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Linh vie k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché cap dén din xuét glucagon c6 dic tinh vat ly dugc cai thién do thay

d6i vé diém ding dién, va polynucleotit ma héa din xut glucagon nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Gén day, tién b kinh té va thay dbi 16i séng da lam thay ddi 16n théi quen an udng.
Dic biét, nhitng ngudi c6 cudc sdng ban ron thudng bi bénh thira can va béo phi do st
dung ché d6 dinh dudng nhidu calo va ludi van dong. Theo ghi nhan cua T chirc Y té
Thé gigi (WHO) trén toan thé g161 cd trén mot ty ngudi trudng thanh bi bénh thira cén,
trong s& do6 trén ba triéu ngudi duge chin doan 1Am sang bi bénh béo phi ning, va mdi
nam c6 25000 ngudi chét vi cac bénh lién quan dén thira can hodc béo phi (World Health

Organization, Global Strategy on Diet, Physical Activity and Health, 2004).

Bénh thtra can va bénh béo phi 12 nguyén nhin gay ting huyét ap va ndng do
cholesterol va gay ra hodc 1am tién trién ning nhidu bénh, nhu bénh tim, bénh dai théo
duong, bénh viém khép, v.v. Ngoai ra, bénh béo phi ciing 1a nguyén nhan chinh lam ting
nguy co chiing xo vita dong mach, bénh ting huyét ap, bénh tdng lipit méu, hodac bénh
tim ¢ tré em hodc tré vi thanh nién ciing nhu nguoi trudng thanh. Tuy nhién, khong dé
diéu tri bénh béo phi, do bénh béo phi 1a bénh phirc tap lién quan dén co ché kidm so4t
thém 4n va chuyén hoa ning luong. Do do, phuong phép diéu tri bénh béo phi khéng chi
doi héi nd luc cla dbi tugng bi bénh, ma cin cé ca phuong phdp didu tri co ché bét
thuong lién quan dén kiém soat thém 4n va chuyén héa nang luong. Do d6, cac nd luc da

dugc thuc hién dé phat trién duge chat dé diéu tri cac co ché bat thudong nay.

Két qua 13, cac dugc chét, nhu rimonabant (Sanofi-Aventis), sibutramin (Abbott),
contrave (Takeda), va orlistat (Roche) da duoc phat trién, tuy nhién cac dugc cht nay cé
nhuoc diém 13 gay ra tac dung khéng mong mudn nghiém trong hoic tac dung chdng béo
phi r4t thip. Vi du, rimonabant c6 tac dung khong mong mudn 13 gy ri loan hé thdn
kinh trung wong, sibutramine va contrave c6 tic dung khong mong mudn trén hé tim
mach, va orlistat chi 1am giam khoang 4kg c4n ning khi udng trong 1 nam. Do d6, chua

c6 dugc chit diéu tri bénh béo phi c6 thé dugc ké don an toan cho dbi twong bi bénh béo
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phi.

Nhiéu nghién ciru chuyén sau d3 duoc thuc hién dé phat trién duoc chét thé hé
méi dé diéu tri bénh béo phi co thé khic phuc duoc nhuge diém cua dugc phém chéng
béo phi thong thuong. Gan ddy, din xuit glucagon di nhan duoc nhidu sy cha y.
Glucagon dugc san sinh béi tuy khi ndng d6 glucoza mau giam do tac dung ctia cac thudc
khéc hodc cac bénh khéc, hodc thiéu hut hormon hodc enzym. Glucagon kich thich phan
hiy glycogen & gan, va tao diéu kién thuan loi gidi phong glucoza dé tang ndng do
glucoza mau dén gii han binh thudng. Ngoai tac dung lam ting ndng do glucoza mau,
glucagon tic ché thém #n va hoat hoa lipaza nhay hormon ciia té bao tao m& dé tao diéu
kién thuén lgi phan huy lipit, nho d6 ¢6 tac dung chdng béo phi. Tuy nhién, viéc sit dung
glucagon 1am duoc chét bi han ché do glucagon c6 d6 hoa tan thap va két tia ¢ do pH

trung tinh.

Mot trong s cac din xuét glucagon 13 peptit tuong tu glucagon 1, dang dugc phat
trién dé diéu tri hoi ching tang duong huyét & dbi twong bi bénh dai thdo dudng. Peptit
tuong ty glucagon 1 c6 hoat tinh kich thich tong hop va bai tiét insulin, e ché bai tiét
glucagon, lam cham tinh trang rdng da day, ting st dung glucoza, va tic ché hép thu dinh

dudng.

Exendin-4, duoc téng hop tir than 1an va ¢6 do tuong dong axit amin bang khoang
50% so voi peptit twong tu glucagon 1, ciing dugc ghi nhan 14 ¢6 hoat tinh hoat hda thu
thé peptit tuong tu glucagon 1, nho d6 1am gidm hoi chimg ting dudng huyét & dbi tuong
bi bénh dai thdo duong. Tuy nhién, dugc phidm chéng béo phi chira peptit tuong tu

glucagon 1 dugc ghi nhan 13 c6 tac dung khéng mong mudn, nhu ndn va budn ndn.

Do d6, dé thay thé peptit tuong tu glucagon, oxyntomodulin da dugc tdp trung
nghién ctru, oxyntomodulin c¢6 thé gin két v&i ca hai thu thé cta peptit tuong tu glucagon
1 va glucagon. Oxyntomodulin 13 peptit dugc tong hop tir tién chét glucagon va cé hoat
tinh @rc ché hép thu dinh dudng va tdng cam gic no gidng nhu peptit trong tu glucagon 1,
va c6 hoat tinh phan giai lipit tuong tu glucagon, do d6 lam ting hiéu luc didu tri bénh
béo phi.

Tuy nhién, oxyntomodulin hoic din xuét cia no6 cé nhuoc diém 13 cin st dung
hang ngay lugng 16n dugc chat ndy dé diéu tri bénh béo phi do c6 hiéu luc thip va thoi

gian ban thai in vivo ngan.
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Ngoai ra, khi mdt peptit c6 ca hoat tinh cta peptit twong tu glucagon 1 1in
- glucagon, thi ty 1€ hoat tinh cia chiing khéng ddi, do d6 khé sir dung chit chu van dic
hiéu kép 6 ty 1¢ hoat tinh khéc nhau. Do d6, phuong phép diéu tri két hop c6 thé sir dung
c4c ty 1& hoat tinh khac nhau bang cach diéu chinh ham luong cda peptit tuong tu

glucagon 1 va glucagon c6 thé hiéu qua hon.

Tuy nhién, dé diéu tri két hop, cin cai thién dic tinh vat 1y cia glucagon, nhu két
tu & do pH trung tinh va két tia theo thoi gian, do d6 ¢6 do hoa tan thap.

Ban chit k§ thuft ciia sang ché

Céc tac gia sang ché di phat trién dan xuit glucagon bing céch cai bién mot phan
trinh tw axit amin cla glucagon dé cai thién tac dung didu tri hoi chimg ha dudng huyét
va bénh béo phi cia glucagon bang cach cai thién dic tinh vat Iy cua glucagon, va phat
hién thiy rang din xuét glucagon nay c6 d6 hoa tan dugc cai thién va do 6n dinh cao hon
& do pH trung tinh, nho d6 hoan thanh sang ché nay.

Sang ché dé cap dén dan xuét glucagon c6 dic tinh vat ly duoc cai thién. Cu thé
sang ché dé cap dén dan xuit glucagon chira trinh tv axit amin dugc chon tir nhém bao
gdm cac trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.20, SEQ ID NO.22, SEQ ID
NO.23, SEQ ID NO.27, va SEQ ID NO.33.

Sang ché ciing dé cap dén polynucleotit ma hoa dan xuét glucagon néu trén.

