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Linh vyc ky thuat ciia sang ché

Sang ché d& cap dén cac hop chat twong tu amylin 1a céac chét chu van thu thé
amylin, va viéc st dung chung trong linh vuc y té dé diéu tri va/hodc phong nglra nhiéu
bénh, tinh trang hodc rdi loan khac nhau, bao gdbm diéu tri va/hodc phong ngura tinh trang
hép thu thirc dn qua muc, bénh béo phi va tinh trang thira can, cac bénh chuyén hoa, va cac
tinh trang va cac rdi loan khac duge mo ta & day. Cu thé 1a, sang ché dé cap dén cac hop
chéit twong tw amylin én dinh c6 thoi gian tac dung kéo dai va rat thich hop dé st dung &
dang ché phdm léng.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Amylin 12 mot hormon thudc ho hormon peptit bao gdm amylin, calcitonin, peptit
lién quan dén gen calcitonin, adrenomedullin va intermedin (intermedin con dugc biét 1a
AFP-6), va da dugc chi ra la cé lién quan dén nhidu bénh va rdi loan chuyén héa khac
nhau. Amylin ngudi duge phan lap, tinh ché va dugc md ta 1an ddu tién 1a thanh phan chinh
clia cac ling dong dang tinh bdt trong cac dao tuy ctia bénh nhén dao thdo dudng typ 2.

Amylin nguoi tw nhién 1a peptit 37 axit amin c6 cong thue

H-KCONTATCOATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY-NH>

trong d6 H- & du cung N ky hidu nguyén tr hydro, twong tng Vi s c6 mat cia
nhém amino tu do trén gdc axit amin dau cung N [nghia 14, gbc lysin (K) & vi trf trinh tu
s6 1 trong trinh tu duge chi ra trén day]; trong d6 -NH» ¢ dau cting C chi ra 1a nhém
carboxyl dau cing C 1a ¢ dang amit; va trong do dau ngodc don () di kém theo hai gbe
xystein (C, Cys) ¢ vi trf trinh tw 2 va 7 chi ra sy ¢6 mat cua ciu nbi disulfua ndi phén ti
gitta hai gbc Cys can quan tam.

Amylin c6 thé c6 lgi trong viéc didu tri rdi loan chuyén héa nhu bénh déi thdo dudong
va/hodc bénh béo phi. Amylin dugc cho la diéu hoa su rdng da day, va tc ché sy tiét
glucagon va hép thu thirc &n, nho d6 didu hoa tdc do giai phong glucoza vao hé tudn hoan.
Amylin bu trir cho tac dung cta insulin. So voi ngudi tredng thanh khoe manh, bénh nhén
dai thao duong typ 1 khong c6 amylin tudn hoan, va bénh nhan dai thao duong typ 2 thé
hién c4c néng dd amylin sau khi an bi gidm. Trong cdc thir nghiém lam sang & nguoi, mot

hop chit twong tu amylin duoc biét 12 pramlintide, dugc mo ta trong WO 93/10146 va co

_2-



41417

trinh  tu Lys-Cys-Asn—Thr-Ala-Thr-Cys-Ala—Thr-Gln-Arg-Leu-Ala—Asn-Phe-Leu-Val-
His-Ser-Ser-Asn-Asn-Phe-Gly-Pro-Ile-Leu-Pro-Pro-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Asn-Thr-Tyr,
ma cling co cau ndi disulphua gifta cac gbe Cys & vi tri 2 va 7, da dugce chi ra la lam giam
thé trong hodc 1am giam su ting cdn. Mot hop chit twong tu amylin khéc két hop céc géc
duoc N-metyl hoa va ¢ xu hudng két soi giam, dugc ky hiéu 1a IAPP-GI, da dugc mo ta
boi Yan et al. (PNAS, 103(7), 2046-2051, 2006; Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 10378-
10383; WO02006/042745). Tuy nhién IAPP-GI c6 vé c6 hoat tinh thap hon so v6i amylin
tu nhién.

