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Linh viee k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hop chét véi khoang thoi gian tac dung kéo dai & thu thé
glucagon so v6i glucagon ty nhién. Cu thé, sang ché d& xudt chat chi véan thu thé
glucagon vdi cac cai bién vé mat ciu trac ddi voi glucagon tu nhién dwoc dwa vao dé
cht vén chon loc thu thé glucagon trong khoang thoi gian kéo dai. Chat chu vén thu
thé glucagon c6 thé hiru hiéu ca khi két hop véi cac chat tri liéu khac dé diéu tri cac
rdi loan nhu bénh tiéu dudng typ 2 (type 2 diabetes mellitus - T2DM) va/hodc bénh
béo phi, hodc dué6i dang don tri liéu dé didu tri nhidu réi loan, nhu bénh béo phi,
bénh gan nhiém m& khong do rugu (non-alcoholic fatty liver disease - NAFLD),
bénh viém gan nhiém m& khong do ruou (non-alcoholic steatohepatitis - NASH), roi
loan m& mau, hdi chung chuyén héa, ting insulin huyét va/hodc ha duong huyét ban

dém, cling nhu 13 hoi ching gan nhiém m& & bo sita.
Tinh trang ky thuét caa sing ché

Trong vai thap ky qua, ty 16 méc bénh tiéu duong tiép tuc gia ting. T2DM la
dang phd bién nhét trong cac bénh tiéu duong chiém xip xi 90% trong tat ca cac
bénh tiéu dudong. T2DM duoc phén biét béi mire glucoza trong mau cao do su khiang
insulin. Tiéu chudn cham séc hién nay dbi voi T2DM bao gdm ché do an va tap
luyén, va diéu tri bang thudc ding qua duong miéng, va cac thube lam giam glucoza
c6 thé tiém duoc, bao gém cac li¢u phap trén co s¢ incretin, nhu chét chi van thy thé
peptit-1 twong tu glucagon (GLP-1) va chat e ché dipeptidyl peptidaza IV (DPP-
IV). Khi diéu tri bang thubc ding qua dudng miéng va cic liéu phap trén co sé
incretin 1a khong dua, viéc diéu tri béng insulin dugc xem xét. Cac bénh nhan ma
bénh cua ho da tién trién dén mirc cAn ding liéu phap insulin thuong bat dau bang
viéc tiém mot 14n mdi ngay insulin co ban co tac dung kéo dai, mac du c6 thé tiém

thém insulin tac dung nhanh trong khi an, néu can, trong mot sb truong hop.
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Mic du nhitng liéu phép nay 13 c¢6 hiéu luc, mic duong huyét & nhidu bénh
nhan mic T2DM van duoc kiém soat mdt cach chua thoa dang. Bénh tiéu duong
khong duoc kiém soat din dén mot sé tinh trang bénh anh huéng dén tinh trang bénh
tat va ty 1¢ to vong cua bénh nhan. Mot trong s6 céc yéu t6 nguy co chinh d6i véi
T2DM 1a béo phi. Phin 16n cac bénh nhan T2DM (~90%) 13 qua can hoic béo phi.
D3 chimg minh dugc ring giam sy phat phi co thé s& ddn dén cai thién cAc tinh trang
bénh tat xay ra dong thoi c6 lién quan dén béo phi bao gdm céc trudng hop ting
glucoza huyét va cic truong hop tim mach. Vi vay, céc liéu phap hitu hiéu trong didu

chinh murc glucoza va giam thé trong 13 can thiét dé kiém soét bénh t6t hon.

Ngoai ra, su lan rdng va nhéan biét bénh gan nhiém m& khong do ruou
(nonalcoholic fatty liver disease - NAFLD) — dé cap dén cum céc réi loan & gan c6
lién quan dén su tich tu chit béo trong gan, va bénh viém gan nhiém m& khong do
ruou (NASH) — ma né 1a dang nghiém trong cia NALFD, dugc dic trung boi cac
phét hién & mo6 nhu su viém, su thuong tdn va xo hoa té bao gan, cling da tiép tuc gia
tang. NASH 14 bénh gan thudong gip nhit & cac nwdc phuong Tay, va anh huéng dén
khoang 3-5% ngudi trudng thanh & M§. Viéc diéu tri thuong bao gom su thay doi
ché do an va tap luyén theo quy dinh, va co thé bao gdbm phau thuét béo phi, liéu
phép pioglitazone, statin, omega 3 va vitamin E (trong truomg hgp bénh nhan NASH
khong béo phi) dé 1am giam m& trong gan, nhung khong cé chét tri lidu nao duge
phé chuén dé diéu tri su viém va/hoic xo hda c6 lién quan dén NASH. Vi vay, can

c6 cac phuong phap tri liéu khac.

Mot vai peptit ¢6 sin va/hodc dang phat trién dé lam tac nhan tri liéu, bao
gbm glucagon, duoc tao din xuét tir pre-proglucagon, 1a polypeptit dugce xir ly trong
md dé tao thanh vai peptit c¢6 lién quan vé mat cdu tric. Glucagon 1a peptit gbm 29
axit amin tuong ung véi cc axit amin tir 53 dén 81 cua pre-proglucagon, c6 trinh tu
axit amin sau day: HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT (SEQ ID NO:
1). Glucagon gitip duy tri mirc glucoza trong méu bang cach gdn két v6i va hoat hoa
thu thé glucagon trén té bao gan, khién cho gan giai phong glucoza - da dwgc du trit
0 dang glycogen — thong qua qué trinh dugc goi la phan gidi glycogen. Khi nhiing
lwong du trit glycogen tré nén suy kiét, glucagon kich thich gan tong hop tiép
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glucoza biang cach kich thich tao glucoza. Glucoza nay dugc giai phong vao dong
mau, ngan ngra sy ha duong huyét. Viéc sir dung glucagon 1a phuong phap tri liéu
da dwoc thiét 1ap dé diéu tri giam duong huyét cép tinh, va viéc st dung glucagon
khan cép c6 thé phuc hdi mirc dudng thong thuong trong vong vai phit sir dung. Mot
s6 chat tuong tu glucagon di duoc mo ta 1a ¢6 do hoa tan va do 6n dinh gia ting.

Xem, ching han, W02015094875; W02015094876; W02015094878,

Céc peptit khac duoc tao dan xuét tlr pre-proglucagon bao gbém GLP-1, peptit-
2 twong tu glucagon (GLP-2), va oxyntomodulin (OXM). GLP-1 Ia peptit gbém 36
axit amin, doan c6 hoat tinh sinh hoc chinh cua né (GLP-17.36) dugc san xuét dudi
dang peptit gdm 30 axit amin dugc amit hoa & dau tin cung C twong tmg véi cac axit
amin tr 98 dén 127 cua pre-proglucagon, c6 trinh ty axit amin sau day:
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR (SEQ ID NO: 2). Nhung nguoc
lai, glucagon kich thich su giai phong glucoza dé ngan ngira ha dudng huyét, GLP-1
(SEQ ID NO: 2) kich thich sy tbng hop va tiét insulin va da dugc nhan thiy 1a ngian
ngira su ting duong huyét & bénh tidu duong. Nhiéu chit twong tw GLP-1 hién c6

sin, bao gdbm exenatide, liraglutide, albiglutide va dulaglutide.

OXM la peptit gdm 37 axit amin bao gbm toan bo trinh tw gdm 29 axit amin
ctia glucagon vdi mot doan mé rong octapeptit & dau tan cung carboxy (cac axit
amin tir 82 dén 89 cua pre-proglucagon va dugc goi la “peptide 1 xen gitra” hoac IP-
1), co trinh tu axit amin sau day:
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA (SEQ ID NO: 3).
OXM hoat héa ca thu thé glucagon va GLP-1, v6i kha ning hoat hoa dbi véi thu thé
glucagon cao hon mdt chut so véi thu thé GLP-1. Chét twong tw OXM c6 hoat tinh
kép dbi voi thu thé glucagon va thu thé GLP-1 da dugc md ta. Xem, vi du,
W02011087672; W0O2011087671.

Mic du khong duoc tao dan xudt tir pre-proglucagon, polypeptit kich thich
tiét insulin phu thudc vao glucoza (glucose-dependent insulinotropic polypeptide -
GIP) 1a mdt peptit khac dong vai tro sinh ly trong cén bang glucoza ndi moi bang
cach kich thich tiét insulin tir té bao beta & tuy v6i sw c6 mit cia glucoza. GIP 1a

peptit gdbm 42 axit amin c¢6 trinh ty axit amin sau déy:
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YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ (SEQ ID NO:
4). Mot s6 cht twong tw GIP da dwgc mo ta 1a c6 hoat tinh dbi véi ca thu thé GIP va
thu thé GLP-1, Xem, vi du, W02015067715; W0O2011119657, WO2013164483,

Ngoai ra, twong tu nhu hoat tinh kép cia OXM dugc md ta & trén, mot sb chat
tuong tu glucagon di dugc mo ta la c6 hoat tinh ddng chi van ddi véi ca thu thé
glucagon va mot hodc nhiéu thu thé GLP-1 hoic GIP. Vi du, W02011075393 va
WO 2012177444, ¢6 ¥ md ta chét twong tu glucagon co hoat tinh & ca thu thé
glucagon va thu thé GLP-1. Tuong tw, WO2013192130 c¢6 y mo ta chét twong tu
glucagon ciing c6 hoat tinh ¢ thu thé GIP. Ngoai ra, W02015067716 c6y md ta chét
twong tu c¢6 hoat tinh chi van ba & mdi thy thé trong s céc thu thé glucagon, GLP-1

va GIP.

Mic di nhiéu peptit va protein duoc dé xuét dung lam chét tri liéu T2DM
va/hodc bénh béo phi, cac chit tri liéu hién c6 va/hoic dang dugc phat trién co
nhitng han ché. Cu thé 1a, trong khi cac chét chu véan kép hodc chi van ba dugc mo
t4 & trén c6 c6 thé duogc chi ra 1a c6 cac dic tinh giam glucoza cia ca chét cha van
thu thé GLP-1 va/hodc GIP clng véi cac loi ich chuyén héa ctia chét chu vén thu thé
glucagon, mirc hoat tinh cua céc peptit nhu vay & mdi thu thé khac nhau ma ching
chui van 14 ¢b dinh, khién cho n6 khé dat dugc mirc can bang hoat tinh thu thé 1y
tudng dé thu dugc hiéu qua cao, in viyo, voi tac dung phu tdi thiéu. Va cac liéu phap
ma khong lién quan dén sy chi vén thy thé glucagon khong c6 céc 1¢i ich chuyén

héa tiém nang cua co ché tac dung nhu vay.

Mic du viéc ding dong thoi glucagon v& mit ly thuyét c6 thé c6 kha ning
lam giam bot han ché nay, cac san pham glucagon hién c6 1a khong thé dung duoc
trong nhitng tmg dung nhu véy. Cu thé, thoi gian ban thai trong huyét tuong cua
glucagon la ngin hon mot gio, khién cho n6 khéng thé sir dung thuong xuyén, dac
biét 1a trong cac phuong 4n ma co sy phdi hop véi cac lidu phap khéc san c6 va/hodc
dang phat trién, do nhiéu liéu phap nhu vay duoc dinh lidu khong thudng xuyén nhu
mdt 1An mdi ngay, va mot sb trong ching dugc dé xuit dé dinh lidu khong thuong
xuyén nhu mot 1an mot tuan. Ngoai ra, glucagon kiéu hoang ciing c6 hoat tinh & mirc

nao dé dbéi véi thu thé GLP-1, ma né co thé 1am phuc tap hon nhiing nd luc dé tao ra
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su can béng thich hgp gitra hoat tinh dbi voi thu thé glucagon va hoat tinh dbi vé6i thu
thé GLP-1 trong cac liéu phap két hop ma & d6 hop chit khac c6 hoat tinh ctia né doi
v6i thu thé GLP-1 1a giam. Hon nita, céc dic tinh do hoa tan va do 6n dinh hoa hoc
va vat ly cua céc san pham glucagon hién c6 ciing khong thich hop dé dung thuong
xuyén trong nhitng Umg dung nay, va s&€ khong cho phép bao ché dong thoi véi cac

chét tri liéu khac.

Vi vy, cin co cic chét chii van thu thé glucagon c6 khoang tac dong kéo dai
cho phép dinh lidu khong thuong xuyén nhu mot 1an mdi ngay, ba lan mot tuan, hai
14n mot tuln hodc mét 1an mot tudn. Ciing cin ¢6 cac chit chu van thu thé glucagon
ma c6 hoat tinh tiém nang & thu thé glucagon, va hoat tinh chon loc & mirc cao & thu
thé glucagon so véi thu th8 GLP-1. Ciing can c6 chit chi van thu thé glucagon véi
céc dac tinh thich hop dé bao ché ddng thoi dugc v6i cac chat tri liéu khdc. Ciing can
¢ chit chu véan thu thé glucagon v6i cac ddc tinh vé d6 hoa tan va do 6n dinh cho

phép bao quan va st dung trong thoi gian dai.
Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Chét chi van thu thé glucagon theo sang ché tim cach dap tmg nhitng nhu cau
nay. Vi viy, sang ché dé xuét chét chu van thu thé glucagon véi khoang thoi gian tac
dung kéo dai, cho phép dinh liéu khong thuong xuyén nhu mét 1an mdi ngay, ba lan
mét tudn, hai 14n mot tudn hodc mot 1an mot tudn. Sang ché d& xuét chét chu van thu
thé glucagon véi hoat tinh chon loc va t6i wu & thu thé glucagon so v6i, vi du, thu thé
GLP-1 va/hodc GIP. Sang ché dé xuét chat chu van thu thé glucagon c6 cac dac tinh
vat Iy va hoa hoc thich hop dé dung thuong xuyén va dong bao ché véi cac chét diéu
tri khac. Sang ché dé xuét chét chu vén thu thé glucagon ma, khi dugc sit dung két
hop véi cac phuong phép diéu tri tiéu duong khac, tao ra su kiém soat glucoza gia
tang, cac loi ich chuyén hoa, nhu lam giam thé trong, va/hoac céc loi ich ddi véi
lipit, nhw 1am giam PCSK9, khi duoc st dung két hop véi cac phuong phap diéu tri
tiéu duong khéac. Cu thé, tb hop gdm chat cha van thy thé glucagon theo sang ché voi
chét cht van GLP-1R hodc chat déng chu van GIP-GLP-1 ¢6 tac dung hiép dong c6
loi d6i v6i cac sé do nhu mirc giam trong lugng va thanh phan co thé. Sang ché ciing

tim cach dé xuat cac phuong phap diéu tri hitu hiéu cho céc roi loan khac khi duge
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dung ¢ dang don tri va/hodc phéi hop v6i cac phuong phép tri liéu khac, bao gdm
bénh béo phi, NAFLD, NASH, rbi loan m& mau, r6i loan chuyén hoéa, tang insulin

huyét va/hoic ha duong huyét ban dém.

Do d6, theo mot phuong &n, sang ché @ xuét chét chu van thu thé glucagon

bao gdm cong thire I:
YXi1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAXJEFVXsWLLEX6X7 [Cong thirc I}
trong do
X1 1a Aib;
X2 1a T hoac L;
X3 1a Aib;

X4 1a K duge cai bién hoa hoc nho su lién hop v6i nhom epsilon-amino cua
mach bén K v6i ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CH2),-CO2H,
trong d6 a bang 1 hoac 2 va b bang 14 dén 24;

Xsla E hoac A;
Xe¢1a T hodc E;

X7 khong c6 mat hodc 1a peptit dugc chon tir nhém gdm GPSSGAPPPS va
GPSSG;

va axit amin dau tin cing C tiy y dugc amit hoa (SEQ ID NO: 5);
hodc mubi duge dung ctia né.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuit chit chu van thu thé glucagon

bao gdbm cong thirc chira cong thire I:
YXiQGTFX>SDYSKYLDX3KKAXEFVXsWLLEX6X7 [Cong thire I]
trong do
X1 1a Aib;

X>1a T hodac L;

X3 la Aib;



36040

TGVN — H810-5HNPT

X4 14 K duoc cai bién héa hoc nhé sy lién hgp véi nhém epsilon-amino cua
mach bén K v6i ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy|-axetyl)2-(yGlu).-CO-(CHa2)s-CO2H,
trong d6 a bang 1 hodc 2 va b bing 14 dén 24;

Xs1a E hodc A;
Xe1a T hodc E;

X7 khoéng ¢6 mat hodc 1a peptit duge chon tir nhom gém GPSSGAPPPS va
GPSSG;

va axit amin dau tan cung C ty y duge amit héa (SEQ ID NO: 5);
hodc mudi dugc dung cua no.

Mot phuong an khéac cia sang ché d& xuét chét chii van thu thé glucagon bao

gbm cong thire I:
YX1QGTFX2SDYSKYLDX3KKAXAEFVXsWLLEX6X7 [Cong thirc 1]
trong do
X1 1a Aib;
X>1a T hodc L;
X3 1a Aib;
X4 12 K duogc cai bién héa hoc nho su lién hop véi nhém epsilon-amino cua

mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy|-axetyl)2-(yGlu).-CO-(CH2)p-CO2H,
trong d6 a bang 1 hoac 2 va b bang 14 dén 24;

Xs1a E hodc A;
Xe1a T hoac E;

X7 khong ¢6 mat hodc 1a peptit dugc chon tir nhém gdbm GPSSGAPPPS va
GPSSG;

va axit amin dau tin cing C tiy y dugc amit héa (SEQ ID NO: 5);

hoac muoi duoc dung cia no.
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Theo cac phuong 4an nhat dinh, chét chu van thu thé glucagon c6 cong thirc
ciu tao I trong d6 X» la T. Theo cac phuong an nhét dinh, chat cht van thu thé

glucagon c6 cong thirc cAu tao I trong d6 X» 1a L.

Theo céc phuong an nhét dinh, chét chu vén thu thé glucagon co cAu tao bat
ky trong s6 cac phuong 4n néu trén trong d6 Xs 1a E. Theo cac phuong an nhat dinh,
chét chu véan thu thé glucagon c6 chu tao bét ky trong sé cic phwong 4n néu trén

trong do Xs 1a A.

Theo cac phuong an nhit dinh, chat cht van thu thé glucagon c6 ciu tao bét
ky trong sb cac phuong 4n néu trén trong d6 Xe 12 T. Theo cac phuong an nhat dinh,
chét chu van thu thé glucagon c6 céu tao bét ky trong s6 cic phwong 4n néu trén

trong d6 X 1a E.

Theo cac phuong an nhat dinh, chat chi van thu thé glucagon c6 cAu tao bat
k¥ trong sb cac phuong 4n néu trén trong d6 X7 1a GPSSGAPPPS. Theo cac phuong
4n nhét dinh, chét cha van thu thé glucagon c6 cu tao bét k¥ trong sb cac phuong 4n
néu trén trong d6 X7 1a GPSSG. Theo cac phuong 4n nhét dinh, chit chi van thu thé
glucagon c6 ciu tao bét ky trong sd cac phuong an néu trén trong d6 X7 khong co

mat.

Theo cac phuong an nhat dinh, chét chu van thu thé glucagon c6 chu tao bt
ky trong sd cac phwong 4n néu trén trong d6 b bang 16 dén 20. Theo cic phuong én
nhét dinh, chat chu vén thu thé glucagon c6 cdu tao bat ky trong s6 cac phuong 4n
néu trén trong d6 b bang 16 dén 18. Theo cac phuong an nhat dinh, chét chil van thu
thé glucagon ¢6 ciu tao bét ky trong sb cac phurong 4n néu trén trong do b bang 16,
Theo céc phuong an nhat dinh, chit chu van thu thé glucagon c6 céu tao bat ky trong
s6 cac phuong an néu trén trong d6 b bang 18.

Theo cac phuong an nhat dinh, chit chu van thu thé glucagon c6 cong thirc
cu tao I trong do: Xz 1a T; a béng 2; b béng 16; Xs 1a E; X6 la T; va X7 1a
GPSSGAPPPS; va trong do axit amin dau tan cung C dugc amit hoa & dang amit bac

mot ¢6 dau tan cung C (SEQ ID NO: 6).
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Theo cac phuwong 4an nhét dinh, cht chu van thu thé glucagon c6 cong thirc
chu tao I trong d6: X 1a T; a bang 2; b bang 18; Xs 1a E; X¢ 1a T; X7 la
GPSSGAPPPS; va trong d6 axit amin dau tan cung C dugc amit héa & dang amit bac

mot c6 dau tan cung C (SEQ ID NO: 7).

