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Linh vuc k¥ thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén dan xudt glucagon, thé tiép hop c6 tac dung kéo dai cua
din xuét glucagon nay, va dugc phdm ding dé diéu tri hodc phong cac hoi ching
chuyén héa chira thé tiép hop nay.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Do sy tang truong kinh té gan ddy va cac thay ddi trong théi quen #n ubng,
v.v., ty 1& méc cic bénh lién quan dén hoi ching chuyén héa bao gdm cac bénh khac
nhau nhu bénh béo phi, chiing ting lipit méu, bénh ting huyét p, bénh xo ctng dong
mach, chimg ting insulin huyét, bénh dai thao dudng, va bénh gan gia ting nhanh
chéng. Céc bénh nay c6 thé xay ra mot cach doc 14p nhung nédi chung ching hiu hét
xay ra trong mbi quan hé gn véi nhau, kém theo céc triéu chimg khéac nhau.

Cu thé, theo T chirc Y té thé gioi (World Health Organization - WHO), nhiéu
hon mdt ty ngudi truong thanh thira cin trén toan thé gidi, trong sb d6 trén 3 tridu
ngudi béo phi 14m sang, va 250.000 ngudi chét mdi ndm & chau Au va hon 2,5 triéu
ngudi trén toan thé gisi chét mdi nam do cac bénh lién quan dén su thira can.

Tinh trang thira can va béo phi la nguyén nhan lam ting huyét ap va tang ham
lugng cholesterol va gy ra hoac lam x4u hon cac bénh khac, nhu bénh tim, bénh dai
thao dudng, bénh viém khép, v.v.. Ngoai ra, van dé caa bénh béo phi ciing trd thanh
nguyén nhan chinh trong viéc ting ty 1& mac bénh xo cimg déng mach, bénh ting
huyét ap, chung ting lipit méu, hodc bénh tim & tré em hodc thanh thiéu nién cling
nhu nguoi trudng thanh.

Mic du bénh béo phi 13 tinh trang bénh nghiém trong ma giy ra nhiéu bénh
khac nhau trén toan thé giéi nhu néu trén, nhung dé khic phuc duoc né cin c6 nd luc
cta ca nhan, trong khi cac bénh nhan béo phi thuong thiéu su tu kiém soat. Tuy nhién,
bénh béo phi khong dé duoc diéu tri, do né 1a bénh phurc tap lién quan dén céc co ché
kiém soat su thém an va chuyén héa ning luong. Do d6, viée didu tri bénh béo phi doi
hoi khong chi 13 nd luc ctia cac bénh nhan béo phi, ma con can ¢ phuong phéap c6 kha
ning didu tri cac co ché bat thuong lién quan dén viéc kiém soat sy thém &n va su
chuyén héa ning luong. Do d6, da c6 cac nd luc phat trién cac thude didu tri cac co
ché bat thuong d6.

Két qua cua cic nd luc nay, cac thuéc nhu Rimonabant® (Sanofi-Aventis),
Sibutramin® (Abbott), Contrave® (Takeda), Orlistat® (Roche), v.v. da duogc phét trién,
nhung ching c6 cac nhuge diém 1a tac dung bét loi nghiém trong hodc tac dung chéng
béo phi rat yéu. Vi du, theo bio cédo, Rimonabant® thé hién tac dung phu 12 r6i loan hé
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than kinh trung wong, Sibutramine® va Contrave® thé hién cac tic dung phu Ién tim
mach, va Orlistat® thé hién mac do giam can chi khoang 4 kg khi dugc dung trong
mdt nam. Do d6, khong c6 chét tri lidu ndo dé didu tri bénh béo phi ma co thé dwogc ké
don mot cach an toan cho cac bénh nhéan béo phi.

Nhiéu nghién ctru sau rong di duoc thuc hién dé phat trién céc chét tri liéu
méi nhim diéu tri bénh béo phi ma c6 thé giai quyét cac van dé cia cac thube chdng
béo phi thong thudong. Gan day, cac dan xudt glucagon dd nhan dugc nhiéu sy quan
tam. Glucagon dugc san sinh boi tuyén tuy khi ndng d6 glucoza mau ha xudng do cac
thubc hodc cac bénh khac, hoic su thiéu hut hormon hoic enzym. Glucagon giri tin
hiéu dé phéan huy glycogen trong gan va tiép theo 1a su giai phong glucoza va déng vai
trd trong viée 1am ting néng do glucoza mau dén khoang binh thudng. Ngoai tic dung
lam tang ndng d6 glucoza mau, glucagon han ché su thém #n va hoat héa lipaza man
cam v6i hormon cia té bao tao m& dé tao diéu kién thuan loi cho viéc phéan giai lipit,
nhd d6 thé hién tic dung chdng béo phi. Tuy nhién, viéc sir dung glucagon 1am chét tri
liéu bi han ché do n6 c6 d6 hoa tan thip va né bi két tha & do pH trung tinh.

Do d6, mot minh glucagon cé cac dac tinh cai thién co thé dugc st dung mot
cach c6 hiéu qua dé diéu tri chimg gidm glucoza méau ning, bénh viém gan nhiém mé&
khong do rugu (nonalcoholic steatohepatitis - NASH), chimg 1di loan lipit mau, v.v.,
do hoat tinh phan hity chit béo va su oxy héa & vi tri B clia né trong gan.

Mot trong sd cac din xuét glucagon, peptit gidng glucagon-1 (glucagon-like
peptide-1 - GLP-1), dang dugc nghién ciru lam chét tri liéu dé diéu tri ching ting
glucoza mau & bénh nhan bi bénh dai thdo duong. GLP-1 c6 chirc ndng kich thich su
tdng hop va tiét insulin, e ché su tiét glucagon, 1am cham qu4 trinh 1am rdng da day,
tang murc do sir dung glucoza, va tic ché su hip thu thirc an.

Exendin-4, da duoc tao ra tir noc doc cua than lin va ¢ muc dd twong déng
axit amin khoang 50% so v&i GLP-1, ciing dugc bdo cdo 1a hoat hoa thu thé GLP-1,
nho d6 cai thién ching ting glucoza mau ¢ cac bénh nhan bi bénh dai thdo duong (J
Biol Chem. 1992 Apr 15; 267 (11): 7402 - 5). Tuy nhién, cac thudc chéng béo phi
chira GLP-1 duoc béo c4o 1a c6 cac tac dung phu nhu gdy budn nén va non.

Do d6, d& thay thé GLP-1, nhiéu sy quan tim di duoc tip trung vao
oxyntomodulin, ma c6 thé gin két voi ca hai thu thé cia hai peptit, GLP-1 va
glucagon. Oxyntomodulin la peptit dd duogc tao ra tu tién chét cua glucagon, tién
glucagon, va c6 chirc nang uc ché sy hap thu thirc dn va 1am ting su no ctia GLP-1, va
¢6 hoat tinh tiéu m& giéng glucagon, do d6, lam ting hidu qua ctia né trong phép tri
liéu chéng béo phi.

Tuy nhién, oxyntomodulin hodc céc dan xuét cta n6 c¢6 nhuoc diém nghiém
trong vi mot lugng du thura cua thudc can phai duoc ding hang ngay do ching c6 hiéu
luc thip va thoi gian ban thai in vivo ngan.
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Ngoai ra, khi ca hoat tinh ctia GLP-1 va glucagon déu c6 mit trong mot peptit,
ty 1€ hoat tinh cua n6 trd nén ¢b dinh, va do d6, kho sir dung chit cha van kép voi cac
ty 1€ khac nhau. Do d6, phép tri li¢u két hop c6 kha niang st dung cic ty 1¢ hoat tinh
khac nhau bang cach didu chinh cac ham luong cia GLP-1 va glucagon c6 thé c6 hiéu
qua hon. Tuy nhién, dbi voi phép tri licu két hop, can phai cai thién cac dic diém vat
ly cua glucagon, ma két tu & d6 pH trung tinh va két tiia theo thoi gian, do d6, thé hién
d0 hoa tan kém.

Trong cac truong hgp ndy, cac tic gia sang ché da phat trién cac din xuat
glucagon c6 cac cai bién mot phﬁn cua trinh tu axit amin cia glucagon dé cai thién céac
tac dung tri liéu cua glucagon dén chimg gidm glucoza mau va bénh béo phi bang
cach cai thién cac ddc tinh vat Iy cua glucagon, va da phét hién ra rang cic din Xuét
glucagon nay, do céc tri sé pl dugc thay ddi khac véi céac tri s6 pl cua glucagon
nguyén thé, c6 do hoa tan dugc cai thién va do 6n dinh cao hon & d6 pH trung tinh va
d3 x4c nhan rang din xuét glucagon da phat trién hoat héa cac thu thé cia né trong thi
nghiém in vitro, nho d6 hoan thanh sang ché.

Ban chét k§ thuit cia sing ché
Vén dé ky thuat

Muc dich cua sang ché 13 @& xuit duoc phém dung dé diéu tri hoic phong hoi
chimg chuyén hoa, chira dan xut glucagon va it nhat moét hop chat hoic nguyén lidu
c6 hoat tinh tri liéu d6i voi hoi chimg chuyén héa.

Mbt muc dich khac cta sang ché 1a d& xuét din xuét glucagon méi.

Mot muc dich khac nira cia sang ché 13 d& xuét polynucleotit phan 1ap ma héa
din xuét glucagon, vecto chtra polynucleotit ndy, va té bao phan lap chua
polynucleotit hodc vecto nay.

Mot muc dich khac nira cia sang ché 14 d& xuét thé tiép hop phan 1ap trong d6
dan xuét glucagon va nguyén liéu twong hop sinh hoc ma c6 kha nang lam tang thoi
gian ban thai in vivo dugc lién két v6i né.

Mot muc dich khéac nita cua sang ché 13 dé xuét ché phérn chira dan xuét
glucagon va thé tiép hop phan lap.

Mdt muc dich khéc nira cta sang ché 1a d& xuit dugc phim ding dé diéu tri
hodc phong chimg giam glucoza mau hodc hdi chung chuyén hoa, chira din xuét
glucagon hoic thé tiép hop phan 14p.

Mot muc dich khac nita ciia sing ché 14 md ta phuong phap dé phong hoic
diéu tri chimg giam glucoza mau hodc hdi ching chuyén hoa bao gdm viéc cho dbi
tuong cAn phong hoic diéu tri bénh ding ché phdm néu trén.

Mot muc dich khac nita ctia sang ché 1a mo ta viéc sir dung dan xuit glucagon



34863

hodc thé tiép hop phan lap hodc ché phim & bao ché thude (hoic duoc pham) dung
dé phong hodc didu tri chimg giam glucoza méu hoic hoi ching chuyén héa.

Giai phép k¥ thuat

Dé dat dugc cac muc dich néu trén, sang ché theo mot khia canh dé xuit dugc
phim dung dé diéu tri hoic phong hoi chimg chuyén hoa chtra dan xut glucagon va it
nhét mot hop chét hoic nguyén liéu ma c6 hoat tinh trj liéu dbi v6i hoi ching chuyén
hoa.

Cu thé hon, sang ché theo mot khia canh dé xuét dugc phém dung dé diéu tri
hodc phong hoi ching chuyén héa, ma chua: i) peptit ¢6 trinh tu axit amin ¢ cong
thirc chung 1 sau, va ii) it nhét mét hop chét hodic nguyén liéu c6 hoat tinh tri liéu dbi
v6i hoi chimg chuyén héa:

X1-X2-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18-X19-X20-X
21-F-X23-X24-W-L-X27-X28-X29-X30 (Cong thuc chung 1, SEQ ID NO: 45)

Trong cong thirc chung 1:

X1 1a  histidin, desamino-histidyl, N-dimetyl-histidyl, B-hydroxy
imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, B-carboxy imidazopropionyl, tryptophan, hodc
tyrosin, hodc khong c6 mat;

X2 la axit o-metyl-glutamic, axit aminoisobutyric (Aib), D-alanin, glyxin,
Sar(N-metylglyxin), serin, hodc D-serin;

X7 1a threonin, valin, hodc xystein;

X10 1a tyrosin hodc xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X13 1a tyrosin hodc xystein;

X14 1a leuxin hodc xystein;

X15 1a axit aspartic, axit glutamic, hodc xystein;

X16 1a axit glutamic, axit aspartic, serin, axit a-metyl-glutamic, hodc xystein,
hodc khong c6 mat;

X17 1a axit aspartic, glutamin, axit glutamic, lysin, arginin, serin, Xystein, hoéc
valin, hodc khong c6 mait;

X18 1a alanin, axit aspartic, axit glutamic, arginin, valin, hodc xystein, hodc
khong c6 mit;

X19 1a alanin, arginin, serin, valin, hodc xystein, hodc khong c6 mat;

X20 1a lysin, histidin, glutamin, axit aspartic, lysin, arginin, axit
a-metyl-glutamic, hodc xystein, hodc khong c6 mat;

X21 1a axit aspartic, axit glutamic, leuxin, valin, hodc xystein, hodc khong cé
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mat;

X23 la isoleuxin, valin, hodc arginin, hodc khong c6 mit;

X24 1a valin, arginin, alanin, xystein, axit glutamic, lysin, glutamin, axit
a-metyl-glutamic, hoac leuxin, hodc khong c6 mat;

X27 1a isoleuxin, valin, alanin, lysin, metionin, glutamin, hodc arginin, hoac
khong c6 mat;

X28 la glutamin, lysin, asparagin, hodc arginin, hodc khong c6 mit;

X29 1a lysin, alanin, glyxin, hodc threonin, hodc khong c6 mat; va

X30 1a xystein, hodc khdng c6 mit;

v6i didu kién khi trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 1 gidng véi trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 1, thi n6 bi loai trur.

Theo mgt phuong an cu thé khac,

trong cong thirc chung 1:

X1 1a histidin, tryptophan, hoéc tyrosin, hodc khong c6 mat;

X2 la serin hodc axit aminoisobutyric (Aib);

X7 1a threonin, valin, hodc xystein;

X10 Ia tyrosin hoac xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X13 1a tyrosin hodc xystein;

X14 12 leuxin hodc xystein;

X15 1a axit aspartic hodc xystein;

X16 1a axit glutamic, serin, hodc xystein;

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

X19 1a alanin hodc xystein;

X20 1a glutamin, axit aspartic, lysin, hodc xystein;

X21 1a axit aspartic, axit glutamic, leuxin, valin, hodc xystein;
X23 la isoleuxin, valin, hodc arginin;

X24 1a valin, arginin, alanin, axit glutamic, lysin, glutamin, hodc leuxin;
X27 1a isoleuxin, valin, alanin, metionin, glutamin, hodc arginin;
X28 1a glutamin, lysin, asparagin, hodc arginin;

X29 la threonin; va

X30 1a xystein hodc khong c6 mat.

Theo mot phuong an cu thé khac nita, trong cong thirc chung 1:
X1 1a histidin, tryptophan, hoéc tyrosin, hodc khong c6 mat;
X2 1a serin hodc axit aminoisobutyric (Aib);
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X7 la threonin, valin, ho4c xystein,;

X10 1a tyrosin hodc xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X13 1a tyrosin hodc xystein;

X14 1a leuxin hodc xystein,;

X15 1a axit aspartic hodc xystein;

X16 1a axit glutamic, serin, hodc xystein;

X17 1a axit aspartic, axit glutamic, lysin, arginin, serin, xystein, hodc valin;
X 18 1a axit aspartic, axit glutamic, arginin, hodc xystein;
X19 1a alanin ho#c xystein;

X20 14 glutamin, axit aspartic, hodc lysin;

X21 la axit aspartic hodc axit glutamic;

X23 1a valin;

X24 1a valin hodc glutamin;

X27 1a isoleuxin hoac metionin;

X28 1a asparagin hodc arginin;

X29 1a threonin; va

X30 Ia xystein hodc khong c6 mat.

Theo mot phuong an cu thé khac nita, trong cong thirc chung 1:
X1 1a tyrosin, X2 la axit aminoisobutyric (Aib);

X7 la threonin;

X10 1a tyrosin;

X12 1a lysin;

X13 1a tyrosin;

X14 1a leuxin;

X15 1a axit aspartic hodc xystein;

X16 1a axit glutamic, serin, hodc xystein;

X17 14 lysin hodc arginin;

X18 1a arginin;

X19 1a alanin;

X20 1a glutamin, xystein, hodc lysin;

X21 1a axit aspartic, xystein, valin, hodc axit glutamic;
X23 1a valin;

X24 1a valin hodc arginin;

X27 la metionin;

X28 1a asparagin hodc arginin;

X29 la threonin; va
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X30 khong cé mat.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, peptit néu trén khac biét & chd né l1a
peptit o trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 2 sau:

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X2
4-W-L-M-N-T-X30 (cong thirc chung 2, SEQ ID NO: 46)

Trong cong thirc chung 2,

X7 1a threonin, valin, hoac xystein;

X10 1a tyrosin hoac xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X15 1a axit aspartic hoac xystein;

X16 la axit glutamic hodc serin;

X17 1a lysin hodc arginin;

X20 1a glutamin hoac lysin;

X21 1a axit aspartic hodc axit glutamic;

X24 1a valin hodc glutamin; va

X30 1a xystein hodac khong cé mit,

trong do, trong cadc peptit cd trinh tu axit amin c6 cong thirc chung 2, cac
peptit twong tng voi cac SEQ ID NO: 14, 19, 20, 25, 27, 31, va 33 c6 thé bi loai tru.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, peptit c6 trinh tw axit amin c6 cong thirc
chung 1 khac biét & chd n6 c6 tri s6 pl khac véi tri sb pl ctia glucagon nguyén thé, vi
du, pI béng 6,5 hodc nhé hon, hoac pl béng 7,0 hodc 16n hon.

Theo mét phuong 4n cu thé khac nita, peptit c6 trinh tw axit amin c6 cong thirc
chung 1 khic biét & chd it nhat mét cip axit amin trong sb cac cip axit amin X10 va
X14, X12 va X16, X16 va X20, X17 va X21, X20 va X24, va X24 va X28 trong cong
thirc chung 1 1an luot dugc thay thé bang axit glutamic hoic lysin, ma c6 kha nang tao
ra vong.

Theo mot phuong 4n cu thé khéc nira, peptit co trinh tu axit amin c¢6 cong thirc
chung 1 khac biét & chd cip axit amin X12 va X16 hogc cip axit amin X16 va X20 lan
luot duge thay thé bang axit glutamic hodc lysin, ma c6 kha nang tao ra vong.

Theo mot phwong 4n cu thé khac nita, peptit ¢6 trinh tu axit amin ¢ cong thirc
chung 1 khic biét & chd it nhat mot cip axit amin trong s cac cip axit amin X10 va
X14, X12 va X16, X16 va X20, X17 va X21, X20 va X24, va X24 va X28 trong cong
thire chung 1 tao ra vong (vi dy, vong lactam).

Theo mét phuong 4n cu thé khac nira, peptit ¢6 trinh tu axit amin c6 cong thic



34863

chung 1 khéc biét & chd dau tan cting C cua peptit ndy dugce amit héa.

Theo mot phuwong 4n cy thé khéc nita, peptit ¢6 trinh tu axit amin c6 cong thirc
chung 1 khéc biét & chd né 1a din xuit glucagon c6 kha ning hoat héa thu thé
glucagon.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, peptit nay khac biét & chd né ¢6 trinh tu
axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 dén 44.

Theo mot phuwong 4n cu thé khac nita, peptit ndy khac biét & chd né c¢6 trinh tu
axit amin duogc chon tir nhém bao gdm céc trinh tw néu trong SEQ ID NO: 2 dén 13,
15, 17, 20 dén 24, 26 dén 30, va 32 dén 44.

Theo mdt phuong 4n cu thé khac nita, peptit nay khac biét & chd né c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 12 hoidc SEQ ID NO: 20.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, hop chit hoic nguyén li€u cé hoat tinh
tri liéu dbi véi hoi chimg chuyén hoa khac biét & chd né dugc chon tir nhém bao gdm
peptit kich thich insulin, chat chi véan thy thé peptit gidng glucagon-1 (GLP-1), chét
chi1 van thu thé leptin, chat rc ché dipeptidyl peptidaza-IV (DPP-IV), chét d6i khang
thu thé Y5, chit d6i khang thu thé hormon tap trung melanin (melanin-concentrating
hormone - MCH), chét chu van thu thé Y2/4, chit chu van thu thé melanocortin 3/4
(MC 3/4), chét trc ché lipaza da day/tuy, chét chi van cua thy thé 5-hydroxytryptamin
2C (5-hydroxytryptamine 2C - SHT2C), chat chii van thu thé B3A, chit cha vén thu
thé amylin, chit d6i khang ghrelin, chét dbi khang thy thé ghrelin, chit cha van thu
thé alpha duwoc hoat hoa bodi chét ting sinh thé peroxi (peroxisome
proliferator-activated receptor alpha - PPARa), chéit cha van thu thé delta duoc hoat
héa boi chét tang sinh thé peroxi (peroxisome proliferator-activated receptor delta -
PPARS), chat chii van thu thé Farnesoid X (Farnesoid X receptor - FXR), chét trc ché
axetyl-CoA carboxylaza, peptit YY, cholecystokinin (CCK), xenin, glicentin,
obestatin, secretin, nesfatin, insulin, va peptit kich thich insulin phu thudc glucoza
(glucose-dependent insulinotropic peptide - GIP).