M5 ta chi tiét sing ché

Pé dat duoc cac muc tiéu néu trén, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén din
xuit glucagon chua trinh tr axit amin ¢ cong thie (1) va c6 diém déng dién, khéng
gidng véi, tirc 1a khac biét véi glucagon tu nhién:

X1-X2-QGTF-X7-SDYS-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18-X19-X20-X21-F-X2

3-X24-W-L-X27-X28-T
(D

trong do:

X1 la histidin, desamino-histidin, N-dimetyl-histidin, axit
B-hydroxyimidazopropionic, axit 4-imidazoaxetic, axit B-carboxyimidazopropionic,

tryptophan, tyrosin, hoac duoc loai bo;
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X2 la axit o-metyl-glutamic, axit aminoisobutyric (Aib), D-alanin, glycin,

Sar(N-metylglycin), serin, hoac D-serin;
X7 la threonin hoac valin;
X12 13 lysin hodc xystein;
~ X13 1a tyrosin hodc xystein,;
X14 1a leucin hodc xystein;
X15 1a axit aspartic, axit glutamic, hodc xystein;
X16 1a axit glutamic, axit aspartic, serin, axit a-metyl-glutamic, hodc xystein;

X17 la axit aspartic, glutamin, axit glutamic, lysin, arginin, serin, valin, hoic

xystein;
X18 1a axit aspartic, glutamin, axit glutamic, arginin, hoac xystein;
X19 la alanin hoéé Xystein;
X20 1a lysin, axit glutamic, glutamin, axit aspartic, lysin, hodc xystein;
X21 1a axit aspartic, axit glutamic, valin, hodc xystein;
X23 la valin hoic arginin;
X24 13 valin, leucin, glutamin, hodc arginin;
X217 1a isoleucin hodc methionin; va
X28 1a arginin hodc asparagin

(v6i diéu kién 13 trinh tu axit amin c6 cong thirc (1) khong gidng hét nhu trinh tu
SEQ ID NO.1).

Dén xuét glucagon theo sang ché bao gdm peptit, din xuit peptit, hodc hop chit c6
céu triic trong tu peptit, c6 dac tinh vét Iy duoc cai thién do c6 diém ding dién khéc biét
v6i glucagon tir nhién bang cach cai bién mdt phan trinh tu axit amin cia glucagon tu
nhién.

Thuat ngit “glucagon tu nhién” dugc st dung trong ban md ta dé chi glucagon tu
nhién cda ngudi co trinh tu nhu sau:

His-Ser-GlIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-A

-5



34237

la-GlIn-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr (SEQ ID NO.1).

Lién quan dén trinh tu ¢6 cong thirc (1) theo sang ché, cac axit amin kéo dai tir diu
tAn cing N & bén trai dén ddu tin cing C & bén phai dugc thé hién theo phuong phap
thong thudng. Do d6, khi “vi tri clia gbc axit amin bt ky dugc thé hién trén trinh tu ¢6
cong thirc (1)”, vi tri ndy cling dugc thé hién theo cach thirc tuong tu nhu khi vi tri bat ky
trong glucagon tw nhién hoic cac phan tir khac duge thé hién.

Theo sang ché, khong chi cac m3 mot k¥ tu hodc ba k¥ tu thong thuong ma hoa
cho céc axit amin cd trong ty nhién, ma ca cac ma ba ky tu ma hda cho c4c axit amin
khac, nhu a-axit aminoisobutyric (Aib), Sar(N-metylglycin), va axit a-metyl-glutamic,

cling dugc stir dung.

Ngoai ra, cac axit amin theo sang ché dugc viét tit theo quy tic [UPAC-IUB nhu

Sau:

Alanin
Arginin
Asparagin
Axit aspartic
Xystein

Axit glutamic
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin
Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin
Valin

<<Z R |wn|eH|IR IR =T Qlolm|a|g|Z|=| >

Thuét ngit “peptit” dugc st dung trong ban mo ta dé chi hop chit c¢6 hai hodc
nhiéu axit amin tuw nhién hodc khong tu nhién hoic cac dan xuét axit amin, nhu axit
a-amino duge lién két bang lién két peptit. Thuat ngit “dAn xuét glucagon” dugc st dung
trong ban mo ta dé chi peptit chira trinh tur c6 cong thire (1) hodc din xuét, chit tuong tu,
hoic chit cai bién ciia né. Peptit theo sang ché bao gdbm hop chét c6 cu tric trong tu
peptit, c6 diém dang dién khac biét voi glucagon tu nhién bang cach cai bién mot phin

trinh ty axit amin cla glucagon & dang gdc thay thé, v.v. Theo phuong 4n cu thé, din
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xuét glucagon theo sang ché ¢ diém dang dién khac biét vdi glucagon tu nhién ddng thoi
duy tri hoat tinh trén thy thé glucagon. Theo phuong 4n wu tién hon, din xuét glucagon
theo sang ché 13 peptit c¢6 do én dinh dugc cai thién cua glucagon tu nhién & do pH sinh
ly déng thoi duy tri hoat tinh trén thu thé glucagon.

A9

Thuat ngit “pI” hodc “diém déng dién” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi d6 pH
& d6 phan tir kich c& 16n, nhu polypeptit ¢6 dién tich toan phin bang khéong (0). Trong
truomg hop clia polypeptit c6 cac nhém chire tich dién khac nhau, dién tich toan phan cua
toan b polypeptit bang “0” & diém ¢ d6 d6 pH tuong dwong véi pl. Dién tich toan phin
clia polypeptit & do pH cao hon pl s& mang dién tich 4m dién tich toan phin cua

polypeptit & d6 pH thap hon pl s& mang dién tich duwong.

Piém ding dién c6 thé duoc do bang phuong phap thong thudng trong linh vuc
ndy. Vi dy, diém déng dién c6 thé dugc do trén gel cb dinh c6 do pH bién thién bao gdm
polyacrylamit, tinh bdt, hodc agaroza bing phuwong phap dién di ding dién, hodc c6 thé
dugc xac dinh tir trinh tu axit amin béng cach st dung thudt toan pl/Mw
(http://expasy.org/tools/pi_tool.html; Gasteiger et al., 2003) trong phan mém ExPASy.

Theo phuong 4n wu tién, dan xut glucagon chtra trinh tu axit amin c6 cong thirc
(1) bao gdm peptit bit ky dugc didu ché bing cach thay thé, bd sung, loai bd, hodc cai
bién sau dich ma (vi du metyl héa, axyl hoa, ubiquitin héa, hogc lién két cong héa tri noi
phén tr) c4c axit amin trong trinh tu axit amin cia glucagon tu nhién nhu néu trong SEQ
ID NO.1, ¢6 d hoa tan dugc cai thién theo d6 pH ctia dung dich do c6 diém ding dién
khac biét v6i glucagon tu nhién dong thoi duy tri hoat tinh trén thu thé glucagon, nho do

c6 d0 on dinh hoéa hoc in vivo dugc cai thién.

Khi thay thé hoic bd sung axit amin, khéng chi 20 axit amin thuong c6 trong
protein cua ngudi, ma ca cac axit amin khong c6 trong tur nhién hodc khong tu nhién va
dan xuét ctia ching c6 thé dugc st dung. Céc axit amin khong tu nhién cé thé dugc cung
cap boi Sigma-Aldrich, ChemPep Inc., Genzyme Pharmaceuticals, v.v. Peptit bao gom
c4c axit amin ndy va trinh tw peptit khong tu nhién c¢é thé duoc tong hop va mua tir cac
nha cung cép, vi du American Peptit Company, Bachem (USA), hoic Anygen (Korea).
Céac din xuit axit amin, vi du desamino-histidin, axit B-hydroxyimidazopropionic, axit
4-imidazoaxetic, hoic axit B-carboxyimidazopropionic, c6 thé dugc thu nhan theo cach

thirc tuong tu.
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Do ¢6 d6 pH khoang 7, nén glucagon hoa tan trong dung dich c6 d6 pH nim trong
khoang tir 6 dén 8 va c6 xu huéng két tia & do pH trung tinh. Trong dung dich nuée c6
do pH bang 3 hoic thap hon, glucagon dugc hoa tan & giai doan ban diu nhung két tia
trong vong 1 gi& do tao gel. Do glucagon d3 tao gel chi yéu bao gdm s¢i dang tAm B, nén
khi tiém glucagon di két tiia nay biang kim tiém hodc tiém tinh mach s& giy tic mach
méu, do d6 khéng thich hop dé tiém. D& lam cham két tia, dugc phim c6 tinh axit (40
pH nim trong khoang tir 2 dén 4) thuong duoc st dung, nhd d6 glucagon c¢6 thé duge
duy tri & trang thai gan nhu khong két tia trong khoang thoi gian ngin. Tuy nhién,
glucagon c6 thé tao soi rit nhanh ¢ d6 pH thap, do d6 dugc phim c6 tinh axit nay phai

dugc tiém ngay sau khi bao ché.