Theo cac phuong 4n nhat dinh, chét chu van thu thé glucagon c6 cong thirc
chu tao I trong d6: X» 12 L; a bang 2; b bang 16; X5 1a E; Xe 1a T; va X7 la
GPSSGAPPPS; va trong d6 axit amin d4u tdn cing C duoc amit héa & dang amit bac
mot ¢6 dau tan cung C (SEQ ID NO: 8).

Theo cac phuong 4n nhat dinh, chat chu van thu thé glucagon c6 cong thirc
cAu tao I trong do: X>1a T; a béng 2;b bz:fmg 16; X5 1a E; X6 1a T; va X7 1a GPSSG;
va trong dé axit amin dau tan cing C dugc amit héa & dang amit bac mot c6 dau tan

cung C (SEQ ID NO: 9).

Theo cac phuong an nhét dinh, chét chi van thu thé glucagon c6 cong thirc
cAu tao I trong d6: X2 1a T; a béng 2;b béng 18; Xs1a E; X¢ 1a T; va X7 1a GPSSG;
va trong do axit amin dau tan cung C duogc amit héa ¢ dang amit bac mot co dau tan

cing C (SEQ ID NO: 10).

Theo cac phuong an nhét dinh, chét chu vén thu thé glucagon c6 cong thirc
céu tao I trong d6: X» 12 T; a bang 1; b bang 16; Xs 1a A; Xe 1a E; va X7 khong c6
mat (SEQ ID NO: 11).

Theo cac phuong 4n nhét dinh, chét cha van thu thé glucagon c6 cong thirc
chu tao I trong d6: Xz 12 T; a bang 1; b bang 18; Xs 1a A; X 1a E; va X7 khong c6
mit (SEQ ID NO: 12).

Theo cac phuong an nhét dinh, chét chu vén thu thé glucagon c6 cong thirc
ciu tao I trong do: a béng 2; Xsla E; Xe 1a T; X7 1a peptit duge chon tir nhom gé)m
GPSSGAPPPS va GPSSG; va axit amin dau tan cung C dugc amit hoa (SEQ ID NO:
16).

Theo cac phwong 4n nhét dinh, chét chi van thu thé glucagon c6 cong thirc
ciu tao [ trong do: X 1a T; a béng 1; Xsla A; X6 1a E; va X7 khong c6 mat (SEQ ID
NO: 17).
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Theo cac phuong an nhét dinh, hoat tinh cia chét chu van thu thé glucagon &
thu thé glucagon cao hon hoat tinh cua chét chu van thu thé glucagon & thu thé GLP-
1 it nhat 100 lan.

Theo mdt phuong an khac, sang ché @ xuit phuong phéap diéu tri bénh dugc
chon tir nhém gdm T2DM, bénh béo phi, bénh gan nhim m&, NASH, réi loan m&
mau, hoi chimg chuyén héa, tang insulin huyét va ha duong huyét ban dém, bao gbm
budc cho bénh nhan cin didu tri s dung lwong hitu hiéu chit chi van thu thé

glucagon theo sang ché.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché @ xuét phwong phap diéu tri gan nhiém
m& bao gdbm budc cho bod can diéu tri st dung luong hitu hiéu chét chu van thu thé

glucagon theo sang ché. Theo c4c phwong 4n nhat dinh, bd 1a bo sira.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xut phuong phap diéu tri bénh dugc
chon tir nhém gdm T2DM, bénh béo phi, bénh gan nhiém m&, NASH, réi loan m&
mau, hdi chung chuyén hoa, ting insulin huyét va ha dudng huyét ban dém, bao gbdm
buéc cho bénh nhan can didu tri st dung, luong hitu hidu chit chi van thu thé
glucagon theo sang ché két hop v6i lugng hitu hidu ciia mot hodc nhiéu chét tri liu
khac. Theo cac phuong 4n nhat dinh, bénh 1a T2DM. Theo céc phuong an nhit dinh,
bénh 1a bénh béo phi. Theo cdc phuong an nhét dinh, bénh 13 bénh gan nhiém m3.
Theo céc phuong 4n nhit dinh, mot hodc nhiéu chét trj liéu khéc duge chon tir nhom
gdm chat chii van GLP-1R, chit dong chu van GIP-GLP-1, chét cht van thu thé
insulin, oxyntomodulin, metformin, thiazolidindion, sulfonylure, chit e ché
dipeptidyl peptidaza-4 (“DPP-4”), va chét e ché dong van chuyén natri glucoza 2
(“SGLT2”). Theo céc phuong 4n nhét dinh, chét trj liéu khac 1a chat chi van GLP-
IR. Theo céc phuong an nhét dinh, chit cht van GLP-1R 14 dulaglutide. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, chét tri liéu khéac 14 chat déng chu van GIP-GLP-1. Theo cac
phuong 4n nhit dinh, chit déng chi van GIP-GLP-1 c6 cdu tao SEQ ID NO: 15.

Theo céc phuong 4n nhét dinh chét tri liéu khac 1a chit chii van thy thé insulin.

Theo cac phwong 4n nhét dinh, chat chi van thu thé glucagon c6 tic dung

hiép ddng 1én sw giam thé trong va thanh phan co thé khi duoc st dung két hop véi
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mot chit tri liéu khac, nhu chét chi van GLP-1R hoac chit déng chu van GIP-GLP-
1,

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuét viéc sir dung chét chu van thu thé
glucagon theo sang ché trong tri liéu. Theo mdt phuong an khac, sang ché dé xuét
viée st dung chit chi van thu thé glucagon theo séng ché trong diéu tri bénh dugc
chon tir nhom gém T2DM, bénh béo phi, bénh gan nhiém md, NASH, r6i loan md&
mau, hoi chimg chuyén héa, ting insulin huyét va ha duong huyét ban dém. Theo
cac phuong 4n nhét dinh, bénh 1a T2DM. Theo cic phuong 4n nhat dinh, bénh la
bénh béo phi. Theo cac phuong an nhét dinh, bénh 1a bénh gan nhiém md. Theo céc
phuong an nhit dinh, sang ché dé xuat chét chil van thu thé glucagon theo séng ché

dé dung trong diéu tri gan nhiém m& & bo sira.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé& xut chit cha van thu thé glucagon
theo sang ché dé dung déng thoi, riéng r€, hoac lan luot két hop véi mot hoac nhiéu
chét tri liéu khac dé dung trong tri liéu. Theo cac phuong an nhat dinh mot hoac
nhidu chét trj liéu khac duge chon tir nhém gdm chéit chii van GLP-1R, chit dong
chit van GIP-GLP-1, chét chi van thu thé insulin, oxyntomodulin, metformin,
thiazolidindion, sulfonylure, chit rc ché DPP-4, va chéit trc ché déng van chuyén
natri glucoza 2 (“SGLT2”). Theo cac phuong 4n nhét dinh, chat tri liéu khéc 1a chat
chi van GLP-1R. Theo cdc phwong an nhit dinh, chit chi van GLP-1R la
dulaglutide. Theo céc phuong 4n nhét dinh, chét tri liéu khac 1a chat dong chii van
GIP-GLP-1. Theo cac phuong 4n nhét dinh, chit déng chii van GIP-GLP-1 c6 cdu
tao SEQ ID NO: 15.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuét viéc st dung chat chi van thu thé
glucagon theo sang ché trong san xuat thubc dé diéu tri T2DM, bénh béo phi, bénh
gan nhiém md&, NASH, rdi loan m& mau, hoi chimg chuyén héa, ting insulin huyét
va ha duong huyét ban dém.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuat dugc phém chtra chét cht van thu
thé glucagon theo sdng ché va chit mang, chat pha lodng, hodc ta duge duoc dung.
Theo cac phuong én nhét dinh, duoc phém con chira mot chét tri liéu khac. Theo céc

phuong 4n nhat dinh chét trj liéu khac duoc chon tir nhom gém chat chi van GLP-
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IR, chit ddng chu van GIP-GLP-1, chét chi van thu thé insulin, oxyntomodulin,
metformin, thiazolidindion, sulfonylure, chat rc ché DPP-4, va SGLT2 chét Grc ché.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, chét tri liéu khéc 1a chét chi van GLP-1R. Theo céc
phwong 4n nhat dinh, chit chii van GLP-1R la dulaglutide. Theo c4c phuong én nhat
dinh, chét tri liéu khéc 1a chat ddng chu van GIP-GLP-1. Theo cac phuong dn nhét
dinh, chét ddng chu van GIP-GLP-1 ¢6 ciu tao SEQ ID NO: 15. Theo cc phuong 4n
nhét dinh chét tri lidu khac 14 chét chil van thu thé insulin.

Theo mot phuong &n khic, sang ché dé xuit phuong phap gy ra sy gidm
trong luong khong nhiam muc dich tri liéu bao gdm budc sir dung lwgng hitu hiéu

chét chu vén thu thé glucagon theo sang ché.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri hoi ching
gan nhiém m& & bo, bao g@)m budc cho bo can diéu tri st dung luong hitu hiéu chét

chu van thu thé glucagon theo sang ché.

Theo mot phuong an khac, sang ché d& xuét chét chu vén thu thé glucagon
theo sang ché dé dung trong diéu tri hoi chimg gan nhiém md & bo.
MO ta chi tiét sang ché

Khi dugc str dung & day, thuét ngit “cht cha véan thy thé glucagon” c6 nghia
1a hop chit chira trinh ty axit amin cta glucagon tu nhién cua ngudi (SEQ ID NO:
1), chit tuong tu glucagon, din xuét glucagon hoic protein dung hop glucagon, ma
no gén két voi va hoat héa thu thé glucagon, va duy tri hoat tinh chon loc & thu thé
glucagon so véi thu thé GLP-1, lam gia tdng muc glucoza trong huyét thanh khi
dugc dung ¢ dang don tri. Céc dic tinh gén két va tac dung dugc luc hoc nhu vay co
thé duoc xac dinh bing cach sit dung cac phuong phép in vitro va in vivo da biét,
nhu cdc phuong phap duge md ta trong nghién ciru dudi day. Chét twong glucagon 1a
phan tr chira céi bién bao gém mot hodc nhiéu sy thé doan, khuyét doan, dao doan
hodc thém doan axit amin so voi trinh ty axit amin ciia glucagon tu nhién ctia nguoi
(SEQ ID NO: 1). D4n xuat glucagon 14 phan tir ¢6 trinh ty axit amin cua glucagon tu
nhién cta nguoi (SEQ ID NO:1) hodc cua chat twong tu glucagon, nhung con ¢

thém it nhat mot cai bién hoa hoc & mot hodc nhiéu nhém bén axit amin cta no, cac
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nguyén tr o-cacbon, nhom tan cing amino, hodc nhém tén cung axit carboxylic.
Protein dung hgp glucagon 1a protein khac loai chira glucagon, chét twong tu
glucagon hoic dan xuét glucagon va polypeptit tht hai, nhu ving globulin mién dich

Fec.

Hoat tinh ciia chat chi van thu thé glucagon theo sang ché ciing chon loc dbi
v6i thu thé glucagon so voi thu thé GLP-1. Khi dugc sir dung & day, thudt ngit “chon
loc...s0 v6i” “dd chon loc” va “chon loc déi v6i” ding dé chi hop chat thé hién hiéu
luc dbi v6i thu thé glucagon 16n hon 50, 100, 200, 250, 500 hogc 1000 1an so v6i thy
thé GLP-1. Pd chon loc nhu vay co thé duoc xac dinh br?mg cach st dung cac
phuong phap in vitro da biét, nhu cac phuong phap dugc md ta trong cac nghién ciru
duéi day.

Chét chu vén thu thé glucagon theo séng ché c6 profin thoi gian tdc dung kéo
dai cho phép dinh lidu khéng thuong xuyén nhu mot 1an mdi ngay, ba lan mot tuln,
hai 14n mot tudn hoic mot 1an mot tudn. Profin thoi gian tac dung cua chéit chu van
thu thé glucagon c6 thé dugc xac dinh bing cach sit dung cac phuong phap thir

nghiém dwoc dong hoc da biét.

Profin thoi gian tac dung kéo dai cua chét chu van thu thé glucagon theo sang
ché c6 dugc nho viée st dung gdc axit béo lién hop voi nhom epsilon-amino ctia
mach bén cua axit amin lysin & vi tri 20. Axit béo dugc lién hop v6i nhom epsilon-
amino cua mach bén lysin thuéng qua doan lién két, chira [2-(2-Amino-etoxy)-
etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a, trong do a bang 1 hodc 2. Axit béo va axit gamma-glutamic
trong cau lién két hoat dong nhur cac cAu lién két albumin, va mang lai kha nang tao
ra cac hop chit hoat dong 1au dai. Axit béo dugc lién hgp véi nhom epsilon-amino
ctia mach bén cua axit amin lysin & vi tri 20 bing doan lién két chira -CO-(CHa)p-
CO.H trong d6 b bang tir 14 dén 24. Vi vay, cdu tric doan lién két-axit béo day du
bao gdm ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)a-(yGlu)e-CO-(CH2)p-CO2H trong do a
bing 1 hodc 2 va b bang 14 dén 24. Nhu dugc chi ra trong cau tao hoa hoc clia céac
hop chét néu trong vi du 1-7 duéi ddy, don vi [2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl dau
tién dugc lién két v6i nhom epsilon-amino ciia mach bén lysin. Pon vi [2-(2-Amino-

etoxy)-etoxy]-axetyl thir hai sau d6 dugc gin v6i nhom amino cua don vi [2-(2-
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Aminoetoxy)-etoxy|-axetyl dau tién. Tiép theo, don vi yGlu thu nhit duoc gin véi
nhém amino cta don vi [2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl thtr hai thong qua nhom
y-carboxyl ctia mach bén nay. Khi a = 2, don vi yGlu thit hai dugc gén v61 nhém o-
amino cta don vi yGlu thir nhat thong qua nhém y-carboxyl ctia mach bén nay. Cubi
cung, axit béo dugc gin v6i nhém a-amino cua don vi yGlu thtr nhat (khi a = 1) hoic

don vi yGlu thit hai (khi a=2).

Tbt hon 1, chit cha van thu thé glucagon theo sang ché duoc bao ché & dang
dwgc pham duge ding ngoai duong tiéu hoa (vi du, dudi da, trong tinh mach, trong
mang bung, trong co, hoac qua da). Nhitng dugc pham nhu vay va cac quy trinh dé
bao ché ching 1a da biét trong linh vuc. (Xem, vi du, Remington: The Science and
Practice of Pharmacy (D.B. Troy, Editor, 21st Edition, Lippincott, Williams &
Wilkins, 2006). Puong dung wu tién 1a duong dudi da.

Chét chu van thy thé glucagon theo séng ché c6 thé phan ttng v6i mot sb axit
v6 co va hitu co bat ky dé tao thanh mubi cOng axit dugc dung. Mudi dugc dung va
cac phuong phap thong thuong dé didu ché chung di dugc biét 5 trong linh vuc k¥
thuat. (Xem, vi du, P. Stahl, et al. Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties,
Selection and Use, 2nd Revised Edition (Wiley-VCH, 2011)). Mubi duoc dung theo

sang ché bao gom muoi trifloaxetat, hydroclorua, va axetat.

Mot loi ich cu thé c6 dugc boi dd chon loc ciia chét chu van thu thé glucagon
theo sang ché ddi véi thu thé glucagon so véi thu thé GLP-1 1a kha ning dua ra
nhitng lya chon didu tri linh dong khi chét chu van thy thé glucagon theo sang ché
dugc dung két hop vai chét tri liéu khéc, nhu ty 1é gitta hoat tinh & thu thé glucagon
v61 hoat tinh & cac thu thé khac (vi du, thu thé GLP-1, GIP va/hoic insulin). Vi vay,
theo cac phuong an dugc uu tién nhit dinh, sang ché dé xudt phuong phap diéu tri
T2DM & bénh nhan bao gém budc cho bénh nhéan can diéu tri st dung lugng hitu
hiéu chit chu van thu thé glucagon theo sang ché, hodc mudi dugc dung ctia no, két
hop v6i mot chét tri lidu khac. Theo cac phuong 4n nhét dinh, chat trj liéu khac dugc
chon tir nhom gém chét chu van GLP-1R, chét déng chu vian GIP-GLP-1 hoac chét

cht van thu thé insulin.

-15-



36040

TGVN — H810-5HNPT

Khi dugce st dung ¢ ddy, thuat ngir “chét tri liéu khac™ c6 nghia hop chit khac
da biét 1a c6 hidu qua tri lidu c6 loi, nhu diéu tri T2DM va/hodc bénh béo phi, ma n6
hién ¢6 san va/hodc dang dugc phat trién, bao gém chéng han chit chu van GLP-1R,
chét déng chu van GIP-GLP-1, chat chi van thu thé insulin, oxyntomodulin,

metformin, thiazolidindion, sulfonylure, chét tc ché DPP-4, va chét tc ché SGLT2,

Khi dugc sir dung & day, thuat nglr “két hop v6i” c6 nghia 1a dung chét chu
van thu thé glucagon theo sang ché déng tho, 1an lugt hodc trong mdt dang bao ché

két hop duy nhat v6i mot hodc nhiéu chit tri ligu khéc.

Khi duoc st dung & ddy, thudt ngit “chat cha van GLP-1R” dung dé chi hop
chét chira trinh ty axit amin cia GLP-1 tu nhién ctia ngudi (SEQ ID NO: 2), chét
tuong tw GLP-1, dan xuat GLP-1 hoic protein dung hgp GLP-1, ma n6 duy tri hoat
tinh & thu thé GLP-1. Hoat tinh thu thé GLP-1 ¢6 thé dugc xac dinh bang céc
phuong phép da biét trong linh vuc, bao gdm viée sir dung céc thi nghiém in vivo va
cac thir nghiém in vitro xac dinh hoat tinh gén két thu thé hodc su hoat hoa thu thé
GLP-1. Chét twong ty GLP-1 13 phan tir chira ci bién bao gdm mot hogc nhiéu phép
thé, loai bo, dao ngugc hoac bd sung axit amin so vdi trinh ty axit amin cua GLP-1
tu nhién cta nguoi (SEQ ID NO: 2). Dan xuét ctia GLP-1 1a phan tir ¢6 trinh tu axit
amin ctia GLP-1 tu nhién cta nguoi (SEQ ID NO:2) hodc cua chét twong tw GLP-1,
nhung con ¢6 thém it nhit mot cai bién vé mat héa hoc & mdt hodc nhiéu nhom bén
axit amin cia nd, cdc nguyén tir a-cacbon, nhom tén cung amino, hodc nhoém tan
cung axit carboxylic. Protein dung hgp GLP-1 1a protein khac loai chira GLP-1, chét
tuong tu GLP-1 hodc din xuét GLP-1 va polypeptit thir hai, nhu ving globulin mién
dich Fc. Chat chi van GLP-1R 14 san c6 hién nay va/hodc dang dugc phat trién bao
gdm exenatide, liraglutide, lixisenatide, albiglutide, dulaglutide va semaglutide.
Theo cac phuong an dugc uu tién nhit dinh trong d6 chat chi van thu thé glucagon
theo sang ché duoc dung két hop véi chit chu van GLP-1R, chit cht vAn GLP-1R 1a
dulaglutide. Xem, vi du, US 7,452,966.

Khi duoc st dung & déy, thuat ngit “chat dong chi van GIP-GLP-1” dung dé
chi hop chét ¢6 hoat tinh & ca thy thé GIP va GLP-1. Hoat tinh déi véi thu thé GIP
va thu thé GLP-1 ¢6 thé dugc xac dinh bang cac phuong phéap da biét trong linh vure,
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bao g@)m viée st dung céc thi nghiém in vivo va cac thtr nghiém in vitro xac dinh
hoat tinh gén két thy thé hodc su hoat héa thu thé GIP va/hodc GLP-1. Mac du khong
c6 chét ddng chit van GIP-GLP-1 nao hién c6 sn ding dé didu tri T2DM, nhiéu chat
twong tu GIP da duoc md ta 1a thé hién hoat tinh dbi véi ca thu thé GIP va thy thé
GLP-1, xem, vi du, WO2013164483; WO 2011119657.