WO91/07978 mo té cac hop chét twong tu céc peptit gdy gidm ndng do canxi méu,
bao gdbm amylin, trong do cau nbi disulphua ndi dugc thay thé bang su tao vong luan phién.
Tac dung cua cac chu truc thay thé nay ddi vai tac dung cua cc hop chét twong ty amylin
khong dugc md td. W0O99/34764 trinh bay s6 licu thé hién 1a >’xyclo-[2Asp,7Lys]-h-
amylin ¢6 hi¢u luc thip hon déng ké so v&i mot s6 hop chit tuong ty amylin khac, va chinh
amylin ngudi.

Cac hop chit twong ty amylin hodc pramlintide khac dugc mod ta trong
WO02013/156594, WO02012/168430, W02012/168431 va WO02012/168432, cling nhu
W02015/040182.

Bénh béo phi dugc cho 1a yéu t6 nguyén nhén chinh din dén su phat trién cia bénh
dai thao duong typ 2, ma gop phan vao vAn d& strc khoe chinh trén toan ciu va ngdy cang
phat trién. Céc bénh hodc rbi loan ma c6 thé phat trién nhu 1a hdu qua cia bénh dai thao
duong khong dugc didu tri bao gdm bénh tim mach va bénh dong mach ngoai bién, cac
bién chting vi mach va mach méu 16n, dot quy, va mot sb dang cua ung thu, cu thé 1a bénh
ung thu tao mau.

Trong linh vyc nay cé nhu ciu v& cac hop chét twong ty amylin khac. Vi dy, cic
hop chét twong tu amylin ma thé hién xu huéng két soi giam va/hodc do dn dinh hoa hoc
cao tai hodc quanh do pH=7 cé thé cho phép dang bao ché co do pH tai hodc gan v6i do
pH sinh ly. Céc hop chét twong tw amylin c6 thoi gian béan thai trong huyét twong dai mot
cach thich hop, cling ¢ thé cho phép khoang cach gitta cac 1An st dung liéu dai hon so véi
¢6 thé hién nay (vi du, mot 14n mdi tuan, hodc tham chi it thuong xuyén hon) va do do cai
thién sy tuan thi cua bénh nhan. Cac mic hoat tinh chud vén cao ¢ thu thé amylin cling ¢0
thé 12 mong mudn.

Ban chét k§ thuét ciia sang ché
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Sang ché dé cap dén cac hop chat ma 1a hop chét tuong tu véi amylin ngudi.

Theo khia canh thir nhit, sang ché dé xuét hop chit twong tu amylin ma 1a hop chét
c6 cong thuc:

R!-Z-R?

trong do

R! 1 hydro, C1.4 axyl, benzoyl hodc Ci.4 alkyl, hodc gbc kéo dai thoi gian ban thai
M, trong d6 M dugc lién két thy y v6i Z qua gbc caundi L;

R2 13 OH hoic NHR?, trong d6 R? 1a hydro hodc Ci-3-alkyl; va

7 1a trinh tu axit amin c6 cong thic I:

X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-Ala-Thr-X10-Arg-Leu-Ala-X14-Phe-Leu-X17-Arg-
X19-X20-Phe-Gly(Me)-Ala-Ile(Me)-X27-Ser-Ser-Thr-Glu-X32-Gly-Ser-X35-Thr-X37

@

trong do

X1 duoc chon tir nhom bao gbm Arg, Lys va Glu;

X3 dugce chon tir nhém bao gém Gly, Gln va Pro;

X4 dugce chon tr nhém bao g61n Thr va Glu;

X5 duge chon tir nhém bao g6m Alava Leu;

X6 duge chon tir nhém bao gém Thr va Ser;

X10 duogc chon tir nhdm bao g6m Glu va Gln;

X14 duoc chon tir nhom bao gém Aad, His, Asp, Asn va Arg;

X17 dugc chon tir nhém bao gém Gln, His va Thr;

X19-X20 dugc chon tir Ser-Ser, Thr-Thr, Ala-Thr, Ala-Ala, Gly-Thr, Gly-Gly va
Ala-Asn hodc khong c6 mit;

X27 duogc chon tir nhdém bao gém Leu va Pro;

X32 duoc chon tir nhém bao gém Val va Thr;

X35 duoc chon tr nhdm bao g61n Asn va Ser;

X37 dugc chon tr nhom bao g6m Hyp va Pro; va

X2 va X7 1a cac gbe axit amin c6 cac chudi bén ciing tao ra cau nbi lactam;

hodc mubi duoc dung hodc solvat ctia ching.