D3 biét ring d6 hoa tan, hoat tinh, va dd 6n dinh cta protein trong dung dich ¢
thé thay ddi theo diém ding dién (Shaw, K. L. et al., Protein Science 10, pp 1206-1215,
2001).

Céc tac gia sang ché da phat trién din xuit glucagon c¢6 do 6n dinh va hoat tinh
chtic ning dugc ting cudng bang cach cai bién trinh ty cta glucagon tw nhién, nhd d6
lam thay ddi diém ding dién cta né. Do ¢ diém déng dién khac biét voi glucagon tu
nhién, nén dan xuét glucagon theo sang ché c6 d6 hoa tan va do 6n dinh duoc cai thién

theo do pH ctia dung dich nhét dinh, so véi glucagon tu nhién.
Theo phuong 4n wu tién, din xuat glucagon theo sang ché cé thé 1a peptit, trong d6
X1 1a histidin hodc tryptophan, tyrosin, hodac dugc loai bo;
X2 1a serin hodc axit aminoisobutyric (Aib);
X7 1a threonin hodc valin;
X12 1a lysin hodc xystein;
X13 1a tyrosin hodc xystein;
X14 13 leucin hodc xystein;
X15 1a axit aspartic hodc xystein;
X16 1a axit glutamic, axit aspartic, serin, hodc xystein,

X17 1a axit aspartic, axit glutamic, lysin, arginin, valin, hodc xystein;
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X18 1a axit aspartic, axit glutamic, arginin, hodc xystein;

X19 1a alanin hoac xystein;

X20 1a lysin, axit glutamic, glutamin, axit aspartic, lysin, hodc xystein;
X21 la axit aspartic, axit glutamic, valin, hodc xystein;

X23 1a valin hodc arginiﬁ;

X24 1a valin, leucin, hoac glutamin;

X217 la isoleucin hoac methionin; va

X28 la arginin hodc asparagin, trong trinh tu axit amin cé cong thirc (1),

(v6i didu kién 13 trinh tr axit amin ¢ cong thire (1) khong gidng hét nhu trinh tu
SEQ ID NO.1).

Tét hon néu, dan xuét glucagon theo sang ché c6 thé 1a peptit chira trinh tu axit

amin bit ky trong s c4c trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2-SEQ ID NO.34.

Peptit bao gdm din xuit glucagon theo sang ché c6 thé dugc didu ché ‘bang
phuong phép téng hop tiéu chuan, hé biéu hién tai tb hop, hodc phuong phap bat ky khac
da biét trong linh vuc nay. Do d6, dan xuit tuong tur glucagon theo sang chéc6 thé duge
téng hop bang nhiéu phuong phap bao gdm céc phuong phap mé ta duéi day:

(a) phuong phap tong hop peptit pha rén hoic pha 16ng timg budc hoic bing cach
13p rap manh, sau d6 phan I4p va tinh ché hop chét peptit cudi cling; hoic

(b) phwong phap biéu hién axit nucleic ciu tric ma hoéa peptit & t& bao vat chu va
thu nhan hgp chit duoc biéu hién tir méi trudng nudi céy té bao vat chu; hoac

(c) phuong phap biéu hién axit nucleic ciu tric in vitro khong chira té bao ma h6a
peptit va thu nhan hop chét dugc biéu hién tir d6; hodc

(d) phuong phép thu nhan cic manh peptit bing t6 hop bat ki ciia phuong phép (a),
(b), va (c), thu nhan peptit bang cach lién két cdc manh peptit, sau d6 thu nhan peptit.

Theo khia canh cu thé, d4 kiém chimg dwoc ring din xuit glucagon theo sang ché
c6 diém ding dién khac biét véi glucagon tu nhién (xem Bang 1). Do d6, dan xuit
glucagon theo sang ché c6 do hoa tan duogc cai thién va do dn dinh theo do pH cua dung

dich nhét dinh cao hon glucagon tu nhién. Do d6, dan xuét glucagon theo sang ché c6 thé
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lam ting tinh tuan thi ctia d6i tugng bi bénh khi str dung lam duoc chat diéu tri ha dudong
huyét va ciing thich hop dé sir dung két hop véi cac duoc chit chéng béo phi khac, do do
c6 thé dugc st dung hitu hiéu dé phong ngira va diéu tri hoi chimg ha dudng huyét va
bénh béo phi.

V& van dé nay, dan xuét glucagon theo sang ché c6 thé tao ra lva chon diéu tri tbi

uu d6i v6i hoi chimg ha duong huyét, bénh béo phi, hodc cac bénh lién quan cua ching.

Vi du, din xuit glucagon theo sang ché 13 hormon kiém soat déap Ung insulin quan
trong, va cling c6 thé duoc sir dung hitu hiéu dé didu tri hoi chirng ha dudong huyét qua

mic & ddi twong bi bénh dai thao dudng.

Ngoai ra, ddn xudt glucagon theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am thudc khéng
chi dé phong ngira ting can, ting cudng giam can, han ché thira cAn va béo phi bao gbm
bénh béo phi ning (vi du bing cach kiém so4t thém an, ché d6 dinh dudng, luong thirc #n,
luong calo, va/hodc muc ti€u thu nang luong), ma con dé diéu tri bénh viém lién quan
dén béo phi, bénh dudong mat lién quan dén béo phi, va bénh ngung thd khi ngi giy ra
b&i béo phi, nhung khong chi giéi han & cac bénh nay, va cé thé dugc str dung dé didu tri
bénh hoic tinh trang bénh Jién quan. Dan xuét glucagon theo sang ché cling c6 thé dugc
str dung dé diéu trj tinh trang bénh lién quan dén bénh béo phi, nhu hoi chimg chuyén héa,
bénh ting huyét ap, ri loan lipit mau gay ra boi xo vira dong mach, ching xo vita dong
mach, chiing xo cung dong mach, bénh mach vanh, bénh dot quy, v.v. Tuy nhién, tac
dung ctia din xuit glucagon theo sang ché c6 thé duoc didu hoa toan bd hodc mot phan
bdi tac dung lién quan dén can nang néu trén hoac cé thé khoéng phu thudc vao tac dung

lién quan dén can nédng.

Trong khi d6, dé cai thién tac dung diéu tri ctia din xuét glucagon theo sang ché,
dan xuét glucagon c6 thé duogc cai bién bing cach st dung cac phuong phép da biét trong
linh vuc nay, bao gdm phuong phap cai bién bang polyme, nhu polyetylen glycol (PEG)
va chudi duong, hosic phuwong phap dung hop v6i albumin, transferrin, axit béo, vi
globulin mién dich, v.v. Vi duy, it nhat mét chudi axit amin mach bén trong hop chét theo
sang ché c6 thé duoc gin vao polyme dé ting do hoa tan in vivo va/hodc thoi gian ban
thai, va/hodc tang do sinh kha dung cia chiing. Cac phuong phap cai bién nay duogc bibt

12 1am gidm d9 thanh thai ctia dugc chét protein va peptit.

Déi v6i cac polyme nay, t6t hon néu polyme nay 1a polyme tro dugc dung hoa tan
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va khong doc (ludng tinh hodc than nuéc), va tét hon néu, polyme nay c6 thé bao gdm
PEG, homopolyme hodc copolyme ctia PEG, polyme dugc thé monometyl (mPEG), va

axit poly-amin, nhu poly-lysin, axit polyaspartic, va axit polyglutamic.

Céc bién thé cua dan xuat glucagon néu trén cling ndm trong pham vi ctia sang ché

sang che.