Theo mdt phuong an cu thé khéac nira, peptit kich thich insulin nay khac biét &
chd né dugc chon tir nhém bao gém GLP-1, exendin-3, exendin-4, chit chu van caa
ching, din xuit cta ching, manh cia chiing, bién thé cua chung, va két hop cua
chung.

Theo mot phuong 4n cu thé khéc nita, peptit kich thich insulin nay khac biét &
chd né 1a din xuat peptit kich thich insulin trong d6 gdc histidin dau tan cing N cia
peptit kich thich insulin ndy dugc thay thé bing gbc duge chon tir nhém bao gdm
desamino-histidyl, N-dimetyl-histidyl, B-hydroxy imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl,
va B-carboxy imidazopropionyl.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, peptit kich thich insulin khac biét & chd
n6 duge chon tir nhém bao gdm exendin-4 nguyén thé; din xuét exendin-4 trong do
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nhoém amin dau tan cing N cta exendin-4 dugc loai bd; din xuét exendin-4 trong do
nhém amin d4u tan cing N cua exendin-4 duoc thay thé bang nhém hydroxyl; dan
xuét exendin-4 trong d6 nhém amin dau tan cung N cla exendin-4 dugc cdi bién bang
nhoém dimetyl; din xuat exendin-4 trong d6 nguyén tir cacbon a cuia axit amin thir nhat
ctia exendin-4, histidin, duoc loai bo; din xuét exendin-4 trong do axit amin th(r 12
cua exendin-4, lysin, dugc thay thé béng serin, va dan xuét exendin-4 trong do axit
amin thtr 12 clia exendin-4, lysin, dugc thay thé bang arginin.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nira, peptit nay co trinh ty axit amin cé cong
thire chung 1 khac biét & chd peptit c¢6 trinh ty axit amin ¢ cong thirc chung 1 ¢ dang
thé tiép hop c6 tac dung kéo dai ma nguyén liéu twong hgp sinh hoc c6 kha ning lam
tang thoi gian bén théi in vivo cta peptit nay dugc lién két véi no; va peptit kich thich
insulin & dang thé tiép hop c6 tc dung kéo dai ma nguyén liéu twong hop sinh hoc cé
kha nang lam tang thoi gian bén thai in vivo cla peptit kich thich insulin nay duogc lién
két v6i no.

Theo mdt phuong 4n cu thé khac nita, nguyén lidu twong hop sinh hoc khac
biét & chd né duge chon tir nhém bao gdém polyetylen glycol, axit béo, cholesterol,
albumin va manh cua né, nguyén lidu gin két v6i albumin, polyme gdm céc don vi 1ap
¢6 trinh ty axit amin cu thé, khang thé, manh khéang thé, nguyén li€u gén két vai FcRn,
mé lién két in vivo hoidc dan xuit caa no, nucleotit, fibronectin, transferrin, sacarit, va
polyme.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, peptit ¢6 trinh tw axit amin cé cong thirc
chung 1 va peptit kich thich insulin kh4c biét & chd chung 1an lugt duoc lién két véi
nguyén liéu twong hop sinh hoc bang ciu ndi dugc chon tir nhém bao gbm polyetylen
glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, reou polyhydric
dugc polyoxyetyl hdéa, ruou polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete,
polyme dé& phan huy sinh hoc nhu axit polylactic (PLA) va axit polylactic-glycolic
(PLGA), polyme lipit, chitin, axit hyaluronic, axit béo, polyme, hop chit c6 khéi
lwong phan tir thap, nucleotit, va két hop cua chung.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, nguyén li€u tuong hop sinh hoc khéc
biét & chd né 1a nguyén liéu gin két v6i FcRn, va peptit co trinh tu axit amin ¢6 cong
thirc chung 1 va peptit kich thich insulin 1an lugt duoc lién két véi nguyén li¢u tuwong
hop sinh hoc bang ciu ndi peptit hodc ciu ndi khong phai peptit dugc chon tir nhom
bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen
glycol, ruou polyhydric dugc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic, polysacarit,
polyvinyl etyl ete, dextran, polyme dé phan huy sinh hoc nhu axit polylactic (PLA) va
axit polylactic-glycolic (PLGA), polyme lipit, chitin, axit hyaluronic, va két hop cua
chung.

Theo mot phuong 4n cu thé khéc nita, nguyén lidu gan két v4i FcRn khéc biét
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& chd n6 14 polypeptit chira viing Fe globulin mién dich.

Theo mét phuong 4n cu thé khéc nita, ving Fc globulin mién dich nay khac
biét & chd n6 khong duogc glycosyl hoa.

Theo mdt phuong 4n cu thé khac nira, ving Fc globulin mién dich nay khac
biét & chd né dugc chon tir nhém bao gdm:

(a) mién CH1, mién CH2, mién CH3, va mién CH4;

(b) mién CH1 va mién CH2;

(c) mién CHI va mién CH3;

(d) mién CH2 va mién CH3;

(e) két hop giita mot hoic hai hoic nhidu mién trong s6 mién CH1, mién CH2,
mién CH3, va mién CH4, va vung ban 1é cua globulin mién dich hoic mot phﬁn cua
ving ban 18 nay; va

(f) dime gifta mdi mién cta vung én dinh cta chudi ning va ving on dinh cta
chudi nhe.

Theo mot phuong 4n cu thé khéc nita, polypeptit chita ving Fc globulin mién
dich 1a & dang dime.

Theo mdt phuong an cu thé khac nita, vung Fc globulin mién dich khac biét &
chd n6 1a din xuét Fc nguyén thé trong d6 ving c6 kha ning tao ra lién két disulfua
dugc loai bé, dan xuét Fc nguyén thé trong d6 mot phan cua (c4c) axit amin trong dau
tan cung N dugc loai bo, din xuat Fc nguyén thé trong d6 metionin dwgc bd sung vao
dau tan cung N, din xuét Fc nguyén thé trong dé vi tri gan két bd thé duoc loai bo,
hoic din xuit Fc nguyén thé trong d6 vi tri tinh doc té bao gian tiép qua t& bao phu
thudc khang thé (antibody dependent cell mediated cytotoxicity - ADCC) duoc loai
bé.

Theo mdt phuong 4n cu thé khéc nita, vung Fc globulin mién dich khac biét &
chd né 1a ving Fc ¢6 ngudn gbe tir globulin mién dich dugc chon tir nhém bao gdm
IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM.

Theo mot phuong 4n cu thé khéc nita, ving Fe globulin mién dich khac biét &
chd né 12 ving Fc IgG4.

Theo mot phuong 4n cu thé khéc nita, ving Fe globulin mién dich khac biét &
chd né 1a viing Fc khong duoc glycosyl héa ¢o ngudn gdc tir [gG4 cua ngudi.

Theo modt phuong 4n cu thé khéc nita, cdu nbi khong phai peptit khac biét &
chd noé duoc lién két voi gbe xystein cua peptit ¢ trinh ty axit amin cd céng thirc
chung 1.

Theo mdt phuong 4n cu thé khéc nita, ciu ndi khong phai peptit khac biét &
chd ca hai dau cia ciu nbi khong phdi peptit 1an Iuot dugc lién két véi nhém amin
hodc nhom thiol cta peptit, ma c6 trinh ty axit amin ¢6 cong thie chung 1, ho#ic peptit
kich thich insulin, va nguyén liéu twong hop sinh hoc.
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Theo mot phuong 4n cy thé khac nira, hoi chimg chuyén hoa khac biét & chd,
né dugc chon tir nhém bao gbém réi loan dung nap glucoza, ching ting cholesterol
mau, rbi loan lipit mau, bénh béo phi, bénh dai thdo dudng, bénh ting huyét ap, bénh
viém gan nhiém m& khong do rugu (nonalcoholic steatohepatitis - NASH), bénh xo
vita dong mach do rdi loan lipit mau gay ra, bénh xo vita dong mach, bénh xo cing
dong mach, bénh mach vanh tim, va bénh dot quy.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit dan xuét glucagon mai.
Theo mdt phuong 4n cu thé, din xudt glucagon nay khéac biét & chd no la
peptit phin 14p c6 trinh ty axit amin cé cong thirc chung 2 sau:

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X2
4-W-L-M-N-T-X30 (cong thic chung 2, SEQ ID NO: 46)

Trong cong thuc chung 2,

X7 1a threonin, valin, hoac xystein;
X10 1a tyrosin hoac xystein;

X12 1a lysin hoac xystein;

X15 1a axit aspartic hoac xystein;
X16 1a axit glutamic hodc serin;
X17 1a lysin hodc arginin;

X20 1a glutamin hoac lysin;

X21 1a axit aspartic hodc axit glutamic;
X24 1a valin hodc glutamin; va
X30 1a xystein hodc khong cé mat,

trong do, trong cac peptit ¢ trinh tu axit amin cé cdng thic chung 2, cac
peptit tuong tng véi cac SEQ ID NO: 14, 19, 20, 25, 27, 31, va 33 c6 thé bi loai trir.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, peptit ¢é trinh tu axit amin c6 cong thirc
chung 2 khéc biét ¢ chd cdp axit amin X16 va X20 duogc thay thé bang axit glutamic
hodc lysin, ma c6 kha nang tao ra vong.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nira, peptit c6 trinh tu axit amin c6 cong thirc
chung 2 kh4c biét & chd diu tin cung C cia peptit nay dugc amit hoa.

Theo mot phuong 4n cu thé khéc nita, peptit nay khac biét & chd né 1a din xuét
glucagon c6 kha ning hoat héa thu thé glucagon.

Theo mot phuong 4n cu thé khac nita, peptit nay khac biét & chd né c6 trinh tu
axit amin dugc chon tir nhom bao gém cdc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12, 13, 15,
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va 36 dén 44.
Theo mot phwong 4n cu thé khéc nita, peptit nay khac biét & chd nd ¢6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 12.

Theo mot khia canh khéc nita, sing ché dé xuét polynucleotit phéan 1ap ma hoa
din xudt glucagon, vecto chtra polynucleotit ndy, va t& bao phan lap chtra
polynucleotit hodc vecto nay.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xudt thé tiép hop phan lap trong do
dan xuit glucagon va nguyén liéu twong hop sinh hoc cé kha nang 1am tang thoi gian
ban thai in vivo dugc lién két véi né.

Theo mdt phuong 4n cu thé, nguyén liéu tuong hgp sinh hoc khac biét & chd
nguyén liéu twong hop sinh hoc nay dugc chon tir nhém bao gém polyetylen glycol,
axit béo, cholesterol, albumin va manh ctia né, nguyén liéu gin két v6i albumin,
polyme gbém cac don vi lap c6 trinh tu axit amin cu thé, khang thé, manh khang thé,
nguyén lidu gin két voi FcRn, mo lién két in vivo hodc din xuit cua no, nucleotit,
fibronectin, transferrin, sacarit, va polyme.

Theo mdt phwong 4n cu thé, peptit phan 14p khac biét & chd nd duoc lién két
v6i nguyén liéu twong hop sinh hoc bang cdu ndi duoc chon tir nhém bao gdm
polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu
polyhydric dugc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl
etyl ete, polyme dé phan huy sinh hoc nhu axit polylactic (PLA) va axit
polylactic-glycolic (PLGA), polyme lipit, chitin, axit hyaluronic, axit béo, polyme,
hop chit c6 khéi lugng phan tir thap, nucleotit, va két hop cua chung.

Theo mdt phwong an cu thé, nguyén liéu twong hop sinh hoc khéc biét & chd
n6 13 nguyén liéu gin két v6i FcRn, va

peptit phan 1ap va peptit kich thich insulin 1an lrot dugc lién két voi nguyén
liéu twong hop sinh hoc bang cau ndi peptit hoic cdu ndi khong phai peptit duoc chon
tr nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen
glycol-propylen glycol, rugu polyhydric dugc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic,
polysacarit, polyvinyl etyl ete, dextran, polyme dé phan huy sinh hoc nhu axit
polylactic (PLA) hodc axit polylactic-glycolic (PLGA), polyme lipit, chitin, axit
hyaluronic, va két hop cta chung.

Theo mdt phuong 4n cu thé,

nguyén liéu gan két v6i FcRn khéc biét & chd nd 1a polypeptit chira vung Fc
globulin mién dich.

Theo mdt khia canh khac nita, sdng ché dé xuat ché pham chia dan xuat

-13-



34863

glucagon hodc thé tiép hop phan lap.
Theo mdt phuong 4n cu thé, ché phém nay khac biét & chd né 1a duoc pham
dung dé diéu tri hoic phong ching giam glucoza mau hogc hoi chiing chuyén hoa.

Theo mdt khia canh khac nita, sing ché md ta phuong phép phong hoac diéu
tri ching giam glucoza mau hodc hoi chimg chuyén hoa bao gbm viéc cho ddi tuong
can didu tri dung ché pham nay.

Theo mot khia canh khac nira, sdng ché mé ta viéc str dung dan xuét glucagon
hoic thé tiép hop phan lap hoic ché phim dé bao ché thudc (hoic duoc phdm) ding
dé phong hoic diéu tri chimg giam glucoza mau hoac hdi chimg chuyén héa.

Céc uu diém cta sang ché

C4c dan xuét glucagon theo séng ché c6 cac dic tinh vat Iy duoc cai thién so
véi cac dic tinh vat ly cua glucagon nguyén thé va do d6, co6 thé duge sir dung mot
cach ¢6 hiéu qua 1am chét trj liéu dé diéu tri chimg giam glucoza mau nhd cai thién
viéc tuln thi ctia bénh nhan. Ngoai ra, cac dan xuit glucagon theo sdng ché c6 thé
dugc sir dung mot cach cd hiéu qua dé phong va diéu tri chimg gidm glucoza mau va
hoi chimg chuyén héa nhu bénh béo phi, bénh déi thao duong, va bénh viém gan
nhiém m& khong do rugu (NASH).

M@ ta vin tit cic hinh vé

Fig. 1 12 dd thi thé hién su thay d6i vé thé trong clia cac miu dong vét bi bénh
béo phi (chudt cdng), ma duoc gly ra bing ché do in c6 lugng chét béo cao, trong qui
trinh dung riéng 1é hodc két hop gitra thé tiép hop peptit kich thich insulin c6 tac dung
kéo dai (co tén 1 dan xuét exendin-4 ¢6 tac dung kéo dai) va thé tiép hop dan xuat
glucagon co tac dung kéo dai (co tén la din xuét c6 tac dung kéo dai cé trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 12) v61 lidu d3 duoc diéu chinh cho chudt cdng, & cac khoang cach
3 ngay trong 15 ngay.

Fig. 2 thé hién két qua minh hoa lugng chét béo trong mac treo rudt clia cac
mau ddng vat bi bénh béo phi (chudt cdng), ma duoc gy ra bing ché d6 n c6 lwong
chét béo cao, duoc do sau khi dung riéng 16 hodc két hop gitra thé tiép hop peptit kich
thich insulin c6 tac dung kéo dai (c6 tén 13 dan xuat exendin-4 c6 tac dung kéo dai) va
thé tiép hop din xuat glucagon c6 tac dung kéo dai (co tén la dan xuét c6 tac dung kéo
dai ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12) voi lidu da dugc didu chinh cho chudt cong
trong 15 ngdy (*p<0,05, **p<0,01 so v&i chat din bang thir nghiém ANOVA).

Fig. 3 thé hién két qua minh hoa sy khéc biét vé khdi luong gan clia cic mau
dong vat bi bénh béo phi (chudt céng), ma dugc gay ra bing ché d6 an c6 luong chét
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béo cao, duoc do sau khi ding riéng 1¢ hoic két hop giita thé tiép hop peptit kich thich
insulin c6 tac dung kéo dai (c6 tén 1a din xuét exendin-4 ¢6 tac dung kéo dai) va thé
tiép hop dan xuét glucagon c6 tac dung kéo dai (c6 tén 1a dan xuét c6 tac dung kéo dai
¢6 trinh tuy néu trong SEQ ID NO: 12) v6i lidu d3 dugc didu chinh cho chudt cong
trong 15 ngay (***p<0,01, ***p<0,001 so v&i chét din bang thir nghiém ANOVA).

Fig. 4 1a 0 thi thé hién sy thay dbi vé thé trong (body weight - BW) ctia cac
mau dong vat bi bénh béo phi (chudt nhit), ma duoc giy ra bang ché d6 an c6 luong
chit béo cao, sau khi ding riéng 1¢ hodc két hop giita thé tiép hop peptit kich thich
insulin ¢6 tac dung kéo dai (co tén 1a din xuit exendin-4 c6 tac dung kéo dai) va thé
tiép hop dAn xuét glucagon c6 tac dung kéo dai (c6 tén 1a din xuat c6 téc dung kéo dai
co trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20) voi lidu d3 dugc didu chinh cho chudt cong
trong 22 ngay.

Fig. 5 thé hién két qua minh hoa sy thay dbi vé& ham lugng cholesterol trong
mau ciia cac mau dong vat bi bénh béo phi (chudt nhit), ma duoc gy ra bang ché do
an ¢6 lugng chét béo cao, sau khi dung riéng 1é hodc két hop giita thé tiép hop peptit
kich thich insulin c6 tic dung kéo dai (c6 tén 1a din xuit exendin-4 c6 tac dung kéo
dai) va thé tiép hop dan xut glucagon c6 tac dung kéo dai (c6 tén 1a dan Xuét c6 tac
dung kéo dai c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 20) v6i lidu da dugc diéu chinh cho
chudt cong trong 22 ngay.

M3 ta chi tiét sang ché

Céc chi tiét cu thé clia sang ché c6 thé dugc giai thich nhu sau. Cu thé, cac giai
thich va cac phuong an dugc boc 10 trong sang ché 14n luot c6 thé dugc 4p dung cho
céc giai thich va céc phuong 4n khac. Tirc 12 tét ca céc tb hop cla cac yéu t khéc
nhau duoc boc 16 trong sang ché 14 ndm trong pham vi cia sing ché. Ngoai ra, pham
vi cua sang ché khong bi giéi han béi cac mod ta cu thé duoc néu dudi day trong ban
mo ta nay.

Trong toan by ban mo ta cua sang ché, khong chi sir dung cdc ma 1 chit cai va
cac ma 3 chir cai thong thuong ddi voi cac axit amin c6 trong tw nhién ma con st dung
cac ma 3 chit cai, nhu Aib (axit a-aminoisobutyric), Sar(N-metylglyxin) thudng duoc
stt dung cho céc axit amin khac. Ngoai ra, cac axit amin dugc viét tit trong ban mo ta
nay dugc mo ta theo danh phap IUPAC-IUB.

alanin A arginin R
asparagin N axit aspartic D
xystein C axit glutamic E
glutamin Q glyxin G
histidin H isoleuxin I
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leuxin L lysin K
metionin M phenylalanin F
prolin P serin S
threonin T tryptophan W
tyrosin Y valin V

Sang ché theo mot khia canh d@ xuét ché pham chira dan xuét glucagon va it nhét mét
hop chét hoic nguyén liéu c6 hoat tinh trj liéu dbi v6i hoi chung chuyén héa, va cu thé
hon, d& xuét dugc phdm ding dé diéu tri hoic phong hdi chung chuyén hoa chtra din
xuét glucagon va it nhat mot hop chét hoic nguyén lidu c6 hoat tinh tri liéu d6i voi hoi
chimg chuyén héa.

Dén xuét glucagon theo sang ché bao gdm peptit c6 it nhit mot khac biét vé trinh tur
axit amin so véi glucagon nguyén thé, peptit trong d6 trinh ty cua glucagon nguyén
thé dwoc cai bién bang cach cai bién glucagon nguyén thé, va chét gia glucagon
nguyén thé ma c6 thé hoat hoa céc thu thé glucagon gidng glucagon nguyén thé.

Din xuét glucagon nhu véy c¢6 thé 1a din xuét ¢6 cac ddc tinh vat ly dugc cai thién
nho ¢6 pl duge thay dbi so véi glucagon nguyén thé. Ngoai ra, dan xuat glucagon c6
thé 13 din xuét c6 d6 hoa tan cai thién ddng thoi duy tri hoat tinh hoat héa cic thu thé
glucagon, nhung khong chi giéi han & trudong hop do.

Ngoai ra, dan xuét glucagon c6 thé 13 glucagon khong ¢ trong tw nhién.

Cu thé, glucagon nguyén thé c6 thé c6 trinh ty axit amin sau:
His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr (SEQ ID NO: 1)

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngir "pI" hodc "diém dang dién" chi tri
s6 @6 pH ma & d6 dai phan tir nhu polypeptit khong c6 dién tich toan phan (0). Trong
truong hop polypeptit ¢6 cdc nhom chirc duge tich dién khac nhau, thi dién tich toan
phan cua toan bd polypeptit 14 "0" & diém trong d6 tri s6 do pH gidng nhur tri s6 ctia pl.
Pién tich toan phan ctia polypeptit & d0 pH cao hon pl s& am trong khi di¢n tich toan
phan ctia polypeptit & do pH thap hon pl s& duong.