Trong mot s6 phuong an, X1 dugc chon tir Arg va Lys.

Trong mot sb phuong an, X3 1a Gly, X4 1a Thr, X5 1a Ala va/hodc X6 1a Thr, vi du
X3 1a Gly, X4 1a Thr, X5 la Ala va X6 1a Thr.
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Trong mot sb phuong an, X14 dugc chon tir His, Asp va Aad.

Trong mdt s& phuong 4n, X17 1a Gln.

Trong mot sb phuong an, X19-X20 dugc chon tir Ser-Ser va Thr-Thr, hoac khong
¢6 mat, vi du Ser-Ser.

Trong mdt s& phuong 4n, X32 1a Val, X35 12 Asn va/hogc X37 1a Hyp.

Do d6, Z c6 thé 13 trinh tu axit amin ¢6 cong thue II:

X1-X2-Gly-Thr-Ala-Thr-X7-Ala-Thr-X10-Arg-Leu-Ala-X14-Phe-Leu-Gln-Arg-
X19-X20-Phe-Gly(Me)-Ala-Ile(Me)-X27-Ser-Ser-Thr-Glu-Val-Gly-Ser-Asn-Thr-Hyp

ey

trong do

X1 duge chon tir nhém bao gdm Arg va Lys;

X10 dugc chon tir nhém bao gém Glu va Gln;

X14 duoc chon tir nhoém bao gdbm Aad, Asp va His;

X19-X20 dugc chon tir Ser-Ser va Thr-Thr hodc khong ¢6 mait;

X27 dugce chon tir nhom bao gém Leu va Pro; va

X2 va X7 1a cac gbe axit amin c6 céc chudi bén clng tao ra cau ndi lactam.

Trong mot s6 phuong 4n, X14 1a Aad, X19-X20 la Ser-Ser va X27 1a Leu.

Trong toan bd ban mo ta nay, cac vi tri axit amin ctia hgp chét twong tu amylin dugc
danh s theo vi trf twong tng trong amylin nguoi tu nhién cé trinh tw duge thé hién trén
day. Trinh tu ¢6 cong thire T va 11 (va cac cong thire khéc & ddy) chira hai dot bién mat
doan axit amin twong ung v6i hai gbc Asn21 va Asn22 clia amylin nguoi. Do do, aé dé
dang so sanh véi trinh ty amylin, gbc Phe ngay dau cing C (xudi dong) cta vi tri X20 duoc
ky hiéu 1a vi trf 23, vi n6 thang hang véi Phe23 ctia amylin ngudi. Do do, viée danh s6 gbe
da cho bat ky trong cong thirc I va II trén day, va trong cong thirc khac ¢ vi tri khac trong
phan mb ta nay, phan énh gbc twong tng trong amylin ngudi khi dugce sip xép thang hang
t6i wu v6i n6 va khong nhét thiét phan énh vi tri tuyén tinh ctia n6 trong trinh tu cu thé nay.

(S& duogc hiéu ro 1a bat ky trong sd céc cong thue thich hop duge trinh bay trong
phin mo ta nay c6 thé duoc viét dé bao gdbm cac gbc X21-X22 & céc vi tri thich hop, trong
do X21 va X22 khong cd mat.)

Amylin ty nhién duoc biét 1a tao soi trong dung dich nude gan nhu ngay 1ap ttc.
Do d6, nhiéu nd luc da duoc thuc hién dé ting cuong do 6n dinh ctia cac hop chét tuong

tu amylin trong céac ché pham 1éng. Xu hudng tao soi co thé duoc lam giam bang cach dua
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vao cac gbc duge N-metyl hoa (nhu duoc dé cap trén day) va/hodc bing cach thay thé mot
s6 axit amin & nhiéu vi tri khac nhau. Tuy nhién, mac du ¢6 cac lya chon nay, van c6 mong
mudn tdi wu hoa thém do6 én dinh ctia cac hop chét twong tw amylin trong dung dich nudc.
Céc hop chat tuong tu amylin ¢6 do 4n dinh hoa hoc duoc ting cudng thém trong dung
dich nudc sé tao thuan 1oi cho sy phat trién dugc phém twong tng, mot cach hi€éu qua ngay
ca & dang ché phdm str dung duoc ngay, vi du, tai hodc quanh khoang pH trung tinh (d6
pH=7 7,4).