Theo mot khia canh khic, sang ché d& cip dén polynucleotit m3 héa din xuét

glucagon néu trén.

Lién quan dén polynucleotit, thuat ngit “dd twong déng” duge st dung trong ban
md ta dé chi mitc d6 twong tu vé6i trinh tu axit amin thé dai va trinh tir axit nucleic thé dai,
va bao gdm trinh tu gen c6 d6 tuong ddng bing 75% hodc cao hon, tdt hon néu 85% hoic
cao hon, t6t hon néu 90% hodc cao hon, va tham chi t&t hon néu 95% hoac cao hon so
v6i trinh tu polynucleotit ma héa din xut glucagon. Do twrong ddng duge danh gia bang
mit thuong hoic biang cach st dung chuong trinh ¢ ban trén thi truong. Bang cach st
dung chuong trinh may tinh c6 ban trén thi truong, do twong ddng gitta hai hodc nhidu
trinh tu ¢6 thé dugc biéu dién dudi dang ty 16 phan trim (%), va do tuong ddng (%) giita
c4c trinh tur lién ké c6 thé dugc danh gia. Polynucleotit ma héa din xut glucagon c6 thé

duge chén vao vecto va bieu hién dé thu duge Iugng 16n ctia din xuat glucagon.

Dé biéu hién t4i t6 hop, polynucleotit theo sang ché dwoc chén vao vecto thich hop
dé thiét ké vecto tach dong hodc vecto tai td hop chua polynucleotit nay, va vecto nay

cling nam trong pham vi cia sang ché sang che.

Thuat ngit “vecto tai tb hop” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi ADN cAu tric
chira trinh tu polynucleotit ma héa peptit dich, dugc lién két diéu khién véi trinh tu didu
hoa thich hgp dé cho phép biéu hién peptit dich, vi du din xuét glucagon, & té bao vat chu.
Trinh tu diéu hoa bao gdm ving khéi ddu hoat héa phién ma, trinh tur chi huy dé didu hoa
phién m3, trinh tr mi héa ving gin két ARN théng tin ribosom thich hop, va trinh tu
didu hoa két thic phién ma va dich ma. Sau khi duogc chuyén vao té bao vat cha thich hop,
vecto tai tb hop cé thé duoc tai ban hoic c6 hoat tinh khong phu thudc vao bd gen cua vat

chti, hodc c6 thé duoc tich hop vao chinh bd gen ctia vat chu.

Vecto tai td hop dugc sir dung trong sang ché khong bi gidi han cu thé mién 1a

vecto nay c6 thé tai ban trong té bao vat chi, va c6 thé duogc thiét ké bang cach st dung
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vecto bat ky da biét trong linh vuc ndy. Vi du v& vecto nay ¢ thé bao gdm plasmit,
cosmit, virut, va thuc khuén thé tai t6 hop hodc tu nhién. Vi du vé& vecto thuc khuin thé
hodc vecto cosmit bao gdm pWEI15, M13, MBL3, MBL4, IXII, ASHII, APIL t10, t11,
Charon4A, Charon2lA, v.v., va vi du vé vecto plasmid bao gém pBR, pUC,
pBluescriptll, pGEM, pTZ, pCL, pET, v.v. C4c vecto c6 thé dugc st dung trong sang ché

khong bi gidi han cu thé nhung vecto biéu hién d3 biét bat ky c6 thé duoc sit dung.

Vecto tai to hgp dugce st dung dé chuyén gen t€ bao vat chii dé san xuat dan xuét
glucagon theo sang ché. Ngoai ra, cic t&€ bao chuyén gen nay c6 thé dugc st dung dé
khuéch dai cac manh axit nucleic va vecto, hoac c6 thé 1a t€ bao nudi cay hodc dong té

bao dugc st dung trong san xuét tai td hop dan xuit glucagon theo sang ché.

Thuat ngir “chuyén gen” duoc sir dung trong ban md ta dé chi qué trinh chén vecto
tai t6 hop bao gdm polynucleotit ma héa protein dich vao té bao vat chi, nhd d6 cho phép
biéu hién polynucleotit m3 héa protein trong té bao vat chu. Déi véi polynucleotit da
duoc chuyén gen, khong quan trong 13 polynucleotit nay dwoc chén vao nhidm sic thé
clia té bao vét chi va nam trong nhidm séc thé hodc ndm ngoai nhiém sic thé, mién 13 ¢6
thé dugc biéu hién trong té bao vat chu, va ca hai truong hop dugce bao gff)m trong sang

ché.

Ngoai ra, polynucleotit bao gdm ADN va ARN ma héa protein dich. Polynucleotit
c6 thé duoc chén & dang bét ky vao té bao vat cha va biéu hién trong té bao vat chi. Vi
du, polynucleotit c6 thé dugc chén vao té bao vat cha & dang cat-xet biéu hién. Cat-xet
biéu hi¢n c6 thé bao gdm viing khéi déu duoc lién két didu khién véi polynucleotit, trinh
ti tin hiéu két thic phién m, ving gin két ribosom, va trinh tu tin hidu két thic dich ma.
Cat-xet biéu hién c6 thé & dang vecto biéu hién cé kha nang tu tai ban. Ngoai ra,
polynucleotit cé thé duoc chén vao té bao vat chii va lién két diéu khién véi trinh tu cin
thiét dé bidu hién trong t& bao vét chu, nhung khong chi giéi han &. Ngoai ra, thudt ngir
“dugc lién két didu khién” duoc sir dung trong ban mod ta dé chi lién két chirc nang gilta
ving khéi dau, hoat héa va didu hoa phién ma polynucleotit ma héa protein dich theo

sang che, va trinh tu gen néu trén.

Vit chu thich hgp dugc st dung trong sang ché khong bi gidi han cu thé mién 1a
c6 thé biéu hién polynucleotit theo sang ché. Vi du v& vat chi thich hop c6 thé bao gdm
vi khuan thudc chi Escherichia, nhu E. coli, vi khudn thudc chi Bacillus, nhu Bacillus
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subtilis, vi khuan thudc chi Pseudomonas, nhu Pseudomonas putida, nAim men, nhu
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, va Schizosaccharomyces pombe, t€ bao con

tring, nhu Spodoptera frugiperda (S9), va té bao dong vat, nhu CHO, COS, va BSC.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& cip dén duoc phdm dé phong ngtra hoac

diéu tri hoi ching ha dudng huyét hoic bénh béo phi chira d4n xuét glucagon.

Thuat ngit “phong nglra” dugc st dung trong ban mé ta dé chi bién phap bét ky ric
ché hodc 1am cham khoi phat bénh béo phi bang cach st dung din xuét glucagon hoac
dugc pham, va thuat ngit “diéu tri” dugc st dung trong ban mé ta dé chi bién phap bét ky
cai thién triéu chimg ctia bénh béo phi hoic tao ra thay dbi ¢6 lgi bang cach st dung din

xut glucagon hodc dugc phim.

Thuét ngit “stt dung” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi viéc dua hop chit cu
thé vao dbi twong bi bénh bang phwong phap thich hop, va dugc pham c6 thé dugc st
dung theo dudng dua thudc bat ky mién 13 dugc phim c6 thé dén dugc mod dich. Vi du,
dugc pham c6 thé duogc st dung qua dudng tiém mang bung, tiém tinh mach, tiém bép,
tiém dudi da, tiém qua da, duong miéng, khu trd, trong mili, qua dudong ho hap, qua

dudng truc trang, v.v.

Thuét ngit “hdi chimg ha dudng huyét” duge sir dung trong ban mé ta dé chi triéu
chimg cép tinh ciia bénh dai thio duong, & do ndng do glucoza mau thip hon noéng do
glucoza mau cua ddi tugng binh thuong, va tinh trang khi ndng do glucoza méu bang
50mg/dL hogc nhé hon. Hoi chimg ha dudng huyét thuong xut hién khi déi trong udng
thubc ha duong huyét da an it hon binh thudng hoéc thuc hién hoat dong hodc tap thé duc
qué mirc binh thudng. Ngoai ra, hdi ching ha dudong huyét ¢ thé xuit hién do st dung
duoc chét ha glucoza, thé chét yéu, thiéu hut hormon, nhu hormon tuyén thugng thén va
glucagon, khéi u & dao tuy san xuét insulin, hoi chtimg tr mién dich insulin, dbi tuong bi

cit da day, r6i loan chuyén héa carbohydrat bim sinh, v.v.