Céc tri sb pl co thé dugc xac dinh trén gel gradien do pH duoc giit ¢ dinh dugc cAu
thanh tir polyacrylamit, tinh bot, hodc agaroza béng cach dién di déng dién, hoac co
thé dugc woc tinh, vi dy, tir trinh tuy axit amin bang cach sir dung cong cu pI/MW
(http://expasy.org/tools/pi_tool.html; Gasteiger et al., 2003) trong mdy chu ExPASy.
Khi duoc sir dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "pl dugc thay dbi" chi pI ma khac
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v6i pl ctia glucagon nguyén thé do su thay thé mot phan cia trinh tu axit amin cia
glucagon nguyén thé bang gdc axit amin c6 dién tich &m hodc dién tich duong, tic 1a
tri s6 plI giam hoic ting. Peptit c6 pl duoc thay d6i nhu vy c6 thé biéu hién 1a din
xuét glucagon c6 d hoa tan cai thién va do 4n dinh cao & @6 pH trung tinh.

Cu thé hon, din xuit glucagon c6 thé ¢6 tri sb pI duoc thay dbi, khong phai tri sd pI
(6,8) cua glucagon nguyén thé, va cu thé hon nira, tri s pI nhé hon 6,8, cu thé hon, 12
6,7 hodc nho hon, cu thé hon, 13 6,5 hoic nhé hon, va ngoai ra, tri s6 pl vuot qua 6,8,
7 hodc cao hon, cu thé hon, 13 7,5 hodc cao hon, nhung khong chi gidi han & céac
khoéang d6, va tri s6 pl bét ky khac v6i tri s6 pI ctia glucagon nguyén thé s& nim trong
pham vi cua sang ché. Dic biét, khi tri s6 pI khic voi tri s6 pl cua glucagon nguyén
thé va do d6, thé hién dd hoa tan duoc cai thién & do pH trung tinh so v6i d6 hoa tan &
do pH trung tinh cta glucagon nguyén thé, do d6 thé hién mirc do két tu thép, s€ dac
biét ndm trong pham vi clia sang ché.

Cu thé hon, din xuét glucagon c6 thé c6 tri s6 pI nam trong khoang tir 4 dén 6,5
va/hoac nam trong khoang tur 7 dén 9,5, cu thé 12 nim trong khoang tur 7,5 dén 9,5, va
cu thé hon néu nam trong khoang tir 8,0 dén 9,3, nhung tri s6 pI khong chi gi6i han &
cac khoang d6. Trong trudng hgp nay, do tri s6 pI thip hon hodc cao hon tri s6 pl cia
glucagon nguyén thé, nén c6 thé thé hién do hoa tan cai thién va do 6n dinh cao ¢ d6
pH trung tinh so v&i d hoa tan va do 6n dinh cua glucagon nguyén thé.

Dic biét, dAn xut clia glucagon nguyén thé c6 thé dugc cai bién mot phan axit amin
cta glucagon nguyén thé bang phuong phép thay thé, bd sung, 1am mét doan, va cai
bién bét ky, hodc két hop cua ching.

Vi du vé cac dan xuit glucagon dugc tao ra bang t6 hop cac phuong phép trén day bao
gbm peptit ma khac & it nhét mot gdc axit amin cua trinh tu axit amin so véi trinh tir
axit amin cua glucagon nguyén thé va trong d6 gbc axit amin dau tan cung N dugc
loai nhdm amin, cé chiic nang hoat hoa thy thé glucagon, nhung khdng chi gidi han &
cac din xudt do, va cac dan xuit glucagon nguyén thé c6 thé dugc diéu ché bang t6
hop cac phuong phap khac nhau dé diéu ché cac dan xuét nay.

Ngoai ra, cai bién nhu vy dé didu ché cac dan xuit glucagon nguyén thé c6 thé bao
gém tAt ca cac cai bién bang cach sir dung céc axit amin loai L hodc loai D, va/hodc
c4c axit amin loai khong nguyén thé; va/hodc cai bién cua trinh ty nguyén thé, vi du,
cai bién cua nhom chirc, lién két déng hoa tri ndi phan tir (vi du, tao ra vong gifra cac
mach bén), sy metyl hoa, sy axyl hda, sy ubiquitin hoa, su phosphoryl hoa, su
aminohexan hoa, su biotinyl hda, v.v..

Ngoai ra, cai bién nay ciing c6 thé bao gbm tat ca cac cai bién trong d6 mot hodc
nhiéu axit amin duoc bd sung vao dau tan cing amino va/hodc carboxy cua glucagon
nguyén thé.
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Trong qua trinh thay thé hodc bd sung axit amin, khong chi 20 axit amin thudng duoc
tim thiy trong cic protein clia ngudi, ma con cac axit amin khong dién hinh hodc
khong cé trong tu nhién co thé duoc st dung. Céac ngudn thuong mai cua céc axit
amin khong dién hinh c6 thé bao gdm Sigma-Aldrich, ChemPep Inc., va Genzyme
Pharmaceuticals. Cac peptit bao gdm céc axit amin ndy va céc trinh tu peptit khong
dién hinh c6 thé dugc tong hop va dugc mua tir cac nha cung cap thuong mai, vi dy,
American Peptide Company, Bachem (Hoa Ky), hodc Anygen (Han qude).

Vi glucagon c6 @ pH khoang 7, n6 khong tan trong dung dich c¢6 do pH sinh ly (d6
pH tir 4 dén 8) va c6 xu hudng két tia & 6 pH trung tinh. Trong dung dich nudc c6
d6 pH bang hodc dudi 3, glucagon dugc hoa tan & giai doan ban d4u nhung két taa
trong vong mot gio do tao ra gel. Do glucagon dugc tao gel chu yéu dugc cdu thanh tir
cac soi dang tim P, viéc ding glucagon da két tha nhu vy thong qua kim tiém hodc
tiém trong tinh mach s& can tré mach mau, va do d6, khong thich hop dé sir dung lam
hoat chit dé tiém. D& 1am cham qua trinh két tia, cac san pham axit (46 pH nam trong
khoang tir 2 dén 4) thuong duoc st dung, va bang cach lam nhu viy, glucagon c6 thé
dugc duy tri ¢ trang thai khong két tu mot cach twong dbi trong mot khoang thoi gian
ngan. Tuy nhién, glucagon c6 thé tao ra cc soi rit nhanh chéng & do pH thap, va do
d6, cac san phdm axit ndy phai dugc tiém khi bao ché.

V& véin dé nay, cic tic gia sang ché da phat trién cic din xuét glucagon c6 kiéu tac
dong kéo dai bang cach thay dbi pI ctia glucagon nguyén thé thong qua su thay thé cac
gbc axit amin c¢6 dién tich 4m va dién tich duong. Céac dan xuit glucagon theo sang
ché, nho c6 pl duoc thay ddi so véi pI cia glucagon nguyén thé, duoc mo ta 1a ¢6 do
hoa tan cai thién va/hodc d6 6n dinh cao & d6 pH trung tinh, so voi do hoa tan va do
6n dinh cta glucagon nguyén thé.

Theo mot phuong an cu thé cua sang ché, dan xuit glucagon c6 thé 1a peptit ma c6
trinh tu axit amin ¢6 cong thirc chung 1 sau:

X1-X2-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18-X19-X20-X2
1-F-X23-X24-W-L-X27-X28-X29-X30 (cong thuc chung 1, SEQ ID NO: 45)

Trong cong thurc trén:

X1 13  histidin, desamino-histidyl, N-dimetyl-histidyl, B-hydroxy
imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, p-carboxy imidazopropionyl, tryptophan, hoac
tyrosin, hodc khong c6 mat;

X2 14 axit o-metyl-glutamic, axit aminoisobutyric (Aib), D-alanin, glyxin,
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Sar(N-metylglyxin), serin, hodc D-serin;
X7 1a threonin, valin, hodc xystein;
X10 1a tyrosin hodc xystein;
X12 1a lysin hodc xystein;

*273X13 la tyrosin hodc xystein;

X14 1a leuxin hoac xystein;

X15 1a axit aspartic, axit glutamic, hodc xystein;

X16 12 axit glutamic, axit aspartic, serin, axit a-metyl-glutamic, hodc xystein,
hodc khong c6 mat;

X 17 12 axit aspartic, glutamin, axit glutamic, lysin, arginin, serin, xystein, hoac
valin, hodc khong cé mat;

X18 1a alanin, axit aspartic, axit glutamic, arginin, valin, hodc xystein, hodc
khong c6 mat;

X19 14 alanin, arginin, serin, valin, hodc xystein, hodc khong c6 mat;

X20 1a lysin, histidin, glutamin, axit aspartic, lysin, arginin, axit
a-metyl-glutamic, hodc xystein, hodc khong c¢6 mat;

X21 1a axit aspartic, axit glutamic, leuxin, valin, hodc xystein, hodc khoéng c6
mat;

X23 13 isoleuxin, valin, hodc arginin, hodac khong cé mat;

X24 1a valin, arginin, alanin, xystein, axit glutamic, lysin, glutamin, axit
a-metyl-glutamic, hodc leuxin, hodc khong c6 mat;

X27 14 isoleuxin, valin, alanin, lysin, metionin, glutamin, hodc arginin, hodc
khong c6 mat;

X28 1a glutamin, lysin, asparagin, hodc arginin, hodc khong c¢6 mat;

X29 1a lysin, alanin, glyxin, hodc threonin, hodc khong c6 mat; va

X30 la xystein hodc khong c6 mat;

v6i diéu kién khi trinh tu axit amin ¢ cong thitc chung 1 gidng véi trinh tur
néu trong SEQ ID NO: 1, thi nd bi loai tru.

Trong phan trén, khi trinh tw axit amin ¢6 cdng thirc chung 1 gidng véi trinh tu
axit amin bit ky duoc chon tir nhém bao gbm céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12,
13, 15, va 36 dén 44, va dic biét 13, v6i trinh ty axit amin bét ky cta cac trinh tu axit
amin néu trong cdc SEQ ID NO: 13, 15, 36, va 38 dén 43, thi c6 kha ning 1a peptit
nay c6 thé bi loai trir khdi pham vi cta cac peptit ma c6 trinh tu axit amin c6 cong
thirc chung 1, nhung khong chi gidi han & cac truong hop do.

Cu thé hon,

trong cong thirc chung 1:
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X1 1a histidin, tryptophan, hodc tyrosin, hodc khong c¢6 mat;

X2 1a serin hodc axit aminoisobutyric (Aib);

X7 1a threonin, valin, hodc xystein;

X10 la tyrosin hodc xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X13 1a tyrosin hodc xystein;

X14 1a leuxin hodc xystein;

X15 la axit aspartic hodc xystein;

X16 la axit glutamic, serin, hodc xystein;

X17 12 axit aspartic, axit glutamic, lysin, arginin, serin, xystein, hoac valin;

X18 1a axit aspartic, axit glutamic, arginin, hodc xystein,;

X19 la alanin hodc xystein;

X20 14 glutamin, axit aspartic, lysin, hodc xystein;

X21 Ia axit aspartic, axit glutamic, leuxin, valin, hodc xystein;

X23 la isoleuxin, valin, hodc arginin;

X24 12 valin, arginin, alanin, axit glutamic, lysin, glutamin, hoéc leuxin;

X27 1a isoleuxin, valin, alanin, metionin, glutamin, hodc arginin;

X28 1a glutamin, lysin, asparagin, hodc arginin;

X29 la threonin; va

X30 1a xystein hodc khong c6 mat

v6i diéu kién khi trinh tu axit amin c6 cong thic chung 1 gidng voi trinh tur
néu trong SEQ ID NO: 1, thi n6 bi loai tru.

Vi duy, peptit nay cd thé 14 peptit ma c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm cac trinh tr néu trong cdc SEQ ID NO: 2 dén 44, va dic biét, 12 peptit ma (vé
co ban) dugc cAu thanh tir trinh tu axit amin dugc chon tr nhém bao gém cac trinh tu
néu trong cac SEQ ID NO: 2 dén 44, nhung khong chi giéi han & céc peptit d6.

Ngoai ra, mic du dugc md ta 1a "peptit duoc cAu thanh tir trinh tw SEQ ID NO
cu thé" trong sang ché, su biéu hién nhu vay khong loai trir dot bién trong peptit ma
c6 thé xay ra béi su bd sung trinh tir vd nghia phia trudc hodc phia sau cua trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO tuong ung, hodc dot bién c6 trong tu nhién trong do,
hodc dot bién im lang trong d6, mién 1a peptit c6 dot bién nhu vay c6 hoat tinh gidng
nhu hodc twong tng véi hoat tinh cta peptit na dugc c4u thanh tir trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO tuong tng. Ngay ca khi bd sung trinh tu hodc dot bién c6 mit,
hién nhién 13 n6 ndm trong pham vi ciia sing ché.

Nguoc lai, theo mot khia canh khéc, khi trinh ty axit amin c6 cong thirc chung
1 gibng voi trinh tu axit amin duge chon tir nhém bao gdm cac trinh tw néu trong cac
SEQ ID NO: 12, 13, 15, va 36 dén 44, va dic biét 13, voi cic trinh tu axit amin bat ky
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néu trong cac SEQ ID NO: 13, 15, 36, va 38 dén 43, peptit ndy c6 kha ning bi loai trir
khoi pham vi cta céc peptit ma cé trinh ty axit amin c6 cong thitrc chung 1, nhung
khong chi gi6i han & cac trudng hop dé do. Cac peptit dugc mo ta trén day co thé
ciing dugc ap dung cho cic phuong an hodc cic khia canh cu thé khac, nhung khong
chi giGi han ¢ céc truong hop do.

Dic biét, trong cong thirc chung 1:

X1 1a histidin, tryptophan, hoac tyrosin, hodc khong c6 mat;
X2 1a serin hodc axit aminoisobutyric (Aib);

X7 1a threonin, valin, hodc xystein;

X10 1a tyrosin hodc xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X13 la tyrosin hodc xystein;

X14 1a leuxin hodc xystein;

X15 la axit aspartic hodc xystein;

X16 1a axit glutamic, serin hodc xystein;

X 17 14 axit aspartic, axit glutamic, lysin, arginin, serin, Xystein, hodc valin;
X18 1a axit aspartic, axit glutamic, arginin, hodc xystein;
X19 1a alanin hoac xystein;

*332X20 la glutamin, axit aspartic, hodc lysin;

X21 la axit aspartic hodc axit glutamic;

X23 1a valin;

X24 1a valin hodc glutamin;

X27 la isoleuxin hodc metionin;

X28 la asparagin hodc arginin;

X29 1a threonin; va

X30 1a xystein hodc khong c6 mat

v6i diéu kién khi trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 1 gidng véi trinh tur
néu trong SEQ ID NO: 1, thi n6 bi loai tru.

Vi du, peptit nay co thé 1a peptit ma c6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhém
bao gdm cac trinh tr néu trong cac SEQ ID NO: 2 dén 13, 15, 17, 20 dén 24, 26 dén
30, va 32 dén 44, va dic biét, 13 peptit ma (vé co ban) dugc ciu thanh tiy trinh ty axit
amin duoc chon tir nhém bao gém céc trinh tu néu trong cac SEQ ID NO: 2 dén 13,
15, 17, 20 dén 24, 26 dén 30, va 32 dén 44, nhung khong chi gidi han & cac peptit do.

Dic biét, trong cong thirc chung 1:
X1 1a tyrosin;
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X2 la axit aminoisobutyric;
X7 1a threonin;

X10 la tyrosin;

X12 1a lysin;

*349X13 la tyrosin;

X14 1a leuxin;

X15 1a axit aspartic hodc xystein;

X16 la axit glutamic, serin, hodc xystein;
X17 1a lysin hodc arginin;

X18 la arginin;

X19 la alanin;

X20 1a glutamin, xystein, hodc lysin;
X21 1a axit aspartic, xystein, valin, hodc axit glutamic;
X23 1a valin;

X24 1a valin hodc arginin;

X27 1a metionin;

X28 la asparagin hodc arginin;

X29 1a threonin; va

X30 khong c6 mat.

Vi du, peptit nay co thé 1a peptit ma c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém
bao gém céc trinh tu néu trong cac SEQ ID NO: 14, 16, 18, 19, 25 va 31, va dac bi€t,
1a peptit ma (vé co ban) dugc c4u thanh tir trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao
gdm céc trinh ty néu trong cac SEQ ID NO: 14, 16, 18, 19, 25 va 31, nhung khong chi
giGi han & céc peptit do.

Cu thé hon, peptit nay c6 thé 13 peptit ma ¢ trinh tu axit amin c6 cong thirc
chung 2 sau:

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X2
4-W-L-M-N-T-X30 (cong thitc chung 2, SEQ ID NO: 46)

Trong cong thirc chung 2,

X7 1a threonin, valin, hoac xystein;
X10 1a tyrosin hodc xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X15 1a axit aspartic hodc xystein;
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X16 1a axit glutamic hodc serin;

X17 1a lysin hodc arginin;

X20 1a glutamin hodc lysin;

X21 la axit aspartic hodc axit glutamic;

X24 1a valin hodc glutamin; va

X30 1a xystein hoac khong c6 mat,

v6i diéu kién khi trinh tu axit amin ¢4 cong thirc chung 2 gidng v6i trinh ty bat
ky trong sb cac trinh tu néu trong cac SEQ ID NO: 14, 19, 20, 25, 27, 31, va 33, né c¢6
thé bi loai trir, nhung khong chi gi6i han & céc trudng hgp do.

Vi duy, peptit nay co thé 1a peptit ma cd trinh ty axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm céc trinh tw néu trong cac SEQ ID NO: 12, 13, 15, va 36 dén 44, va dic biét,
la peptit ma (Vé co ban) duoc cAu thanh tir trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao
gbm cac trinh tu néu trong cac SEQ ID NO: 12, 13, 15, va 36 dén 44, nhung khong
chi gidi han ¢ cac pepti do. Cu thé hon, peptit ndy c6 thé 13 peptit ma co trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 12 hodc SEQ ID NO: 20, hodc (vé co ban) duoc cau
thanh tir trinh tu axit amin twong (g, nhung khong chi giéi han & cac peptit do.

Ngoai ra, peptit cé trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 1 hodc cong thirc
chung 2 c6 thé 1a peptit trong d6 it nhat mot cdp axit amin trong sd cac cip axit amin
X10 va X14, X12 va X16, X16 va X20, X17 va X21, X20 va X24, va X24 va X28
trong cong thic chung 1 hodc cong thirc chung 2 1An luot c6 thé dugc thay thé bang
axit glutamic hodc lysin, ma c6 kha ning tao ra vong, nhung khong chi gi6i han & cac
peptit do.

Cu thé hon, peptit c6 trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 1 hodc cong thirc
chung 2 c6 thé 1a peptit trong d6 cip axit amin X12 va X16 hodc cdp axit amin X16 va
X20 14n luot duge thay thé bang axit glutamic hoic lysin, ma c6 kha nang tao ra vong.

Cu thé hon, it nhdt mot cip axit amin trong sd cac cip axit amin X10 va X14,
X12 va X16, X16 va X20, X17 va X21, X20 va X24, va X24 va X28 co thé 1a cap axit
amin tao ra vong (vi du, vong lactam), nhung khong chi gi6i han & cac cdp do.

bic biét 1a, peptit co thé duoc cai bién & dau tin amino hodc dau tan cung
carboxy cua no hodc dugc bao vé bing cic nhém hitu co khac nhau dung dé bao vé
peptit khdi cac enzym phan cit protein in vivo trong khi 1am ting do 6n dinh cta né,
vi duy, peptit trong do déu tan cing C ciia n6 dugc amit hoa.

Ngoai ra, peptit theo sang ché c6 thé dugc tdng hop bang phuong phéap da biét

trong linh vyc nay, theo chidu dai cua no, vi du, bang thiét bi tong hop peptit tu dong,
va ¢6 thé duoc tao ra bang cong nghé xir ly k¥ thuét di truyén.
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Dic biét, peptit theo sang ché co thé dugc tao ra bang phuong phép tong hop
chuin, hé biéu hién tai t6 hop, hoic phuong phap bat ky khéac da biét trong linh vuc
nay. Do d6, din xuét glucagon theo séng ché ¢6 thé dugc tdng hop bing cac phuong
phéap khac nhau bao gdm, vi du, cac phuong phap duge mo ta dudi day:

(a) phuong phap tong hop peptit bang phuong phép pha ran hoic pha 1dng
timg budc hodc bang cach lip rép manh, tiép theo tach va tinh ché san pham peptit
cudi; hoic

(b) phuong phép biéu hién chu triic axit nucleic ma héa peptit trong té bao vat
chu va thu san phdm biéu hién tir mdi trudng nudi cdy té bao vat chu; hodc

(¢) phuong phép thuc hién sy biéu hién khong t& bao in vitro cta cAu trac axit
nucleic mi hoa peptit va thu san phim biéu hién tir d6; hodc

phuong phap tao ra cac manh peptit bang t6 hop bat ky ciia cdc phwong phép
(a), (b), va (c), tao ra peptit béng cach lién két cac manh peptit, va sau do, thu peptit
nay.