Theo cac phuong an dugce wu tién nhét dinh trong do chit cha van thu thé
glucagon theo sang ché duoc dung két hop véi chét dong chu van GIP-GLP-1, chat
ddng chti van GIP-GLP-1 ¢6 cong thuc sau:

YXiEGTFTSDY SIX,LDKIAQX3AX4VQWLIAGGPSSGAPPPS;

trong do

X1 1a Aib;

Xz 1a Aib;

X3 12 K duge cai bién hoa hoc nho su lién hop gilta nhom epsilon-amino cia
mach bén K véi ([2-(2-amino- etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(YGlu)a-CO (CH2)»-CO2H
trong d6 a bang 1 hoac 2 va b bang 10 dén 20;

X4 1a Phe hoac 1-naphtylalanin (1-Nal);

va axit amin dau tan cung C tuy y dugc amit hoa (SEQ ID NO: 13),

hoac mubi dugc dung cua no.

theo cac phuong an dugc uu tién nhét dinh, a bang 2, b bang 18; X4 1a 1-Nal;
va axit amin dau tan cing C duogc amit héa & dang amit bac mot co déu tan cung C.
(SEQ ID NO: 14). Theo cac phuong 4n dugc vu tién nhat dinh a bang 1, b bang 18;
X4 1a Phe; va axit amin dau tan cung C dugc amit héa ¢ dang amit bac mot ¢co dau
tan cing C. (SEQ ID NO: 15). Céc chit dong chu van GIP-GLP-1 nhu vay c6 thé
duge diéu ché b%lng cach str dung céc k¥ thuat nhu cic k§ thudt ma co thé dugc st
dung dé diéu ché chat cha vén thu thé glucagon theo sang ché, nhu duoc mo ta dudi
day trong cac vi du tong hop peptit.

Khi duge st dung & dy, thut ngt “chit chu vén thu thé insulin” ding dé chi

insulin & ngudi, hodc chit trong tu hodc dan xuat ciia no, hodc protein bat ky khac
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c6 kha ning gan két véi va hoat hoa thu thé insulin. Hoat tinh thu thé insulin c6 thé
duge xac dinh bang cac phuong phap da biét trong linh vue, bao gdm viée sir dung
cac thi nghiém in vivo va cac thit nghiém in vitro xac dinh hoat tinh gén két thu thé
hodc sw hoat héa thu thé insulin. Chét tuong tw insulin 1a phan tir chira ci bién bao
gdm mot hoic nhiéu phép thé, loai bo, dao nguoc hoic bd sung axit amin so véi
insulin tw nhién & ngudi, cdu tric ciia n6 da duge biét r5. DAn xuét insulin 1 phan tt
¢6 trinh ty axit amin cta insulin tu nhién & ngudi, hodc chit twong tu ctia nd, nhung
con ¢6 thém it nhit mot cai bién hoa hoc & mot hodc nhidu nhém bén axit amin cia
nod, cac nguyén tr a-cacbon, nhém tin cing amino, hoic nhom tin cung axit
carboxylic. Protein dung hop insulin 1a protein khac loai chtra phan insulin, chit
trong tu insulin hodc din xuét insulin va polypeptit thit hai. Mic du chét chi van thu
thé insulin bat ky c6 thé dugc xem xét dé dung trong cac phurong an trong do chét
chu van thu thé glucagon theo sang ché duoc dung két hop véi chit chu van thu thé
insulin, cac chit chi van thu thé insulin durgc wu tién 1a cac chat c6 khoang thoi gian
tac dung co ban hodc kéo dai. Chét cha van thu thé insulin sdn c6 véi hoat tinh co
ban bao gom insulin glargine, insulin detemir, and insulin degludec, mdi trong chiing

duge chi dinh dé ding mot 1an mdi ngay.

Theo c4c phuwong an nhat dinh, sing ché dé xuit phuong phap diéu tri T2DM
& bénh nhan bao gdm bude cho bénh nhan cn didu tri sir dung lugng hitu hiéu chét

chu van thu thé glucagon theo sang ché, hodc mudi dugc dung cta no.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché d& xuét phuong phap diéu tri bénh
béo phi ¢ bénh nhan bao gdm budc cho bénh nhan can diéu tri sit dung lugng hitu
hiéu chit chu véan thu thé glucagon theo sang ché, hodc mudi dugc dung cua no.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché d xuit phuong phap diéu tri bénh
gan nhiém m& & bénh nhan bao gbém budc cho bénh nhan can diéu tri st dung lwong
hiru hiéu chit chu vén thu thé glucagon theo sang ché, hoac mudi dugc dung cua no.

Theo cac phwong an nhét dinh, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri NASH
& bénh nhan bao gdm buéc cho bénh nhan can diéu tri str dung luong hitu hiéu chét

chu van thu thé glucagon theo sang ché, hodc muoi duge dung cia no.
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Theo cac phuong &n khéc, sing ché ciing dé xuat phurong phap diéu tri T2DM
& bénh nhan bao gdm bude cho bénh nhan cAn diéu tri st dung luong hiru hiéu chat
cha van thu thé glucagon theo sang ché, hoic mudi duoc dung cua no, két hop véi
mot hoac nhiéu chét tri liéu khac, nhu chét chu van GLP-1R, chét déng chu van GIP-
GLP-1, chat chu van thu thé insulin, oxyntomodulin, metformin, thiazolidindion,

sulfonylure, chét rc ché DPP-4, va chét rc ché SGLT?2.

Khi duoc sir dung & ddy, thudt ngit “bénh nhén cin diéu tri” dung dé chi dong
vat ¢6 vu, t6t hon 1a nguoi hodc bo, maéc bénh hoic tinh trang bénh can diéu tri, bao
gém vi du, T2DM, bénh béo phi, bénh gan nhiém m&, NASH va/hodc hdi chirng

chuyén hoa.

Khi duogc sit dung & day, thudt ngir “luong hitu hiéu” dung dé chi luong hoic
lidu chét cha van thu thé glucagon theo sang ché, hoic mubi duoc dung cla nd ma,
khi cho bénh nhén dung lidu don hoac da lidu, tao ra hiéu qua mong mubn & bénh
nhan dugc chan doan hoic diéu tri. Luogng hitu hi€u co thé dé dang dugc xéac dinh
béi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nho viée st dung cac k¥ thuat da
biét va bang cach quan sat két qua thu dugce tir nhitng ca tuong tw. Khi xdc dinh
lugng hitu hiéu cho mot bénh nhan, cAn can nhic mot sé yéu td, bao gbm, nhung
khong gidi han 6: loai dong vat; kich thudc, tudi tac va stc khoe chung; bénh hodc
r6i loan cu thé lién quan; mirc do hodc tinh trang lién quan hodc mirc dé nghiém
trong ctia bénh hoac rdi loan; dap mg cua tirng bénh nhén; chét chu vén thu thé
glucagon cu thé duoc str dung; phuong thic st dung; cac dac trung sinh kha dung
cta ché phém duoc st dung; phac dd liéu luong lya chon; viée s dung thude déng

tho1i; va cac trrong hop lién quan khac.

Chét chu vén thu thé glucagon nhét dinh theo sang ché thuong hitu hiéu trong
khoang liéu lugng rong. Vi du, lidu dung mot 1an mot tudn c6 thé nam trong khoang
tir 0,01 dén khoang 30 mg/nguéri/tuﬁn. Chét chu vén thu thé glucagon theo sdng ché
6 thé duge phan liéu héng ngay, ba ]an mot tuan, hai 1an mét tuan hodac mot 1an mét

tuan. Viéc dung mdt 1an mot tuan la dugc wu tién.
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Nhu duge st dung trong ban mo ta, thuat ngir “dicu tri” hodc “de di€u tri” bao
gdm viéc ngan chdn, lam cham, cham dut, hodc dao ngugc sy tién trién hodc muc do

nghiém trong cua tri¢u chimg hodc roi loan da co.

Céc trinh tu axit amin theo sang ché chtra chir cai riéng ré tiéu chuin hoic bod
ba chit cai dung cho hai muoi axit amin c6 trong ty nhién. Ngoai ra, “Aib” 1a axit
alpha amino isobutyric. Sang ché ciing bao gém cac hop chét trung gian méi va céc
quy trinh hitu dung dé téng hop céc chit chii van thu thé glucagon theo sang ché,
hodc mudi duoc dung ctia chiing. Cac hop chét trung gian va chét chu van thu thé
glucagon theo sang ché c6 thé duoc didu ché boi nhiéu quy trinh da biét trong linh
vue. Cu thé, quy trinh st dung téng hop héa hoc duge minh hoa trong cac Vi du
dudi day. Cac bude tbng hop cu thé dbi voi mdi quy trinh dwgc mo ta co thé duoc
két hop theo cac cach khac nhau dé didu ché chét chu vén thu thé glucagon theo séng
ché. C4c chit phan tmg va nguyén liéu ban déu 1a dé dang c6 dugc dbi voi ngudi co

hiéu biét trung binh trong linh virc k§ thuat nay.
Vi du thwe hién sang ché

Séng ché dugc minh hoa tiép bang cac vi du sau day, cac vi du nay khong
nhdm gi6i han pham vi cta sang ché.
Téng hop peptit
Vidu 1l

Vi du 1 14 chét cht van thu thé glucagon dugc biéu thi bi phan mo ta sau

day:

YXi1QGTFXSDYSKYLDX3KKAXAEFVXsWLLEX6X7

trong do Xi 1a Aib; Xz 1a T; X5 1a Aib; X4 1a K dugc cai bién hoa hoc nho sur
lién hop gitta nhém epsilon-amino cia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-
axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CHa)p-CO2H trong d6 a bang 2 va b bang 16; Xs 12 E; Xe 1a T;
X7 1a GPSSGAPPPS; va axit amin dau tan cung C dugc amit hoa ¢ dang amit bac
mot ¢6 dau tan cung C (SEQ ID NO: 6).
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Duéi day 12 mé ta cau tric ctia hop chat néu trong vi du 1 bang cach st dung
cac ma mot chit cai ti€u chuin cia axit amin ngoai trir cac géc Aib2, Aibl6 va K20,

trong d6 cac cau truc cua cac goc axit amin nay da dugc mo rong:

Ho\"/\/\/\/\/\/\/\/\/ﬂ\H\/ﬁ_
N OH
o H

[<]
H
HNj\/O\/\O/\\/N\lH

o]

Q
H—Y—N)QLQGTFTSDYSKYLD—??ﬁrKKA—N EFVEWLLETGPSSGAPPP S=NH

[} o]

Peptit & vi du 1 dugc tao ra bing cach tong hop peptit pha ran sit dung
phuong phap Fmoc/t-Bu thuc hién trén thiét bi tbng hop peptit tu dong Symphony
(PTI Protein Technologies Inc.) bat dau tir nhuwa amit RAPP AM-Rink va véi céc
chat két hop bang cach st dung 6 dwong lugng cla axit amin dugc hoat hoa véi
diisopropylcarbodiimit (DIC) va hydroxybenzotriazol (HOBt) (ty 1€ mol 1:1:1) trong
dimetylformamit (DMF) trong 90 phut & 25°C.

Céc chét két hop dwoc mé rong doi voi Pro31 (4h), Trp25 (4h), Glu24 (4h),
Val23 (10h), Glu21 (4h), Aib16 (4h), Aspl5 (4h), Thr7 (4h), Thr5 (4h), Gly4 (4h),
GIn3 (4h) va Aib2 (24h) 1a cAn thiét dé cai thién chat lugng cta peptit tho nay. Khéi
xdy dung Fmoc-Lys(Alloc)-OH duoc st dung cho sy két hop Lys20 (nhém bao vé
truc giao) dé cho phép su gan & vi tri cu thé cua gdc axit béo sau d6 trong quy trinh
tdng hop. Goc dau tan cung N duoc két hop dudi dang Boc-Tyr(tBu)-OH bang cach
str dung cac phuong phap DIC-HOBt nhu dugc md ta trén day (két hop 24h).

Sau khi két thiic sy kéo dai mach d6i véi nhua peptit duge mo ta trén day,
nhém bao vé Alloc ¢6 mat trong Lys20 dugc loai bo bang cach sir dung lugng chat

xuc tac Pd(PPhs)s v6i sy ¢ mat cua PhSiHs lam chét lam sach. Céac chu trinh lién
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két/khir bao vé bd sung sit dung phuong phap Fmoc/t-Bu dé kéo dai mach bén Lys20
¢6 su tham gia ciia Fmoc-NH-PEG2-CH2COOH (ChemPep Catalog#280102), Fmoc-
Glu(OH)-OtBu (ChemPep Catalog#100703) va HOOC-(CH2)16-COOtBu. Trong tat
ca cac lién két, 3 duong luong khéi xay dung dugc sit dung voi PyBOP (3 dwong
luong) va DIEA (6 duong luong) trong DMF trong 4 gio ¢ 25°C.

Viéc tach ra khoi nhua va ddng thoi loai bé nhém bao vé mach bén duge tién
hanh trong dung dich chira axit trifloaxetic (TFA): triisopropylsilan: 1,2-etandithiol:
nuée : thioanisol 90:4:2:2:2 (thé tich/thé tich) trong 2 git & 25°C sau khi két tha véi
ete lanh. Peptit tho dwoc tinh ché dén do tinh khiét > 99% (hiéu suat tinh ché 15-
20%) bing sic ky HPLC pha dao véi gradient nuéc/axetonitril (chira 0,05% thé
tich/thé tich TFA) trén cot C18, trong d6 cac phan doan thich hop dugc gom lai va
lam dong khd, thu duge mubi TFA.

Trong quy trinh tong hop duge thue hién vé co ban nhu duge mo ta trén day,
d6 tinh khiét cta hop chét néu trong Vi du 1 duoc xac dinh bang HPLC phén tich
pha dao, va xac nhan déc tinh bang cach st dung LC/MS (quan sat thay: M+3H"/3
—1713.6; Tinh toan M+3H'/3 =1714,3; quan sat thiy: M+4H"/4 =1285,7; Tinh toan
M+4H"/4 =1285.,9).

Vidu 2

Vi du 2 14 chit cht van thu thé glucagon dwgc biéu thi béi phan mé ta sau
day:

YXi1QGTFX2SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong d6: Xi 1a Aib, Xz 1a T; X5 1a Aib; X41a K dugc cai bién hoa hoc nhd su
lién hop gitta nhém epsilon-amino ciia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-
axetyl)2-(yGlu)-CO-(CH2)o-COH; a bang 2; b bang 18; X5 la E; Xe 1a T; X7 1a
GPSSGAPPPS; va trong do axit amin dau tan cung C dugc amit hda ¢ dang amit bac
mot ¢6 dau tan cung C (SEQ ID NO: 7).

Dudi day 1a md ta ciu triic cia hop chét néu trong vi du 2 bang cach sir dung
cdc ma mot chit cai ti€u chuin cua axit amin ngoai trir cac géc Aib2, Aib16 va K20,

trong d6 céac cau truc cla cac goc axit amin nay da duge mo rong:
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e} N
\/\0/\/\“):
H—Y—NXLQGTFTSDYSKYLD—}?ﬁ‘—KKA-N EFVEWLLETGPSSGAPPP S=NH

Peptit theo vi du 2 duoc tdng hop twong tu nhu da mo ta trén day trong vi du
1, HOOC-(CH2)15-COOtBu dugc két hop bang cach st dung 3 dwong luong khéi
xdy dung v6i PyBOP (3 duong lugng) va DIEA (6 duong lugng) trong DMF trong
4h ¢ 25°C.

Trong quy trinh téng hop dwgc thyuc hién vé co ban nhu duoc md ta trén day
d6i v6i hop chit néu trong vi du 1, d6 tinh khiét ctia hop chit néu trong Vi du 2 duge
xac dinh bang HPLC phan tich pha ddo, va x4c nhan dic tinh bang céch st dung
LC/MS (quan sat thay: M+3H'/3 =1723,2; Tinh toan M+3H"/3 =1723,6; quan sat
thiy: M+4H"/4 =1292,9; Tinh toAn M+4H"/4 =1293,0).

Vidu 3

Vidu3la chét cha van thu thé glucagon dugc biéu thi boi phﬁn mo ta sau
day:

YXi1QGTFX2SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong do: Xi1a Aib; Xz 1a L; X31a Aib; X41a K duoc cai bién hoa hoc nho su
lién hop giita nhom epsilon-amino cua mach bén K v6i ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-
axetyl)2-(yGlu),-CO-(CH2)»-CO-H; a bang 2; b bang 16; Xs 1a E; Xe 1a T; va X7 1a
GPSSGAPPPS; va trong d6 axit amin dau tan cung C dugc amit hoa & dang amit bac
mot & dau tan cing C (SEQ ID NO: 8).
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Dudi day 1a mo ta cau tric cta hop chat néu trong vi du 3 bang cach st dung
cac ma mot chir cai tiéu chuan cua axit amin ngoai trir cac goc Aib2, Aibl6 va K20,

trong d6 cac cau tric cla cac goc axit amin nay da dugc mé rong:

H
HNj\/O\/\O/\/N\“j
o
H—Y—N)<ﬁ—QGTFLSDYSKYLD—E?ﬁ'—KKA-N EFVEWLLETGPSSGAPP P S—NH,
o <}

Peptit theo vi du 3 dugc tdng hop twong ty nhu da md ta trén day dbi véi vi
dul,

Trong quy trinh téng hop duoc thyc hién vé co ban nhu dugc mo ta trén day
d6i v6i hop chit néu trong vi du 1, do tinh khiét cua hop chit néu trong Vi du 3 dugc
x4c dinh bang HPLC phan tich pha dao, va xac nhan déc tinh bang cach st dung
LC/MS (quan st thidy: M+3H*/3 =1717.4; Tinh todan M+3H"/3 =1718,3; quan sat
thdy: M+4H*/4 =1288,3; Tinh toan M+4H'/4 =1289,0).

Vidu 4

Vi du 4 13 chét chi van thu thé glucagon dugc biéu thi boi phan mé ta sau
day:

YX1QGTFX,SDY SKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong d6 Xi 1a Aib; Xz 1a T; X3 la Aib; X4 1a K duoc cai bién hoa hoc nhd su
lién hop gitta nhém epsilon-amino ctia mach bén K voi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-
axetyl)s-(yGlu)a-CO-(CH2)»-CO2H; a bing 2; b bang 16; Xs 1a E; Xe 1a T; va X7 Ia

GPSSG; va axit amin déu tan cung C dugc amit hoa ¢ dang amit bac mot co dau tan

cung C (SEQ ID NO: 9).
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Duéi ddy 12 mo ta cau tric cua hgp chat néu trong vi du 4 bang cach su dung
cac ma mot chit cai tiéu chuan cta axit amin ngoai trir cac goc Aib2, Aib16 va K20,

trong d6 cac cau triic clia cac goc axit amin nay da duge mo rong:

o]
HOT\/\/\/\/\/\/\/\J\H\)‘I—
N OH
o

D\/\ /\/N\“/

¢}

H—Y—N)%I—QGTFTSDYSKYLD—??ﬁ'—KKA—N EFVEWLLETGPS S G=NH,

Peptit theo vi du 4 dugc tdng hop tuong tu nhu da mo ta trén day doi vé6i vi
dul,

Trong quy trinh téng hop dwgc thuc hién vé co ban nhu duge mo ta trén day
dbi voi hop chit néu trong vi du 1, do tinh khiét cta hop chit néu trong Vi du 4 duoc
xéc dinh bing HPLC phan tich pha dao, va xic nhan dic tinh bang céch sir dung
LC/MS (quan sat théy: M+3H"/3 =1563,7; Tinh toan M+3H"/3 =1564.,4; quan sat
thay: M+4H"/4 =1172,9; Tinh toan M+4H"/4 =1173,6).

Vidu5

Vi du 5 1a chét cht van thu thé glucagon dugc biéu thi béi phdn md ta sau
day:

YX1QGTEX>SDYSKYLDX:KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong do6 X la Aib; X2 1a T; X3 1a Aib; X4 la K dugce cai bién hoa hoc nho su
lién hop gitta nhém epsilon-amino ciia mach bén K v6i ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-

axety])s-(yGlu)a-CO-(CHa)p-CO-H; a bing 2; b bang 18; Xs 1a B; Xe 1a T; va X7 1a
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GPSSG; va axit amin dau tan cung C dugc amit héa ¢ dang amit bac mot co dau tan

cung C (SEQ ID NO: 10).