CAc triéu chiing ctia hoi ching ha dudng huyét bao gdm suy nhugc, run sg, da tai,
va md héi, chéng miit, kich dong, lo ling, tim dap nhanh, da day rdng, dau dau, mét moi,
v.v. Trong truong hop ctia hoi chimg ha duong huyét nghiém trong, c6 thé dan dén co

giat hodc co cimg, va co6 thé gay soc, do d6 giy ngat xiu.

Thuét ngit “bénh béo phi” dugce sir dung trong ban mé ta dé chi tinh trang bénh Iy
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du thira chét béo trong co thé, va khi dbi twong c6 chi s khéi luong co thé (BMI; khéi
luong co thé (kg) chia cho binh phuong chidu cao co thé (m)) bing 25 hodc cao hon duoc
chuin do4n 14 bi bénh béo phi. Bénh béo phi thuong xuét hién do mét can bang ning
lugng trong thoi gian dai & d6 ning lwgng hap thu vugt qua ning luong tiéu hao. Bénh
béo phi 12 bénh chuyén héa anh hudng dén toan bd co thé, ting nguy co bénh dai thao
dudng, bénh ting lipit mau, r6i loan tinh duc, bénh viém khép, va bénh tim mach, va

trong mot sb trudng hop, bénh béo phi ciing lién quan dén su xuit hién ctia bénh ung thu.

Duoc phém theo sang ché c6 thé chua chit mang, ta dugc, hodc t4 dugc pha loang
dugc dung. Thuat nglt “dugc dung” dugc st dung trong ban mé ta dé chi hop chét ¢
lugng diy dii dé tao ra tac dung didu tri va khong gay tac dung bt loi, va c6 thé dugc xac
dinh d& dang bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy dua trén cac yéu tb di -
biét, nhu loai bénh, tudi, can nang, tinh trang strc khée, gidi tinh, dd man cam vdi duoc
chét cua dbi tugng bi bénh, duong dua thude, phuong phap st dung, tan suit str dung,

thoi gian diéu tri, dugc chit duge phdi hop hodc sit dung két hop dong thoi, v.v.

Dugc pham theo sang ché chira din xuét glucagon theo sang ché ¢6 thé con chia
chit mang duoc dung. Chét mang duoc dung c6 thé bao gém, dé st dung qua dudng
miéng, ta dugc dinh, t4 dugc gay truot, ta duoc ra, ta dugc, chit hoa tan, chét phan tan,
chét 6n dinh, chit gy thdm 6n dinh, chit mau, chit thom, v.v.; dé st dung qua dudng
tiém, chit dém, chit bao quan, chit giam dau, chit hoa tan, chét dang truong, chét én
dinh, v.v., c6 thé duoc str dung két hop; va dé sir dung khu trt, chit nén, ta duoc, t4 duoc

tron, chat bdo quan, v.v., nhung khong chi gidi han & cac chat nay.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé dugc bao ché bing cach két hop véi chit mang
dugc dung néu trén. Vi du, dé st dung qua dudng miéng, dugc phém c6 thé dugc bao ché
thanh vién nén, vién ngadm, vién nang, con thudc, hdn dich, xi-rd, vién nhén, v.v. Dé st
dung qua dudng tiém, dugc phim c6 thé duoc bao ché thanh dang thudc don lidu hoic da
lidu dung trong éng tiém hodc dd chira. Dugc pham ciing ¢6 thé duoc bao ché thanh dung
dich, hdn dich, vién nén, vién nang, va ché pham giai phéng cham.

Trong khi d6, vi du vé chit mang, ta dugc, va ta dugc pha lodng thich hop c6 thé
bao g@)m lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol, erythritol, maltitol, tinh bot,

gbm acacia, alginat, gelatin, canxi phosphat, canxi silicat, xenluloza, metyl xenluloza,

xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, nudc, metyl hydroxybenzoat, propyl
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hydroxybenzoat, talc, magie stearat, ddu khoang, v.v. Ngoai ra, duoc phim c6 thé con
chira t dugc don, chét chéng dong, ta dugc tron, chét 1am 4m, chat thom, chét bao quan,

V.V.

Ngoai ra, dugc phém theo sang ché ¢6 thé duoc bao ché & dang thubc bt ky duoc
chon tir nhém bao gdm vién nén, vién tron, thube bot, thubc cdém, vién nang, hdn dich,
dung dich thudc ubng, nhil twong, xi-rd, dung dich tiém v tring, dung dich chta dung

moi va khong chira nuéce, cheé pham dong kho, va thuoc dan.

Ngoai ra, dugc phim c6 thé dugc bao ché thanh dang thude don liéu thich hop cho
co thé dbi twong bi bénh, va tét hon néu duoc phdm cé thé dugc bao ché thanh ché phim
hitu ich cho dugc chat peptit theo phuong phéap thong thuong dé s dung qua dudng
miéng hodc dudng ngoai tiéu héa, nhu dudng qua da, tiém tinh mach, tiém bip, tiém
dong mach, tiém vio tiy sdng, tiém vao ndi tiy mac, tiém vao ndo thit, qua duong ho
hép, tiém qua da, tiém du6i da, tiém mang bung, trong miii, trong da day, khu tra, dudéi

ludi, &m dao, hodc truc trang, nhung khdng chi gidi han & cac duong dua thube nay.

Ngoai ra, din xuat glucagon cé thé duoc sir dung bang cach trén véi nhidu chét
mang dugc dung, nhu nudc mubi sinh 1y hodc dung méi hitu co. pé tang do én dinh hodc
kha ning hip thu, carbohydrat, nhu glucoza, sucroza, hodc dextran, chit chéng oxy héa,
nhu axit ascorbic hodc glutathion, chat tao phirc chelat, protein khéi luong phan tir thép,

hodc cac chat on dinh khac cé theé dugce st dung.

Liéu dung va tan suat st dung cua dugc pham theo sang ché dugc xac dinh theo
hoat chat cu thé, cung vdi cac yéu to khac nhau, nhu bénh can diéu tri, duong dua thudc,

tudi, gidi tinh, va can ndng cia doi tugng bi bénh, va muac do nghiém trong cua bénh.

Téng lidu hiru hiéu ciia dugc phim theo sang ché c6 thé duge st dung cho dbi
tuong bi bénh & dang liéu don, hodc ¢ thé duoc sir dung trong thoi gian kéo dai & dang
da liéu theo phac dd diéu tri chia liéu. Trong duoc pham theo sang ché, luong hoat chét
c6 thé thay ddi phu thudc vao mic do nghiém trong cta bénh. Tét hon néu, tdng lidu
hang ngay cua peptit theo sang ché c6 thé nam trong khoang tir 0,0001pg dén 500mg/1kg
can ning cla ddi twong bi bénh. Tuy nhién, lidu hiru hidu cia din xuét glucagon duoc
xé4c dinh theo cac yéu td khac nhau bao gém tudi, cn ning, tinh trang strc khoe, giéi tinh
ctia d6i twong bi bénh, mirc d6 nghiém trong cta bénh, ché d dinh dudng, va téc do thai

tru, cling nhu dudng dua thudc va tan suat sir dung cua dugc pham. Ve van d€ nay, nguoi
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c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cé thé d& dang x4c dinh duoc lidu hitu hicu
thich hop dé str dung duoc phdm theo sang ché. Dugc phim theo sang ché khong bi gi6i
han & dang thudc va duong dua thude va cach ding, mién 14 thé hién tac dung theo sang

ché.

Dugc pham theo sang ché ¢6 hi¢u luc va nong d6 hoat chat in vivo rat cao, nho do

gidm dang ke li€u lugng va tan suat st dung.