Theo mdt vi du cu thé hon, din xuét glucagon mong mubn c6 thé duoc tao ra
béng thao tac di truyén, ma bao gbm viéc tao ra gen dung hgp ma hoa protein dung
hop, bao gdm d6i tac dung hop va dan xuit glucagon, bién nap san phdm thu dugc vao
trong t& bao vat chi, biéu hién & dang protein dung hop, va phén tich din xuét
glucagon khoi protein dung hop bang cach sir dung proteaza hodc hgp chat ma c6 kha
nang phan cit protein, tip theo tach ra. Nham muc dich nay, vi dy, trinh tw ADN m3
hoa gbc axit amin ma cé thé dugc phan cit boi proteaza nhu Yéu t6 Xa hoic
enterokinaza, CNBr, hoic hop chat nhu hydroxylamin, c6 thé duoc cai xen giira ddi
tac dung hop va polynucleotit ma héa dan xudt glucagon.

Theo mdt phuong 4n cu thé cla sang ché, da x4c nhan rang peptit theo séng
ché c6 pl khac so v6i pl clia glucagon nguyén thé (xem bang 1). Két qua 13, peptit
theo sang ché ¢ d6 hoa tan cai thién va do 4n dinh cao hon & @6 pH trung tinh. Do do,
peptit theo sang ché c6 thé 1am ting su tudn tha ctia bénh nhén khi dugc dung lam
chét 1am giam glucoza mau va ciing thich hop dé dung két hop peptit ndy véi cac chét
chdng béo phi khac, va do do, co thé dugc st dung mot cach c6 hiéu qua dé phong va
diéu tri chimg giam glucoza mau va bénh béo phi.

Vé van d& nay, peptit theo sang ché cé thé cung cép su lva chon tri lidu hép
din d6i voi chimg giam glucoza mau, bénh béo phi, hodc cic bénh lién quan cia
chung.

Vi du, peptit theo sang ché 12 hormon kidm soat dap tmg insulin chu yéu, va
c¢6 thé duoc st dung mot cach c6 hiéu qua dé diéu tri ching gidm glucoza mau ning &
cac bénh nhan bi bénh dai thao duong.
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Ngoai ra, peptit theo sang ché ¢6 thé dugc sir dung lam thubc khong chi dé
ngdn ngura sy tang thé trong, thuc day su 1am giam thé trong, 1am giam sy thira cin, va
bénh béo phi ké ca béo phi dang bénh (vi du, bang cach kiém soat sy thém an, su tiéu
hoa, su hép thu thitc an, su hp thu calo, vi/hodc su tidu thu ning lugng), ma con dé
diéu tri ching viém lién quan dén béo phi, bénh tii mat lién quan dén béo phi, va
ching ngung thé khi ngt do béo phi gy ra, nhung khong chi gi6i han ¢ cac cong
dung do6, va cé thé duoc s dung dé diéu tri cac bénh hodc hoidc céc tinh trang stc
khoe lién quan cua chung.

Peptit theo sang ché ciing c6 thé dugc st dung dé didu tri hoi ching chuyén
hda khong phai bénh béo phi, tirc 1a bénh lién quan dén béo phi nhu réi loan dung nap
glucoza, chiing tang cholesterol mau, 1di loan lipit mau, bénh béo phi, bénh dai théao
duong, bénh ting huyét 4p, bénh viém gan nhiém m& khong do ruou (nonalcoholic
steatohepatitis - NASH), bénh xo vira dong mach do r6i loan lipit mau gay ra, bénh xo
vita dong mach, bénh xo climg dong mach, bénh mach vanh tim, bénh dot quy, chimg
giam glucoza mau, v.v.. Tuy nhién, cac tic dung cua peptit theo sang ché c6 thé qua
trung gian toan bg hodc mot phan béi tac dung lién quan dén thé trong dugc mo ta trén
day hodc c6 thé doc lap véi tic dung nay.

Vi du v& hop chét hoic nguyén liéu c6 hoat tinh tri lidu dbi v6i hoi ching
chuyén héa dugc bao gém trong viéc ding két hop hodc ché pham theo sing ché c6
thé chtra peptit kich thich insulin, chit chu van thu thé peptit gidng glucagon-1
(GLP-1), chét cha van thu thé leptin, chét tc ché dipeptidyl peptidaza-IV (DPP-1V),
chit dbi khang thu thé Y35, chit ddi khang thu thé hormon tip trung melanin
(melanin-concentrating hormone - MCH), chat chu van thu thé Y2/4, chét cha vén thu
thé melanocortin 3/4 (MC 3/4), chét tc ché lipaza da day/tuy, chit chu van cta thu thé
5-hydroxytryptamin 2C (5-hydroxytryptamine 2C - SHT2C), chét cha van thu thé B3A,
chét chu van thu thé amylin, chat d6i khang ghrelin, chét d6i khang thu thé ghrelin,
chit chu van thu thé alpha dugc hoat héa boi chét ting sinh thé peroxi (peroxisome
proliferator-activated receptor alpha - PPARa), chét cha van thu thé delta dugc hoat
hoa boi chét ting sinh thé peroxi (peroxisome proliferator-activated receptor delta -
PPARS), chét chi van thy thé Farnesoid X (Farnesoid X receptor - FXR), chét trc ché
axetyl-CoA carboxylaza, peptit YY, cholecystokinin (CCK), xenin, glicentin,
obestatin, secretin, nesfatin, insulin, va peptit kich thich insulin phu thudc glucoza
(glucose-dependent insulinotropic peptide - GIP), nhung khong chi gigi han & cac chét
d6. Ngoai ra, tht ca cac thubc ma c6 hiéu qua dé didu tri bénh béo phi va céc thube c6
kha ning e ché ching viém gan va ching xo héa c6 thé dugc bao gdom.

Cu thé, peptit kich thich insulin co thé duoc chon tir nhém bao gém GLP-1,
exendin-3, exendin-4, chit cha van ciia chung, dan xuét cia chung, manh ctia chung,
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bién thé cua chung, va két hop ctia chiing.

Cu thé hon, peptit kich thich insulin ¢6 thé 13 ddn xuét peptit kich thich insulin
trong d6 histidin ddu tan cting N cla peptit kich thich insulin nay dugc thay thé bang
gbc dugce chon tir nhém bao gébm desamino-histidyl, N-dimetyl-histidyl, B-hydroxy
imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, va B-carboxy imidazopropionyl, nhung khong chi
gii han & cac chat do.

Cu thé hon, peptit kich thich insulin ¢ thé dugc chon tir nhém bao gdm
exendin-4 nguyén thé; din xuit exendin-4 trong d6 nhém amin dau tan cing N cla
exendin-4 dugc loai bo; dan xuit exendin-4 trong d6 nhém amin dau tan cung N ciia
exendin-4 dugc thay thé bang nhém hydroxyl; dan xuét exendin-4 trong d6 nhém
amin ddu tdn cing N ctia exendin-4 duoc cai bién bing nhém dimetyl; din Xuét
exendin-4 trong d6 nguyén tir cacbon o cuia axit amin thir nhét ctia exendin-4, histidin,
duoc loai bo; dan xuét exendin-4 trong d6 axit amin thir 12 cua exendin-4, lysin, dugc
thay thé bang serin, va dan xuit exendin-4 trong d6 axit amin thir 12 cia exendin-4,
lysin, dugc thay thé bang arginin, nhung khong chi gii han & cac chat do.

Trong khi d6, dé 1am vi du vé peptit kich thich insulin hodc thé tiép hop c6 tac
dung kéo dai cua no, toan by nd dung cua don yéu cdu cip patent My sb
20104H05877duocba0génlﬁongbénrnﬁténayduéidang\déldﬁn.

Theo mdt phuong an cu thé hon, dan xuét glucagon, vi du, peptit c¢6 trinh tu
axit amin cd cong thirc chung 1 hodc cong thirc chung 2, ¢6 thé & dang thé tiép hop c6
tac dung kéo dai ma nguyén liéu twong hop sinh hoc ¢ kha nang lam tdng thoi gian
ban thai in vivo dugc lién két v4i no, nhung khdng chi giéi han & trudng hop do.
Nguyén liéu tuong hop sinh hoc ¢ thé duoc st dung thay thé véi chét mang.

Ngoai ra, peptit kich thich insulin cling ¢6 thé & dang thé tiép hop c6 tac dung
kéo dai ma nguyén liéu twong hop sinh hoc c6 kha ning lam ting thoi gian ban thai in
vivo dugc lién két voi nd, nhung khong chi gi6i han & truong hop do.

Theo mdt phuong 4n cu thé cla séang ché, thoi gian hiéu luc caa thé tiép hop
néu trén tang so véi glucagon nguyén thé hodc dan xuit glucagon ciia nd, ma chét
mang khong dugc lién két vao. Theo sang ché, thé tiép hop protein duogc goi 1a "thé
tiép hop c6 tac dung kéo dai".

Vi du v& nguyén liéu twong hgp sinh hoc ¢6 thé bao gbébm polyetylen glycol,
axit béo, cholesterol, albumin va manh cia no6, nguyén liéu ga"m két v6i albumin,
polyme goém cac don vi 1ap c6 trinh ty axit amin cu thé, khang thé, manh khang thé,
nguyén lidu gfm két véi FcRn, mo lién két in vivo hodc dan xut ctia nd, nucleotit,
fibronectin, transferrin, sacarit, va polyme, nhung khong chi gi6i han & cac chét d6. Vi
du, it nhit mot mach bén axit amin trong peptit theo sang ché c6 thé duoc gan voi
nguyén liéu tuong hop sinh hoc dé 1am tiang do hoa tan va/hodc thoi gian ban thai in
vivo, va/hodc lam ting d6 sinh kha dung cua no. Cac cai bién nay da biét 1 1am giam
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do thanh thai cua céc protein va cac peptit tri liu.

Déi véi polyme tuong hop sinh hoc, cac polyme hoa tan (ludng tinh hodc wa
nudce), khong doc, va tro vé mit dugc hoc 13 thich hop, va vi du, ching cé thé bao
gdbm PEG, homopolyme hodc copolyme ctua PEG, cac polyme dugc thé monometyl
(monomethyl-substituted polymer - mPEG), va céc poly axit amin nhu poly-lysin, axit
poly-aspartic, va axit poly-glutamic, nhung khong chi gi6i han ¢ cac chét do.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay da biét ring dan xut
glucagon dugc cai bién theo cach d6 s& co tac dung didu tri bénh ndi troi so voi
glucagon nguyén thé. Do d6, cac bién thé cia din xuit glucagon nhu da duge md ta
uéndﬁycﬁngnﬁnluongphanlvicﬁaséngché

Theo mdt phuong an cu thé hon, dan xuét glucagon, vi du, peptit ma c6 trinh
tu axit amin c6 cong thirc chung 1 hodc cong thirc chung 2, va peptit kich thich insulin
¢6 thé 1an luot dugce lién két voi nguyén liéu twong hgp sinh hoc bang cau ndi duoc
chon tr nhém bao gdém polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen
glycol-propylen glycol, rugu polyhydric dugc polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic,
polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme dé phan huy sinh hoc nhu axit
polylactic (PLA) va axit polylactic-glycolic (PLGA), polyme lipit, chitin, axit
hyaluronic, axit béo, polyme, hop chit c6 khdi lwong phén tir thap, nucleotit, va két
hop cta chung, nhung khong chi giéi han & céc chat do.

Theo phuong 4n cu thé hon nita, nguyén liéu twong hop sinh hoc ¢ thé 13
nguyén liéu gén két v4i FcRn, va dan xuit glucagon, vi du, peptit ma c6 trinh ty axit
amin c6 cong thirc chung 1 hodc cong thire chung 2, va peptit kich thich insulin c6 thé
lan luot dugc lién két voi nguyén liu twong hop sinh hoc bang cau ndi peptit hodc
cau nbi khong phai peptit, nhung khong chi giéi han ¢ trudng hop do.

Theo mdt vi du cu thé, nguyén liéu gin két v6i FcRn ¢6 thé 1a polypeptit chira
vung Fc globulin mién dich.

Khi dugc sir dung trong ban md ta nay, "ciu ndi khong phai peptit" bao gbdm
polyme tuong hop sinh hoc ma it nhét hai don vi lap duoc lién két voi nd. Céac don vi
lap dugc lién két véi nhau béng lién két cong hoa tri ngiu nhién thay vi lién két peptit.
CAu ndi khong phai peptit c6 thé 1a mot thanh phin ma thiét lap gbc cua thé tiép hop
c6 tac dung kéo dai theo sang ché.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "cau nbi khong phai peptit"
¢6 thé duoc st dung thay thé nhau véi "polyme khong phai peptit".

Ngoai ra, theo mdt phuong an cu thé, thé tiép hop nay co thé 1a thé tiép hop
trong do dugc chét protein dugc lién két cong hoa tri v6i ving Fe globulin mién dich
bing ciu ndi khong phai peptit chira nhém phan tmg, ma c6 thé dugc lién két voi
vung Fc globulin mién dich va dugc chét protein & c4 hai dAu cua thé tiép hop.

Mic du khong bi gidi han dac biét, cau ndi khong phai peptit co thé 1a cau nbi
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duoc chon tr nthém bao gém polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen
glycol-propylen glycol, rugu polyhydric dugc polyoxyetyl hoa, ruou polyvinylic,
polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme dé phan huy sinh hoc nhu axit
polylactic (PLA) va axit polylactic-glycolic (PLGA), polyme lipit, chitin, axit
hyaluronic, polysacarit, va két hop cta ching. Theo mdt phuong an cu thé hon,
polyme khong phai peptit cd thé 1a polyetylen glycol, nhung khong chi giéi han ¢ chét
d6. Ngoai ra, cac dan xuét ma da biét trong linh vuc ndy va cic dan xuét ma co thé
duogc tao ra mot cach dé dang bing cong nghé trong linh vuc nay 1a nam trong pham
vi cia sang ché.

CAu ndi khong phai peptit dugc sir dung trong sang ché ¢6 thé 1a polyme bét
ky ma c6 tinh khang véi proteaza in vivo, nhung khong chi giéi han ¢ truong hop do.
Khdi lwong phan tir ciia polyme khodng phai peptit c6 thé nam trong khoang tir 1 kDa
dén 100 kDa, va dic biét 1a ndm trong khodng tir 1 kDa dén 20 kDa, nhung khong chi
gidi han ¢ khoang d6. Ngoai ra, cAu nbi khong phai peptit theo sang ché, ma dugc lién
két voi polypeptit chira viing Fc globulin mién dich, ¢6 thé bao gdm khong chi mot
loai polyme ma con td hop cac loai polyme khac nhau.

Theo mdt phuong an cu thé, ca hai d4u coa cau ndi khong phai peptit 6 thé
lan luot dugce lién két v6i nhém amin hodc nhém thiol ctia peptit, ma co trinh tu axit
amin c6 cong thic chung 1, hodc peptit kich thich insulin, va nguyén li¢u twong hop
sinh hoc.

Dic biét, polyme khong phai peptit ¢o thé chtra nhém phan mg & ca hai dau,
ma ¢ thé 1an luot dugc lién két v6i manh Fc globulin mién dich va, din xuét
glucagon hoic peptit kich thich insulin; va dédc bigt, chira nhém phan ing ma co thé
duoc lién két v6i nhém amin cua dau tan cung N hodc lysin, hodc nhoém thiol cua
xystein ciia dan xuét glucagon hoic peptit kich thich insulin, hodc manh Fc globulin
mién dich.

Ngoai ra, nhdm phan Umg cla polyme khong phai peptit ma co thé duoc lién
két v6i ving Fe globulin mién dich, dan xuét glucagon, va peptit kich thich insulin cé
thé dugc chon tir nhém bao gém nhoém aldehyt, nhom maleimit, va din xuit
sucxinimit, nhung khong chi gigi han & cdc nhom do.

O phan trén, vi du vé nhém aldehyt c6 thé bao gdm nhém propionaldehyt hoac
nhom butyraldehyt, nhung khong chi gi6i han & cac nhom do.

O phén trén, dé 1am din xuét sucxinimit, c6 thé sir dung suxinimidyl valerat,
suxinimidyl metylbutanoat, suxinimidyl metylpropionat, suxinimidyl butanoat,
suxinimidyl propionat, N-hydroxysucxinimit, hydroxy suxinimidyl, suxinimidyl
carboxymetyl, hodc suxinimidyl cacbonat, nhung khong chi gi6i han ¢ cac chat do.

Ngoai ra, san pham cudi duoc tao ra bing cach alkyl héa khir thong qua lién
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két aldehyt 1a 6n dinh hon so véi san phim duoc lién két bang lién két amit. Nhém
phan mg aldehyt phan Ung mot cach chon loc v6i dAu tan cung N trong diéu kién do
pH thip dong thoi né co thé tao ra lién két cong héa tri voi gbc lysin & @6 pH cao, vi
du, 6 pH bang 9,0.

Cac nhom phan tng & cd hai dAu cua ciu ndi khong phai peptit co thé gibng
nhau hoic khéc nhau, vi dy, nhém phan ung maleimit co thé duoc tao ra & mot dau va
nhém aldehyt, nhém propionaldehyt, hodc nhém butyraldehyt co thé duoc tao ra & dau
con lai. Tuy nhién, néu ving Fc globulin mién dich va din xuét glucagon hodc peptit
kich thich insulin c6 thé dwoc tiép hop & mdi dau cia cau ndi khong phai peptit, thi n6
khong bi gidi han ddc biét.

Vi du, polyme khdng phai peptit cd thé ¢6 nhom maleimit & mot dau va nhém
aldehyt, nhom propionaldehyt, hodc nhém butyraldehyt & dau con lai.

Khi polyetylen glycol ¢c6 nhém hydroxy phan Gmg & cé hai dau cua né dugc st
dung 1am polyme khong phai peptit, thi nhdm hydroxy nay c6 thé duoc hoat héa thanh
cac nhom phan ung khac nhau bing cac phan tng héa hoc da biét, hodc polyetylen
glycol ¢c6 nhom phan g dugc cai bién ¢6 trén thi truong c6 thé duogc sir dung dé tao
ra thé tiép hop protein c6 tic dung kéo dai theo sang ché.

Theo mdt phuong an cu thé, polyme khong phai peptit c6 thé 14 polyme ma c6
thé duogc lién két véi gbc xystein cia dan xuit glucagon, va cu thé hon, v6i nhém -SH
ctia xystein, nhung khong chi gidi han & truong hop do.

Theo mot phuong an cu thé, thé tiép hop nay c6 thé 1a thé tiép hop trong d6
peptit c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 12 hogc SEQ ID NO: 20 duoc lién
két v6i ving Fc globulin mién dich bang polyme khong phai peptit, va dic biét,
polyme khong phai peptit ¢o thé 13 polyme ma duoc lién két v6i gbe xystein nam & sd
30 cua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12 hodc gbc xystein nam & sd 17 cua
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 20, nhung khong chi giéi han ¢ truong hop
do.

Khi maleimit-PEG-aldehyt duoc st dung, nhoém maleimit ¢o thé duogc lién két
v6i nhém -SH cta din xuét glucagon bang lién két thioete va nhom aldehyt c6 thé
duoc lién két v6i -NH, ctia Fe globulin mién dich thong qua su alkyl hoa khit, nhung
khoéng chi gidi han & truong hop do va phan mb ta trén chi 1a mot phuong an.

Theo sang ché, "ving Fc globulin mién dich" dugc ding dé chi ving bao gdm
ving én dinh cua chudi ning 2 (CH2) va/hogc ving on dinh cua chudi ning 3 (CH3),
ngoai trir cac ving bién ddi cua chudi ning va chudi nhe cua globulin mién dich.
Ving Fc globulin mién dich ¢6 thé 12 mot thanh phan ma thiét 1ap gbc cua thé tiép hop
protein theo sang ché.

Viung Fc globulin mién dich ¢6 thé chtra viing ban 1& trong ving 6n dinh cia

-20-



34863

chudi ning, nhung khong chi giéi han & truong hop dé. Ngoai ra, ving Fc globulin
mién dich theo sang ché c6 thé 1a viing Fc mé& rong bao gdm mot phan hogc toan bo
ving 6n dinh ctia chudi ngng 1 (CH1) va/hodc ving 6n dinh ciia chudi nhe 1 (CL1),
ngoai trir cac vung bién ddi ciia chudi niing va chudi nhe cua globulin mién dich, mién
1a ving Fc globulin mién dich nay c6 tic dung gan giéng nhu hodc dugc cai thién so
v6i loai nguyén thé. Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich theo sang ché c6 thé 1a
vung trong d6 mot phan kh4 dai cta trinh ty axit amin twong tmg v6i CH2 va/hodc
CH3 duoc loai bo.

Vi du, ving Fc globulin mién dich theo sang ché c6 thé 1a 1) mién CH1, mién
CH2, mién CH3, va midn CH4; 2) mién CH1 va mién CH2; 3) mién CHI va mién
CH3; 4) mién CH2 va mién CH3; 5) t6 hop gitta mot hodc hai hodc nhiéu mién trong
s6 mién CH1, mién CH2, mién CH3, va mién CH4 va vung ban 18 (hodc mot phﬁn cua
ving ban 18) ciia globulin mién dich; va 6) dime giita m3i mién cua ving 6n dinh cia
chudi ning va ving 6n dinh ctia chudi nhe, nhung khong chi giéi han & céc mién dé.