Dudi ddy 1a mo ta cau tric cua hgp chat néu trong vi du 5 bang céach st dung
cac ma mot chit cai tiéu chuan cua axit amin ngoai trir cac goc Aib2, Aib16 va K20,

trong d6 cac clu triic cla cic gbc axit amin nay da dugc md rong:

o]
Ho\n/\/\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\"‘\‘)l_
N OH
o

[o]

(o) N

\/\O/\/f
H—Y—NXLQGTFTSDYSKYLD—N>§"-KKA—N EFVEWLLETGPS S G—NH,

Peptit theo vi du 5 dugc tong hop twong tu nhu dd mo ta trén day d6i véi vi
dul,

Trong quy trinh téng hop dugc thuc hién vé co ban nhu duge mo ta trén day
d6i v6i cac hop chét néu trong céc vi du 1 va 2, d tinh khiét cua hop chét néu trong
Vi du 5 dugc xac dinh bing HPLC phan tich pha do, va xc nhan dic tinh bang
cach st dung LC/MS (quan sit thdy: M+3H'/3 =1572,9; Tinh toan M+3H"/3
=1573,8; quan sat thay: M+4H"/4 =1179,8; Tinh toan M+4H"/4 =1180,6).

Vidu 6

Vi du 6 1a chit chi van thu thé glucagon dwoc biéu thi bsi phin mod ta sau
day:

YX1QGTFX2SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong d6 Xi 1a Aib; Xz 1a T; X3 12 Aib; X4 1a K duogc cai bién hoéa hoc nho su

lién hop gitta nhém epsilon-amino ciia mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-
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axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CH2)p-CO2H; a bing 1; b bang 16; Xs 1a A; X6 1a E; va Xy

khong c6 mat; va axit amin dau tan cung C 13 axit dau tan cing C (SEQ ID NO: 11).
Duéi day 12 mé ta cdu tric cia hop chét néu trong vi du 6 bang cach st dung

cadc ma mot chir cai ti€u chuin cua axit amin ngoai trir cac géc Aib2, Aibl16 va K20,

trong d6 céc cau triic cua cac goc axit amin nay da dugc mo rong:

HN

)

o

L
| PO

o

H—Y—N%LQGTFTSDYSKYLD—PﬁI—KKA—N EFVAWLLE E=OH

Peptit theo vi du 6 dugc tao ra bang cach tong hop peptit pha ran s dung
phuong phap Fmoc/t-Bu thyc hién trén thiét bi tong hop peptit tw dong Symphony
(PTI Protein Technologies Inc.) bat dau tr nhua Fmoc-L-Glu(OtBu)-Wang
(NovaBiochem catalog muc # 856008; luong nap ban dau 1a 0,51 mmol/g) va véi
cac chit két hop bang cich st dung 6 duong luong axit amin duogc hoat hoa véi
diisopropylcarbodiimit (DIC) va hydroxybenzotriazol (HOBt) (ty 1& phan ti 1:1:1)
trong dimetylformamit (DMF) trong 90 phut ¢ 25°C.

Cac két hop mé rong déi voi Trp25 (4h), Ala24 (4h), Val23 (10h), Glu2l
(4h), Aib16 (4h), Asp15 (4h), Thr7 (4h), Thr5 (4h), GIn3 (4h) va Aib2 (24h) 1a can
thiét dé cai thién chét luong cua peptit tho. Khdi xay dung Fmoc-Lys(Alloc)-OH
duogc st dung cho sy két hop Lys20 (nhém béao vé truc giao) dé cho phép su gdn & vi
tri cu thé cua gdc axit béo sau d6 trong quy trinh tong hop (thoi gian két hop 1a 4h).
Géc dau tan cung N duoc két hop duéi dang Boc-Tyr(tBu)-OH bang cach sir dung
cac phuong phap DIC-HOBt nhu duge mo ta trén day (két hop 24h).
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Sau khi két thuc sy kéo dai mach ddi v6i nhua peptit dugc mo ta trén day,
nhém bao vé Alloc ¢6 mit trong Lys20 dugc loai bod bang cach sir dung luong chét
xuc tdc Pd(PPhs3)s vGi sy ¢6 mat cia PhSiH3 lam chit 1am sach. Cac chu trinh lién
két/khir bao vé bo sung str dung phuong phap Fmoc/t-Bu dé kéo dai mach bén Lys20
c¢6 su tham gia cia Fmoc-NH-PEG>-CH>COOH (ChemPep Catalog#280102), Fmoc-
Glu(OH)-OtBu (ChemPep Catalog#100703) va HOOC-(CH2)15-COOtBu. Trong tat
ca cac lién két, 3 duong luong khdi xdy dung duoc st dung véi PyBOP (3 duong
luong) va DIEA (6 duong lugng) trong DMF trong 4 gi¢ ¢ 25°C.

Viéc tach ra khéi nhyua va déng thoi loai bd nhém bao vé mach bén dugce tién
hanh trong dung dich chtra axit trifloaxetic (TFA): triisopropylsilan: 1,2-etandithiol:
nuée : thioanisol 90:4:2:2:2 (thé tich/thé tich) trong 2 gid' & 25°C sau khi két tia véi
ete lanh. Peptit thd dugc tinh ché dén do tinh khiét > 99% (hiéu suét tinh ché 15-
20%) bang sic ky HPLC ddo pha véi gradient nudc/axetonitril (chtra 0,05% thé
tich/thé tich TFA) trén cdt C18, trong d6 cac phan doan thich hop dugc gom lai va
lam dong kho.

Trong quy trinh tong hop dugc thuc hién vé co ban nhu duge mo ta trén day,
d6 tinh khiét ciia hop chit néu trong Vi du 6 duge xac dinh bang HPLC phén tich
pha dao, va xéc nhan dic tinh bing cach st dung LC/MS (quan sét thdy: M+3H"/3
—1382,7; Tinh toan M+3H*/3 =1383,3; quan st thay: M+4H"/4 =1036,6; Tinh toan
M+4H"/4 =1037,7).

Vidu 7

Vi du 7 1a chét chii van thu thé glucagon dugc biéu thi béi phan mo ta sau
day:

YXiQGTFX>SDYSKYLDX:3KKAXJEFVXsWLLEX6X7

trong d6 X, 1a Aib; X5 1a T; X3 1a Aib; X4 1a K duoc cai bién hoa hoc nho su
lién hop giita nhém epsilon-amino cua mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-
axetyl)2-(YGlu)s-CO-(CH2)»-CO-H; a bang 1; b bang 18; Xs 1a A; X6 1a E; va X5
khong c6 mit; va axit amin dau tan cing C 14 axit dau tén cing C (SEQ ID NO: 12).
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Duéi ddy 1a mo ta cau trac cua hop chat néu trong vi du 7 bang cach st dung
cac ma mot chit cai tiéu chuan cla axit amin ngoai trir cadc goc Aib2, Aibl6 va K20,

trong do cac ciu truc clia cac goc axit amin nay da dugc mo rong:
HO\'l/\/\/\/\/\/\/\/\/\J\H OII o
N H
O
10

HN

)

o

(o)

°\/\ /\\/N\n/

o

H-Y—N%LQGTFTSDYSKYLD—PﬁrKKA-N EFVAWLLE E—OH

Peptit theo vi du 7 duoc téng hop twong tu nhu da mo ta trén dy trong vi du
6, HOOC-(CH2)15-COOtBu duoc két hop bang cach sir dung 3 duong lugng khéi
xdy dung véi PyBOP (3 duong luong) va DIEA (6 duong lugng) trong DMF trong
4h & 25°C.

Trong quy trinh téng hop duge thyc hién vé co ban nhu duge mo ta trén day
trong vi du 6, do tinh khiét cta hop chat néu trong Vi du 7 dugc xéac dinh bé‘mg
HPLC phan tich pha dao, va xac nhin dic tinh bang cach sir dung LC/MS (quan sat
thdy: M+3H"/3 =1391,8; Tinh toan M+3H"/3 =1392,6; quan sat thay: M+4H"/4
=1044,3; Tinh toan M+4H"/4 =1044,7).

Chirc nang in vitro
Ai le gin két

Xac dinh ai luc gén két cua céac peptit ¢ cac vi du 1-7 dbi voi thu thé glucagon
ngudi tai to hop (hGeg-R), thu thé glucagon chuot nhit (mGeg-R) va thu thé
glucagon chuot cbng (rGeg-R). Thfr nghiém gan két canh tranh phdi tir phong xa
bang cach st dung phuong phép tha nghiém can nhép nhdy (scintillation proximity

assay - SPA) va cac mang dugc diéu ché tir cac té bao da chuyén nhiém 6n dinh
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293HEK biéu hién qua mtc hGeg-R, mGeg-R hodc rGeg-R duoc thuc hign dé xac
dinh hing sb phan ly can bang (Ki) déi v6i cac peptit & vi du 1-7. Quy trinh va két

qua thi nghiém dugc mo ta dudi day.

Thir nghiém gén két thu thé Geg o ngudi st dung hGeg-R da dugce tao dong
(Lok, S, et. al., Gene 140 (2), 203-209 (1994)) dugc phan 14p tir cac té bao 293HEK
biéu hién qua mtc hGeg-R tai t6 hop. ADN b trg hGeg-R duge tao dong phu vao
phD biéu hién plasmid (Trans-activated expression of fully gamma-carboxylated
recombinant human protein C, an antithrombotic factor. Grinnell, BW, et. al.,
Bio/Technology 5: 1189-1192 (1987)). ADN plasmid nay dugc chuyén nhiém vao
céc té bao 293HEK va dugc chon loc bang 200 pg/mL Hygromycin.

Thtr nghiém gén két thu thé Gceg chuot nhét st dung thu thé glucagon chudt
nhéit da duoc tao dong (mGcegR) (Burcelin R, Li J, Charron MJ. Gene 164 (2), 305-
10 (1995) GenBank: L.38613) dugc phan 14p tir mang 293HEK. mGegR cADN duge
tao dong phu vao plasmid biéu hién pcDNA3,1 (Promega)-ZeoR. ADN plasmid nay
duge chuyén nhiém vao cac té bao 293HEK va chon loc dong dugc tao dong bang

cach str dung 100 pg/mL Zeocin.

Thir nghiém gan két thu thé Geg chudt cong st dung thy thé glucagon chudt
céng dd duoc tao dong (rGeg-R) (Svoboda, M, Ciccarelli, E, Tastenoy, M,
Robberecht, P, Christophe, J. A ¢cDNA construct allowing the expression of rat
hepatic thu thé glucagon. Biochem. Biophys. Res. Commun. 192 (1), 135-142
(1993), GenBank: L04796) trong céc mang dugc phan Iap tir té bao 293HEK biéu
hién tam thoi rGeg-R. cADN cua rGeg-R dugce tao dong phu vao plasmid biéu hién
pcDNA3,1 (Promega)-ZeoR. ADN plasmid nay duogc chuyén nhiém vao té bao
293HEK va duogc biéu hién tam thoi trong 48 gio.

Mang sinh chét tho duoc diéu ché bang céach sir dung té bao tir dich nudi cdy
bam dinh. Cac té bao dugc dung giai trén dé trong dung dich dém nhuoc trrong chira
50 mM Tris HCI, pH 7,5 va chét rc ché proteaza Roche Complete™ véi EDTA.
Huyén phu chtra té bao dugc pha vo bang cach st dung thiét bi dong hoa Potter-
Elvehjem lam bing thuy tinh duoc lip v6i chay Teflon® cho 25 nhip. Dich dong hoa
duoc ly thm & 4°C ¢ 1100 x g trong 10 phut. Phan dich ndi dugc gom lai va bao
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quan trén da trong khi cac vién két duoc tai tao huyén phu trong dung dich dém
nhuoc truong va duoc déng héa lai. Hon hop dugc ly tm ¢ 1100 x g trong 10 phut.
Phan dich ndi tht hai duoc két hop v6i phin dich ni thir nhét va dugce ly tdm &
35000 x g trong 1 gio & 4°C. Vién két mang dugc tai tao huyén phu trong dung dich
dém dong hoa chira chét trc ché proteaza, duoc 1am lanh nhanh trong nito 1ong va
dugc bao quan ¢ dang cac phan phin uéc trong ti dong & -80°C cho dén khi sir

dung.

Gceg duogc tao ddng vi iot bang quy trinh I-125-lactoperoxidaza va dugc tinh
ché bang HPLC pha d4o ¢ Perkin-Elmer (NEX207). Hoat d¢ riéng la 2200 Ci/mmol.
Thuc hién xac dinh KD béng thir nghiém gén két bdo hoa hoic canh tranh twong
ddng. KD dbi v6i Geg-R ngudi duge wéc tinh 1a 3,92 nM va duge ding dé tinh toan
cac gia tri Ki cho tt ca cac hop chit duoc thir nghiém trong thir nghiém hGeg-R.
KD déi v6i Geg-R chudt nhit dugc ude tinh 14 3,52 nM va duge ding dé tinh toan
cac gia tri Ki cho tAt ca cac hop chit dugc thir nghiém trong thir nghiém mGeg-R.
KD d6i v6i Geg-R chudt cbng duoc wdce tinh 1a 21,4 nM va dugc dung dé tinh toan

cac gia tri Ki doi véi tAt ca cac hop chat duge thir nghiém trong thir nghiém rGeg-R.

Thir nghiém gén két thu thé dugc thuc hién bang cach st dung dinh dang thit
nghiém cén nhap nhay (Scintillation Proximity Assay - SPA) v6i hat agglutinin mam
laa my (wheat germ agglutinin - WGA) (Perkin Elmer). Dung dich dém gin két chtra
25 mM axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonic (HEPES), pH 7.4, 2,5 mM
CaCl, 1 mM MgCI2, 0,1% (w/v) bacitracin (Affymetrix), 0,003% (w/v)
Polyoxyetylensorbitan monolaurat (TWEEN®-20) va chdt @c ché Roche
Complete™ Proteaza khong chira EDTA. Geg (Eli Lilly and Company) dugc hoa tan
trong DMSO & 3,48 mg/mL (1 mM) va duge bao quan lanh dong ¢ -20°C trong cac
phan phan u6c 100 pl. Phan phan u6c Geg duoc pha lodng va duoc sir dung trong
thir nghiém gin két trong vong 1 gio. Céc chét twong tu peptit duoc hoa tan trong
DMSO va dugc pha loang glp ba lan theo day nbéng do trong 100% DMSO. Tiép
theo, 5uL hop chat dd pha loang theo day ndng do6 hoic DMSO duoc chuyén vao
trong dia thir nghiém day bang trong sudt Corning® 3632 chira 45 pL dung dich dém
gén két thir nghiém hodc mau dbi chung Geg chua danh diu (NSB 6 nong do cubi 1
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uM). Tiép theo, bd sung 50 uL hGeg-R (1,5 pg/18), mGeg-R (6,47 pg/16) hodc mang
rGeg-R (1,5 pg/18), 50 pL 1-125 Geg (ndng do cudi trong phan Gng 12 0,15 nM), va
50pL hat WGA (150 pg/18), day kin dia va tron trén thiét bi lac dia (dat & mirc 6)
trong 1 phat. Céc dia dugc doc bang thiét bi dém nhép nhdy PerkinElmer Trilux
MicroBeta® sau khi dé yén trong 12 gio & nhiét do trong phong. Két qua dugc tinh
toan 1a ty 18 phan tram ctia mirc gin két 1-125-Geg ddc hiéu v6i sy c6 mat cua hop
chat. Ndng do IC50 tuyét ddi ctia hop chét thu dugc tir phuong trinh hdi quy khong
tuyén tinh gifta ty 1& phén trim mirc gin két dic hiéu cta I-125-Geg theo ndéng do
ctia hop chét bd sung. Nong do IC50 dugc chuyén thanh Ki bing cach sir dung
phuong trinh Cheng-Prusoff (Cheng, Y., Prusoff, W. H., Biochem. Pharmacol. 22,
3099-3108, (1973)).

Ki cua peptit & vi du 1-7 va Geg nguoi & hGeg-R, mGeg-R va rGeg-R dugc

dua ra dudi day trong bang 1.

Bang 1

hGeg-R Ki, nM + | mGeg-R Ki, nM * [rGeg-R Ki, nM =+
SEM, (n) SEM, (n) SEM, (n)

Vidul  |2,04+1,02 (0=2) 1,92+ 0,71 n=2) | 9,78 + 0,22 (n=2)

Vidu2 | 1,07£0,16 1=2) | 0,991+ 0,066 (n=2) | 5,59 % 0,24 (n=2)

Vidu3 0,287+ 0,171 (n=2) | 0,174 (n=1) 1,56 £ 0,13 (n=2)
Vidu4 0,738 (n=1) 0,774 (n=1) 5,86 (n=1)
Vidu5 1,59 (n=1) 1,58 (n=1) 4,36 (n=1)
Vidu6 0,316 (n=1) 0,123 (n=1) 0,98 (n=1)
Vidu7 0,673 (n=1) 0,753 (n=1) 1,38 (n=1)
Glucagon

. 3.64+091 (n=3) |241+022@®=3) [233+1,7(n=3)
nguoi

Céc dir liéu nay chi ra rang chét chi véan thu thé glucagon theo sang ché gin
két v6i thu thé glucagon véi 4i luc twong tw voi hodc 16n hon glucagon ngudi ¢ ba

loai thu thé khac nhau (c4c thu thé ngudi, chudt nhit va chudt cong).
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Hoat tinh chirc nang va tinh chon loc

Hoat tinh chitc nang va tinh chon lgc dugc xac dinh bé’mg cach dinh lugng
cAMP noi bao trong cac té bao HEK293 bidu hién thy thé glucagon ngudi (hGeg-R),
thu thé Peptit-1 twong tuw Glucagon nguoi (human Glucagon-Like Peptide-1 receptor-
hGLP-1R) hodc peptit e ché & da day ngudi (con dugc biét dén nhu 1a thy thé
polypeptit kich thich tiét insulin phu thudc glucoza, hGIP-R). Quy trinh va két qua

thi nghiém dugc mo ta dudi day.

Thir nghiém cAMP chirc nang 6 hGeg-R str dung cac té bao 293HEK biéu
hién hGeg-R da dugc tao dong (Lok, S, et. al, Gene 140 (2), 203-209 (1994)).
cADN ¢ hGeg-R duoc tao dong phu vao plasmid biéu hién phD (Trans- activated
expression of fully gamma-carboxylated recombinant human protein C, an
antithrombotic factor. Grinnell, BW, et. al., Bio/Technology 5: 1189-1192 (1987)).
ADN plasmid nay duoc chuyén nhiém vao céc té bao 293HEK va cac té bao dugc

chon loc bang 200 pg/mL Hygromycin.

Thir nghiém cAMP chirc nang & hGLP-1-R sir dung céc té bao 293HEK biéu
hién hGLP-1-R d3 dugc tao dong (Graziano MP, Hey PJ, Borkowski D, Chicchi GG,
Strader CD, Biochem Biophys Res Commun. 196(1): 141-6, 1993). cADN hGLP-1R
c¢DNA duoc tao dong phu thanh plasmit biéu hién phD (Trans-activated expression
of fully gamma-carboxylated recombinant human protein C, an antithrombotic
factor. Grinnell, B.W., Berg, D.T., Walls, J. and Yan, S.B. Bio/Technology 5:1189-
1192, 1987). ADN plasmid nay dugc chuyén nhidm vao cac té bao 293HEK va cac
té bao duogc chon loc bang 200 pg/mlL Hygromycin.

Thir nghiém chic nang hGIP-R su dung hGIP-R (Usdin,T.B., Gruber,C.,
Modi,W. and Bonner,T.I., GenBank: AAA84418,1) duoc tach dong thanh plasmit
pcDNA3,1 (Promega)-NeoR. Plasmit hGIP-R-pcDNA3,1/Neo dugc chuyén nhiém
vao cac té bao trimg chudt tii ma Trung Quéc, CHO-S, cho moi truong nudi cly

dang huyén phu va dugc chon loc vai su ¢6 mat ctia 500/mL Geneticin (Invitrogen).