Cu thé, do duoc phim theo sang ché chira hoat chét 13 din xuét glucagon ¢6 diém
déng dién khac biét vdi glucagon tu nhién, nén duoc phém nay c6 do hoa tan duogc cai
thién va do dn dinh cao theo do pH cta dung dich nhét dinh, do d6 dugc phém theo sang
ché c6 thé dugc st dung hiru hi€u trong bao ché thudc chia glucagon on dinh dé diéu tri

hoi chirng ha duong huyét hodc bénh béo phi.

Hon nita, dugc phdm theo sang ché ¢ thé duoc sir dung riéng hoic két hop vai
cac dugc phim khac c¢é tac dung phong ngira hodc diéu tri bénh béo phi. Ngoai ra, dugc
pham theo sang ché c6 thé con chira duoc chét khac cé tac dung phong ngira hodc diéu tri
bénh béo phi.

Dugc chat khac c6 tac dung phong ngtra hodc diéu tribénh béo phi khong bi gidi
han cu thé, va c6 thé bao gém chét chi vén thu thé peptit twong tur glucagon 1, chit dbi
khang thu thé peptit kich thich san sinh insulin phu thudc glucoza, chit chu van thu thé
leptin, chat tic ché dipeptidyl peptidaza-IV, chit d6i khang thu thé Y5, chit ddi khang thu
thé hormon tich tu melanin, chit chi van thu thé Y2/3/4, chat chi van thu thé MC3/4,
chit tic ché lipaza da day/tuy, chit chii van 5HT2c, chit chii van thu thé B3A, chét chu
vén thu thé amylin, chit di khang ghrelin and a chét d6i khang thu thé ghrelin, chit chu
van thu thé yéu td ting trudng nguyén bio sgi-1, chit chi vén thu thé yéu 6 tang trudng
nguyén bao sgi-21, chit chii van thu thé cholecystokinin, chit chi vén thu thé polypeptit

tuy, chit Grc ché tai hip thu dopamin, v.v.

Sang ché ciling mé ta phuong phap phong ngira hoic didu tri hoi ching ha duong
huyét hodc bénh béo phi, bao gdm budc cho dbi tuong st dung din xuét glucagon hodc
duogc phdm chira dan xuét ndy.

Thuét ngit “d6i tuong” dugc sir Jung trong ban mé ta dé chi ddi twong nghi ngo bi

‘hdi chimg ha dudng huyét hodc bénh béo phi, 1a ddng vat cd vii bao gﬁ“)m nguoi, chudt
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nhét, va vat nudi bi hoi ching ha dudong huyét hodc bénh béo phi, hodc c6 nguy co bi hoi
ching ha duong huyét hodc bénh béo phi. Tuy nhién, di twong bat ky cén didu tri bang
din xuit glucagon hoic dugc phdm theo sang ché khéng bi gigi han cu thé. Dugc phdm
chira d4n xuét glucagon theo sang ché c6 thé duogc st dung cho dbi twong nghi ngd bi hoi
chimg ha duong huyét hoic bénh béo phi, nhd d6 diéu tri hiéu qua cho ddi twgng niy.
Hoi chiing ha du(‘mg huyét va bénh béo phi dugc dinh nghia néu trén.

Phuong phép diéu tri theo sang ché c6 thé bao gdbm budc sir dung dugc phdm chira
dan xuit glucagon & lwong hitu hidu. Tét hon néu, tdng lidu hang ngay cin dugc x4c dinh
dua trén chan doan thich hop cia nhan vién y té va duoc st dung mot hodc nhiéu 1an.
Theo sang ché, lidu hiru hiéu cho ddi tugng bi bénh cu thé bat ky c6 thé thay ddi phu
thudc vao cac yéu td khac nhau, nhu loai va mirc do dap tng can dat dugc, duge phﬁm cu
thé bao gém cho du dugc chit khac c6 duge sir dung hay khéng, tudi, can ndng, tinh
trang strc khoe, gi6i tinh ctia d6i twong bi bénh, va ché do dinh dudng, thoi gian st dung
va duong dua thuéc, tbc d6 thai trir cia duoc phém, thot gian diéu tri, cac duoc chét khac
dugc sir dung két hop hoic déng thoi voi duge pham cu thé, va cac yéu t6 tuong tu di
biét trong linh vuc ndy.

Sang ché cling mo ta viéc sir dung din xuét glucagon trong san xut thubc dé
phong ngira hoic diéu tri hoi chirng ha duong huyét hoic bénh béo phi.

Dan xuit glucagon theo sang ché c6 do 6n dinh va do hoa tan rit cao theo do pH
cta dung dich nhét dinh c6 diém dﬁng dién khac biét véi glucagon tu nhién. Do d6, khi
dan xuét glucagon theo sang ché duoc st dung dé diéu tri hoi ching ha duong huyét, c6
thé 1am ting tinh tuan thi cta ddi tugng bi bénh. Ngoai ra, dan xuit glucagon theo sing
ché thich hop @ sir dung két hop véi cac duoc chat chdng béo phi khac, do d6 c6 thé
duoc sir dung hiru hiéu d& phong ngira hodc diéu tri hoi chimg ha dudong huyét va bénh
béo phi.

Vi du thue hién sang ché

Sang ché s& dugc mé ta chi tiét hon thong qua cc vi du sau. Tuy nhién, cac vi du
nay chi nhim muc dich minh hoa chir khong gii han pham vi ctia sang ché.

Vi du 1: San xuét dong té bao c6 dap mg AMP mach vong véi glucagon

PCR dugc thuc hién bang cach sir dung khuén 1a viing twong tmg vé6i khung doc
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mi m& (open reading frame - ORF) trong ADN b sung (OriGene Technologies, Inc.,
USA) ciia gen thu thé glucagon ciia ngudi, va mdi xudi ¢6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO.35 va mdi ngugc cé trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.36, bao gdm mdi vi tri cit
gi¢i han HindIII va EcoRI.

Cu thé, PCR duoc thuc hién trong téng cong 30 chu trinh béng cach sur dung cac
diéu kién sau: 95°C bién tinh trong 60 gidy, lai & nhiét do 55°C trong 60 gidy, va tdng
hop & nhiét do 68°C trong 30 gidy. Do d6, sin phdm PCR thu dugc duoc dién di trén gel
agaroza 1,0%, va bang c6 kich c& bang 450bp duoc thu nhan tir d6 bang cach rira giai.

Mbi xubi: 5’-CAGCGACACCGACCGTCCCCCCGTACTTAAGGCC-3’ (SEQ
ID NO.35)

Mbi nguge: 5’-CTAACCGACTCTCGGGGAAGACTGAGCTCGCC-3’ (SEQ ID
NO.36)

San pham PCR dugc tich dong vao vecto biéu hién té bao dong vat di biét,
x0GC/dhfr, d thu duoc vecto tai td hop x0GC/GCGR. Dong té bao CHO DG44 dugc
nudi cy trén moi truong DMEM/F12 (10% FBS) duoc chuyén nap vé6i vecto tai td hop
x0GC/GCGR bang cach st dung lipofectamin, va nudi ciy chon loc trén méi truomg chon
loc chtta Img/mL G418 va 10nM methotraxat. Cac té béo don dong dugc chon loc tir do
bang phuong phép pha lodng tGi han, va trong s6 d6, dong té bao c6 dép tmg AMP mach

vong manh véi glucagon theo co ché phu thudc ndng d6 duge chon loc cudi cing tir do.
Vi du 2: Tdng hop din xuit glucagon

D3 biét réng d6 hoa tan, hoat tinh, va do 6n dinh cta protein trong dung dich co
thé thay ddi theo diém dang dién (Shaw, K. L. et al., Protein Science 10, pp 1206-1215,
2001). pé téng hop dan xuét glucagon c6 dac tinh vat ly dugc cai thién, trinh tu axit
amin cla glucagon tu nhién nhu néu trong SEQ ID NO.1 duoc thay thé bing cic gbe axit
amin c6 dién tich duong va dién tich 4m, nhy d6 dan xuét glucagon dugc tdng hop nhu

duoc thé hién trong Bang 1.
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SEQ ID NO