Ngoai ra, theo mdt phuong an cu thé, ving Fc globulin mién dich ¢6 thé &
dang dime, va mot phén tr cia dan xuit glucagon hoic peptit kich thich insulin c6 thé
duoc lién két cong hoa tri voi ving Fe ¢ dang dime, va cu thé, Fc globulin mién dich
va dan xuét glucagon hoic peptit kich thich insulin c¢6 thé duoc lién két v6i nhau bang
polyme khong phai peptit. Hon thé nira, hai phén tir ciia dan xuét glucagon hodc peptit
kich thich insulin c¢6 thé c6 kha ning dugc tiép hop theo cich d6i xang véi mot ving
Fc ¢ dang dime. Cu thé, Fc globulin mién dich va dan xuét glucagon hoic peptit kich
thich insulin c¢6 thé dugc lién két véi nhau bang cAu ndi khong phai peptit, nhung
khong chi gidi han ¢ phuong 4n dugc md ta trén day.

Ngoai ra, vimg Fc globulin mién dich theo sang ché khong chi bao gdm trinh
tu axit amin nguyén thé ma con bao gdm dan xuat trinh tu cua né. Dan xuét trinh ty
axit amin dugc dung dé chi trinh tu axit amin ma c6é khac biét & it nhét mot gdc axit
amin do su mat doan, cai xen, thay thé khong bao toan hodc bao toan, hodc két hop
cta chung.

Vi du, cac gbc axit amin & céc vi tri 214 dén 238, 297 dén 299, 318 dén 322,
hodc 327 dén 331, ma da biét 12 tham gia trong viéc gén két cua Fc globulin mién dich,
6 thé duoc st dung 1am vi tri thich hgp dé cai bién.

Ngoai ra, cac din xuét khac nhau khac 12 ¢6 thé, bao gdbm din xudt ma c6 sy
méat doan ctia ving c6 kha nang tao ra lién két disulfua, hodc su mét doan ctia mot s6
gbc axit amin & d4u tan cing N cta Fc nguyén thé hodc bd sung gdc metionin & dau
tan cung N cta Fc nguyén thé. Ngoai ra, dé lam mét chtrc ning hiéu Ung, thi su mat
doan c6 thé xay ra & vi tri gin két bd thé, nhu vi trf gin két Clq va vi tri tinh doc qua
trung gian té bao phu thudc khéng thé (antibody dependent cell mediated cytotoxicity
- ADCC). Céc k¥ thuat tao ra c4c dan xuét trinh ty nhu vay cta ving Fc globulin mién

-30-



34863

dich duge boc 1 trong cong bd sang ché qudc té cac s6 WO 97/34631, WO 96/32478,
V.V..

Su trao ddi axit amin trong cc protein va peptit, thuong khong lam thay d6i
hoat tinh ciia cac protein hodc peptit nay da biét trong linh vuc (H. Neurath, R. L. Hill,
The Proteins, Academic Press, New York, 1979). Su trao dbi xay ra thuong xuyén
nhit 1a 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, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, va Asp/Gly,
theo ca hai hudng. Ngoai ra, vung Fc co thé, néu cin, dugc cai bién bing cich
phosphoryl héa, sulfat hoa, acrylat hoa, glycosyl héa, metyl hoa, farnesyl hoa, axetyl
hoa, amit hoa, v.v.

Céc dan xuét Fc duge mo ta trén day thé hién hoat tinh sinh hoc giéng vO1 hoat
tinh sinh hoc ctia viing Fc theo sang ché va c6 @6 6n dinh vé chu tric v6i nhiét, dd pH,
v.v. dugc cai thién.

Hon nita, ving Fc globulin mién dich ¢ thé duoc tao ra tir cac dang nguyén
thé duogc tach in vivo tlir ngudi hodc cac dong vét nhu bo, dé, lon, chudt nhat, th,
chuot hamster, chudt cdng, chudt lang, v.v., hodc c6 thé 1a cac thé tai t6 hop hoic cac
dan xuit cua chung, thu dugc tu cac té bao dong vat hodc cac vi sinh vat dugc bién
nap. Trong ban mo t4 nay, vung Fc ¢ thé duoc tao ra tir globulin mién dich nguyén
thé biang cach tach globulin mién dich nguyén ven khoi co thé séng cua nguoi hoic
dong vat va xir Iy globulin mién dich tach dugc béng proteaza. Khi globulin mién dich
nguyén ven dugc xtr ly bang papain, n dugc phan cit thanh cac ving Fab va Fe, con
khi globulin mién dich nguyén ven duoc xir ly bang pepsin, né dugc phan cit thanh
cac manh pF'c va F(ab),. Fc hodc pF'c cd thé dwogc tach bang cach sir dung sic ky loai
¢&, v.v.. Theo mot phuong an cu thé hon, ving Fc ¢6 ngudn gdc tir ngudi 1a ving Fe
globulin mién dich tai t6 hop thu duoc tir vi sinh vat.

Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich ¢6 thé c6 cac glycan tu nhién, cic
glycan dugc kéo dai hodc rut ngin so véi loai tu nhién, hodc ¢ dang dugc loai
glycosyl. Viéc kéo dai, rut ngén, hoic loai bo cac glycan cua Fc globulin mién dich c6
thé duoc thuc hién bang cac phuong phap thong thudng nhu phuong phap héa hoc,
phuong phdp enzym, va phuong phép dung ky thuét di truyén bang cach st dung vi
sinh vat. Ving Fc globulin mién dich thu dugc bang cach loai bo cac glycan khoi
ving Fc thé hién su giam dang ké 4i luc gin két véi phan Clq va su giam hoic mat
tinh doc té bao phu thudc khang thé hoic tinh doc té bao phu thudc bd thé, va do do,
n6 khong gy ra dap tmg mién dich khong can thiét in vivo. V& van dé nay, ving Fc
globulin mién dich & dang ving Fc globulin mién dich duoc loai glycosyl hodc khong
glycosyl hoa co thé 12 dang thich hop hon dé d4p tmg muc dich ban d4u cia sang ché
lam chit mang duoc chat.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit "su loai glycosyl" chi viéc
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loai b bang enzym cac gdc dudng khoi ving Fe, va thuat ngit "khong glycosyl hoa"
chi ving Fc khong dugc glycosyl hoa duge tao ra trong sinh vat chua c6 nhan dién
hinh, cu thé hon 1a E. coli.

Trong khi d6, vung Fc globulin mién dich c6 thé c6 ngudn gdc tir ngudi hoic
cac dong vat khac bao gbm bo, d¢, lon, chudt nhét, tho, chudt hamster, chudt cbng, va
chudt lang. Theo mdt phuong an cu thé hon, ving nay c6 ngudn gbc tir nguoi.

Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich (Ig) c6 thé c6 ngudn gbc tir IgG, IgA,
IgD, IgE, 1gM, hodc t6 hop hoic thé lai ctia chiing. Theo mdt phuong an cu thé hon,
vung nay co ngudn gbe tir IgG hoidc IgM, la céc protein cé nhiéu nhéit trong mau ctia
ngudi, va theo phuong an cu thé hon nita, ving nay c6 ngudn gde tir IgG, da biét 1a
lam ting thoi gian ban thai cla céc protein gén két phdi tir. Theo mot phuong an cu
thé hon nita, ving Fc globulin mién dich 1a ving Fc IgG4, va theo phwong &n cu thé
nhét, ving Fc IgG4 1a ving Fc khong glycosyl héa c6 ngudn gde tir IgG4 ctia ngudi,
nhung khong chi gidi han ¢ cac ving do.

Pic biét 13, khi dugce st dung trong ban mo ta nay, thult ngi "két hop" o
nghia 1a céc polypeptit ma héa ving Fe globulin mién dich chudi don ¢6 ciing ngudn
gbc dugc lién két véi polypeptit chudi don c6 ngudn gdc khac dé tao thanh dime hoic
multime. Cu thé, dime hodc multime c6 thé duoc tao ra tir hai ho#ic nhiéu manh duoc
chon tr nhém bao gém cac manh Fc IgG, Fc IgA, Fc IgM, Fc IgD, va Fc IgE.

Ché pham theo sang ché c6 thé duoc st dung dé phong hogc diéu tri chimg
giam glucoza mau hodc hoi chimg chuyén héa.

Khi duoc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngir "phong" chi tat ca cac loai
hoat dong li€n quan dén su trc ché hoic lam chim su xuét hién cta chimg giam
glucoza mau hodc hdi chung chuyén hoa bang cach dung peptit hodc ché pham, va
thuat ngir "didu tri" chi tat ca cac loai hoat dong lién quan dén sy cai thién hoic thay
ddi co loi cua céc triéu chimg clia chimg giam glucoza mau hodc hdi ching chuyén
héa bing cach ding peptit hodc ché phém.

Khi duoc str dung trong ban md ta ndy, thuat nglt "dung" chi viéc dua nguyen
lidu cu thé vao bénh nhan bing céch thich hop. Ché pham nay c6 thé dugc dung qua
duong thong thuong ma cho phép phéin phdi ché phdm dén mo dich in vivo, vi dy,
ding trong mang bung, trong tinh mach, trong co, dudi da, trong da, qua duong miéng,
tai chd, trong miii, trong phdi, va trong truc trang, nhung khong chi gi6i han cu thé &
cac duong do.

Khi duoc sir dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "hdi chimg chuyén hoa" chi
triéu chimg cua sy xudt hién riéng 1& hodc phtrc hop cua cac bénh khac nhau do rdi
loan chuyén héa man tinh, va cu thé, vi du v& hoi ching chuyén héa co thé bao gdbm
16i loan dung nap glucoza, ching ting cholesterol mau, rdi loan lipit mau, bénh béo
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phi, bénh dai thdo duong, bénh tang huyét 4p, bénh viém gan nhiém m& khong do
ruou (NASH), bénh xo vita dong mach do r6i loan lipit mau gay ra, bénh x0 vira dong
mach, bénh xo ctmg dong mach, bénh mach vanh tim, bénh 4ot quy, v.v., nhung
khong chi gidi han ¢ cac bénh do.

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, thudt ngir "bénh béo phi" duoc dung
dé chi tinh trang bénh c6 su du thira chét béo trong co thé, va nguoi c6 chi s6 can
ning co thé (body mass index - BMIL; thé trong (kg) chia cho binh phuong chiéu cao
co thé (m)) 1a 25 hodc cao hon dugc chan doén 1a c6 bénh béo phi. Bénh béo phi
thuong xay ra do su mAt can bang ning lugng trong thdi gian dai trong d6 nang luong
nhén vao vuot qua mirc ning lugng tiéu hao. Bénh béo phi la bénh chuyén h6a ma anh
hudng dén toan bo co thé, bénh nay 1am ting nguy co cua bénh dai thio duong, chimg
tang lipit mau, r6i loan chirc ning gidi tinh, bénh viém khép, va bénh tim mach, va
trong mot sd trudng hop, né con co lién quan dén sy xuét hién ctia bénh ung thu.

Bénh dai thao dudng c6 thé tuong tmg véi "ching giam glucoza mau" dudi
dang tri€u ching cap tinh.

Khi duoc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngir "chung gidm glucoza mau"
chi triéu chung cép tinh cua bénh déi thdo duong, trong do ndéng do glucoza méu la
thip hon ndng d6 glucoza mau cua nhitng nguoi binh thuong, va néi chung, chi trang
thai khi ndng d6 glucoza mau 1a 50 mg/dl hoac nhé hon. Chimg giam glucoza mau
thuong duge gay ra khi mét nguoi dung chét 1am giam glucoza mau hodc insulin qua
dudng miéng an it hon binh thuong hodc thuc hién cac hoat dong hodc tép luyén nhiéu
hon binh thuong. Ngoai ra, chimg giam glucoza méau co6 thé xay ra do viéc st dung
céc thudc 1am giam ham lugng glucoza, cac bénh ly nang, su thiéu hut hormon nhur
hormon vé tuyén thuong than-than va glucagon, khdi u trong tuyén tuy san Xuét
insulin, hoi chimg insulin tu mién, cdc bénh nhan cit bo da day, i loan chuyén héa
hydrat cacbon di truyén, v.v..

Céc triéu chimg cua ching giam glucoza méau bao gbm yéu, run, da nhot nhat,
d6 md hoi lanh, chéng mit, kich dong, lo 4u, tim dép thinh thich, da day rong, dau dau,
mét méi, v.v.. Trong trudng hop ching giam glucoza méau dai ding, c6 thé dan dén
ching co giat hodc con dong kinh, va co thé gay ra soc va sau do, ngét.

Dugc pham theo séng ché ¢6 thé chira chit mang, ta dugc, hodc chét pha loang
dugce dung. Khi duge st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "duoc dung" chi dac
tinh 12 ¢6 luong vira du dé bidu hién tac dung diéu tri bénh va khong gly ra tic dung
bét loi, va c6 thé dé dang dugc xac dinh boi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay dua trén cac yéu t5 da biét trong linh vuc y hoc, nhu loai bénh, tudi, thé trong,
thﬂluangsﬁckhéqgﬁéiﬁnh,ﬁnhmnﬁncénlvéiduqcchétcﬁabénhnhén,dubngdhng,
cach dung, tan suét dung, thoi gian diéu tri, dugc chit can dugc tron hoic duoc dung
déngthdi&ongkéthop,vwm

-33-



34863

Duoc phdm theo sang ché chura peptit theo sang ché ¢6 thé con chira chit
mang dugc dung. Chit mang duoc dung c6 thé bao gdm, dé ding qua dudng miéng,
chét két dinh, chét tron chay, chét gay ra, ta dugc, chét 1am hoa tan, chit phén tan,
chét 1am 6n dinh, chét tao huyén phu, chét mau, chét tao huong vi, v.v.; dé tiem, chét
dém, chét bao quan, chét giam dau, chét 1am hoa tan, chét déng truong, chit 1am 6n
dinh, v.v., ma c6 thé duoc két hop dé dung; va dé ding tai chd, cdt, t& duge, chat lam
tron chay, chét bao quan, v.v., mic du khong chi gi6i han & cac chét d6.

Loai ché phém cua duogc phém theo sang ché ¢6 thé dugc bao ché mot cach
khéc nhau bang cach két hop véi chit mang duoc dung nhu da dugc mo ta trén day.
Vi du, dé diung qua dudng miéng, duoc phim nay ¢ thé duge bao ché thanh vién nén,
vién ngdm det, vién nang, ¢dn thudc, huyén phu, xird, vién nhén, v.v.. Pé tiém, duoc
phim nay c6 thé duoc bao ché thanh dng don lidu hodc vat chira nhiéu lidu. Duoc
phém nay cling cé thé duoc bao ché thanh dang dung dich, huyén phu, vién nén, vién
nang va ché pham giai phéng kéo dai.

Trong khi do, vi du vé chit mang, ta dugc, va chét pha loang thich hop c6 thé
bao gém lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol, erythritol, maltitol, tinh
bot, gobm cay keo, alginat, gelatin, canxi phosphat, canxi silicat, xenluloza, metyl
xenluloza, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, nudc, metyl hydroxybenzoat,
propyl hydroxybenzoate, talc, magie stearat, dau khoéang, v.v.. Ngoai ra, dugc phim
nay co thé con chia chét don, chét chéng dong, chét 1am tron chay, cht 1am Am, chét
tao huong vi, chét bao quan, v.v..

Ngoai ra, dugc pham theo séng ché c6 thé dugc bao ché thanh loai ché phim
bét ky dugc chon tir nhéom bao gém vién nén, vién tron, bot, thubc cdm, vién nang,
huyén phu, thudc long dé dung bén trong, nhil twong, xird, dung dich vo tring dé tiém,
dung moi khong phai nudec, ché pham dong khd, va thudc dit.

Ngoai ra, dugc pham nay c6 thé duoc bao ché thanh dugc phdm dang lidu don
thich hop d6i véi co thé cia bénh nhan, va tét hon 12 duge bao ché thanh ché pham
hitu ich dbi voi cac thude chira peptit theo phwong phéap dién hinh duge dung trong
linh vuc dugc pham dé ding qua miéng hodc ngoai dudng tiéu hda, nhu qua da, trong
tinh mach, trong co, trong dong mach, trong tuy song, ndi tily mac, trong tdm tht,
trong phéi, qua da, dudi da, trong mang bung, trong mfii, trong da day, tai chd, dudi
ludi, qua 4m dao, hoic qua tryc trang, nhung khoéng chi gi6i han & cac dudng do.

Ngoai ra, peptit ndy co thé dugc st dung bing cach tron véi cac chit mang
duoc dung khac nhau nhu nudc mudi sinh 1y hoic dung mdi hitu co. Pé 1am tang do
6n dinh hoic kha ning hép thu, cac hydrat cacbon nhu glucoza, sucroza, hodc dextran;
cac chit chdng oxy héa nhu axit ascorbic hodc glutathion; cac chét tao chelat; céac
protein cO khédi lugng phan tir thép; hodc cdc chit lam dn dinh khac c6 thé duoc sir
dung.
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Liéu dung va tan suat dung dugc pham theo sang ché duoc xéac dinh bai loai
ctia (c4c) hoat chat, cung vdi céc yeu to khac nhau, nhu bénh can diéu tri, duong dung,
tudi, gidi tinh, va the trong ctia bénh nhan, va mic d6 nghiém trong cta bénh.

Tbng li¢u c6 hiéu qua ctia ché pham theo sang ché c6 thé dugc ding cho bénh
nhan theo liéu don, hodc c6 thé duge dung trong mot khoang thdi gian dai theo nhidu
lidu theo quy trinh diéu tri phan doan. Trong dugc pham theo sang ché, ham lugng cia
(c4c) hoat chét ¢6 thé thay déi tuy thudc vao mic dd nghiém trong ciia bénh. Cu the,
téng liéu hing ngdy dugc uu tién st dung cla peptit theo sdng ché c6 thé nam trong
khoang 0,0001 pg dén 500 mg trén 1 kg thé trong cua bénh nhan. Tuy nhién, lidu ¢6
hiéu qua cta peptit dugc xac dinh c6 tinh dén cac yéu t6 khac nhau bao gbm tudi, thé
trong, tinh trang sttc khoe, gidi tinh, mirc do nghiém trong cua bénh, ché @6 an, va
mirc d6 bai tiét ctia bénh nhan, ngoai duong dung va tan suét didu tri ciia dugc pham.
V& vén dé nay, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cd thé d& dang xac
dinh liéu c6 hiéu qua thich hop db6i véi viée str dung cu thé ciia dugc pham theo sang
ché. Dugc phdm theo sing ché khong bi gi6i han dic biét vao dang ché phdm va
dudng dung va ché do dung, mién 1a né thé hién tac dung theo sang ché.

Duoc phém theo sang ché thé hién thoi gian hiéu Iuc va do chuén in vivo tuyét
voi, va do d6, sb luong va tan suat dimg duge pham theo sang ché c6 thé duoc giam
mdt cach dang ké.

Pac biét, do duogc phém theo sang ché chira hoat chét 1 din xuét glucagon c6
pl dugc thay d61 khac véi pl cua glucagon nguyén thé, n6 thé hién d6 hoa tan cai thién
va d6 6n dinh cao theo d6 pH ctia dung dich nhét dinh, va do d6, dugc phdm theo sang
ché c6 thé duge s dung mot cach c6 hiéu qué trong viée bao ché san pham glucagon
n dinh dé diéu tri chimg giam glucoza méau hodc bénh béo phi.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuét dan xuit glucagon méi.

Dan xuit glucagon niy gidng nhu duoc giai thich trén day.

Cu thé hon, din xuét nay khac biét & chd n6 1 peptit phén 14p c6 trinh tur axit
amin c6 cong thuc chung 2 sau:

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-8-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X2
4-W-L-M-N-T-X30 (cong thttc chung 2, SEQ ID NO: 46)

Trong cong thirc chung 2,

X7 1a threonin, valin, hodc xystein;
X10 1a tyrosin hodc xystein;

X12 1a lysin hoac xystein;
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X15 1a axit aspartic hodc xystein;

X16 1a axit glutamic hodc serin;

X17 1a lysin hodc arginin;

X20 1a glutamin hodc lysin;

X21 1a axit aspartic hodc axit glutamic;

X24 1a valin hodc glutamin; va

X30 1a xystein, hodc khong c6 mit,

v6i diéu kién khi trinh ty axit amin ¢6 cong thirc chung 2 gidng véi trinh t bét
ky trong s6 cac trinh tu néu trong cic SEQ ID NO: 14, 19, 20, 25, 27, 31, va 33, thi né
c6 thé bi loai tru.

Cu thé hon, cip axit amin X16 va X20 cua cong thirc chung 2 ¢6 thé 1a cap lan
luot dugc thay thé bang axit glutamic hodc lysin, ma c¢6 kha ning tao ra vong, nho d6
tao ra vong (vi dy, vong lactam) bang cip axit amin X16 va X20, nhung khong chi
gidi han & cé@p axit amin do.

Ngoai ra, dau tan cung C clia peptit c6 trinh ty axit amin ¢ cong thirc chung 2
6 thé duoc amit hoa, nhung khong chi gidi han & truong hgp do.

Ngoai ra, peptit ndy cd thé 1a din xuét glucagon c6 kha niing hoat hoa thu thé
glucagon, nhung khong chi giéi han & trudng hop do.