Mbi dong té bao biéu hién qua muc thu thé duoc xu 1y véi peptit trong

DMEM (M&éi truong Eagle dugc cai bién bsi Dulbecco, Gibeo Cat# 31053) duge bd
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sung 1X GlutaMAXTM (L-alanyl-L-glutamin dipeptit trong 0,85% NaCl, Gibco
Cat# 35050), 0,1% casein (Sigma Cat# C4765), 250 p M IBMX (3-Isobutyl-1-
metylxantin) va 20 mM HEPES [N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N'-(axit =~ 2-
etansulfonic), HyClone Cat# SH30237,01] trong 40 pL thé tich thir nghiém. Sau 60
phut G & nhiét d trong phong, su gia ting cAMP noi bao thu dugc (adenosin 3',5'-
monophosphat vong) dugc x4c dinh dinh luong bang cach sir dung kit thir nghiém
CisBio cAMP Dynamic 2 HTRF (CisBio 62AM4PEC). Lugng cAMP trong té bao
duogc phat hién bang cach bd sung thé lién hop cAMP-d2 trong dung dich dém phén
giai té bao (20 pL) sau d6 thém khang thé khang cAMP-Eu3+-Cryptate, cling trong
dung dich dém phan giai té bao (20 pL). Dung dich thir nghiém canh tranh thu dugc
duoc u trong it nhat 60 phut & nhiét d trong phong, sau d6 phat hién bang cach st
dung dung cu PerkinElmer Envision® véi kich thich ¢ 320 nm va phét xa & 665 nm
va 620 nm. Cac don vi hinh anh (phét ra & 665nm/620nm*10,000) ty 1€ nghich voi
lugng cAMP c6 mit va duoc chuyén thanh nM cAMP/15 bang cach st dung duong
cong ti€u chuén cAMP. Luong cAMP dugc tao ra (nM) trong mdi 18 dwoc chuyén
thanh ty 1é phan tram dap Gng t61 da quan sat duoc voi 10 nM GLP-1(7-36)NH:
ngudi (dbi v6i thir nghiém hGLP-1R), 10 nM Geg ngudi (ddi véi thir nghiém hGeg-
R) hodc 10 nM GIP(1-42)NH> nguoi (déi vé6i thtr nghiém hGIP-R). Gia tri EC50
tuong dbi va ty 1 phn tram cao nhit (Bmax) thu duge bang cach phan tich hoi quy
khong tuyén tinh c6 st dung ty 1é phan tram dap tmg cuc dai theo ndng dd cua peptit

dugc bd sung, duge khép vao phuong trinh logic bbn thong sb.

Dt liéu chirc nang ddi voi cac vi du 1-7, GIP(1-42)NH> nguoi, GLP-1(7-
36)NH> nguoi va Geg ngudi duge chi ra trong bang 2 dudi day. Cac gia tri trung
binh ctia EC50 duoc thé hién 1a cac gié tri trung binh hinh hoc + sai s6 tiéu chun
cua gia tri trung binh nay (SEM) véi s6 14n lap lai (n) dugc thé hién trong ngodc don.
Déu (>) chi ra ring % hiéu luc khong dat dén 50% va ECso tinh toan dugc bang cach

sir dung ndng do thir nghiém cao nhat.
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Bang 2

hGceg-R ECso, nM =+ | hGlp-1R ECso, | hGIP-R  ECso,
SEM. (n) aM <+ SEM. (n) | nM = SEM, (n)

Vidul (()ﬁ(i%% = 0000791 53 91 19,6 (n=2) |>500 (n=3)

Vi du 2 0.0112 + 0,0025 (n=3) | >100 (n=2) >500 (n=3)

Vi du 3 0.00340 £ 0,000101 .10 (4=9) >500 (n=3)
(n=2)

Vi du 4 ?ﬁ‘i%%m £ 0.000100 160182 m=2) |>500(n=3)

Vidu5 0.0160 + 0,0038 (n=2) | 27,0 +4,5 (=2) |>500 (n=3)

Vidu6 0.00413 & 000026 | .10 (4=3) >500 (n=3)
(n=2)

Vidu7 0.0166 + 0,0004 (n=2) | >100 (n=3) >500 (n=3)

Glu?e.lgon 0,(10760 + 0,00101 770+ 1,03 (n=2) | >500 (n=3)

nguoi (n=7)

GLP-1ngudi | >10 (n=1) 0.076 =+ 0.0171 500 (n=3)

(n=2)
GIPnguoi | >10 (n=1) >10 (n=1) ?nlz‘;s) £ 0,041

Dit liéu nay chi ra ring chét cha van thu thé glucagon theo sang ché co hiéu

luc ¢ thu thé glucagon twong ty nhu glucagon nguoi véi do chon loc dbi voi thu thé

GLP-1 va thu thé GIP gia tang.

Dwogc dong hoc

Dwogce dong hoc & chudt cong

Chuét cong duc Sprague Dawley dugc cho dung lidu don dudi da (100
nmol/kg) ctia hgp chét vi du trong dung dich dém Tris (pH 8,0) & thé tich 1 mL/kg.
Mau duge 1dy tir moi dong vat & 1, 6, 12, 24, 48,72, 96, 120, 144, 168, 192, va 240

gi0 sau khi dung liu.
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Nong do cua cac hop chét trong huyét twong dugc xac dinh bang phuong
phap LC/MS. Mdi phuong phéap xdc dinh peptit nguyén ven (peptit cong doan mo
rong dugoe lién két). D6i v6i mbi thir nghiém, hop chat va chét twong tu, duge ding
1am chét chun ndi (IS), dugc chiét tir 100% huyét twong chudt cong hodc khi (50 pl)
bang cach sir dung metanol va axit formic 0,1%. Biang cach ly tdm, tao ra hai 16p
khac biét véi hop chat va IS ndm trong phan dich ndi. Mot phan phan u6e 275 ul cta
dich ndi duoc chuyén dén dia két tha protein nhd nhiét Thermo Protein Precipitation

Plate trong diéu kién chan khong dé thu nhan dong nuéc di vao dia 96 16.

Céac mau duoc 1am kho véi khi nito dd dugc gia nhiét dé laoij bo ph?m dich
ndi. B sung thé tich gbém 150 pl axetonitril 30% va axit formic 5% vao céc 16 dé
hoan nguyén miu. Cdc mau dd dua vao bom (20 pl) dwgc nap Ién cft Supelco
Analytical Discovery BIO Wide Pore C5-3, 5 cm X 0,1 mm, 3 pm. Dong ra tir cot

duoc dua vao may do phd khdi Thermo Q-Exactive dé phat hién va dinh luong.

Céac thong s6 dugc dong hoc trung binh sau khi dung lidu don 100 nmol/kg
duéi da cho chudt cong duc Sprague Dawley dugc néu trong bang 3 dudi diy (n=3
d6i v6i cac vi du 1, 2 va 5 va Tmax va Cmax ddi véi cac vi du 3 va 4; n=2 déi voi

T1, AUco.nf va CL/F d6i v6i cac vi du 3 va 4).

Bang 3

Hop chit Tir Tmax Cmax AUC-inf CL/F

(gio) | (gio) (nmol/L) | (gio*nmol/L) | (mL/gio/kg)

Vidul 13 8 425 11692 8.8

Vidu?2 22 24 346 21329 4,7

Vidu3 11 8 394 11133 9,2

Vidu4 16 6 257 5948 17,0
Vidu5 22 24 237 12948 7,8

Céc chit vét tit: AUC.inr= dién tich dudi duong cong tlr 0 dén vo cung, CL/F
= d6 thanh thai/do sinh kha dung, Tmax = thoi gian dat dén nong do t6i da, Cmax =
ndng do téi da trong huyét twong, T1/2 = thoi gian ban thai, ND = khong c6 dit liéu.
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Dit liéu nay chi ra ring cac vi du 1-5 c6 khoang thoi gian tac dung kéo dai so
véi glucagon tu nhién ¢ nguoi, ma co Tin bang khoang 30 phut.
Dwoc dong hoc & khi Cynomolgus

Khi duc Cynomolgus dugce cho dung liéu don trong tinh mach (50 nmol/kg)
hodc dudi da (50 nmol/kg) hop chét thtr nghiém trong dung dich dém Tris (pH 8,0) ¢
thé tich 0,25 mL/kg. Méu dwoc ldy tir mdi dong vat ¢ 0,5 (chi IV), 6, 12, 24, 48, 72,
96, 120, 168, 192, 240, 336, 480, 576, va 672 gio sau khi dung lidu. Nong do ctia cac
hop chit trong huyét twong dwgc xéac dinh bang phwong phap LC/MS thuong dugc

mo ta trén day trong nghién clru dbi voi chudt cong Sprague dawley.

Céc thong s6 duge dong hoc trung binh (n=2) dugc dua ra dudi dy trong

bang 4.
Bang 4
Hop chét 5 ]

' ID Co hoac _ CL hodc
(Pudng | dong Tl? Trf“ax Cmax A[_JCO"“f CL/F
dung/liéu | {4 (gio) | (g10) (nmol/L) (gio*nmol/L) (mL/gio/ke)
lugng)
Vidul T Kha

rung ong

OV 50| g 1% | 1182 37278 1,36
nmol/kg)
Vidy 1 .

(SC 50 b;?l?g 44 |9 425 31821 1,57
nmol/kg)
Vidu?2 T
(SC 50 biﬁlg 79 |18 377 46292 1,08
nmol/k)

Céc chit vét tit: AUCo.int= dién tich dudi duong cong tir 0 dén vo cung, CL =
d6 thanh thai, CL/F = d6 thanh thai/d sinh kha dung, Tmax = thoi gian dat dén néng
dd cuc dai, Co = néng do ngoai suy thanh thoi diém 0 gi0, Cmax = néng do cuc dai

trong huyét twong, T1/2 = thoi gian ban thai, NA = khong ap dung.
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Dit liéu nay chi ra rang cac vi du 1 va 2 c6 khoang thoi gian tac dung kéo dai

so v6i glucagon tu nhién ¢ ngudi, ma c6 Ti2nh6 hon mot gio.
Nghién ciru in vivo
Giam sat lién tuc lwgng Glucoza & chudt cong

Chudt cbng duc Sprague-Dawley binh thuong 12-14 tuan tudi (HARLAN™,
Indianapolis, IN) dugc nhét riéng r& trong mot hé théng c6 diéu chinh nhiét do (24
°C) voi chu ky sang/toi 1a 12 gid va duge cho tiép can tu do véi thuc an (TD2014
TEKLAD GLOBAL RODENT DIET®, HARLAN™ Labs, Indianapolis, IN) va
nuée udng. Sau 2 tuan thich nghi véi hé théng nay, chudt cbng duoc ciy voi vat

truyén HD-XG (Data Sciences International, St Paul, MN).

Phiu thuat cdy ghép vat truyén dugc thuc hién trong diéu kién gy mé bang
2% dén 3% isofluran (2-clo-2-(diflometoxy)-1,1,1-trifloetan). Thiét bi cam bién
glucoza cua vat truyén duge dit trong dong mach chu hudng xubng. Thiét bi cam
bién nhiét cta vat truyén dugc dit trong b bung v6i vat truyén. Bay ngay sau khi
ph?lu thuat céy ghép vat truyén, tat ca chudt céng dugc dat trong thiét bi nhan do dac
tir xa dé ghi lién tuc cac thong s6 vé luong glucoza huyét va than nhiét trung tdm &
cac khoang cach thoi gian 1 phut trong khi chudt cong duge chuyén dong tu do trong
chudng cua chiing. Dit liéu thu dugc duoc kiém soat va phan tich bang phan mém hé
théng DATAQUEST AR.T.™ (Data Sciences International, St Paul, MN). Viéc
hiéu chinh ban dau dbi véi cam bién glucoza dat dugc nho thir nghiém kha nang
dung nap glucoza trong mang bung (ipGTT) 7 ngay sau khi phau thuat va cac lan
hiéu chinh tiép theo duoc thuc hién mdi ngay nho viée xéc dinh lugng glucoza huyét
qua lay mau & dudi. Bt dau & cac ngay 9-11 sau phau thuat, hop chét thir nghiém &
lidu lwong 10 nmol/kg duge cho dung mot lan bang cach tiém dudi da trong dung
dich dém 20 mM Tris-HCI ¢ d¢ pH 8.0, ImL/Kg thé trong. Muc glucoza huyét duoc
giam sat 1én té1 7 ngay.

Dit liéu glucoza huyét chi ra rang mdi vidu 1 -7 déu dan dén su gia ting lién

tuc murc duong huyét theo cach phu thude lidu.
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Anh huéng dén nong do glucoza huyét & ¢ bo sita

Nam con bo sita Holstein khong dang trong thoi ky tiét sira, trung binh 1313
pao (595kg) va d trai qua it nhit mot thoi ky tiét sira binh thudng, dugc dicu tri
bang hop chit néu & vi du 6 véi cac lidu ting dan. Bo ban dau dugc diéu tri bang
cach tiém dudi da 1,5 mg hop chét néu & vi du 6/bd. Nong do glucoza huyét dugc
x4c dinh & cac khoang cach thoi gian khac nhau bang cach st dung dudng ké cam
tay trong sudt 168 gio sau khi dung lidu. Trong khoang thoi gian dang lidu nay va tat
ca cac khoang thoi gian dung lidu tiép theo, ndng do glucoza huyét duoc x4c dinh &
thoi gian zero déng vai trd lam duong nén dbi véi khoang thdi gian d6. Mot tudn sau
khi dung lidu dAu tién, bd dugc didu tri bing 5,0 mg hop chat néu & vi du 6/bo. Nong
do glucoza huyét lai dugc giam sat trong subt 168 gio sau khi diéu tri. Cubi cung, hai
tudn sau khi ding lidu 5,0 mg hop chit néu & vi du 6/con bo, tat ca cac con bo duogc
didu tri bing cach dung duéi da 15 mg hop chét néu & vi du 6/con bd va nong do

glucoza huyét dugc giam sat trong sudt 336 gid sau khi dung lidu.

Dit liéu dugc dua ra trong bang 5, T4t ca cac liéu lugng ciia hop chét néu & vi
du 6 dugc thir nghiém tao ra sy gia ting dot ngot ndéng do glucoza huyét so véi nong
do duong nén. Ngoai ra, viéc st dung 1,5, 5,0 va 15,0 mg/con bo tao ra su gia tang

lién tuc ndng do glucoza huyét kéo dai trong subt 96, 144 va 312 gio, twong ng.

Bang 5

Nong do glucoza huyét (mg/dl) trong bo sita khong dang trong thoi ky tiét stra
sau khi tiém du6i da hop chét néu & vi du 6

Gio 1,5 mg/con bo 5,0 mg/con bo 15,0 mg/con bo
Sau khi ding liéu | (n=5) (n=5) (n=5)

0 61,0 57,6 59,2

2 70,2%* 75,6%* 88, 4%

4 76,8%* 76,2%%* 71,0%

8 74,8%* 75,2%* 65,2
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24 66,6 70,4%* 68,2
48 66,6 75,6** 74,2%%*
72 72,6%** 72,4%* 78,0%*
96 68,6%** 68,6* 76,8%*
120 64,4 67,0% 70,8%*
144 58,8 67,8* 72,0%
168 57,6 63,6 73,6%*
192 77,4%%
216 79,2%%
240 75,8%*
264 76,6**
288 69,4
312 71,4%
336 66,6
Sai 56 chuan 2,3 2,8 3,8

A P<.10, ¥*P<.05, ** P<.01 so v6i thoi gian 0 (gid tri duong nén)

Céc dac tinh 1v hoc va hoa hoc

Do hoa tan va do 6n dinh

Céc mAu hop chét néu & cac vi du 1-6 dugce didu ché ¢ 5 mg/mL trong H>O va
duoc thdm tach nhu d3 mo ta vao cac dung dich dém C6N (10 mM xitrat, 100 mM
NaCl, pH 6), C7N (10 mM xitrat, 100 mM NaCl, pH 7), H6,5N (10 mM Histidin,
100 mM NaCl, pH 6,5) va H7,5N (10 mM Histidin, 100 mM NaCl, pH 7.5). Cac

mau duogc ¢6 dic dén 10 mg/mL peptit nhu da md ta va duge gitt ¢ 4°C trong mot

tun. Cac mu duoc danh gia bing mét thuong va bang SEC-HPLC nhu dd mo ta.

Céc hop chét néu & vi du 1-6 trong tht ca cac ché phdm déu trong sudt va

khong mau sau mot tudn & 4°C. Dit liéu SEC-HPLC duoc néu trong bang 6. Khong
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c6 su gia tang dang ké vé polyme c6 trong lugng phén tir cao (HMW) hodc su giam
dinh chinh. Viéc thu hdi bing SEC-HPLC 14 trong gidi han 5% déi voi cac hop chat

néu 6 vi du 1-6.

Bang 6
Dung | A % HMW dinh
dich
dém |Vidul Vidu?2 Vidu3 Vidu4 Vidu 6
C6N 0,13 -0,03 -0,01 0,64 -0,03
CIN |0 -0,06 0,16 0,26 -0,26
H6,5N | -0,02 0,06 -0,03 0,35 0,11
H7,5N | 0,35 -0,15 -0,09 0,44 0,14
Dung | A % dinh chinh
dich
dém | Vidul Vidu?2 Vidu3 Vidu4 Vidu6
C6N | -0,02 0,08 0,08 -3,42 -0,98
C7TN 10,26 -0,26 -0,18 -1,19 0,36
H6,5N | -0,39 -1,28 -0,58 -2,88 -1,17
H7,5N | -1,43 -0,87 -1,21 -0,79 -1,68

Do hoa tan cla cac hop chat néu & vi du 1-2 cling duge danh gia trong ba
cong thirc bao ché khac nhau: T7 (10 mM Tris-HCI, pH 7), T7Tm (10 mM Tris-HCl,
0,02% polysorbat-20, 29 mM m-cresol, pH 7), va T7Nm (10 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 29 mM m-cresol, pH 7). Céac hop chét dugc didu ché trong T7 nho tham tach
nhu da mo ta. Cac mau duoc bao ché 62 mg/mL trong T7, T7Tm hodc T7Nm sau d6
duoc ¢6 dac dén ndéng do peptit 10 mg/mL nhu da mo ta. Cac ché phdm duogc gift
trong mot tudn & 4°C va duoc danh gia bang mat thudong va bang SEC-HPLC va RP-
HPLC nhu da mo ta.

T4t c4 cac ché phim déu trong sudt va khong mau. Dit liéu SEC-HPLC va

RP-HPLC nhu trong bang 7. Su gia ting polyme HMW khong vuot qua 0,2% doi
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v6i ché pham bét k. Thu hdi dinh béi RP-HPLC nim trong gi6i han 5% doi véi tat

ca cac ché pham.

Bang 7

Peptit Ché phim | % A HMW
T7m 0,1

Vidul T7Nm 0,05
T7Tm 0,18
T7m 0,1

Vidu 2 T7Nm 0,08
T7Tm 0,07

Dit liéu nay chi ra r.%mg cac hop chét néu & vi du 1-6 c6 dic tinh d6 hoa tan

chép nhan duogc trong cac diéu kién dung dich dém khéc nhau.
D6 6n dinh héa hoc

Do 4n dinh hoa hoc ddi v6i hop chit néu & vi du 1 duge xac dinh trong cic
dung dich dém khéc nhau cé céc gia tri 4o pH khac nhau. Cac mau dugc diéu ché
trong H20 dén néng do 5 mg/mL, duoc thAm tach bang cach st dung céc catxet
Slide-A-Lyzer Dialysis, 2000 MWCO (part number 66203) qua dém ¢ 4°C vao dung
dich dém cin nghién ctru, loc qua thiét bi loc ¢& 16 0,22 pm (Millex, SLGV013SL)
sau d6 pha loang dén 1 mg/mL trong dung dich dém tuong tmg. Céc ché pham dém
1a 10 mM Tris-HCI trong H>O pH 8 (T8), 10 mM Tris-HCI trong H>O pH 7 (T7), 10
mM Histidin trong H,O pH 7 (H7), hoac 10 mM Xitrat trong H.O pH 6 (C6). Mbi
mau c6 nong do 1 mg/mL duge chuyén vao ba lo nho. Cac mau duoc gitt & 4°C,
25°C va 40°C. Cac mau dugc danh gia 2 tudn mot lan trong tong sb bbn tudn. Cac
mau duoc danh gia do duc va su tach pha bang mat thudong. DO 4n dinh cua hop chét
duoc déanh gia bang HPLC phéan tich pha dao (RP-HPLC) trén cot Waters Symmetry
Shield RP18, 3,5 pm, 4,6 X 100 mm (part number 18600179) dugc gia nhiét 6 60°C
v6i gradient AB (A=0,1% TFA/H20, B=0,085% TFA/axetonitril) gom 10% B dang
dong trong 3 phut, 30% B trong 3 phut, 30-60% B trong 30 phut, va 95% B trong 2
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pht & téc do dong 0,9 mL/phit (chidu dai bude séng 214 nm). P on dinh ciing
dugc danh gia bang HPLC loai trir theo kich thudce (SEC-HPLC) trén cot Insulin
HMWP, 7,8 X 300 mm (part number WAT2015549) v6i dung dich dém van hanh la
20 mM natri phosphat, 20% axetonitril, pH 7,2 van hanh ¢ tdc do dong 1a 0,5
mL/phut trong 40 phut.