Trinh tw axit amin

Tao vong

SEQ ID NO.1

HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO.2

HSQGTFTSDYSKYLDCDRAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO.3

HSQGTFTSDYSKYLDCERAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO.4

HSQGTFTSDYSKYLDSCDAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO.5

HSQGTFTSDYSKYLDSCEAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO.6

HSQGTFTSDYSKYLDSCEADDFVQWLMNT

SEQ ID NO.7

YSQGTFTSDYSKYLDSCEADDFVQWLMNT

SEQ ID NO.8

YXQGTFTSDYSKYLDSCDAQDFVQWLINT

SEQ ID NO.9

YXQGTFTSDYSKYLDSCDAQDFVVWLINT

SEQ ID NO.10

YXQGTFTSDYSKYLDSCDADDEFVVWLINT

SEQ ID NO.11

YXQGTFTSDYSKYLDEKCAKEFVQWLMNT

SEQ ID NO.12

YXQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO.13

YXQGTFTSDYSCYLDEKRAKEFVQWLMNT

SEQ ID NO.14

YXQGTFTSDYSKYLDCKRAKEFVQWLMNT

SEQ ID NO.15

YXQGTFTSDYSKYLCEKRAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO.16

YXQGTFTSDYSKYLDCRRAQVFVQWLMRT

SEQ ID NO.17

YXQGTFTSDYSKYLDCVRAQDFVQWLMRT

SEQ ID NO.18

YXQGTFTSDYSKYLDSRRACDFRLWLMNT

SEQ ID NO.19

YXQGTFTSDYSKYLCEKRAKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.20

YXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.21

YXQGTFTSDYSKYLDEKCAKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.22

YXQGTFTSDYSKYLDEKRCKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.23

YXQGTFTSDYSKYCDEKRAKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.24

YXQGTFTSDYSKCLDEKRAKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.25

YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKCFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.26

WXQGTFTSDYSKYLDECRAKDFVQWLMNT

vong duoc tao ra

SEQ ID NO.27

YXQGTFVSDYSKYLDECRAKDFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.28

WXQGTFVSDYSKYLDECRAKDFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.29

YXQGTFTSDYSKCLDERRAKDFVQWLMNT

vong dugc taora

SEQ ID NO.30

WXQGTFTSDYSKCLDERRAKDFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.31

YXQGTFTSDYSKYLDCKRAKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.32

-SQGTFTSDYSKYLDECRAKEFVQWLMNT

vong duoc tao ra

SEQ ID NO.33

WXQGTFTSDYSKYCDERRAKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

SEQ ID NO.34

YXQGTFTSDYSKYCDERRAKEFVQWLMNT

vong dugc tao ra

Lién quan dén SEQ ID NO.8-SEQ ID NO.31 va SEQ ID NO.33-SEQ ID NO.34
dugc thé hién trong Bang 1, “axit amin X” 13 axit amin khong cé trong tu nhién, axit

aminoisobutyric (Aib); “-” trong trinh tu axit amin SEQ ID NO.32 c¢6 nghia 1a khong cé

vong dugc tao ra gifra hai goc axit amin nay.

Vi du 3: Po diém ding dién cta din xuét glucagon

Dé danh gid ddc tinh vat Iy duogc cai thién cla din xuit glucagon dugc téng hop
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chuong trinh ExPASy.
Bang 2
Din xuit glucagon | Piém dfmg dién
SEQ ID NO.1 6,8
SEQ ID NO.2 4,56
SEQ ID NO.3 4,66
SEQ ID NO.4 4,13
SEQ ID NO.5 4,22
SEQ ID NO.6 4,03
SEQ ID NO.7 3,71
SEQ ID NO.8 3,77
SEQ ID NO.9 3,77
SEQ ID NO.10 3,66
SEQ ID NO.11 4,78
SEQ ID NO.12 6,04
SEQ ID NO.13 4,78
SEQ ID NO.14 8,12
SEQ ID NO.15 6,11
SEQ ID NO.16 9,11
SEQ ID NO.17 6,03
SEQ ID NO.18 8,15
SEQ ID NO.19 8,12
SEQ ID NO.20 4,78
SEQ ID NO.21 4,78
SEQ ID NO.22 6,20
SEQ ID NO.23 6,20
SEQ ID NO.24 6,21
SEQ ID NO.25 8,12
SEQ ID NO.26 4,68
SEQ ID NO.27 4,68
SEQ ID NO.28 4,68
SEQ ID NO.29 6,15
SEQ ID NO.30 4,44
SEQ ID NO.31 8,12
SEQ ID NO.32 4,78
SEQ ID NO.33 6,21
SEQ ID NO.34 6,21

Nhu duge thé hién trong Bang 2, trong khi glucagon tu nhién c¢6 trinh ty nhu néu
trong SEQ ID NO.1 ¢6 diém dang dién bang 6,8; thi din xut glucagon theo sang ché c6
diém dang dién nam trong khoang tir 4 dén 9, do d6 c6 dic tinh vét 1y dugc cai thién. Do
dan xuét glucagon theo sang ché c6 diém déng dién khac biét voi glucagon tr nhién, nén
din xuét nay c6 do hoa tan dugc cdi thién va do 4n dinh cao hon theo do pH dung dich
nhét dinh.

Do d6, khi dAn xuét glucagon theo sang ché dugc st dung dé didu tri hoi ching ha

dudmg huyét, cé thé 1am ting tinh tuin tha cia dbi twong bi bénh, va ciing thich hop dé
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sir dung két hop véi cac dugc chit chdng béo phi khac, vi du cht ddi khang thu thé peptit
tuong tur glucagon 1, chit d6i khang thu thé peptit kich thich san sinh insulin phu thudc
glucoza, v.v., do d6 c6 thé dugc sir dung hiru hiéu dé didu tri hoi ching ha dudong huyét
va bénh béo phi.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé& hiéu rang sang _ché c6 thé duoc
thé hién bang cac dang cu thé khic ma khéng nim ngodi pham vi cia sang ché. Cac
phuong 4n d& md ta chi nhim muc dich minh hoa chtr khong gi¢i han pham vi ciia sang
ché. Do d6, pham vi clia sang ché duoc thé hién béi bd yéu ciu bao hd kém theo chir
khong phai phan mé ta néu trén. Toan b cac thay ddi ndm trong pham vi ctia bd yéu ciu

bao ho cling nam trong pham vi ctia sang cheé.
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YEU CAU BAO HO
1. D4n xuét glucagon chira trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.20, SEQ ID NO.22, SEQ ID NO.23, SEQ ID NO.27,
va SEQ ID NO.33.

2. Dan xuét glucagon theo diém 1, trong d6 din xuit glucagon nay c6 hoat tinh kich thich
thu thé glucagon.

3. Polynucleotit ma hoa dan xuét glucagon theo diém 1 hoic 2.
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<110>
<120>
<130>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

34237

DANH MUC TRINH TU

HANMI PHARM. CO., LTD.
DAN XUAT GLUCAGON VA POLYNUCLEOTIT MA HOA DAN XUAT NAY
OPA15322

KR 10-2014-0193800
2014-12-30

36

KoPatentIn 3.0

1

29

PRT

Homo sapiens

1

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

1

5 - 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr

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

1

<210>
<211>

20 25
2
29
PRT
Trinh ty nhidn tao

Din xuit glucagon

2
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
5 10 15
Asp Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
3
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh ty nhin tao

Dan xuit glucagon

3
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
5 10 15
Glu Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
4
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

is

<210>
<211>

Trinh ty nhédn tao

Dan xuidt glucagon

4
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15
Cys Asp Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
5
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh ty nhidn tao

Din xuidt glucagon

5
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15
Cys Glu Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
6
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh tu nhdn tao

Dan xuédt glucagon

6
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15
Cys Glu Ala Asp Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
7
29
PRT

<212>
<213>
<220>

Trinh ty nhin tao
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<223>
<400>
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D&n xudt glucagon
7

Tyr Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

1

5 10 15

Cys Glu Ala Asp Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr

<210>

<211>

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

1

<210>
<211>

20 25
8
29
PRT
Trinh tu nh3n tao

Din xudt glucagon

Bién thé

(2)