Cu thé hon, peptit nay co thé ¢o trinh tu axit amin duoc chon tir nhém bao
gdm céc trinh tw néu trong cac SEQ ID NO: 12, 13, 15, va 36 dén 44, nhung khong
chi gidi han & cac pepti do.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xuat polynucleotit phan 1ap ma hoa
din xuit glucagon, vecto chira polynucleotit nay, va t¢ bao phan lap chia
polynucleotit hodc vecto nay.

DAan xuét glucagon nay gidng nhu dwoc giéi thich trén day.

Ngoai ra, polynucleotit phan 1ap méi héa dan xuit glucagon bao gdém trong
pham vi cia sang ché trinh tu polynucleotit c6 murc d0 twong ddng 1a 75% hoic cao
hon, cu thé, 1a 85% hoic cao hon, cu thé hon, 1a 90% hodc cao hon, va cu thé hon nita,
14 95% hodc cao hon, so vai trinh ty twong ung.

Khi duoc str dung trong ban mé ta nay, thudt ngit "muc do tuong ddng" chi
mirc d0 tuong tu trinh ty vai trinh tu axit amin kiéu dai hodc trinh trr nucleotit kiéu dai,
va sy so sanh mirc d6 twong déng co thé duge thuc hién bang mat thudng hodc bang
cach stir dung chuong trinh so sanh c6 ban trén thi truong. Bing cach st dung chuong
trinh may tinh c6 ban trén thi truong, mic do twong ddng giita hai hoic nhiéu trinh tu
¢6 thé duoc tinh theo ty 18 phan tram (%), va muc d¢ twong dong (%) gifta céc trinh ty
lién ké c6 thé dugc tinh.
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*507As duogc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "vecto tai t6 hop" duoc
dung dé chi ciu tric ADN bao gbm trinh tu ctia polynucleotit mad hoa peptit dich, vi
du, din xuét glucagon, ma duoc lién két hoat dong voi trinh ty didu hoa thich hop dé
cho phép su biéu hién ctia peptit dich, vi du, dan xuét glucagon, trong té bao vat chu.

Trinh tu diéu hoa bao gdm trinh tu khoi dong c6 kha nang khoi dau sy phién
ma, trinh tu diéu khién bat ky dé diéu hoa su phién ma3, trinh ty ma hoa mién gén két
ribosom mARN thich hop, va trinh tu didu hoa su két thic phién ma va dich ma.
Vecto tai to hop, sau khi dugc bién nap vao trong té bao vat chu thich hop, co thé
duoc sao chép hodic ¢ chirc ning khong phu thudc vao hé gen cua vat chu, hodc co
th8 dugc hop nhét vao chinh hé gen clia vat ch.

Vecto tai td hop duoc sir dung trong sang ché ¢ thé khong bi giéi han dic biét
mién 13 vecto nay cé thé sao chéo trong té bao vat chii, va né ¢ thé dugc ciu trac
bang cach sir dung vecto bét ky d biét trong linh vuc nay. Vi du vé vecto thuong
duoc dung c6 thé bao gdm cac plasmit ty nhién hodc tai t6 hop, cosmit, virut, va thé
thuc khuén. Céc vecto dugc ding trong sdng ché ¢c6 thé 13 vecto biéu hién bat ky da
biét trong linh vuc nay.

Vecto tai to hop duoc st dung dé bién nap té bao vat chu dé san xuét cac dan
xuét glucagon theo séng ché. Ngoai ra, cic té bao bién nap nay, nhu mot phan cia
sang ché, c6 thé duoc st dung dé khuéch dai cac manh axit nucleic va cac vecto, hodc
6 thé 1a cac té bao hoic cac dong té bao duoc nudi céy duogc dung trong viéc san xuét
tai t6 hop cac din xuét glucagon theo sang ché.

Khi duoc sir dung trong ban md ta nay, thudt nglt "su bién nap" chi qua trinh
dwa vecto tai t& hop bao gdm polynucleotit ma hoéa protein dich vao trong té bao vat
chi, nho d6 cho phép su biéu hién clia protein dwoc mé hoa boi polynucleotit nay
trong té bao vat chu. Pbi v6i polynucleotit duoc bién nap, khong c6 van dé du no
duogc cai xen vao trong nhiém sic thé ctia t& bao vat chu va nam trén d6 hoic nam bén
ngoai nhiém sic thé, mién 14 né c6 thé dugc biéu hién trong té bao vat chu, va ca hai
truong hop déu duge bao gbm trong sang ché.

Ngoai ra, polynucleotit bao gdbm ADN va ARN ma ma héa protein dich.
Polynucleotit nay co th duoc cai xen & dang bat ky mién 12 n6 c6 thé duoc dua vao té
bao vat chii va duge biéu hién trong d6. Vi du, polynucleotit nay c6 thé duoc dua vao
té bao vat chu ¢ dang bang biéu hién, 1a chu triic gen chira tit ca cac yéu tb thiét yéu
cn thiét @& tu bidu hién. Bang biéu hién c6 thé thuong bao gdm trinh tu khoi dong
duoc lién két hoat dong véi polynucleotit, tin hidu két thic sy phién ma, mién gin két
ribosom, va tin hiéu két thtc su dich ma. Bang biéu hién c6 thé & dang vecto biéu hién
c6 kha ning tu sao chép. Ngoai ra, polynucleotit nay cd thé duoc dua vao té bao vat
chti nhu vén ¢6 va duoc lién két hoat dong v6i trinh tu thiét yéu cho su biéu hién cua
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n6 trong t& bao vat chit, nhung khdng chi gi6i han & truong hop do.

Ngoai ra, khi duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit "dugc lién két hoat
dong" chi su két ndi chic ning gifta trinh ty khoi dong, ma khoi dAu va diéu phdi su
phién ma cta polynucleotit ma héa peptit dich theo sang ché, va trinh trr gen néu trén.

Vat chu thich hgp dugc dung trong sang ché c6 thé khong bi giéi han dic biét
mién 14 n6 c6 thé biéu hién polynucleotit theo sang ché. Vi du vé vat chu thich hop ¢6
thd bao gdm vi khuan thudc gidng Escherichia nhu E. coli; vi khuin thudc gidng
Bacillus nhu Bacillus subtilis; vi khuan thudc giéng Pseudomonas nhu Pseudomonas
putida; ndm men nhu Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, va
Schizosaccharomyces pombe; cac té bao con trung nhu Spodoptera frugiperda (S19),
va céc té bao dong vat nhu CHO, COS, va BSC.

Theo mot khia canh khéc nira, sang ché @& xuét thé tiép hop phéan 1ap trong d6
dan xuét glucagon va nguyén liéu twong hop sinh hoc ma c6 kha néng lam tang thoi
gian ban thai in vivo duoc lién két véi n6. Thé tiép hop nay c6 thé 1a thé tiép hop c6
tac dung kéo dai.

Déi v6i dan xudt glucagon, nguyén liéu twong hop sinh hoc, va thanh phan cta
thé tiép hop, tat ca cac thanh phan dugc md ta trén day duoc ap dung.

Cu thé, nguyén liéu twong hop sinh hoc ¢ thé duoc chon tir nhém bao gém
polyetylen glycol, axit béo, cholesterol, albumin va manh cta n6, nguyén liéu gan két
v6i albumin, polyme gém céc don vi 13p ¢6 trinh tu axit amin cu thé, khang thé, manh
khang thé, nguyén lidu gin két v6i FcRn, mo lién két in vivo hodc din xuit cia no,
nucleotit, fibronectin, transferrin, sacarit, va polyme, nhung khong chi gi6i han & cac
chit nay.

Ngoai ra, peptit phéan 14p co thé duoc lién két voi nguyén lidu twong hop sinh
hoc bang cau nbi duge chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol,
copolyme etylen glycol-propylen glycol, ruou polyhydric duge polyoxyetyl hoa, ruou
polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme dé phan huy sinh hoc nhu
axit polylactic (PLA) va axit polylactic-glycolic (PLGA), polyme lipit, chitin, axit
hyaluronic, axit béo, polyme, hop chét c6 khéi luong phan tir thip, nucleotit, va két
hop cua chiing, nhung khong chi gigi han ¢ céac chat do.

Ngoai ra, nguyén liéu twong hop sinh hoc co6 thé 13 nguyén liéu gan két voi
FcRn, va peptit phan 1ap co thé duoc lién két vai nguyén lidu twong hop sinh hoc bang
cau ndi peptit hoic cau ndi khong phai peptit dugc chon tir nhém bao gbm polyetylen
glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu polyhydric
duoc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete,
polyme d& phan huy sinh hoc nhu axit polylactic (PLA) va axit polylactic-glycolic
(PLGA), polyme lipit, chitin, axit hyaluronic, va két hop ctia chiing, nhung khong chi

-38-



34863

gid1 han & cac chat do.
Ngoai ra, nguyén li€u gin két véi FcRn ¢6 thé 13 polypeptit chira ving Fc
globulin mién dich, nhung khong chi giéi han & truong hop do.

Theo mot khia canh khéc nira, sang ché dé& xuét ché phém chtra din xuét
glucagon hodc thé tiép hop phan lap.

Dan xuét glucagon va thé tiép hop phén lap 1a nhu duge giai thich trén day.

Pic biét, ché phdm nay c6 thé 13 dugc pham dé diéu tri hodc phong chimg
giam glucoza méau hodc hoi chimg chuyén hoa, nhung khong chi gii han & truong
hop d6. Dugc pham 14 giéng nhu da dugc mo ta trén day.

Ngoai ra, ché phim nay c6 thé 13 ché pham chira peptit c6 trinh tu axit amin co
cong thirc chung 2 sau.

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X2
4-W-L-M-N-T-X30 (cong thirc chung 2, SEQ ID NO: 46)

Trong cong thirc chung 2,

X7 1a threonin, valin, hodc xystein;
X10 1a tyrosin hodc xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X15 1a axit aspartic hodc xystein;
X16 1a axit glutamic hodc serin;
X17 1a lysin hodc arginin;

X20 1a glutamin hoic lysin;

X21 1a axit aspartic hodc axit glutamic;
X24 1a valin hodc glutamin; va
X30 la xystein hoac khong c6 mat,

v6i diéu kién khi trinh tu axit amin c6 cong thirc chung 2 gidng véi trinh tu bét
ky trong sb cac trinh tu néu trong cac SEQ ID NO: 14, 19, 20, 25, 27, 31, va 33, thi nd
c6 thé bi loai tru.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché mo ta phuong phap phong hoac didu
tri chimg giam glucoza mau hodc hoi chimg chuyén héa bao gdm viéc cho dbi tugng
dung ché pham trén.

Ché pham, ching gidm glucoza méu, hdi ching chuyén hoa, phong, va diéu tri
bénh 1a giéng nhu dugc giai thich trén day.

Theo sang ché, thuét ngit "d6i twong" duoc ding dé chi d6i tugng bi nghi ngd
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14 ¢6 chimg giam glucoza mau hodc hoi chirng chuyén héa, ma c6 nghia la dong vat
¢6 v k& ca nguoi, chudt nhit, va vt nudi c6 chimg giam glucoza méu hodc hdi ching
chuyén héa hoic ¢6 nguy co bi chimg giam glucoza méau hodc hdi ching chuyén hoa.
Tuy nhién, d6i twong bét ky can dugc didu tri bang din xuit glucagon theo sang ché
hodc ché pham chia dan xudt nay dugc bao gdm va khong bi gidi han. Hon nira, d6i
tuong bi nghi ngd 1a ¢6 ching giam glucoza méau hogc bénh béo phi co thé dugc diéu
tri mot cach c6 hiéu qua bang cach dung dugc pham chira dan xuét glucagon theo sdng
ché. Chimg giam glucoza mau va bénh béo phi la gidng nhu duoc giai thich trén day.

Phuong phép theo sang ché c6 thé bao gdm viéc dung duge pham chira peptit
véi lugng cé hiéu qua dugce dung. Téng lidu hing ngay can phai duoc x4c dinh trong
pham vi danh gia y hoc thich hop bai thdy thudc, va duge ding mot 1an hodc vai 1an
theo cac liéu chia. V& cac muc dich cia sang ché, liéu c6 hiéu qua diéu tri bénh cu thé
cho bénh nhan cu thé bat ky t6t hon 12 c6 thé duoc ap dung khic nhau, tuy thudc vao
cac yéu t6 khac nhau da biét trong linh vuc y hoc, bao gbm loai va mirc dd cta dap
g can dat duoc, ché pham cu thé ¢6 chira cac chat khac thuong duge dung cung véi
n6 hay khong, tudi, thé trong, tinh trang strc khoe tbng quat, gioi tinh va ché do an cta
bénh nhan, thoi gian va dudng ding, mire do bai tiét ciia ché phim, thoi gian diu tri,
céc duge chat khac dugc ding két hop hodc ddng thoi véi ché phim theo sédng ché, va
c4c yéu td tuong tir d biét trong linh vuc y hoc.

Theo mot khia canh khac nira, sing ché mé ta viéc str dung din xuét glucagon
hodc thé tiép hop phan 1ap hodc ché phim dé bao ché thudc (hoic duoc pham) ding
dé phong hodc diéu tri ching giam glucoza mau hodc hoi ching chuyén héa.

Dén xuit glucagon, thé tiép hop phan lap, ché pham, chimg giam glucoza mau,
va hoi chimg chuyén héa 13 gidng nhur dwgc gidi thich trén day.

Vi du thue hién sang ché

Duoi day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon ¢é dwa vao céac vi du va céc vi
du thir nghiém sau. Tuy nhién, céc vi du va cac vi du thir nghi¢m sau chi dwoc duara
nhdm muc dich minh hoa, va pham vi cta sang ché khong bi gi6i han & cac vi du d6
theo cach bét ky.

Vi du 1: San xuét dong té bao thé hién dap tmg AMP vong v6i glucagon

PCR duoc thuc hién bang cach sir dung vung tuong Ung véi khung doc mé
(Open Reading Frame - ORF) trong cADN (OriGene Technologies, Inc., USA) cua
gen thy thé glucagon ctia nguoi 1am khuén mau clng voi cac doan mdi xudi va nguoc
sau (1an lugt cac SEQ ID NO: 47 va 48), ma chia mdi trong s6 cac vi tri cit gi6i han
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EcoRI va Xhol .

Cu thé, PCR duoc thuc hién trong tong s6 30 chu ky trong céc diéu kién sau:
lam bién tinh & nhiét do 95°C trong 60 gidy, gin moi & nhiét do 55°C trong 60 gidy,
va polyme hda & nhiét 4o 68°C trong 30 gidy. Cac san phim PCR di duge khuéch dai
dugc dem dién di trén gel agaroza 1,0% va dai 450 bp thu duge bang cach ria giai.

Doan mdi Xuoi (SEQ ID NO: 47):
5" CAGCGACACCGACCGTCCCCCCGTACTTAAGGCC-3'
Poan mdi nguogc (SEQ ID NO: 48):

5'-CTAACCGACTCTCGGGGAAGACTGAGCTCGCC-3'

San phdm PCR duoc tach dong vao vecto biéu hién ctia té bao dong vat da biét,
x0GC/dhfr, dé tao ra vecto tai td hgp x0GC/GCGR.

Dong té bao CHO DG44 dugc nudi ciy trong mdi truong DMEM/F12 (FBS
10%) duogc chuyén nap bang vecto tai t6 hop x0GC/GCGR bang cach st dung
Lipofectamine®, va dugc nudi ciy trong moi truong chon loc chita G418 (1 mg/ml) va
metotraxat (10 nM). Cac dong té bao vo tinh don duoc chon tir d6 bang k¥ thuat pha
lodng gidi han, va dong té bao thé hién dap ing AMP voOng tuyét voi voi glucagon
theo cach phu thudc ndng do cubi ciing duoc chon tir do.

Vi du 2: Téng hop din xuit glucagon

Pé tao ra cac dan xuét glucagon ¢6 cac dic tinh vat ly duoc cai thién, trinh tu
axit amin cta glucagon nguyén thé néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thay thé bang cac
gdc axit amin c6 dién tich dwong va 4m, va tr 6 cac dan xuét glucagon da duge tbng
hop nhu duogc thé hién trong bang 1 dudi ddy. Cac hoat tinh in vitro tuong dbi duoc
mb ta duéi day duge do bang phuong phéap duge mo ta trong vi du 4.

Bang 1

C4c trinh ty axit amin ctia glucagon nguyén thé va cac din xuit glucagon

SEQ ID|Trinh tu peptit Su tao vong pl Hoat tinh in

NO vitro (hoat tinh
tuong ddi so véi
SEQ ID
NO: 1, %)

SEQ ID{HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQ |- 6,8 (100

NO:1 |DFVQWLMNT

SEQ ID|HSQGTFTSDYSKYLDCDRAQ |- 4,56 10,6

NO:2 |DFVQWLMNT
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SEQ ID|HSQGTFTSDYSKYLDCERAQ |- 4,66 6,1
NO:3 |DFVQWLMNT

SEQ ID|HSQGTFTSDYSKYLDSCDAQ |- 4,13 |<0,1
NO:4 |DFVQWLMNT

SEQ ID|HSQGTFTSDYSKYLDSCEAQD|- 4,22 10,3
NO:5 |[FVQWLMNT

SEQ ID|HSQGTFTSDYSKYLDSCEADD|- 4,03 |<0,1
NO: 6 |[FVQWLMNT

SEQ ID|YSQGTFTSDYSKYLDSCEADD|- 3,71 |<0,1
NO:7 |[FVQWLMNT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDSCDAQ |- 3,77 |<0,1
NO:8 |DFVQWLINT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDSCDAQ |- 3,77 |<0,1
NO:9 |DFVVWLINT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDSCDAD |- 3,66 |<0,1
NO: 10 [IDFVVWLINT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDEKCAK |- 4,78 14,6
NO: 11 [EFVQWLMNT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDEKRAK |vong dugc tao(6,20 |56,3
NO: 12 [EFVQWLMNTC ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSCYLDSRRAQ |- 4,43 15,2
NO: 13 |DFVQWLMNT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDCKRAK |- 8,12 |18,1
NO: 14 [EFVQWLMNT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLCEKRAQ |- 6,11 |1,1
NO: 15 |DFVVWLMNT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDCRRAQ |- 9,11 (4,2
NO: 16 |[VFVQWLMRT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDCVRAQ |- 6,03 (23,2
NO: 17 |DFVQWLMRT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDSRRAC |- 8,15 |<0,1
NO: 18 |DFRLWLMNT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLCEKRAK |vong dugc tao|8,12 12,1
NO: 19 [EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDECRAK |vong duoc tao|4,78 |299,7
NO: 20 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID[YXQGTFTSDYSKYLDEKCAK |vong dugc taoi4,78 |57,8
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NO: 21 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDEKRCK |vong dugc tao(6,20 |147.8
NO: 22 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYCDEKRAK |vong dugc tao(6,20 |76,8
NO: 23 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKCLDEKRAK |vong duoc tao|6,21 |58,0
NO: 24 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDEKRAK |vong duoc tao|8,12 46,9
NO: 25 |CFVQWLMNT ra

SEQ ID|WXQGTFTSDYSKYLDECRAK |vong duoc tao|4,68 |1,0
NO: 26 |DFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFVSDYSKYLDECRAK (vong duoc tao|4,68 93,6
NO: 27 [DFVQWLMNT ra

SEQ ID|WXQGTFVSDYSKYLDECRAK|vong dugc tao|4,68 |<0,1
NO: 28 | DFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKCLDERRAK |vong dugc tao|6,15 |61,3
NO:29 |DFVQWLMNT ra

SEQ ID|WXQGTFTSDYSKCLDERRAK |vong dugc tao(4,44 10,3
NO: 30 |IDFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDCKRAK |vong dugc tao(8,12 16,3
NO: 31 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|-SQGTFTSDYSKYLDECRAKE |vong dugc tao|4,78 |0,7
NO: 32 |[FVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDSRRAQ |- 6,04 [108,2
NO: 33 [DFVQWLMNT

SEQ ID|WXQGTFTSDYSKYCDERRAK |vong duge tao|6,21 |0,2
NO: 34 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYCDERRAK |vong dugc tao|6,2 |17,7
NO: 35 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDCSKYLDERRAK |vong dugc tao|6,21 9,9
NO: 36 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDERRAK |vong dugc tao|6,21 |225,5
NO: 37 |[EFVQWLMNTC ra

SEQ ID|YXQGTFCSDYSKYLDERRAK |vong dugc tao|6,15 |167,3
NO: 38 |[EFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFVSDCSKYLDERRAK |vong dugc tao|6,15 3,7
NO: 39 [IDFVQWLMNT ra
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SEQ ID|YXQGTFVSDYSKYLDERRAK |vong duoc tao|6,15 |40,8

NO: 40 [DFVQWLMNTC ra

SEQ ID|YXQGTFCSDYSKYLDERRAK |vong dugc tao|6,03 |45,2
NO: 41 |DFVQWLMNT ra

SEQ ID|YXQGTFCSDYSKYLDSRRAQ |- 6,03 |37,9
NO: 42 [IDFVQWLMNT

SEQ ID|YXQGTFTSDCSKYLDSRRAQ |- 6,03 |1,6
NO: 43 | DFVQWLMNT

SEQ ID|YXQGTFTSDYSKYLDSRRAQ |- 6,21 |75/4

NO: 44 | DFVQWLMNTC

Trong c4c trinh ty axit amin dugc md ta trong bang 1, axit amin dugc biéu thi
boi X 1a axit amin khong nguyén thé, axit aminoisobutyric (Aib), cac gbc axit amin
dugc gach chin biéu thi su tao ra vong, va "-" trong trinh tu axit amin biéu thi ring
khong c6 gdc axit amin nao ¢6 mit ¢ vi tri trong Gmg.