Vé bé ngoai vat ly 1a trong sudt dén khong mau, khong duc hodc c6 nhiing hat
nhé & 6 pH 7 va pH 8 déi v6i hop chét néu & vi du 1. Két qua RP-HPLC va SEC-
HPLC dugc tom tit trong bang 8 dudi day. Viéc thu hdi trong gidi han 5% bai RP-
HPLC va SEC-HPLC la chép nhan duoc.

Bang 8 -

Nhigt | 7oA dinh chinh boi RP 6 4 tudn

4 | 1g 7 |7 c6
4°C [3.,13% |2,52% | 1,73% |2,01%
25°C | 4,84% |2,92% | 0,12% | 3,05%
40°C | 1,41% 1,74% | 8,69% | 3,61%
Nhigt | 7oA dinh chinh boi SEC & 4 tuln
@ g 7 |HW7 c6
4°C 1021% |0,6% |1,77% |0,31%
25°C 10,17% |0,1% |3,1% |8,72%
40°C | 0,65% | 0,97% | 1,22% | 1,17%

Cac mau trong dung dich dém T8 dugc gilt & 4°C va 40°C trong bén tudn
ciing dugc phan tich bing sdc 1y long-khéi phd (LC-MS). Khong nhén thiy vi tri
phan hiy chu yéu nao dbi v6i hop chit néu & vi du 1 & do pH 8. Nhin chung, do 6n
dinh hoa hoc dbi voi hop chét néu & vi du 1 chi ra d0 6n dinh tuyét voi trong cac

diéu kién dém duoc thir nghiém.
D6 6n dinh vat 1y

Céc mau thir nghiém chira hop chat néu ¢ vi du 1 dugc didu ché nho tham
tach trong dung dich dém T7 sau d6 bao ché & ndng do peptit 2 mg/mL trong T7m,
T7Nm, va T7Tm nhu d3 mo ta. Modi ché pham dugc chuyén dén cac lo thuy tinh sach
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va dugc khudy ¢ 400 vong/phit nho thanh khudy tir dugc boc Teflon & nhiét do
trong phong trong 6 gio. Cac phan phan wéc 100 pl duge dua di danh gid & thoi
diém 0, 1 gio, 3 gio va 6 gio. Cac mau dugc danh gia bang mat thuong va bang SEC-
HPLC nhu di néu & trén.

Tht c& cac ché pham déu trong sudt va khong mau va khong duc hodc két taa.
Nhu duoc chi ra trong bang 9, ty 1é phan trim peptit trong dinh chinh cia SEC-
HPLC van nim trong giéi han 5% dbi voi tat ca cac ché pham. Dit lidu chi ra rang

hop chat néu & vi du 1 ¢ cac dac tinh 6n dinh vat 1y tot trong cac diéu kién thir

nghiém.
Bang 9
% dinh chinh
Ché pham | Thoi
diém | 1gio |3 gio 6 gio
0
T7m 95,94 196,02 |96,18 95,69
T7Nm 95,39 |95,45 19543 95,43
T7Tm 96,21 |96,12 |96,27 |96,18

Nehién ctru phdi hop

Hoat tinh trong déng ché phim véi chét dong chi van GIP-GLP-1 hodc chét chu van
GLP-1R

DPdng ché pham gitta hop chét néu & vi du 1 va 3 v6i chit dong chu van GIP-
GLP-1 ¢6 SEQ ID NO: 15 hodc dulaglutide dugc bao ché nhu duge mo ta dudi day
trong cac nghién ctu vé d6 6n dinh, va hoat tinh ctia mdi hop chét riéng ré va cac
dong ché pham dugc xac dinh bang cach sir dung cdc phuong phap dd mo ta trén
day. Dit liéu dugc chi ra trong cac bang 10 va 11. Déu (>) chi ra % hiéu luc khong
dat dén 50% va ECso tinh toan dugc béng cach st dung néng d6 tht nghiém cao

nhét.
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Bang 10
ECso (trung binh cta N =2 + d6 1éch chuan, *N = 1)
‘ ‘ Thir  nghiém | Thir nghiém thu thé | Thir  nghiém
Diéu tri Piéukién miu | thuthé Geg | GLP-1 thu thé GIP
T7-4C-4wk 14,3 + 3,4 pM | > 100 nM > 100 nM
T7-40C-4wk 24,9+2,9 pM | > 100 nM > 100 nM
Vidu3
T7m-4C-4wk 21,1+ 4,0 pM | > 100 nM >100 nM
T7m-40C-4wk | 21,1 +5,1 pM | > 100 nM > 100 nM
T7-4C-4wk 21,3 +2,5pM | 1,47 nM* 0,65 nM*
Vi,du 3 +
chat dong | T7-40C-4wk 21,9+ 0,4 pM | 2,66 nM* 0,74 nM*
chu vin
GIP-GLP- | T7m-4C-4wk 16,0 + 3.4 pM | 3,08 nM* 0,71 nM*
1
T7m-40C-4wk | 24,2+0,5pM | 2,61 nM* 0,40 nM*
T7-4C-4wk 20,3 +2,5 pM | > 100 nM > 100 nM
T7-40C-4wk 21,7+ 3,4 pM | 57,53 nM* > 100 nM
Vidul
T7m-4C-4wk 23,0 + 0,3 pM | 43,83 nM* > 100 nM
T7m-40C-4wk | 19,4+ 5,0 pM | 49,66 nM* >100 nM
T7-4C-4wk 23,7+ 0,7 pM | 1,78 nM* 0,49 + 0,16 nM
Vi,du 1 +
chat dong | T7-40C-4wk 19,2 +2.4 pM | 1,65 nM* 0,60 + 0,21 nM
chu van
GIP-GLP- | T7m-4C-4wk 16,5+ 1,8 pM | 1,41 nM* 0,39 + 0,06 nM
1
T7m-40C-4wk | 18,7 0,6 pM | 1,21 nM* 0,36 + 0,34 nM
T7-4C-4wk > 100 nM 2,56 nM* 0,70 nM*
chat dong
cha  van | T7-40C-4wk > 100 nM 2,76 nM* 0,41 nM*
fIP'GLP' TIm-4C-4wk | >100nM 1,61 nM* 0.30 £ 0,19 nM
T7m-40C-4wk | > 100 nM 0,73 nM* 0,15+ 0,02 nM
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Bang 11
ECso (trung binh ctia N = 2 + d6 léch chuén
. Th}’I nghiém thu Th}’r nghiém thu | Thu nvghiém
Peptit Pidukien miu | thé Geg thé GLP-1 thu thé GIP
C6.5-4C-4wk 1784 68pM | 41,6+500M | >100 nM
C6.5-40C-4wk | 243+11,1pM | 54,6+462nM | > 100 nM
Vidul
C6.5MT-4C-4wk | 188+ 1,8pM | 556+92nM | > 100 nM
C6.5MT-40C-4wk | 14,6+ 50pM | 47,9+580M | > 100 nM
C6.5-4C-4wk 36,9+29,6 pM | > 100 M > 100 nM
C6.5-40C-4wk | 257+69pM | >100nM > 100 nM
Vidu3
C6.5MT-4C-4wk |193+1,1pM | >100 nM > 100 nM
C6.5MT-40C-4wk | 21,4+3,1pM | > 100 nM > 100 nM
Vi du 1 ¢ | C6SMT-4C-4wk | 146£08pM | 0.36=0.01nM |>100 M
Dulaglutide | ¢ s\ T_40C-4wk | 15264 pM | 0,37=0,00nM | > 100 nM
Vi du 3 ¢ | COSMT-CAWK |227£52pM | 0.57+025nM | > 100 nM
Dulaglutide | -6 s\MT-40C-4wk | 22,6 +2,1pM | 0,300,001 nM | > 100 nM
C6.5-4C-4wk 519+ 681nM |037+0,11nM | > 100nM
C6.5-40C-4wk | > 100 nM 031+0,170M | > 100 nM
Dulaglutide
C6.SMT-4C-dwk | 54,0+ 650n0M | 0,40=0,14nM | > 100 nM
C6.5MT-40C-4wk | > 100 nM 0,29 0,09 nM, | > 100 nM

Dir liéu nay cho thay do sinh kha dung cta cac hop chét néu trong vi du 1 va
3 dugc duy tri trong diéu kién stress vfa khong stress va/hodc két hop voi chat chi

van GLP-1R hoic chét déng cht van GIP-GLP-1,

Nghién ciru in vivo viéc phdi hop véi chit chi van GLP-1R hodc chét déng chi van

GIP-GLP-1
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Anh huéng cia td hop gom chét chu vén thu thé glucagon theo sang ché véi
chét chi van GLP-1R hoic chat ddng chi van GIP-GLP-1 tac dung kéo dai dugc thir
nghiém trén chudt nhat C57/BL6 b béo phi do ché do an (DIO). Chat dong chu van
GIP-GLP-1 ¢6 cAu tao SEQ ID NO: 14, nhu da mé ta & trén. Chét chu van GLP-1R
a thé dung hop GLP-1-Fc duge md ta trong WO2005000892. Dong ché pham duoc
bao ché noéi chung nhu duge md ta dudi day trong cac nghién ciru vé& d6 6n dinh cia

ddng ché pham.

Céc dong vat C57/BL6 DIO, mic du khong bi tiéu dudng, thé hién sw khang
insulin, bénh r6i loan m& mau, va bénh gan nhiém md, tit ca cac dic diém cua hoi
chirng chuyén hoa, sau khi dugc ap dung ché d6 an véi lugng béo cao (60% Kcal tir
chét béo) trong 12 tudn. Vi vy, cdc nghién ciru & nhitng dong vat nay c6 thé duoc
dung dé nghién curu anh hudng cua cac chét tri liéu duogc dé xuit dén cac thong sb

nhu sy giam cén, thanh phan co thé va chimg nhiém m& & gan.

Chubt nhét duc DIO C57/B16 20-21 tudn tudi c6 cin ning 42-47 g va c6 kh
luong chét béo ban dau tir 11,9 g dén 17,2 g duoc str dung. Cac dong vat duoc nhét
riéng ré trong mdi trudng cé didu chinh nhiét 6 (24°C) véi chu trinh sang/tdi 12 gio
(sang vao 22:00), va ty do an va uéng. Sau 2 tudn thich nghi khi hau cia khu vyuc
nudi gitt, chudt nhat dugc chia ng?lu nhién vao cac nhom diéu tri (n=5/nhém) dua
trén khéi luong co thé va mdi nhém c6 khdi lwgng co thé trung binh khéi diém

twong tu nhau.

Té dugc 16ng, hop chét thir nghiém (khoang lidu lugng tir 3 dén 10 nmol/kg),
chét chu van GLP-1R (10 nmol/kg), chit ddng chi van GIP-GLP-1 (10 nmol/kg)
hoc t6 hop cua ching (khodng liéu lwong tir 3 dén 10 nmol/kg) dugc hoa tan trong
ta duogc léng (20 mM dung dich dém Tris-HCI, pH 8,0) dugc dung bing cach tiém
du6i da cho chudt nhét dugc cho an tuy thich 30-90 phut truée khi bat dau chu trinh
t61 cr mdi ba ngay trong 15 ngay. Viéc tiém dudi da duge thue hién vao ngay 1, 4, 7,
10, va 13. Thé trong, tiéu thu thirc dn va ndng do glucoza dugc xac dinh hang ngay
trong subt thoi gian nghién ctru. Sy thay dbi tuyét dbi vé thé trong dugc tinh toan
bing cach trir di thé trong cua chinh dong vat trudce khi tiém phén ti 1an thir nhat.

Vao ngay 0 va 14, khéi lwong chat béo tong dugce do bang cong huéng tir hat nhan
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(Nuclear Magnetic Resonance - NMR) st dung dung cu Echo Medical System
(Houston, TX).

Nong do glucose huyét duogc xac dinh hing ngay bang dudng ké Accu-Chek
(Roche) tir méu lay tir tinh mach dudi. O cudi nghién ciru, dong vat dugc giét va gan
duogc 14y ra va 1am lanh dong. Triglyxerit cia gan dugc xac dinh tr dich ddng nhét
ctia gan dugc thu khi giét, va ndng do cholesterol trong huyét twong dugc xac dinh
trén thiét bi phan tich 14m sang Hitachi Modular P. Sy so sanh théng ké giita cac
nhém duoc thuc hién bé’mg cach st dung ANOVA mot chiéu sau thir nghiém so
sanh bdi cia Dunnett. Gia tri EDso dé lam giam sy st can dugc xdc dinh trong

GraphPad Prism c6 sir dung cdng cu hiéu chinh khong tuyén tinh.

Dir liéu vé su thay dbi d6i voi su sut can va ty 1é phﬁn tram khoi luvong m& dbi
v6i cac nghién ctru duoc thuc hién nhu di néu trén day dugc dua ra dudi déy trong
cée bang 12 (Vi du 1) va 13 (Vi du 1 va 2). Két qua trong bang 11 dugce biéu thi dudi
dang gia tri trung binh = SEM cuia 5 chudt nhit trén mdi nhom, két qua trong bang
12 duoc bidu thi duéi dang gia tri trung binh + SEM ctia 6 chudt nhat trén mdi nhom.

T6 hop gébm cac hop chit néu & vi du 1 va 2 véi chat chi van GLP-1R hogc
chét dong chii van GIP-GLP-1 ¢6 tac dung hiép ddng 1én thé trong va khéi luvong m&
so véi tac dung cua céc hgp chat néu & vi du 1 hoic 2, chat chu van GLP-1R hoic

chat ddng chu van GIP-GLP-1 riéng r& (Bang 12 va 13).

Bang 12

Diéu tri Liéu % Thay dé{i so v6i thé | % Thay dbi so
(nmol/kg) trong ban dau v6i  lugng mo

ban dau

Ta dugc 1ong 0 -3,72+£1,169 -4,39 £ 1,84

Vidul 3 -6,07 £ 1,81 -9,60 + 3,35

Vidul 10 -10,56 + 1,78 -18,12 + 3,40*%

Chat cha  véan |10 -15,54 £ 1,67** -28,32 £ 2,04 %%

GLP1-R

Chat chi  véan | 10+3 226,57 & 2,05%*** -49,88 +
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GLP1-R + Vidu 1 3,87 ¥k

Chat cha  van | 10+10 230,78 4 1,97 -62,22 =
GLPI1-R+ Vidu 1 4,10%% %

Chéat dong chu van | 10 23,67 + 1,83%%x* -48.21 +
GIP-GLP-1 4,67Fk**

Chat dbng chi véan | 10+3 34,83 + 3,60%*** -68,99 +
GIP-GLP-1 + Vi du 4,055

1

Chét ddng chu véan | 10+10 43,06 + 2,49% ¥ ** -82,06 4
GIP-GLP-1 + Vi du 1,41 %55

1

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 va ****p<0,0001 ¢6 nghia so v6i nhom dbi

chimng dung ta dugc 16ng (thtr nghiém ANOVA mot chiéu, Dunnett’s).

Béang 13
Diéu tri Liéu % Thay do6i s0 Vo1 | % Thay ddi so
(nmol/kg) | the trong ban dau v6i  luong md
ban dau
Ta dugc long 0 1,14 +£ 1,02 3,17+ 1,61
Chét cha van GLP1-R 10 -10,74 £ 1,42%* 21,52+ 3,51*
Chét ddng chu van GIP- |10 217,76 + 4,52%%* -33,30 +
GLP-1 7,35% A
Vidul 3 -1,77 £ 2,08 -2,08 £3,59
Vidul 10 -3,87 + 1,41 -6,20 +2,90
Vidu?2 3 -0,85+£2,71 0,11 +5,11
Vidu2 10 -5,29 + 0,84 -6,03 £ 1,99
Chét chi van GLP1-R + Vi | 10+3 -17,49 + 2,90%** -34,41 +
dul 7,38% KAk
Chét chi van GLP1-R + Vi | 10+10 223,49 £ 1,40%*** | -48.16 +
dul 4,1 4%%
10+3 -14,83 4+ 2,43** -27,21 £ 6,34**

Chét chu van GLP1-R + Vi
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du?2

Chét cha van GLP1-R + Vi | 10+10 -30,60 + 4,33**** -55,55 +
du?2 7,93 %% **

Chét cht van GIP-GLP + | 10+3 -18,41 £ 1,23%*** -39,06 +
Vidul 4,13%%**

Chat chu van GIP-GLP + | 10+10 -32,01 & 3,81 **** -65,66 +
Vidul 5,90k

Chat chu van GIP-GLP + | 10+3 -15,94 £ 1,20%** -33,54 +
Vidu?2 3,43%%**

Chat chu van GIP-GLP + | 10+10 -40,37 £ 4,03**** -76,34 +
Vidu?2 3,1 %k*

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 va ****p<0,0001 c6 nghia so v6oi nhém ddi
chimg ding té dugc 16ng (thir nghiém ANOVA mdt chiéu, Dunnett’s).

Dit liéu vé& anh hudng dén ndéng do glucoza huyét, cholesterol trong huyét
trong va triglyxerit trong gan dugc dua ra du6i ddy trong bang 14 (gia tri trung binh
+ SEM, n=5) va 15 (gia tri trung binh = SEM, n=6). Trong khi cac hop chét néu & vi
du 1 va 2 dugc dung riéng ré lam tang ndng do glucoza huyét theo cach phu thudc
liéu, t6 hop cua nhing chét chu vén thu thé glucagon dugc néu lam vi du nay véi
chét cht van GLP-1R hodc chét dong chi van GIP-GLP-1 lam giam ndng do glucoza

huyét, cholesterol trong huyét twong va triglyxerit trong gan.

Bang 14
Diéu tri Liéu Néng do glucoza | Cholesterol Triglyxerit
(nmol/kg) | huyét AUC | trong  huyét | trong gan (mg/g
(mg/dl/15 ngay) trong (mg/dl) | md)
Téa dugc long | 0 2224 + 78,55 228,00 + 6,50 | 200,29 + 33,67
Vidul 3 2553 £ 112,5* 207,00 £ 6,43 | 68,83
£5, 8% H k%
Vidul 10 2607 + 109,4** 157,80 + 132,94 +
15,44% %% 11,23 %%
Chét cha van | 10 1565 +26,39%*** | 153,40 + | 55,01 +
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GLP1-R 11,64% %% 12,62% %%

Chét chi van | 10+3 1452 + 25,48%%%% | 96,20 + (20,89 v
GLPI-R + Vi 7,86%* 4,39%% %

dul

Chat cha vén | 10+10 1388 + 80,92%*** | 86,60 +12,78 +
GLPI-R + Vi 3 47 1,57%#%%

dul

Chat  dong| 10 1453 £27,96%*%%* | 137,80 + (32,60 +
chu van GIP- 9,05 % 6,70% %
GLP-1

Chat  dong | 10+3 1256 + 111,5%%** | 103,00 + 35,47 +
chi van GIP- 3,56% %k 15,78 %%
GLP-1 + Vi

dul

Chat  dbng |10+ 10 | 1044 £ 63,37**** | 77,40 + 24,99 +
chi van GIP- 10,10%% %% 13,43 %% %%
GLP-1 + Vi

dul

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 so vi nhom dbi chimg (ANOVA mot chiéu,

Dunnett’s).