Xaa 1la axit aminoisobutyric

8
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

5 10 15
Cys Asp Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Ile Asn Thr
20 25

9

29

PRT

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

1

<210>
<211>

Trinh tu nhdn tao

Dan xuidt glucagon

Bién thé

(2)

Xaa la axit aminoisobutyric

9
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

5 10 15
Cys Asp Ala Gln Asp Phe Val Val Trp Leu Ile Asn Thr
20 25

10

29

PRT

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

Trinh tu nh8n tao
Dan xudt glucagon

Bién thé

(2)

Xaa 1la axit aminoisobutyric
10

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

1

5 10 15

Cys Asp Ala Asp Asp Phe Val Val Trp Leu Ile Asn Thr

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

20 25
11
29
PRT
Trinh ty nhén tao

D&n xudt glucagon

Bién thé

(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric
11

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

1

5 10 15

Lys Cys Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr

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

20 25
12
29
PRT
Trinh ty nhédn tao

Dan xuldt glucagon

Bién thé

(2)

Xaa 1la axit aminoisobutyric
12

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
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1 5 10 15
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 13
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Dan xuédt glucagon

<220>

<221>  Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric

<400> 13

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

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

20 25
<210> 14

<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Dan xuit glucagon

<220>

<221>  Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric

<400> 14

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

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

20 25
<210> 15

<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223>  Dan xuit glucagon

<220>

<221>  Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa 13 axit aminoisobutyric

<400> 15

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

Lys Arg Ala Gln Asp Phe Val Val Trp Leu Met Asn Thr

20 25
<210> 16
<211> 29

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Din xuét glucagon

<220>

<221> = Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric

<400> 16
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
1 5 10 15
Arg Arg Ala Gln Val Phe Val Gln Trp Leu Met Arg Thr
20 25
<210> 17
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Dan xudt glucagon

<220>

<221>  Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric

<400> 17

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

Val Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Arg Thr

20 25
<210> 18
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

34237

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

1

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

15

29
PRT
Trinh tu nh3n tao
Din xuédt glucagon
Bién thé
(2)
Xaa 1la axit aminoisobutyric
18
5 10
Arg Arg Ala Cys Asp Phe Arg Leu Trp Leu Met Asn Thr
20 25
19
29
PRT
Trinh tu nhdn tao
Dan xudt glucagon
Bién thé
(2)

<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Xaa la axit aminoisobutyric

Bién thé

(16), (20)

Céc axit amin & vi tri sb 16 va
19

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr

1

5 10

Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu

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

20 25
20
29
PRT
Trinh ty nhén tao

Din xudt glucagon
Bién thé
(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric

Bién thé

(16), (20)

Céc axit amin & vi tri sb 16 va
20

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr

1

<210>
<211>

5 10
Cys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu
20 25
21
29
PRT

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

Trinh tu nh8n tao
Din xudt glucagon

Bién thé
(2)

Xaa 1la axit aminoisobutyric

Bién thé

(16), (20)

Cac axit amin & vi tri sbé 16 va
21

vi tri sb6 20 tao thanh vdng
Ser Lys Tyr Leu Cys Glu

15
Met Asn Thr

vi tri sbé 20 tao thanh vdng
Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

15
Met Asn Thr

vi tri sb 20 tao thanh vdéng

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

1

5 10

15

Lys Cys Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr

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

20 25
22

nhin tao

glucagon

-26-



<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric

<220>

<221> Bién thé

<222> (16), (20)

<223> Cac axit amin & vi tri sb 16 va

<400> 22

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

Lys Arg Cys Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu

20 25

<210> 23

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> Dan xuidt glucagon

<220>

<221> Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric

<220>

<221> -Rién thé

<222> (18), (20)

<223> Céc axit amin & vi tri sb 16 va

<400> 23

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

Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu

20 25

<210> 24

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nh3n tao

<220>

<223>  Dan xudt glucagon

<220>

<221>  Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric

<220> ’

<221>  Bién thé

<222> (16), (20)

<223> Cac axit amin & vi tri sb 16 va

<400> 24

Tyr Xaa Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr
1 5 10
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu

20 25
<210> 25
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nh8n tao
<220>
<223> Din xuit glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (2) .
<223> Xaa la axit aminoisobutyric
<220>
<221>  Bién thé
<222> (16), (20)
<223> Cac axit amin & vi tri sb 16 va
<400> 25
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr
1 5 10
Lys Arg Ala Lys Cys Phe Val Gln Trp Leu
20 25
<210> 26
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhln tao
<220>
<223> Dan xuidt glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa la axit aminoisobutyric
<220>

34237

vi tri sb 20 tao thanh vdng
Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

15
Met Asn Thr

vi tri sb 20 tao thanh vong
Ser Lys Tyr Cys Asp Glu

15
Met Asn Thr

vi tri sb 20 tao thanh vong
Ser Lys Cys Leu Asp Glu

15
Met Asn Thr

vi tri sé 20 tao thanh véng
Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

15
Met Asn Thr
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<221> Bién thé

<222> (16), (20)

<223> Cac axit amin & vi tri sb 16 va
<400> 26

Trp Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr
1 5 10
Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu

20 25
<210> 27
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220> ’
<223> Dan xuit glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric
<220>
<221>  Bién thé
<222> {16), (20)
<223> Cac axit amin & vi tri sb 16 va
<400> 27 :
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Val Ser Asp Tyr
1 5 10
Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu
20 25
<210> 28
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Dan xuidt glucagon
<220>
<221i>  Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa 1l& axit aminoisobutyric
<220>
<221>  Bién thé
<222> (16), (20)
<223> Cac axit amin & vi tri sbé 16 va
<400> 28
Trp Xaa Gln Gly Thr Phe Val Ser Asp Tyr
1 5 10
Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu
20 25
<210> 29
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Dan xudt glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa 13 axit aminoisobutyric
<220>
<221>  Bién thé
<222> (16), (20)
<223> Céc axit amin & vi tri sb 16 va
<400> 29
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr
1 5 10
Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu
20 25
<210> 30
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Dan xudt glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa la axit aminoisobutyric
<220>
<221>  Bién thé
<222> (16), (20)

34237

vi tri sb6 20 tao thanh vdng
Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

15
Met Asn Thr

vi tri sb 20 tao thanh véng
Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

15
Met Asn Thr

vi tri s6 20 tao thanh vdng
Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

15
Met Asn Thr

vi tri sb 20 tao thanh vdéng
Ser Lys Cys Leu Asp Glu

15
Met Asn Thr
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<223> Céc axit amin & vi tri sbé 16 va vi tri sb 20 tao thanh vdng
<400> 30
Trp Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Cys Leu Asp Glu
1 5 10 15
Arg Arg Ala Glu Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 31
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Dan xudt glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa 13 axit aminoisobutyric
<220>
<221>  Bién thé
<222> (17), (21)
<223> Cac axit amin & vi tri sb 17 va vi tri sé 21 tao thanh vdng
<400> 31
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
1 5 10 : 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25 '
<210> 32
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Di&n xudt glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (15), (19)
<223> Céc axit amin & vi tri sbé 15 va vi tri sb 19 tao thanh véng
<400> 32
Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu Cys
1 5 10 15
Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 33
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhin tao
<220>
<223> Dan xuidt glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric
<220>
<221>  Bién thé
<222> (16), (20)
<223> Cac axit amin & vi tri sb 16 va vi tri sb 20 tao thanh vong
<400> 33
Trp Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Cys Asp Glu
1 5 10 15
Arg Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 34
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Din xudt glucagon
<220>
<221>  Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa 13 axit aminoisobutyric
<220>
<221>  Bién thé
<222> (16), (20)
<223> Céc axit amin & vi tri sbé 16 va vi tri sé 20 tao thanh vdéng
<400> 34
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Cys Asp Glu
1 5 10 _ 15
Arg Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
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<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> MOi xudi

<400> 35

cagcgacacc gaccgtcccc ccgtacttaa ggcc
<210> 36

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao
<220>

<223> M&i nguoc

<400> 36

ctaaccgact ctcggggaag actgagctcg cc

34237
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