Vi du 3: Po pl ciia cac din xuét glucagon

Dbé do cac dic tinh vat ly duoc cai thién cua cc dan xuit glucagon téng hop
dugc trong vi du 2, céc tri s6 pI duoc tinh dua trén céc trinh tu axit amin bing céch sir
dung cong cu pI/Mw (http://expasy.org/tools/pi_tool html; Gasteiger et al., 2003)
trong may chu ExPASy.

Nhu duge thé hién trong bang 1 trén day, trong khi glucagon nguyén thé co
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 ¢6 pl 1a 6,8, thi mot s6 dan xuét glucagon theo séng
ché ¢6 céc tri s6 pI nam trong khoang tir 4 dén 6. Do c4c din xuit glucagon theo sang
ché ¢6 cac tri sb pl thap hon hodc cao hon so véi tri s6 pl cua glucagon nguyén the,
ching c6 thé thé hién do hoa tan cai thién va d6 on dinh cao hon trong diéu kién do
pH trung tinh so v6i glucagon nguyén thé.

Do d6, khi c4c dan xuét glucagon theo sang ché dugc st dung 1am chat tri liéu
dé diéu trj chimg giam glucoza mdau, chiing c6 thé cai thién sy tudn thu ctia bénh nhén,
va con thich hop dé ding két hop véi céc chat chéng béo phi hodc céc chat chong dai
thao dwong khac, va vi vdy, cac dan xuit glucagon theo sing ché ¢6 thé dugc sir dung
mot cach c¢é hi€éu qua lam chét tri liéu dé diéu tri chimg gidm glucoza mau va cac hoi
chimg chuyén hoéa bao gdm bénh béo phi, bénh dai thao duong, bénh viém gan nhiém
m& khong do rugu (NASH), 16i loan lipit m4u, va bénh mach vanh tim.

Vi du 4: Do hoat tinh AMP vong cua céc dan xuét glucagon
Céc hoat tinh cia cac dan xuat glucagon tong hop duoc trong vi du 2 duoc do
trong cac dong té bao c6 cac thu thé glucagon cuia nguoi san xuat dugc trong vi du 1.
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Cu thé, dong té bao da duoc chuyén nap duoc cay truyén 3 dén 4 14n mot tudn, dugc
chia phin phéan wéc vao dia 384 16 v6i luong 6x10° dong té bao/1d, va dugc nudi cay
trong 24 gio. Glucagon nguyén thé va cac dan xuét glucagon dugc tao huyén phu
trong chit dém 13 dung dich mudi can bang ctia Hank (Hank's balanced salt solution -
HBSS) chira 0,5 mM 3-isobutyl-1-metylxantin (IBMX), 0,1% albumin huyét thanh bo
(bovine serum albumin - BSA), va 5 mM axit
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonic (HEPES) véi cac té bao cia mdi trudng
nubi cy, & cae ndng do 14n luot 12 200 nM va 1600 nM, rdi duoc pha loang 4 1an lién
tuc trong 10 1an, dwoc 4p dung kit thtt nghiém AMP vong (LANCE cAMP 384 kit,
PerkinElmer), va duoc bd sung vao cac té bao dugc nudi cdy, va tri s huynh quang
cua ching dugc do. Khi do, tri s6 huynh quang cao nhit duoc thiét dat 6 100% va sau
d6, cac tri s6 ECsocia dan Xuét glucagon lan luot duoc tinh dya trén tri s6 ECso va so
sanh vdi tri s6 ECs, ctia glucagon nguyén thé. Cac két qua duoc thé hién trong bang 1
trén day.

Vi du 5: Tao thé tiép hop bao gébm dan xuit glucagon va Fc globulin mién dich (thé
tiép hop SEQ ID NO: 12 hodc 20-vung Fc globulin mién dich)

Pé PEG héa PEG 10kDa c6 nhém maleimit va nhém aldehyt 1an lugt & ca hai
dau (c6 tén 13 "maleimit-PEG-aldehyt", 10 kDa, NOF, Nhat Ban) vao trong gbe
xystein ctia dan xuat glucagon (cac SEQ ID NO: 12 va 20), cac din xuét glucagon va
maleimit-PEG-aldehyt dugc cho phan img ¢ ty 1€ mol 1 : 1 dén 5, & ndng dd protein
nam trong khoang tir 3 mg/ml dén 10 mg/ml & nhiét do thdp trong 1 dén 3 gid. Dic
biét, phan ung ndy dugc thyc hién trong moi truong trong d6 20% dén 60%
isopropanol dugc bd sung vao. Khi hoan tat phan Ung, cic chét phan tmg dugc dua
vao SP sepharose HP (GE healthcare, USA) dé tinh ché cac din xuét glucagon dugc
PEG héa mét 14n trén xystein.

Sau d6, cac dan xuét glucagon dugc PEG hoa mot 1an da duoc tinh ché va Fc
globulin mién dich dugc cho phan tmg ¢ ty 1é mol 1 : 2 dén 10, & ndng d6 protein nim
trong khoang tir 10 mg/ml dén 50 mg/ml & nhiét dd 4°C dén 8°C trong 12 gio dén 18
gio. Phan tng nay dugc thyc hién trong mdi truong trong d6 natri xyanobohydrua
(NaCNBH;) va 10% dén 20% isopropanol dugc bd sung vao 100mM dung dich dém
canxi phosphat (40 pH=6,0). Khi hoan tat phan Ung, cac chét phan tmg duoc dua vao
cot tinh ché Butyl sepharose FF (GE healthcare, USA) va c6t tinh ché Source ISO (GE
healthcare, USA) dé tinh ché thé tiép hop bao gdbm cac dan xuat glucagon va Fc
globulin mién dich.

Sau khi tao ra duoc, do tinh khiét dugc phan tich bang sic ky pha dao, sic ky
loai ¢&, va séc ky trao ddi ion dugc thé hién 13 95% hodc cao hon.
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Cu thé, thé tiép hop trong d6 dan xuit glucagon ¢ trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 12 va Fc globulin mién dich duoc lién két bang PEG c6 tén la "thé tiép hop bao
gbm din xuét glucagon c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 va Fc globulin mién
dich" hodc "dan xuét c6 tac dung kéo dai c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12", va
ching c6 thé duge sir dung thay thé nhau trong ban mo ta nay.

Cu thé, thé tiép hop trong d6 dan xuit glucagon c6 trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 20 va Fc globulin mién dich dugc lién két bang PEG c6 tén 1a "thé tiép hop bao
gbm dan xuét glucagon c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 va Fc globulin mién
dich" hoac "dan xuét ¢ tac dung kéo dai ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20", va
chung c6 thé duge str dung thay thé nhau trong ban md ta nay.

Vi du 6: Tao thé tiép hop bao gdm dén xuit exendin-4 va Fc globulin mién dich

PEG 3,4 kDa ¢6 nhém propionaldehyt & ca hai dau, tuc 1a 3.4k PropionALD
(2) PEG, dugc cho phan tGng véi Lys cia CA exendin-4 bing cach sir dung
imidazo-axetyl exendin-4 trong d6 nguyén tir cacbon alpha cta histidin dau tan cung
N dugc loai bo (CA exendin-4, AP, USA), va sau d6, viéc ghép cép duoc thyc hién
dua trén dinh chéat déng phan & phan cudi cing (Lys27) gifta hai dinh Lys, ma c6 tinh
phan ung kha va dugc phén biét rd véi chit ddng phan d4u tan cting N.

Peptit va Fc globulin mién dich duoc cho phan ing 6 ty ¢ mol la 1 : 8, & ndng
d6 protein toan phan 13 60 mg/ml & nhiét d6 4°C trong 20 gid. Chat phan tmg 1a 100
mM K-P (d6 pH=6,0) v& 20 mM SCB, chit khur, dugc bd sung vao. Céc chat phan
{mg ghép cap duge tinh ché bing cach cho di qua hai cot tinh ché. Thir nhat, mot
lwong 16n Fe globulin mién dich khong tham gia vao phan Gng ghép cdp dugc loai bo
bang cach s dung SOURCE Q (XK-16mL, Amersham Biosciences). Khi dung
gradien cua mudi bang cach str dung NaCl 1 M & 20 mM Tris (40 pH=7,5) dan dén sy
rira giai ngay 1ap tuc cua Fc globulin mién dich, ma c6 4i luc gin két tuong d6i yéu,
ngay tiép theo 1a sy rira giai cla exendin-4-Fc globulin mién dich. Fc globulin mién
dich duogc loai bd dén mic do nio d6 bing cach tinh ché so b, tuy nhién, sy tich
hoan toan khong dat dugc bang cot trao ddi ion vi su chénh 1éch nho vé ai luc gén Kkét
giita Fc globulin mién dich va exendin-4-Fc globulin mién dich. Do d6, su tinh ché
thi cip dugc thuc hién bang cach st dung tinh ky nudc cta hai vat liéu khac nhau.
M3u, ma di qua qué trinh tinh ché so bd, dugc gin két véi SOURCE ISO (HR16 ml,
Amersham Biosciences) bang cach sit dung 20 mM Tris (46 pH=7,5) va 1,5 M amoni
sulfat, va sau do, dugc rira giai trong khi ndéng d6 ctia amoni sulfat giam dan. Két qua
14, Fc globulin min dich, ma c6 i lyc gan két yéu déi véi cot HIC, dugc rira giai
trude, tiép theo rira gidi miu exendin-4-Fc globulin midn dich, ma c6 4i luc gn két
manh, vao ph?ln sau. Viéc tach dugc thuc hién dé dang hon so v6i ¢t trao d6i ion do
sw chénh 1éch 16n hon vé tinh ky nudc.
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Cot: SOURCE Q (XK 16 ml, Amersham Biosciences)
Tbc do dong: 2,0 ml/phut
Gradien: A0 ->25% 70 phut B (A: 20 mM Tris, d6 pH=7,5, B: A+ 1 M NaCl)

Cot: SOURCE ISO (HR 16 ml, Amersham Biosciences)

Tbc @ dong: 7,0 ml/phat

Gradien: B 100 -> 0% 60 phut B [A: 20 mM Tris (d¢ pH=7,5), B: A + 1,5 M
amoni sulfat ((NH4),SO4)]

Thé tiép hop duoc tao ra tir do, trong do din xuit exendin-4 va ving Fc
globulin mién dich duogc lién két bé‘mg PEG, c6 tén 1a "dan xuit exendin-4 c6 tac dung
kéo dai". Ngoai ra, thudt ngit nay co thé duoc sir dung thay thé cho "din xuét exendin
¢4 tac dung kéo dai" theo sang ché.

Vi du thir nghiém 1: Tac dung lam giam thé trong & chuot cdng bi bénh béo phi do ché
d6 an c6 luong chit béo cao gay ra

Trong thur nghi€m nay, chudt cbng bi bénh béo phi do ché d6 an c6 lugng chat
béo cao gy ra, ma dugc st dung rong radi lam md hinh bénh béo phi trén dong vat,
duoc st dung. Thé trong ctia chudt cdng trudce khi ding 1a khoang 600 g. Chudt cong
duoc nhdt riéng trong khi thir nghiém va dugc cho tiép can véi nudc tiy thich. Viée
chiéu sang khong duoc cung cAp trong thoi gian tir 6 AM dén 6 PM.

Céc nhom thir nghiém dugc cho dn ché do an c6 lugng chét béo cao bao gom:
Nhém 1, véi ta duoc (mdi 3 ngdy tiém mot 1an) - nhom ddi chimg; nhém 2, dan xuét
exendin c6 tac dung kéo dai cta vi du 6 ¢ 3,3 nmol/kg (mdi 3 ngdy tiém mot 1an);
nhém 3, dan xuét cé tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 ¢ 1,6
nmol/kg (mdi 3 ngdy tiém mot 1an); nhém 4, dan xuét c6 tac dung kéo dai cua trinh ty
néu trong SEQ ID NO: 12 ¢ 3,3 nmol/kg (mdi 3 ngdy tiém mot 1an); nhém 5, dan xuét
c6 tac dung kéo dai ciia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 & 6,6 nmol/kg (mdi 3 ngay
tiém mét 1an); nhém 6, din xuét exendin c6 tac dung kéo dai cua vi du 6 & 3.3
nmol/kg + dan xuit c6 tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 6 1,6
nmol/kg (1an lwot mdi 3 ngdy tiém mot l4n); nhém 7, dan xuét exendin co tac dung
kéo dai cua vi du 6 & 3,3 nmol’kg + din xuit co tac dung kéo dai cua trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 12 6 3,3 nmol/kg (lan luot mdi 3 ngdy tiém mot 14n); nhém 8, dan
xuit exendin c6 tac dung kéo dai cta vi du 6 ¢ 3,3 nmol/kg + dan xuét c¢6 tac dung
kéo dai cua trinh tw néu trong SEQ ID NO: 12 ¢ 6,6 nmol/kg (1an luot mdi 3 ngay
tiém mdt 1an); nhém 9, &n theo cdp voi nhém 4; va nhém 10, an theo cap voi nhom 7.
Thir nghiém dugc két thuc vao ngay 15, va céc thay dbi vé thé trong cua chudt cdng
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trong mdi nhém duge do & cac khoang cach 3 ngay trong sudt qué trinh thir nghiém.
Khi két thuc thir nghiém, lugng cht béo trong mac treo rudt va khdi luong gan duogc
do béng cach md xac dé kham nghiém. Phan tich théng ké dugc thuc hién dé so sanh
gifta nhom té dwgc (nhom ddi chimg) va cde nhém thir nghiém bang ANOVA 1 chiéu.

Két qua cua phép do mirc d thay dbi vé thé trong, nhu c6 thé dugc xac nhan
trén Fig. 1, cac nhém dugce ding mdi din xuit exendin c6 tac dung kéo dai hogc dan
xut c6 tac dung kéo dai cta trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 riéng r& cho thay murc
d6 giam thé trong xubng -8% va -7% dén -22%, so v&i thé trong trude khi dung, con
trong cac nhom cé dung két hop dan xuét exendin c6 tic dung kéo dai va dan xuét co
tac dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12, thi tdc dung lam giam thé
trong dugc cai thién hon tir -22% dén -35%.

Ngoai ra, khi tdc dung lam giam thé trong trong nhom dugce ding dan xuét c6
tac dung kéo dai cua trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12 riéng 1€ va nhom dugc dung
két hop ctia dan xuit exendin c6 tac dung kéo dai va din xuét c6 tac dung kéo dai cta
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12 dugc so sanh lan luot véi tac dung lam gidm thé
trong cua nhom &n theo cap, mic do chénh léch lan luot 12 khoang -11% va khoang
-17% duoc biéu thi, do d6, x4c nhan rang tac dung lam giam thé trong dugc thé hién
khi duge dung din xuit glucagon riéng 1& hodc ding két hop, nho tac dong chir khong
phai viéc nap thirc an.

Tac 14 x4c nhén rang din xuét glucagon c6 tac dung kéo dai theo sang ché co
thd dong vai trd bo sung trong viéc lam giam thé trong ngoai tac dung gy biéng an.

Ngoai ra, két qua cia phép do lugng chit béo trong mac treo rudt va khéi
lwong gan, nhu ¢o thé duogc xac nhan trén cac Fig. 2 va 3, viéc dung két hop din xudt
exendin c6 tac dung kéo dai va dan xuét ¢6 tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 12 cho thdy su gidm dang ké chét béo trong co thé va con gidm khéi
lwgng cta gan so voi luong chét béo va khéi lugng gan ctia nhém duoc dung ta dugc.
Cu thé, su ting/giam khéi lugng ctia gan ndi chung géy ra do su tang/giam chét béo c6
mit trong gan, va tac dung lam giam khéi luong gan néu trén cho thdy tac dung lam
giam chét béo trong gan. Do d6, mirc d giam chét béo trong gan ¢ thé dugc do dudi
dang phuong phap danh gia tic dung diéu tri bénh ctia hoi ching chuyén héa nhu
bénh béo phi, bénh dai thao dudng, bénh viém gan nhiém mé& khong do rugu, v.v..

Vi du thir nghiém 2: Téc dung 1am giam thé trong & chudt nhét bj bénh béo phi do ché
d6 #n c6 lwong chat béo cao gy ra

Trong thir nghi¢ém nay, chudt nhét bi bénh béo phi do ché do an co lugng chét
béo cao giy ra, ma dugc su dung rong rai lam mo hinh bénh béo phi trén dong vat,
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duoc st dung. Thé trong ciia chudt nhét trude khi dung 1a khoang 55 g. Chudt nhit
dugc nhdt 7 con mdi nhom trong khi thr nghiém va duge cho tiép can véi nudc #y
thich. Viéc chiéu sang khdng dugc cung cip trong thoi gian tir 6 AM dén 6 PM.

Cac nhom thir nghiém dugc cho an ché d6 an c6 lugng chit béo cao bao gém:
Nhém 1, véi ta duge (mdi 2 ngay tiém mot 14n) - nhém dbi chimg; nhém 2, dan Xuét
exendin co tac dung kéo dai cta vi du 6 ¢ 4,3 nmol/kg (mdi 2 ngdy tiém mot 1an);
nhom 3, din xuét c6 tac dung kéo dai cta trinh tu néu trong SEQ ID NO: 20 ¢ 4,4
nmol/kg (mdi 2 ngdy tiém mot 14n); nhém 4, dan xuét c6 tac dung kéo dai cua trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 20 & 8,8 nmol/kg (mdi 2 ngay tiém mot 1an); nhém 5, dan Xuét
exendin co tac dung kéo dai cua vi du 6 & 4,3 nmol/kg + dan xudt c6 tac dung kéo dai
cua trinh tu néu trong SEQ ID NO: 20 ¢ 4,4 nmol/kg (mdi 2 ngay tiém mot 14n); nhém
6, dan xuit exendin c6 tac dung kéo dai cia vi du 6 ¢ 2,1 nmol/kg + din xuét co tac
dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 ¢ 6,6 nmol/kg (mdi 2 ngay tiém
mdt 14n); va nhém 7, dAn xuét exendin ¢ tac dung kéo dai ctia vi du 6 ¢ 0,8 nmol/kg
+ din xudt c6 tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 ¢ 8,0 nmolkg
(mdi 2 ngay tiém mot 14n). Thir nghiém dugc két thic vao ngay 22, va céac thay d6i vé
thé trong cta chudt nhit trong mdi nhém dugc do ¢ cac khoang cach 2 ngay trong
sudt qua trinh thtt nghiém. Khi két thuc thir nghiém, khdi luong cta gan chudt duge
do bang cach md xéc dé kham nghiém.

Két qua cua phép do muc d thay dbi vé thé trong, nhur c6 thé dugc x4c nhan
trén Fig. 4, mdi nhém trong sb cac nhém duge ding dn xuét c6 tic dung kéo dai clia
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 20 (8,8 nmol/kg, mdi 2 ngdy tiém mot 14n) riéng r&
cho thay murc d giam thé trong 1an luot xubng -25% va -29%, so v6i thé trong trudc
khi dung. Ngoai ra, tac dung lam giam thé trong duoc thé hién 1a ting hon nita khi
dugc ding két hop v6i din xuit exendin co tac dung kéo dai. Cling dugc xac nhan
ring viée ding két hop gifta din xudt exendin c6 tic dung kéo dai va dan xudt co tac
dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 véi ty 1€ 1a 1:1, 1:3, va 1:10 con
lam tang hon nita tdc dung lam giam thé trong xudng -50% hodc cao hon. Ngoai ra,
tac dung lam gidm thé trong theo ty 18 gitta dan xuét exendin cé tac dung kéo dai va
dan xudt c6 tac dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 1a khong dang ké,
tuy nhién, tidc dyng giy biéng #n tr& nén cao hon cling voi sy tang ty 1¢ phan trim cla
dn xuét exendin c6 tic dung kéo dai, do do, xac nhén ring dan xuét glucagon ¢ tac
dung kéo dai theo sang ché c6 thé dong vai trd bd sung trong viéc lam giam thé trong
ngoai tic dung gay biéng an.