Bang 15
Diéu tri Liéu Néng do glucoza | Cholesterol | Triglyxerit
(nmol/kg) | huyét AUC | trong huyét | trong gan
(mg/dl/15 ngay) tuong (mg/g md)
(mg/dl)
0 1806 + 52,85 224,40 + | 174,72 +
Ta dugc long 5,12 26,56
Chat chi van | 10 1189 + 28,83*** 149,50 + | 46,06 +
GLPI-R 12,02%*** 12,3 1%*%*
Chét ddng chu | 10 1137 £63,27*%**% 113550 =+ | 48,50 +
van GIP-GLP-1 7,11k 7,18%H*x
3 2080 + 103,2 230,50 +| 111,87 +
Vidul 6,61 22,43%%*
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10 2491 + 110,9%*%** 152,83 29,42 +
Vidu 1 8,82 %k 3,54 k%%

3 2433 + 124, 7% %+ 201,83 75,45 -
Vidu?2 10,11 12,82% %%

10 2641 + 186,6% %+ 117,67 16,33 -
Vidu?2 4 A6% % %% 1,53 %0k
Chét chu van|10+3 1081 + 56,68%*** 132,50 34,34 -
GLP1-R + Vi 19,567 %% | 6, 48%* %
dul
Chat chi van |10+ 10 | 1031 +61,29%*** | 8333 25,57 +
GLPI-R + Vi 8,50%* % 72Tk
dul
Chét chu vén|10+3 1098 + 52,69%*** 152,00 38,99 +
GLPI-R + Vi 9,30 %k 5,96%H*x
du?2
Chét chi van|10+10 | 1008+ 107,2%*** | 78,50 34,42 +
GLP1-R + Vi 6,03 %%+ 14,36% %%
du2
Chat déng chu | 10 +3 1142 4+ 31,32%##% 131,83 22,48 ©
van GIP-GLP-1 6,42% *H 3,02k k %k
+Vidul
Chat dong chu | 10+ 10 | 916,9 +97,73**** | 91,67 6,99 +
van GIP-GLP-1 4,75 k%% 1,20%
+Vidul
Chat ddng chu | 10 +3 1063 + 20,89%*** 119,33 22,87 =
van GIP-GLP-1 5,79% k¥ 5,94 %k
+Vidu?2
Chét dong chi | 10+ 10 | 801,8 £4821%*** 190,33 17,99 +
van GIP-GLP-1 7,89 9,65%

+Vidu?2

#p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 so v6i nhém dbi chimg (ANOVA mét chiéu,

Dunnett’s).

Do 6n dinh trong ddng ché pham véi chét dong chii van GIP-GLP-1
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Cac mau chira hop chét néu trong vi du 1 va 3 duoc diéu cheesd va thim tach
dwa vao T7 nhu d3 mo ta. TAt ca cac mau déu dugc bao ché riéng 1& & ndng do peptit
1 mg/mL trong T7, T7m, T7N va T7Nm. Chit dong cht van GIP-GLP-1 ¢6 SEQ ID
NO: 15 ciing duoc bao ché va thim tach dua trén T7 nhu da mé ta ddi véi chat chi
vén thu thé glucagon dugc néu 1am vi du. Chéat dong chit van GIP-GLP-1 dugc bao
ché & ndng d6 peptit 1 mg/mL trong T7, T7m va T7Nm. Cac mau duoc dong bao
ché chira 1 mg/mL hop chit néu ¢ vi du 1 va 1 mg/mL chét déng chu van GIP-GLP-
1 hodc 1 mg/mL hop chét néu & vi du 3 va 1 mg/mL chét dong cht van GIP-GLP-1
cling duogc diéu ché va duoc bao ché trong T7, T7m, T7N va T7Nm. M&i mau d3 bao
ché duoc chuyén dén ba lo nhé. Cac miu duoc giit & 4°C, 25°C va 40°C. Cac mau
dugc danh gia 2 tudn mot 1an trong téng s6 bon tuan. Cac mau dugc danh gia do duc
va sy tach pha bang mit thuong. D6 én dinh duoc danh gid bang RP-HPLC nhu
dwoc danh gia trén ddy d6i véi ché phdm chi chita mét chét duy nhét. Phuong phap
RP-HPLC da néu gitp tach mot cach thich hop cac dinh chinh cta hop chét néu &
phan vi du va chét déng chu van GIP-GLP-1 ciing nhu 1 tat ca cac dinh thoai bién
duoc tao ra béng cach dat mau trong diéu kién stress ¢ do pH 9 va nhiét do 40°C

trong 3 ngay.

Téng dinh thu hdi dbi voi tat ca cac mau thudc pham vi 5% theo RP-HPLC.
Tét c4 cac ché phdm déu trong sudt va khéng mau va khong duc hoic két tha. Su
thay ddi vé ty 1& phan tram peptit trong dinh chinh cta chiing nhu dwgc quan sét béi
RP-HPLC sau 4 tudn dugc tom tit trong bang 16. Sy hao hut ty 1é phan trdim dinh
chinh khong thay d6i dang ké ddi véi hop chit néu ¢ vi du 1 khi duoc bao ché &
dang don chét so v6i ddng bao ché vai chit dong chu van GIP-GLP-1 trong tat ca
céc ché pham thir nghiém. Chét déng chii van GIP-GLP-1 thé hién su hao hut nhat
quéan vé ty 18 phin tram cua dinh chinh khi dugc bao ché & dang don chét duy nhat
so v6i dong ché pham v6i hop chat néu ¢ vi du 1 hodc vi du 3. Dit liéu chi ra rang
hop chat néu ¢ vi du 1 va 3 c¢6 do hoa tan chép nhan dugc khi duoc bao ché & dang
don chat duy nhit hodc déng ché pham véi chat déng chii van GIP-GLP-1, va chi ra
réng cac hop chdtnéu ¢ vidu 1 va 3 khong gdy anh hudng bét lgi dén d6 6n dinh cua

chét dong chu van GIP-GLP-1 trong ddng ché pham.
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Bang 16
Sy thay d6i dinh chinh | Su thay d6i dinh chinh
) o chat tuong tu glucagon | chat dong chu van GIP-
Hop chat | Che pham | theo ty 1€ % GLP-1 theo ty 1€ %
4°C 25°C | 40°C | 4°C 25°C | 40°C

T7 -1,23 | -291 | -4,69

T7m -0,6 -0,15 | -2,36
Vidul Khong xac dinh

T7N -0,29 | -1,39 | -4,19

T7Nm -0,38 | -1,71 |-3,93

T7 -1,57 |-0,26 |-3,59 |-0,37 |-0,37 |-3,35
Vi’du 1 +
chat dong | T7m -1,19 |-0,92 |-2,67 0,54 0,35 -3,76
chu  van
GIP-GLP- | T7N -0,25 1-0,89 |-2,15 |[-0,21 |-0,57 |-442
1

T7Nm -1,22 |-194 |-3,78 |-0,71 |-1,07 |-5,50

T7 -2,23 | -7,00 |-1,78

T7m 0,92 1,23 -0,78
Vidu3 Khong xac dinh

T7N -1,78 | -6,13 | -2,15

T7Nm 0,11 -0,76 | -2,02

T7 -0,07 |-7,51 |-0,80 |-0,40 |-0,40 |-4,14
Vi,du 3+
chat dong | T7m -3,17 | -4,12 |-5,08 |-1,23 |-1,23 |-5/40
chu  van
GIP-GLP- | T7TN -3,26 |-7,50 |-6,37 |-0,22 |-1,90 |-6,12
1

T7Nm 2,75 | -3,24 | -3,35 |-0,92 |-0,87 |-4,73
Chét dé)l’lg 17 -0,59 —2,12 -5,25
chi  van N L
GIP-GLP- T7m Khong xac dinh 0,10 -0,50 -4,3
1 T7Nm 0,85 |-114 | -4,66

Céc mAu chira hop chét néu & vi du 1, chit déng chu van GIP-GLP-1 va t6

hop ctia chung duoc bao ché trong T7Nm, va t6 hop ctia hop chit néu trong vi du 1
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va chat dong chi van GIP-GLP-1 duge bao ché trong T7, dugc i & 4°C va 40°C
trong bén tuan ciing duoc danh gia boi LC-MS. Khong nhén thdy vi tri phan huy chu
yéu nao. Déi véi ca hop chét néu & vi du 1 va chat dong chii vén GIP-GLP-1, céc cai
bién héa hoc khong khac nhau dang ké gitra cac dang bao ché don chét va cac dang

ddng bao ché.
Do bn dinh trong dang dong bao ché véi chét chi van GLP-1R

Céc vi du 1 va 3 duoc bao ché va tham tach dya trén C6.5 (10 mM xitrat pH
6,5) bang cach sit dung phuong phap gidng véi phuong phap da mo ta o trén dé bao
ché trong dung dich dém T7. Cac hop chét dugc bao ché riéng ré & ndng do peptit 1
mg/mL trong dung dich dém C6.5, C6.5M (10 mM xitrat, 46,4 mg/mL D-manitol,
pH 6,5), C6.5T (10 mM xitrat, 0,02% polysorbat-80, pH 6,5), va C6.5MT (10 mM
xitrat, 46,4 mg/mL D-manitol, 0,02% polysorbat-80, pH 6,5). Dich cd dac géc chira
dulaglutide & ndéng do 46,5 mg/mL trong C6.5 dugc sir dung dé bao ché dulaglutide
& nong do 3 mg/mL trong C6.5 va C6.5MT. Dang ddng bao ché trong C6.5MT duge
diéu ché chira 3 mg/mL dulaglutide va 1 mg/mL hop chit néu & vi du 1, hodc 3
mg/mL dulaglutide va 1 mg/mL hop chit néu & vi du 3. Mdi mau bao ché dugc
chuyén dén ba lo nhé va duge gitr 6 4°C, 25°C va 40°C. Céc mau duoc danh gia hai
tuan trong tong sb bdn tudn. Cac mau duoc danh gia do duc va su tich pha bang mat
thuong. Do on dinh dugc danh gia biang RP-HPLC va SEC-HPLC nhu da md ta &
trén. Ca hai phuong phap HPLC da dugc mo ta déu giup tach mot cach thich hgpcac
dinh chinh cua hop chit néu & vi du va dulaglutide ciing nhu la tat ca cac dinh thoai
bién duoc tao ra béng cach dit mau trong diéu kién stress & do pH 9 va nhiét do

40°C trong 3 ngay.

Téng dinh thu hdi d6i v6i tit ca cac mau on dinh 1a thudc pham vi 5% theo ca
RP-HPLC va SEC-HPLC. Tét c4 cac ché phdm déu trong sudt va khong mau va
khong duc hodc két tua. Su thay doi vé ty 18 phan trim cua hop chét trong cac dinh
chinh twong tng cia chung nhu dugc quan sat béi SEC-HPLC sau bbn tudn duoc
toém tét trong bang 17. Cac hop chit néu trong vi du 1 va 3 thuong 6n dinh va khong
thé hién su hao hut déng ké ciia dinh chinh. Hop chét néu trong vi du 1 khong thé

hién d6 dn dinh kém khi duoc bao ché dong thoi voi dulaglutide so véi cac dang bao
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ché don chit. Hop chat néu trong vi du 3 thé hién do on dinh kém hon mét chit khi

bao ché ddng thoi véi dulaglutide so véi cac dang bao ché don chét. Chit chu van

GLP-1R khong thé hién do én dinh kém khi dugc bao ché dong thoi véi hop chat

néu ¢ vi du 1 hodc 3 so vai cac dang bao ché don chat.

Bang 17
Chat — tuong W Gp 1 pe A % Dinh
) o glucagon A % Dinh hinh
Hop chét Ché phdm | chinh e
4°C | 25°C | 40°C |4°C 25°C | 40°C

C6.5 21,32 |-1,99 |-2.35

C6.5M 0,70 |-1,26 |-1,67
Vidul Khong xac dinh

C6.5T 2,76 | -3,97 |-1,72

C6.5MT | -1,04 |-2,65 |-1,40

C6.5 1,03 |-034 |-037

C6.5M 0,49 |-0,24 | 1,08
Vidu3 Khoéng xac dinh

C6.5T 0,46 | 0,10 |-0,02

C6.5MT | 1,02 |-0,07 | 0,64

C6.5 0,19 |-0,54 |>-10
dulaglutide Khoéng xac dinh

C6.5MT 029 |-0,87 |-0,83
Viodu 1oFlcesmr  |-067 |-075 [-0.75 |025 | -0.16 |-0,16
dulaglutide
Viodu 3 *leosmr |-1,04 |-1,90 |-1,90 021 [-0,11 |-0,11
dulaglutide

Nhu dugce quan sat boi RP-HPLC, xu hudng vé do 6n dinh 13 twong tu v6i xu

huéng duoc quan sat boi SEC-HPLC. Su thay d6i vé ty 1é phan tram ctia hop chét

trong cac dinh chinh twong tng cia ching nhu dwgc quan sat boi RP-HPLC sau bbn

tudn duoc tom tit trong bang 18. Cac hop chét néu trong vi du 1 va 3 thuong 6n dinh

va khong thé hién su hao hut dang ké ctia dinh chinh. Hop chét néu trong vi du 1
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khong thé hién do n dinh kém khi dugc bao ché dong thoi vé6i chit chit van GLP-1R
so véi cac dang bao ché don chét. Hop chit néu trong vi du 3 thé hién donoonr dinh
kém hon mot chut khi bao ché dong thoi véi chét chii van GLP-1R so véi cac dang
bao ché don chit. Chét chu van GLP-1R khong thé hién do 6n dinh kém khi duoc

bao ché dong thoi vai hop chat néu & phan vi du so véi cac dang bao ché don chat.

Bang 18
Chat twong tu N .
) Ché phdm | glucagon A % Dinh (;Ifli;l-FC A % Dinh
Hop chit chinh cht
4°C | 25°C | 40°C |4°C 25°C | 40°C
C6.5 -0,06 | -0,47 | -3,73
C6.5M 0,34 |-2,61 | -4,47
Vidul Khong xac dinh
C6.5T 0,51 |-0,35 |-3,57
C6.5MT -0,98 | -0,69 | -4,39
C6.5 1,06 (0,17 |0,24
C6.5M 2,43 10,64 | 1,86
Vidu3 Khong xac dinh
C6.5T 2,11 | * -3,18
C6.5MT -1,22 | * -0,4
z .~ |C6.5 -1,45 >-10 |-9,96
gﬁa}f 11§h“ van Khong xéc dinh
) C6.5MT -0,46 -0,8 | -7.47
Vi du 1 + chét
cha van GLP- | C6.5MT 0,62 |* -2,55 11,90 * -8,18
IR
Vi du 3 + chat
chi van GLP- | C6.5MT -0,82 1-2,49 | -1,39 | 0,27 -3,05 |-9,64
IR

*Khong c6 dit liéu do sai sot thiét bi
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Trinh tw

SEQ ID NO:1 — glucagon nguwoi

HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO:2 — GLP-1 nguoi

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR

SEQ ID NO:3 — OXM nguoi

HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA

SEQ ID NO:4 — GIP nguoi

YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ

SEQ ID NO:5 — chit chii vin thu thé glucagon

YX1QGTFX>SDY SKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong do

X1 1a Aib;

X>1a T hoac L;

X3 1a Aib;

X4 12 K duge cai bién héa hoc nhd su lién hop v6i nhom epsilon-amino cia

mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(YGlu)a-CO-(CH2)p-CO-H,
trong do a bang 1 hodc 2 vab bing 14 dén 24;

Xs1a E hodc A;
Xe1a T hodc E;

X7 khong c¢6 mat hodc la peptit duge chon tir nhom gdbm GPSSGAPPPS va
GPSSG;

va axit amin dau tan cung C tuy y dugc amit hoa.

SEQ ID NO:6 — chit chii van thu thé glucagon

YXi1QGTFX:SDYSKYLDXKKAX4EFVXsWLLEX6X7

-58-



36040

TGVN — H810-5SHNPT

trong do
X1 la Aib;
X2 1aT;
X3 1a Aib;

X4 1a K duge cai bién hoa hoc nho su lién hop gitta nhom epsilon-amino cua
mach bén K véi ([2-(2-Amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-(yGlu)a-CO-(CH2)o-CO2H
trong d6 a bang 2 va b bang 16;

Xs1aE;
XelaT;
X7 1a GPSSGAPPPS;

va axit amin dau tan cung C dugc amit hoa & dang amit bdc mot co6 dau tén

cung C.

SEQ ID NO:7 — chit chii vin thu thé glucagon

YX1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7
trong do:

X1 1a Aib,

X2 1aT;

X3 1a Aib;

X4 12 K duoge cai bién hoa hoc nho sy lién hop gitra nhom epsilon-amino cia
mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-(YGlu)a-CO-(CH2)p-CO2H trong
d6 a bang 2 va b bang 18;

Xs1a E;
Xela T,
X7 la GPSSGAPPPS;

va trong d6 axit amin dau tan cung C dugc amit hoa ¢ dang amit bac mot co

dau tan cling C.
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SEQ ID NO:8 — chit chii van thu thé glucagon

YX1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong do:

Xj1a Aib;

X2laLl;

X31a Aib;

X4 1a K dugc cai bién hoéa hoc nhd su lién hgp gitta nhom epsilon-amino clia

mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(YGlu)a-CO-(CH2)s-CO2H trong
d6 a bang 2 va b bang 16;

XslaE;
XelaT; va
X7 1a GPSSGAPPPS;

va trong d6 axit amin dau tdn cung C dugc amit héa & dang amit bac mot ¢o

dau tan cing C.

SEQ ID NO:9 — chit chii vin thu thé glucagon

YXi1QGTFXSDYSKYLDX3KKAXEFVXsWLLEX6X7

trong d6 X la Aib;

X21aT;

X3 1a Aib;

X4 1a K duge cai bién hoa hoc nho su lién hop gitta nhém epsilon-amino cua

mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(YGlu)a-CO-(CH2)p-CO2H trong
d6 a bang 2 va b bang 16;

Xs1aE;
XelaT; va

X7 1a GPSSG;
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va axit amin dau tdn cing C duoc amit hoa ¢ dang amit bac mot c6 dau tén

cung C.

SEQ ID NO:10 — chét chii vin thu thé glucagon

YXiQGTFX>SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong do X 1a Aib;

X21aT;

X3 1a Aib;

X41a K duoc cai bién hoa hoc nho sy lién hop giita nhom epsilon-amino cua

mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(YGlu)a-CO-(CH2),-CO2H trong
do a bang 2 va b bang 18;

Xs1aE;
XelaT;va
X7 1a GPSSG;

va axit amin dau tin cung C dugc amit hoa ¢ dang amit bac mot ¢6 dau tan

cung C.

SEQ ID NO:11 — chét chii van thu thé slucagon

YX1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAX(EFVXsWLLEX6X7

trong do

X1 1a Aib;

X21aT;

X3 1a Aib;

X4 1a K duoc cai bién héa hoc nho sy lién hop gitra nhoém epsilon-amino cua

mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CH2)p-CO2H trong
d6abing 1vab bang 16;

Xsla A;

X612 E;
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X7 khong c6 mat; va
axit amin dau tan cung C la axit dau tan cung C.

SEQ ID NO:12 — chit chii vin thu thé glucagon

YX1QGTFX>SDYSKYLDX:KKAX4EFVXsWLLEX6X7

trong do

X1 1a Aib;

X21aT;

X3 la Aib;

X4 1a K duoc cai bién héa hoc nho sy lién hgp gitta nhom epsilon-amino cua

mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)-CO-(CH2)p-CO2H trong
doabing 1 vab bang 18;

Xsla A;

X6 12 E;

X7 khong c6 mét; va

axit amin dau tan cung C 1a axit dau tan cung C.

