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly
1 5
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
20
Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly
35 40
Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu
50 55
Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys
65 70
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
85
<210> 33
<211> 261
<212> ADN
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> Chét tuong tu 8
<400> 33

ctggtggaag

cgccgggagyg

ggcagcctgc

tgctgtacca

Ser His Leu

10
Ala Tyr Thr
25

Gln Val Glu

Ala Leu Glu

Thr Ile

75

Ser

-51-

ctctctacct

cagaggacct

agcccttgge

gcatctgctc

Val Glu

Pro Lys

agtgtgcggg

gcaggtgggg

cctggagggg

cctctaccag

Ala Leu Tyr

15

Thr Arg Arg
30

Leu Gly Gly Gly Pro

45

Gly Ser
60

Cys Ser

Leu Gln Lys

Leu Tyr Gln

80
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ttcgttaacc aacacttgtg tggctcacac ctggtggaag ctctctacct agtgtgcggg
60

gaacgaggct tcttctacac acccaagacc cgccgggagg cagaggacct gcaggtgggg
120

caggtggagc tgggcggggg ccctggtgca ggcagcctgc agcccttggce cctggagggg
180

tccctgcaga agcgtggcat tgtggaacaa tgctgtacca gcatctgctc cctcgaacag
240

- ctggagaact actgcaactg a

261

<210> 34

<211> 86

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> ' Chét tuong tu 8

<400> 34
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 _ 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg
20 - 25 30

Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro
' 35 40 45

Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys
50 55 60

Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Glu Gln
65 70 75 80

Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

85
<210> 35
<211> 261
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chit tuong tu 9

<400> 35
ttcgttaacc aacacttgtg tggctcacac ctggtggaag ctctctacct agtgtgcggg
60

gaacgaggct tcttctacac acccaagacc cgccgggagg cagaggacct gcaggtgggg
120

-52-
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caggtggagc tgggcggggg ccctggtgca ggcagcecctgce agcccttgge cctggagggg
180

tccctgcaga agcgtggcat tgtggaacaa tgctgtacca gcatctgcectc cctcaaccag
240

ctggagaact actgcaactg a
261

<210> 36
<211> 86
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Ch&t tuong tu 9

<400> 36
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg
20 25 30

Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro
35 40 45

Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys
50 55 60 :

Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Asn Gln
65 - 70 - 715 _ 80

Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

85
<210> 37
<211> 21
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Chudi A cua insulin
<400> 37
Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn

20
<210> 38
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
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<220>

<223> Chudi B cua insulin

<400> 38 :

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30
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(A) Manh phan cat Glu-C cha trinh tw insulin nguyén thé

Al
Chudi A : GIVE QCCTSICSLYQLE NYCN

' Chudi B: FYNQHLCGSHLVE ALYLVCGE RGFFYTPKT

A2 A3

Bl B2 B3
B A2ls-sB1  pidukién
At A3(s-5)B2 FL khong khir |
gy B3 Pidu kién
Ad Al J B2 A2 khie
J\ : A | FQ . Lm " I ——

(B) Manh phan cét Glu-C cla trinh ty cia chét tvong tw insulin (s 7)

Al

A2 A3

x , iy
Chudi A : GIVE QCCTSICSLYQLE NYCN

] %
Chudi B : FYNQHLCGSHLVE ALYLVCGE RGFAYTPRT

Bl B2 B3
B3 A3(s-s)B2 A2(s-s)B1 Pidu kién
At X 1\ E’ khong Khu
A . h e
B3 Bl DPidu kién
A3 A1 ﬁt L 2 a2 khir
. ,ﬁ . b e i }aﬁ P

Fig.3
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Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
* globulin mién dich 21,7 nmolfkg

= . Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
= globulin mién dich 65,1 nmolfkg
el

d

. Thé tiép hop chét trong ty insulin (sb
T)-Fc globulin mié&n dich 21,7 nmol/kg

Nbng

* Thé tiép hop chét trong tw insulin (s
7)-Fc globulin mign dich 65,1 nmolikg

. Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
globulin mién dich 21,7 nmol/kg

« Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
globulin mién dich 65,1 nmolfkg
& Thé tiép hop chéat trong tu insulin (sb
8)-Fc globulin mién dich 21,7 nmolkg

# Thé tiép hop chét twong ty insulin (s0
8)-Fc globulin mién dich 65,1 nmolfkg

Néng dd (nM)

(€

Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc

1000+ ~ globulin mién dich 21,7 nmolkg
g } .. Thé tiép hop insulin nguyén thé-Fc
e W globulin mién dich 65,1 nmol/kg
S 10{3 )‘ Z .. 4 . N P4
O v < Thé tiép hop chat turong ty insulin {s0
o »i*« 9)-Fc globulin mién dich 21,7 nmolkg
_{% “* Thé tiép hop chét tvong t insulin (s6
= 9)-Fc globulin mién dich 65,1 nmol/kg
0 2 4 6 8 10

Thoi gian (ngay)

Fig.6
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