Ngoai ra, két qua cua phép do cholesterol toan phan trong méu, nhu co thé
duoc xac nhan trén Fig. 5, mdi nhom trong s§ cac nhém duge dung dan xuét exendin
c6 tac dung kéo dai (4,4 nmol/kg, mdi 2 ngdy tiém mot 14n) va dan xuét c6 tac dung
kéo dai cia trinh tu néu trong SEQ ID NO: 20 (8,8 nmol/kg, mdi 2 ngay tiém mot 1an)
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cho thiy murc d6 giam cholesterol 14n luot xudng -35% va -71%. Tix ban luén trén, xac
nhan rang din xuit glucagon cé tac dung kéo dai theo sang ché c6 thé dong vai tro bd
sung trong viéc lam gidm cholesterol mau ngoai tac dung gy biéng an. Phan tich
théng ké dugc thuc hién dé so sanh giita nhém t4 dugc (nhom d6i ching) va cac nhom
tht nghiém bing ANOVA 1 chiéu.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay can phai nhan thdy rang sang
ché c6 thé duoc thuc hién & cdc dang cu thé khac ma khong vuot quéa cac du hiéu co
ban cua nd. Cac phuong an duoc mo ta can phai dugc xem xét theo tat ca cac khia
canh nhu minh hoa va khong gidi han pham vi cia sang ché. Do @6, pham vi ctia sang
ché duoc bidu thi bdi yéu ciu bao ho kém theo chir khéng phai béi phin mod ta trén
day. Tht ca cac thay d6i nim trong pham vi cta cac phuong an tuong duong cia yéu
cAu bao ho déu nim trong pham vi cua sang ché.
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YEU CAUBAO HQ

1. Peptit phan lap bao gdm trinh tir axit amin c6 Cong thirc chung 2 sau:

(Cong thirc chung 2, SEQ ID NO: 46)
Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X24-W-L-
M-N-T-X30

trong do,

X7 1a threonin, valin, hodc xystein;
X10 1a tyrosin hodc xystein;

X12 1a lysin hodc xystein;

X15 la axit aspartic hodc xystein;

X16 1a axit glutamic hodc serin;

X17 1a lysin hodc arginin;

X20 1a glutamin hodc lysin;

X21 14 axit aspartic hodc axit glutamic;
X24 1a valin hodc glutamin; va

X30 1a xystein hodc khong c6 mat,

vé6i didu kién khi peptit ctia trinh tu axit amin néu trén SEQ ID NO: 12 bi loai trur.

2. Peptit theo diém 1, trong d6, cdp axit amin X16 va X20 1an luot 12 axit glutamic va

lysin, ma c6 kha néng tao ra vong.
3. Peptit theo didm 1, trong d6 dau tan ciing C cua peptit ndy duoc amit hoa.

4. Peptit theo diém 1, trong d6 peptit 1a dan xuit glucagon co6 kha ning hoat héa thu
thé glucagon.

5. Peptit theo diém 1, trong d6 peptit bao gbm trinh tur axit amin dugc chon tir nhém
bao g(‘A)m cac trinh tr néu trong SEQ ID NO: 13, 15, 19, 33, va 36 dén 44.

6. Thé tiép hop phan lap, trong d6 peptit phan lép theo diém 1 va nguyén liéu twong
hop sinh hoc ¢6 kha nang 1am tang thoi gian ban thai in vivo dugc lién két v&i no.

7. Thé tiép hop phan lap theo diém 6, trong d6 nguyén liéu twong hgp sinh hoc duoc
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chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, axit béo, cholesterol, albumin va méanh cua
nd, nguyén li€u gin két v6i albumin, polyme gdm céac don vi ldp lai c6 trinh tu axit
amin cu thé, khang thé, manh khéang thé, nguyén liéu FcRn-binding, md lién két in

vivo hodc dan xuit cia nd, nucleotit, fibronectin, transferin, va polysaccarit.

8. Thé tiép hop phan 1ap theo diém 6, trong d6 peptit duoc lién két v6i nguyén ligu
tuong hop sinh hoc bing cdu ndi duge chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol,
polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, polyol dugc
polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic, polysaccarit, polyvinyl etyl ete, axit polylactic
(PLA), axit polylactic-glycolic (PLGA), lipit polyme, chitin, axit hyaluronic, axit béo,
nucleotit, va két hop cia ching.

9. Thé tiép hop phan 1ap theo diém 6, trong d6 nguyén liéu twong hop sinh hoc 1a
nguyén liéu FcRn-binding, va peptit phan lap dugc lién két voi nguyén lidu twong hop
sinh hoc bing cau ndi peptit hodc cau ndi khong phai peptit dugc chon tir nhém bao
gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol,
polyol duogc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic, polysaccarit, polyvinyl etyl ete, axit
polylactic (PLA), axit polylactic-glycolic (PLGA), lipit polyme, chitin, axit hyaluronic,
va két hop cua ching.

10. Thé tiép hop phan 1ap theo diém 9, trong d6 nguyén liéu FcRn-binding 1a
polypeptit bao gdm ving Fc globulin mién dich.

11. Ché phdm bao gbm (i) peptit phan lap theo didm 1 hoic (ii) thé tiép hop phan lap
trong d6 peptit phan 1ép theo diém 1 duogc lién két voi nguyén lidu tuong hgp sinh hoc

c6 kha nang lam tang thoi gian ban thai in vivo.

12. Ché phim theo diém 11, trong d6 ché pham nay 13 duoc phim bao gém chit mang

dugc dung.

13. Dugc phdm bao gdm:

(i-a) peptit phan lap theo didm 1 hoic (i-b) thé tiép hop phan 1ap trong d6 peptit phan
1ap theo diém 1 duoc lién két v6i nguyén liéu twong hop sinh hoc cé kha nang 1am
tang thoi gian ban thai in vivo; va

(ii) it nhat mot hop chét hodc nguyén lidu c6 hoat tinh tri liéu doi voi hoi ching
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chuyén hoa.

14. Dugc phim theo diém 13, trong d6 peptit phan l4p bao gbm trinh ty axit amin
duoc chon tir nhém bao gém céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 13, 15, 19, 33, va 36
dén 44.

15. Duoc pham theo diém 13, trong d6 (ii) hop chit hodc nguyén liéu c6 hoat tinh tri
liu d6i v6i hoi ching chuyén hoéa duge chon tir nhém bao gdm peptit kich thich
insulin, chat chu van thu thé peptit gidng glucagon-1 (GLP-1), chit chi van thu thé
leptin, chét c ché dipeptidyl peptidaza-1V (DPP-1V), chat ddi khang thu thé Y5, chat
d6i khang thu thé hormon tap trung melanin (melanin-concentrating hormone - MCH),
chat chii van thu thé Y2/4, chét chd véAn thy thé melanocortin 3/4 (MC 3/4), chét tc
ché lipaza da day/tuy, chidt chi van ctia thu thé 5-hydroxytryptamin 2C
(5-hydroxytryptamine 2C - SHT2C), chét chu vén thy thé B3A, chit chi van thu the
amylin, chit d6i khang ghrelin, chit d6i khang thu thé ghrelin, chét chi van thu thé
alpha dugc hoat héa boi chét tang sinh thé peroxi (peroxisome proliferator-activated
receptor alpha - PPAR), chét chu vén thu thé delta dugc hoat hoa boi chét ting sinh
thé peroxi (peroxisome proliferator-activated receptor delta - PPARS), chét chil van
thu thé Farnesoid X (Farnesoid X receptor - FXR), chit @c ché axetyl-CoA
carboxylaza, peptit YY, cholecystokinin (CCK), xenin, glicentin, obestatin, secretin,
nesfatin, insulin, va peptit kich thich insulin phu thudc glucoza (glucose-dependent

insulinotropic peptide - GIP).

16. Dugc phdm theo diém 15, trong d6 peptit kich thich insulin nay dugc chon tir
nhém bao gém GLP-1, exendin-3, exendin-4, chit chi van cta ching, din xuit cua

chuing, manh cua chiing, bién thé ciia ching, va ket hop cua ching.

17. Dugc phim theo diém 16, trong d6 peptit kich thich insulin nay 1a dan xuét peptit
kich thich insulin trong d6 gbc histidin dau tan cung N cua peptit kich thich insulin
nay duogc thay thé bing gdc duoc chon tr nhom bao gdm desamino-histidyl,
N-dimetyl-histidyl, p-hydroxy imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, va [-carboxy

imidazopropionyl.

18. Dugc pham theo diém 16, trong d6 peptit kich thich insulin dugc chon tir nhém
bao gdm exendin-4 nguyén thé; dan xuét exendin-4 trong d6 nhém amin d4u tan cung
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N cta exendin-4 duoc loai bo; din xuét exendin-4 trong d6 nhém amin dau tan clng
N ciia exendin-4 dugc thay thé bang nhém hydroxyl; d4n xuit exendin-4 trong do6
nhém amin dau tdn cing N cta exendin-4 duoc cai bién bing nhém dimetyl; dan xudt
exendin-4 trong d6 nguyén tr cacbon a cta axit amin thir nhét cta exendin-4, histidin,
duoc loai bo; dan xuit exendin-4 trong d6 axit amin thir 12 cua exendin-4, lysin, dugc
thay thé bang serin, va dan xuit exendin-4 trong d6 axit amin thr 12 cua exendin-4,
lysin, dugc thay thé bang arginin.
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- dan xut exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg)

- din xuét c6 tac dung kéo dai cua trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12 (1,6 nmol/kg)
—7- din xuét co tic dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)
- dAn xut co tac dung kéo dai cua trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12 (6,6 nmol/kg)

—& dAn xuit exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dn xudt c6 tac dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (1,6 nmol/kg)

-y--dAn xuat exendin-4 c6 tic dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dan xuét c6 tac dung kéo dai cta trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)

—¢- din xuit exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
din xuat co tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (6,6 nmol/kg)

«24-- &n theo cap (vdi dan xuét c6 tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)

-3 an theo cap (voi dAn xuét exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dAn xuét c6 tac dung kéo dai cta trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)
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[Fig. 2]
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[1din xuit exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg)

dén xuht c6 tac dung kéo dai ciia trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12 (1,6 nmol/kg)
dAn xuét c6 tac dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)
.0x dan 'xuét cq tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SI?Q ID NO: 12 (6,6 nmol/kg)

=] dAn xuét exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dAn xuét c6 tac dung kéo dai ctia trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12 (1,6 nmol/kg)

[ITT] dén xuét exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dan xuét co tac dung kéo dai cla trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)

din xuét exendin-4 ¢ tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
din xuét co tac dung kéo dai cla trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (6,6 nmol/kg)

in theo cap (v6i din xuét c6 tac dung kéo dai cua trinh tw néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)

in theo cap (v6i dan xudt exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dAn xuAt co tac dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)
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[Fig. 31
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3 dAn xuit exendin-4 c6 tic dung kéo dai (3,3 nmol/kg)

dAn xuAt co tac dung kéo dai cta trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12 (1,6 nmol/kg)
dan gcuét co tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)
X1 dAn xuit c6 tac dung kéo dai ciia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (6,6 nmol/kg)

Bzl dan xuit exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dAn xuAt c6 tac dung kéo dai cta trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12 (1,6 nmol/kg)

nast} din xuét exendin-4 co tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dAn xuAt co tac dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)

27} dén xuét exendin-4 ¢4 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dan xut co tac dung kéo dai ciia trinh tw néu trong SEQ ID NO: 12 (6,6 nmol/kg)

an theo cap (voi dan Xgét c6 tac dung kéo dai cua trinh tur néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)

an theo cap (v6i din xult exendin-4 c6 tac dung kéo dai (3,3 nmol/kg) +
dAn xut c6 tac dung kéo dai clia trinh tw néu trong SEQ ID NO: 12 (3,3 nmol/kg)
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[Fig. 4]
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5 dén xuét exendin-4 c6 tac dung kéo dai (4,3 nmol/kg)

-4 din xuit c6 tac dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 (4,4 nmol/kg)
& dAn xuét co tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 (8,8 nmol/kg)

~#- dAn xuét exendin c6 tac dung kéo dai (4,3 nmol/kg) +
dan xuit c6 tac dung kéo dai cta trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 (4,4 nmol/kg)

% d3n xuét exendin c6 tac dung kéo dai (2,1 nmol/kg) +
dan xuit c6 tac dung kéo dai cla trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 (6,6 nmol/kg)

- dAn xuit exendin c6 tac dung kéo dai (0,8 nmol/kg) +
dAn xuét co tac dung kéo dai ctia trinh tu néu trong SEQ ID NO: 20 (8,0 nmol/kg)
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dAn xuét exendin-4 c6 tic dung kéo dai (4,3 nmol/kg)
BB din xuit c6 tac dung kéo dai cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 (4,4 nmol/kg)
B& dAn xudt co tic dung kéo dai cla trinh tw néu trong SEQ ID NO: 20 (8,8 nmol/kg)
4 din xuét exendin c6 tac dung kéo dai (4,3 nmol/kg) +

dAn xuét c6 tac dung kéo dai ctia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 (4,4 nmol/kg)
[T d4n xuét exendin co tac dung kéo dai (2,1 nmol/kg) +

dan xudt co tac dung kéo dai clia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 (6,6 nmol/kg)

v dAn xudt exendin c6 tac dung kéo dai (0,8 nmol/kg) +
dAn xuét c6 tac dung kéo dai cta trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20 (3,0 nmol/kg)
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DANH MUC TRINH TU
<110> HANMI PHARM. CO., LTD.

<120> PEPTIT LA DAN XUAT GLUCAGON VA DUQC PHAM CHUA THE TIEP HQP CO TAC DUNG
KEO DAI CUA NO
<130> OPA16104

<150> KR 10-2015-0093265
<151> 2015-06-30

<160> 48
<170> KoPatentIn 3.0
<210> 1
<211> 29

<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 1
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 2

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> din xuit glucagon

<400> 2
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
1 5 10 15

Asp Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 3
<211> 29
<212> PRT
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<213>

<220>
<223>

<400>
His Ser
1

Glu Arg

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

<220>

<223>

<400>
His Ser

Cys Asp

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

<220>

<223>

<400>
His Ser

Cys Glu

<210>

34863

Trinh ty nhén tao

dan xuit glucagon

3
Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
5 10 15

Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

4

29

PRT

Trinh ty nhén tao

din xuidt glucagon

4
Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr

20 25

5

29

PRT

Trinh ty nhén tao

din xuidt glucagon

5
Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15
Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

6
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<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> din xuidt glucagon

<400> 6
His 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
20 25

<210> 7

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> din xuit glucagon

<400> 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
20 25

<210> 8

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)
<400> 8
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Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

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

<210> 9

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 9

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

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

<210> 10

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> din xuét glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 10

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
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Cys Asp Ala Asp Asp Phe Val Val Trp Leu Ile Asn Thr
20 25

<210> 11

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> din xudt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 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
20 25

<210> 12

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh ty nhaén tao

<220>
<223> din xuldt glucagon

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16) ..(20)

<223> cac axit amin & vi tri 16 va 20 tao ra vong
<400> 12



34863

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

Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30

<210> 13

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> din xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 13

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 14

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> din xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 14

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
1 5 10 15
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Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 15

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> din xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<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 nhan tao

<220>
<223> didn xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<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
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<210> 17

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> din xudt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<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

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> din xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 18

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

Arg Arg Ala Cys Asp Phe Arg Leu Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 19
<211> 29
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> din xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

222> (16) ..(20)

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

<400> 19

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

Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 20

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> dan xuédt glucagon

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(20)

<223> cdc axit amin & vi tri 16 va 20 tao ra vong
<400> 20
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Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15

Cys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 21
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) ..(20)

<223> c4c axit amin & vi tri 16 va 20 tao ra vong

<400> 21

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
20 25

<210> 22

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> din xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)
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<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) ..(20)

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

<400> 22

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

Lys Arg Cys Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 23

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> dan xudt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) .. (20)

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

<400> 23

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

Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 24

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) .. (20)

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

<400> 24

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

Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 25

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) ..(20)

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

<400> 25

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
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Lys Arg Ala Lys Cys Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 26

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> din xudt glucagon

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)
<220>

<221>  MISC_FEATURE
<222> (16) .. (20)

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

<400> 26

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

Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 27

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> din xudt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)
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<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) ..(20)

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

<400> 27

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

Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 28

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> din xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16)..(20)

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

<400> 28

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

Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 29
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
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<223> din xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) ..(20)

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

<400> 29

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

Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 30

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> din xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa l1la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) .. (20)

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

<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 Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
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20 25

<210> 31
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> - dan xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (17) ..(21)

<223> cdc axit amin & vi tri 17 va 21 tao ra 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 ty nhan tao

<220>
<223> din xuédt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (15)..(19)

<223> cac axit amin & vi tri 15 va 19 tao ra vong
<400> 32

Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu Cys
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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 ty nhédn tao

<220>
<223> dan xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 33

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 34

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> dan xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

222> (16) ..(20)

<223> cdc axit amin & vi tri 16 va 20 tao ra vong
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<400> 34
Trp 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

<210> 35

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223>  Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16)..(20)

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

<400> 35

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

<210> 36
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> din xuidt glucagon

<220>
<221> MISC FEATURE
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<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) ..(20)

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

<400> 36

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

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 37

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>
<223> din xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) ..(20)

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

<400> 37

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

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30

<210> 38
<211> 29
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> din xuit glucagon

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16)..(20)

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

<400> 38

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

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 39
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> didn xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16)..(20)

<223> cdc axit amin & vi tri 16 va 20 tao ra vdng
<400> 39
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Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Val Ser Asp Cys Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 40

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) ..(20)

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

<400> 40

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

Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30

<210> 41

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> din xuidt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)
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<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (16) .. (20)

<223> c4c axit amin & vi tri 16 va 20 tao ra vdong

<400> 41

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

Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 42

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> din xudt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa 1la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 42

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 43

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> din xuit glucagon

<220>
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<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 43

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 44

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

<400> 44

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30

<210> 45

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> dan xuit glucagon

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (1)

<223> Xaa la histidin, desamino-histidyl, N-dimetyl-histidyl,
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beta-hydroxy imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, beta-carboxy
imidazopropionyl, tryptophan, hodc tyrosin, hodc khéng cé mat

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit alpha-metyl-glutamic, axit aminoisobutyric (Aib),
D-alanin, glyxin, Sar (N-metylglyxin), serin, hodc D-serin

<220>

<221> MISC_ FEATURE

<222> (7)

<223> Xaa la threonin, valin, hodc xystein

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (10)

<223> Xaa la tyrosin hodc xystein

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (12)

<223> Xaa la lysin hodc xystein

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (13)

<223> Xaa la tyrosin hodc xystein

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)

<223> Xaa 1la leuxin hodc xystein

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (15)

<223> Xaa la axit aspartic, axit glutamic, hodc xystein
<220>

<221> MISC FEATURE

-83-



<222>
<223>

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

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

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

34863

(1e6)
Xaa la axit glutamic, axit aspartic, serin,
axit alpha-metyl-glutamic, hodc xystein, hodc khéng cd mat;

MISC FEATURE
(17)
Xaa la axit aspartic, glutamin, axit glutamic, lysin, arginin,

serin, xystein, hodc valin, hodc khdéng cé mat

MISC FEATURE
(18)
Xaa 1la alanin, axit aspartic, axit glutamic, arginin, valin,

ho&c xystein, hodc khéng cé mdt

MISC FEATURE
(19)
Xaa la alanin, arginin, serin, valin, hodc xystein, hodc khéng cb6 mat

MISC FEATURE
(20)
Xaa la lysin, histidin, glutamin, axit aspartic, lysin,
arginin, axit alpha-metyl-glutamic, hodc xystein, hodc khéng cd mat

MISC FEATURE
(21)
Xaa 1la axit aspartic, axit glutamic, leuxin, valin, hoac

xystein, hodc khéng cbé6 mat

MISC FEATURE
(23)
Xaa la isoleuxin, valin, hodc arginin, hodc khéng cé mat

MISC FEATURE
(24)
Xaa la valin, arginin, alanin, xystein, axit glutamic,
lysin, glutamin, axit alpha-metyl-glutamic, hodc leuxin, hodc khoéng cb
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mat;
<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (27)
<223> Xaa 1la isoleuxin, valin, alanin, lysin, metionin,
glutamin, ho#c arginin, hodc khéng cé midt
<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (28)
<223> Xaa la glutamin, lysin, asparagin, hodc arginin, hodc khéng cd mat
<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (29)
<223> Xaa la lysin, alanin, glyxin, hodc threonin, hodc khéng cdé mat
<220>

<221> MISC FEATURE
222> (30)
<223> Xaa la xystein, ho&c khéng cd mat

<400> 45
Xaa Xaa Gln Gly Thr Phe Xaa Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

<210> 46
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> dan xudt glucagon

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

34863

MISC_FEATURE
(7)

Xaa la threonin, valin, hodc xystein

MISC FEATURE
(10)
Xaa la tyrosin hodc xystein

MISC FEATURE
(12)
Xaa la lysin hodc xystein

MISC FEATURE
(15)
Xaa la axit aspartic hodc xystein

MISC FEATURE
(16)
Xaa la axit glutamic hodc serin

MISC FEATURE
(17)
Xaa 1la lysin hodc arginin

MISC FEATURE
(20)
Xaa l1la glutamin hodc lysin

MISC FEATURE
(21)
Xaa la axit aspartic hodc axit glutamic
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

34863

MISC FEATURE
(24)
Xaa la valin hodc glutamin

MISC FEATURE
(30)
Xaa la xystein hodc khéng cé mat

46

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

1

5 10

15

Xaa Arg Ala Xaa Xaa Phe Val Xaa Trp Leu Met Asn Thr Xaa

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

<220>
<223>

<400>

20 25

47

34

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi xudi

47

cagcgacacc gaccgtcccc ccgtacttaa ggcc

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

<220>
<223>

<400>

48

32

ADN

Trinh ty nhdn tao

doan mdi nguogc

48

ctaaccgact ctcggggaag actgagctcg cc
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