SEQ ID NO:13 — chét dong chii vin GIP-GLP

YX:EGTFTSDYSIXoLDKIAQX3AX4VQWLIAGGPSSGAPPPS;
trong do

X1 1a Aib;

X> 1a Aib;

X31la K duogc cai bién hoa hoc nho su lién hop gitta nhoém epsilon-amino cia
mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO (CH2),-CO2H trong
d6 abang 1 hoac2 vab bang 10 dén 20;

X4 12 Phe hodc 1-naphtylalanin (1-Nal);

va axit amin dau tan cung C tiy y dugc amit hoa.
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SEO ID NO:14 — chit dong chii vin GIP-GLP

YXiEGTFTSDYSIXoLDKIAQX3AX4VQWLIAGGPSSGAPPPS;

trong do

X1 1a Aib;

X, 1a Aib;

X3 1a K duogc cai bién hoa hoc nho su lién hop gifta nhém epsilon-amino cua
mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-(YGlu)a-CO (CHz2)p-CO2H trong
d6abing2vab bang 18;

X412 1-Nal;

va axit amin dau tin cung C dugce amit hoa ¢ dang amit bac mot cod dau tan

cung C.

SEO ID NO:15 — chit dong chii vin GIP-GLP

YX,EGTETSDYSIXoLDKIAQX3AX4sVQWLIAGGPSSGAPPPS;
trong do

X1 1a Aib;

Xz 1a Aib;

X3 1a K duoc cai bién hoa hoc nhd su lién hop gitra nhom epsilon-amino cua
mach bén K v6i ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO (CH2)o-CO2H trong
do a bang 1 va b bang 18;

X4 1a Phe;

va axit amin dau tdn cing C dugc amit hoa ¢ dang amit bac mot c6 dau tan

cung C.

SEQ ID NO:16 — chit chit van thu thé slucagon

YX1QGTFX2SDY SKYLDX:KKAX4EFVXsWLLEX6X7
trong do

X1 la Aib;
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Xz 1a T hoac L;
X3 1a Aib;
X4 12 K duoc cai bién héa hoc nho su lién hop gitta nhom epsilon-amino ctia

mach bén K vé6i ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)-(yGlu)a-CO-(CH2)s-CO2H,
trong d6 a bang 2 va b bing 14 dén 24;

Xs1aE;

XelaT;

X7 la peptit dugce chon tir nhom gdbm GPSSGAPPPS va GPSSG;
va axit amin dau tan cung C dugc amit hoéa.

SEOQ ID NO:17 — chit chii van thu thé slucagon

YXi1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7
trong do

X1 la Aib;

X2laT;

X3 1a Aib;

X4 1a K duoc cai bién hoa hoc nho sy lién hgp gitta nhém epsilon-amino cta
mach bén K v6i ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-(YGlu)a-CO-(CH2)o-CO2H,
trong do a bang 1 va b bang 14 dén 24;

Xsla A;
Xe1a E; va

X7 khong c6 mat.



36040

TGVN — H810-5HNPT

YEU CAU BAO HO
1. Hop chét cha van thy thé glucagon chira cong thirc:
YX1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAXAEFVXsWLLEX6X7
trong do:
X 1a Aib;
X2 1aT;
X3 1a Aib;

X4 14 K duoc cai bién héa hoc nho su lién hop gilta nhom epsilon-amino cua
mach bén K v6i ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CH2)p-CO2H,
trong d6 a bang 1 va b bang 18;

Xsla A;

XeslaE; va

X7 khong c6 mat;

(SEQ ID NO: 12);
hodc mubi dugc dung cua nd.
2. Hop chét chi van thu thé glucagon chi chira cong thirc:
YX1QGTFX,2SDYSKYLDX:KKAX4EFVXsWLLEX6X7
trong do:

X1 1a Aib;

X2 1aT;

X3 1a Aib;

X4 1a K dugce cai bién hoa hoc nhd su lién hop gilta nhom epsilon-amino cia
mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-(yGlu)a-CO-(CH2)p-CO2H,
trong d6 a bang 1 va b bang 18;

Xsla A;
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XelaE; va

X7 khéng c6 mat;

(SEQ ID NO: 12);
hodc mubi duge dung cua no.
3. Hop chét chu van thu thé glucagon chira cong thirc:
YXi1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAXJEFVXsWLLEX6X7
trong do

X1 la Aib;

X2 1aT;

X3 1a Aib;

X4 12 K duoc cai bién hoa hoc nhd su lién hop gifta nhom epsilon-amino cua
mach bén K v6i ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-(yGlu)a-CO-(CH2)p-CO2H,
trong do a bang 1 va b bang 16;

Xsla A;

XeslaE; va

X7 khong c6 mat;

(SEQID NO: 11);
hodc mubi dugc dung cua no.
4. Hop chat chi van thy thé glucagon chi chira cong thirc:
YX1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7
trong do:

X1 1a Aib;

X2 1aT;

X3 1a Aib;

-66-



36040

TGVN — H810-5HNPT

X4 12 K duoc cai bién hoa hoc nho su lién hop gitta nhom epsilon-amino cia
mach bén K voi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-(yGlu)a-CO-(CH2)o-CO2H,
trong d6 a bang 1 va b bang 16;

Xsla A;

X6 1a E; va

X7 khong c6 mat;

(SEQ ID NO: 11);
hodc mudi duge dung clia no.

5. Dugc pham chira chét cha vén thu thé glucagon theo diém bat ky trong sd cac

diém tir 1 dén 4 va chét mang, chét pha loing, hodc ta dugc dugc dung.

6. Chét chu van thu thé glucagon theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4,
trong d6 hoat tinh cua chét cht van thu thé glucagon niy & thu thé glucagon cao hon

it nhat 13 100 14n hiéu lyc ciia chat cht van thu thé glucagon & thu thé GLP-1.
7. Hop chat chi van thu thé glucagon chira cong thirc:
YX1QGTFX>SDYSKYLDX3KKAX4EFVXsWLLEX6X7
trong do:

X1 1a Aib;

X>1a T hoac L;

X3 1a Aib;

X4 1a K duoc cai bién héa hoc nho su lién hgp gitra nhom epsilon-amino cta
mach bén K véi ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CH2),-CO2H,
trong do a bang 1 hodc 2 vab bing 14 dén 24;

Xsla E hoac A;
Xe¢1a T hodc E;

X7 khong ¢6 mit, hodc 1a peptit duoc chon tir nhom gém GPSSGAPPPS va
GPSSG;
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va axit amin dau tin cung C dugc amit héa ¢ dang amit bac nhat ¢ dau tén

cung C (SEQ ID NO: 5);
hoac mubi duoc dung cua no.
8. Hop chit chi van thu thé glucagon chi chira cong thic:
YXi1QGTFXSDYSKYLDX3KKAXsEFVXsWLLEX6X7
trong do:
Xj 1a Aib;
X>1a T hoac L;
X3 1a Aib;
X4 1a K duwoc cai bién hoéa hoc nho sy lién hgp gitta nhom epsilon-amino ctlia

mach bén K vé&i ([2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)a-CO-(CH2)p-CO2H,
trong d6 a bang 1 hodc 2 va b bang 14 dén 24;

Xsla E hoac A;

Xe1a T hoac E;

X7 khong ¢6 mat, hodc 1a peptit dugc chon tir nhom gém GPSSGAPPPS va
GPSSG;

va axit amin dau tan cung C dugc amit hoa & dang amit bac nhit & dau tan
cung C (SEQ ID NO: 5);
hodc mubi duoc dung cia no.
9. Chat chu vén thu thé glucagon theo diém 7 hoic diém 8, trong do6 hoat tinh cua
chét chi van thu thé glucagon nay & thu thé glucagon cao hon it nhét 12 100 1an hiéu
luc ctia chat chii van thu thé glucagon & thy thé GLP-1.
10. Hop chét khang thu thé glucagon ¢6 cau tric duge chon tr nhém gobm SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11
va SEQ ID NO:12.
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11. Dugc pham chira chat chi vén thy the glucagon theo diém bat ky trong so cac

diém tir 7 dén 10 va chat mang, chat pha loang, hodc ta duge dugce dung.
12. Duge pham theo diém 11, con chira tac nhan trj li¢u khac.

13. Duge pham theo diém 12, trong do6 tac nhan tri liéu khac 1a chat chu van GLP-

IR.
14. Dugc phim theo diém 13, trong d6 chét chi van GLP-1R 1 dulaglutide.

15. Duge pham theo diém 12, trong d6 tac nhan tri liéu khac la chat dong cha vén

GIP-GLP-1.
16. Duge phim theo diém 15, trong do chit ddng chi van GIP-GLP-1 ¢6 cdu tric

SEQ ID NO:15.
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Danh muc trinh tu
<110> ELI LILLY AND COMPANY

<120> Chit chu véan thu thé glucagon va dugc phdm chia chit cha van
nay

<130> X21309

<150> 62/246,199
<151> 2015-10-26

<160> 17

<170> PatentIn version 3.5

<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> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1 5 10 15

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

<210> 3
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
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His Ser Gln
1

Arg Arg Ala

Arg Asn Asn
35
<210> 4
<211> 42
<212> PRT

<213> Homo
<400> 4

Tyr Ala Glu
1

Ile His Gln

Lys Asn Asp
35
<210> 5
<211> 30
<212> PRT

<213> Trin

<220>
<223> céu

<220>

<221> DAU
<222> (2) .
<223> Xaa
<220>

<221> DAU
<222> (7) ..
<223> Xaa
<220>

<221> DAU

Gly

Gln
20

Ile

36040

Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

10 15

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

Ala

sapiens

Gly

Gln
20

Trp

h tw

truc

HIEU
. (2)

& vi

HIEU
(7)

& vi

HIEU

25 30

Thr Phe Ile Ser Asp Tyr Ser Ile Ala Met Asp Lys

10 15

Asp Phe Val Asn Trp Leu Leu Ala Gln Lys Gly Lys

25 30

Lys His Asn Ile Thr Gln

nhén tao

téng hop

HON TAP

tri 2 la

AN TAP

udN TAP

40

axit alpha aminoisobutyric

Thr hodc Leu
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<222>  (16)..(1l6)
<223> Xaa & vi tri 16 la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> MOD RES
<222> (20)..(20)

<223> Xaa & vi tri 20 la Lys dugc cai bién hoéa hoc nho
su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
([2—(2—Amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma—Glu)a—CO—(CHZ)b—COZH
, trong dé a bang 1 hodc 2 va b bang 14 dén 24

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (24)..(24)

<223> Xaa & vi tri 24 la Glu hoac Ala.

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (29)..(29)

<223> Xaa & vi tri 29 1la Thr hoac Glu.

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (30)..(30)

<223> Xaa & vi tri 30 hodic khéng cd6 mdt hodc la polypeptit dugc chon
tlr nhém gém GPSSGAPPPS va GPSSG, va amino axit ddu tén cung C tuy vy
dugc amit hoda

<400> 5
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Xaa Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Xaa

1 5 10 15

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Xaa Trp Leu Leu Glu Xaa Xaa
20 25 30

<210> 6
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> clu truc tdng hop

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 la axit alpha aminoisobutyric
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<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (16)..(16)

<223> Xaa & vi tri 16 la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> MOD RES
<222>  (20)..(20)
<223> Xaa & vi tri 20 la Lys dugc cadi bién hoéa hoc nho
st lién hop vdi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys véi
([2—(2—Amino—etoxy)-etoxy]—axetyl)Z—(gamma—Glu)a—CO—(CHZ)b—COZH
trong dé a bdng 2 va b biang 16.

<220> :

<221> MOD RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 dugc amit hda & dang amit bac mot cd dau téan

cung C
<400> 6

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

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Glu Trp Leu Leu Glu Thr Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 7

<211> 39

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> clu truc tdng hop

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (16)..(16)

<223> Xaa & vi tri 16 1la axit alpha aminoisobutyric
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<222>  (20)..(20)
<223> Xaa & vi tri 20 la Lys dugc cai bién héa hoc nho
su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
([2—(2—Amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma—Glu)a—CO-(CHZ)b—COZH

trong dé

<220>
<221> MOD RES

a bdng 2 va b bang 18

<222>  (39)..(39)

<223> Ser & vi
cung C

<400> 7
Tyr Xaa Gln Gly

1

Lys Lys Ala Xaa
20

Ser Gly Ala Pro

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

<213> Trinh tu

<220>
<223> c&u truc

<220>

<221> DAU HIEU
<222> (2)..(2)
<223> Xaa & vi

<220>
<221> DAU HIEU

tri 39 dugc amit hdéa & dang amit béc

mdét cbé dau tan

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

5 10

Glu Phe Val Glu Trp Leu Leu Glu Thr
25

Pro Pro Ser

nhén tao

tbéng hop

HON TAP

tri 2 la axit alpha aminoisobutyric

HON TAP

<222> (16)..(le)

<223> Xaa & vi

<220>
<221> MOD RES

tri 16 1a axit alpha aminoisobutyric

<222> (20) ..(20)
<223> Xaa & vi tri 20 la Lys dugc cdi bién hoéa hoc nhd
sy lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
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([2- (2-Bmino-etoxy)-etoxyl-axetyl) 2- (gamma-Glu)a-CO- (CHZ) b-COZH
trong dé a bidng 2 va b bdng 16

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 duoc amit héa & dang amit bdc mdt co dau téan
cung C

<400> 8

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

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Glu Trp Leu Leu Glu Thr Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 9
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> clu truc tdéng hop

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 1la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (16)..(16)

<223> Xaa & vi tri 16 1la axit alpha aminoisobutyric

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (20)..(20)

<223> Xaa & vi tri 20 la Lys dugc cai bién hdéa hoc nho
su lién hop v&i nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
([2—(2—Amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma—Glu)a—CO—(CHZ)b—COZH
trong dbé a bing 2 va b bang 16

<220>
<221> MOD_RES
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<222> (34)..(34)
<223> Gly & vi tri 34 duoc amit hdéa & dang amit bac mét cé ddu téan
cung C

<400> 9
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Xaa

1 5 10 15

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Glu Trp Leu Leu Glu Thr Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly

<210> 10
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> clu truc tdng hop

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 13 axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (16)..(16)

<223> Xaa & vi tri 16 la axit alpha aminoisobutyric

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (20)..(20)

<223> Xaa & vi tri 20 la Lys dugc cdi bién hobéa hoc nho
sy lién hop voi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
([2—(2—Amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma—Glu)a—CO—(CHZ)b—COZH
trong d6 a bang 2 va b bang 18

<220>

<221> MOD_RES

<222> (34)..(34)

<223> Gly & vi tri 34 dugc amit hdéa & dang amit bac mét cé dau téan

cung C

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

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Glu Trp Leu Leu Glu Thr Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly

<210> 11
<211> 29
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> chu truc téng hop

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (2)..(2)

<223> ¥Xaa & vi tri 2 1la axit alpha aminoisobutyric

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (16)..(le)

<223> Xaa & vi tri 16 la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (20)..(20)

<223> Xaa & vi tri 20 la Lys dugc cai bién héa hoc nhd
su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
([2—(2—Amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma—Glu)a—CO—(CHZ)b—COZH
trong dé a bing 1 va b bi3ng 16

<220>

<221> MOD_RES

<222>  (29)..(29)

<223> Glu & vi tri 29 1a axit cé dau tan cung C

<400> 11

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

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Ala Trp Leu Leu Glu Glu
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20 25

<210> 12
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> chu truc tdéng hop

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (16)..(16)

<223> Xaa & vi tri 16 la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (20)..(20)

<223> Xaa & vi tri 20 la Lys dugc cdi bién hda hoc nho
su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
([2—(2—Amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma-Glu)a—CO—(CH2)b—C02H
trong dé a bang 1 va b bang 18

<220>
<221> MOD RES
<222>  (29)..(29)

<223> Glu & vi tri 29 la axit c6é dau téan cung C.
<400> 12

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

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Ala Trp Leu Leu Glu Glu
20 25

<210> 13
<211> 39
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> cu truc tbéng hop

-78-



36040

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 la axit alpha aminoisobutyric

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (13)..(13)

<223> Xaa & vi tri 13 is axit alpha aminoisobutyric

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (20)..(20)

<223> Xaa & vi tri 20 la Lys duoc cdi bién héa hoc nho
su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys vai
([2—(2—amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2-(gamma—Glu)a—CO(CH2)b—C02H
trong dé a bdng 1 hodc 2 va b bang 10 to 20

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (22)..(22)

<223> Xaa & vi tri 22 is Phe or l-naphthylalanine (1-Nal)

<220>

<221> MOD_RES

<222>  (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 tuy vy dugc amit hoda

<400> 13

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

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

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 14
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> clu truc tdéng hop
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<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

222>  (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 1la axit alpha aminoisobutyric

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (13)..(13)

<223> Xaa & vi tri 13 is axit alpha aminoisobutyric

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (20)..(20)

<223> Xaa & vi tri 20 1la Lys dugc cai bién héa hoc nho
su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
([2—(2—amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma—Glu)a—CO(CHZ)b—COZH
trong dé a bing 2 va b bang 18

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (22)..(22)

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

<220>

<221> MOD RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 dugc amit hda & dang amit bac mdt cd didu tan

cung C
<400> 14
Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

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

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 15
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> céu truc tdéng hop
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<220>
<221> DAU HIEU
<222>  (2)..(2)

<223> Xaa & Vi

36040

HON TAP

tri 2 1a axit alpha aminoisobutyric

HON TAP

<220>
<221> DAU HIEU
<222>  (13)..(13)

<223> Xaa & vi

tri 13 1la axit alpha aminoisobutyric

HON TAP

<220>
<221> DAU HIEU
<222> (20) .. (20)

<223> Xaa & Vi

tri 20 la Lys dugc cai bién héa hoc nho

su lién hop v&i nhém epsilon-amino ctua mach bén Lys voi
([2—(2—amino—etoxy)—etoxy]—axetyl)2—(gamma—Glu)a—CO(CH2)b—CO2H

trong dé

<220>
<221> MOD RES

a bdng 1 va b bang 18

<222>  (39)..(39)
tri 29 duoc amit héa & dang amit bac mét cod dau tan

<223> Ser & vi
cung C

<400> 15
Tyr Xaa Glu Gly

1

Ile Ala Gln Xaa
20

Ser Gly Ala Pro

35
<210> 16
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> c&u truc

<220>

<221> DAU HIEU
<222>  (2)..(2)
<223> Xaa & vi

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

5 10

Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly
25 30

Pro Pro Ser

nhan tao

téng hop

udN TAP

tri 2 1la axit alpha aminoisobutyric
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<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (7)..(7)

<223> Xaa & vi tri 7 la Thr or Leu

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (16)..(1l6)

<223> Xaa & vi tri 16 la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (20)..(20)

<223> Xaa as pos. 20 is Lys dugc cai bién hoéa hoc nhd
su lién hop véi nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
([2- (2-Bmino-etoxy) —etoxy] —axetyl) 2- (gamma
Glu)a-CO- (CH2)b-CO2H, trong dé a bing 2 va b bang 14 dén 24

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (24)..(24)

<223> ¥Xaa & vi tri 24 la Glu

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (29)..(29)

<223> Xaa & vi tri 29 la Thr

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (30)..(30)
<223> Xaa & vi tri 30 la peptit dugc chon tur nhdm gdm
GPSSGAPPPS va GPSSG; va amino axit ddu tan cung C dugc amit
héa

<400> 16
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Xaa Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Xaa

1 5 10 15

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Xaa Trp Leu Leu Glu Xaa Xaa
20 25 30

<210> 17
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
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<223> clu truc téng hop

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (2)..(2)

<223> ¥Xaa & vi tri 2 la axit alpha aminoisobutyric

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (7)..(7)

<223> Xaa & vi tri 7 la Thr

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222> (16)..(1lo)

<223> Xaa & vi tri 16 la axit alpha aminoisobutyric

<220>

<221> MOD RES

<222> (20)..(20)

<223> Xaa as pos. 20 is Lys dugc cail bién hoéa hoc nho
su lién hop véi nhém epsilon-amino of the K side-chain with
([2- (2-Amino-etoxy) —etoxy] —axetyl) 2- (gamma
Glu)a-CO- (CH2)b-CO2H, trong dé a bdng 1 va b bdng 14 dén 24

<220>
<221> DAU HIEU HON TAP
<222>  (24)..(24)

<223> Xaa & vi tri 24 la Ala

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222>  (29)..(29)

<223> Xaa & vi tri 29 la Glu

<220>

<221> DAU HIEU HON TAP

<222> (30)..(30)

<223> Xaa & vi tri 30 khéng cé mat

<400> 17

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

Lys Lys Ala Xaa Glu Phe Val Xaa Trp Leu Leu Glu Xaa Xaa
20 25 30
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