Amylin ty nhién, va phan 16n cac hop chét twong tur amylin (nhu pramlintide) chira
cAu ndi disulphua gifta cac gbe xystein & céc vi tri 2 va 7. Sy vong héa bén trong ma cau
ndi nay tao ra co thé 1a can thiét dé co tac dung va hiéu luc déy du. Mac du cac hop chét
chtra lién két disulphua bén trong thudng la kém dn dinh v& mat hoa hoc hon so véi ¢o thé
dugc mong mudn, va sy ¢6 mit cua lién két nay c6 thé gop phén vao sy dime hoa va
oligome héa, vi du, do phan Ung trao d6i disulphua, lién két disulphua trong amylin hodc
hop chét twong ty amylin chua dugc bao céo la yéu tb lién quan dén @6 6n dinh hoa hoc
thip trong céc ché pham nude.

Mot s6 nd lyc dé thay thé cu ndi disulphua trong amylin da dugc bdo cdo. Nhu
dugc mo ta trén day, trong nd luc dé tang cuong do 4n dinh va hiéu luc in vivo béng cach
lam giam su phan gidi protein do enzym va hoéa hoc, WO91/07978 d& xuét viéc thay thé
ciu ndi disulphua bén trong cla cc peptit lam giam ndng do canxi méu (bao gbm, vi du,
calcitonin va amylin) bang su tao vong thay thé. Tuy nhién, tdc dung ctia cac céu trac thay
thé nay trén hoat tinh cua cac hop chét twong ty amylin khong duoc mo ta. W0O99/34764
trinh bay cac s6 lidu thé hién 1a sy thay thé cau ndi disulphua bang cau lactam ndi phén ti
trong trinh tw amylin nguoi tu nhién tao ra hop chét tvong ty amylin (>’xyclo-[2Asp,7Lys]-
h-amylin) c6 hiéu luc thap hon dang ké so voi dang kiéu hoang va nhidu hop chat tuong
tu amylin khéc, didu nay co6 thé giai thich thém tai sao cac lya chon tao vong thay thé
khong dugc theo dudi tiép.

Tuy nhién, da phat hién ra 1a sy tao vong dua vao lactam la rit phtl hop véi céc hop
chét trong ty amylin c6 cac dot bién méat doan & cac vi tri 21 va 22, vi su thay thé cau nbi
disulphua bing cau ndi lactam dan dén su ting dang ké d6 6n dinh trong dung dich nudc
(xem bang 2) trong khi céc tinh chét ¢6 loi khac cua cic hgp chit tuong tu amylin nay,
nhu xu hudng tao soi thép, hoat tinh cao va do 6n dinh tot van duoc duy tri. Méc du da

biét 14 cac cAu nbi lactam nay lam giam manh hoat tinh ctia cac peptit (xem WO 9 1/07978,
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trang 45 dong 36 dén 52; WO 99/34764 trang 84, Bang A), da phat hi¢n thém rang cac hop
chét twong tu amylin theo sang ché ¢ thé duy tri hoat tinh cao/khong thé hién su giam
hoat tinh & céc thu thé hCT-R, hAMYR1, hAMYR2 va/hoic hAMYR3. Ngoai ra hodc
thay vao do, ching ¢o thé c6 do én dinh hoa hoc tdt va kha néng chéng tao soi, cu thé 1a
nhung khong phai duy nhét 1a trong khoang pH trung tinh.

Do d6 cac hop chit tuong tw amylin theo sang ché chta ciu ndi lactam dugce tao ra
gifta cdc chudi bén cua cac gbe & vi tri X2 va X7. Pé don gian, cac vi trf 2 va 7 s& dugc
thao luan bang cich tham chiéu dén cac gbc c6 mit danh dinh trude khi tao thanh lactam.

Mot trong cac gbc ¢ vi tri X2 va X7 1a gbc c6 chudi bén chira nhom axit carboxylic
va géc con lai la géc ¢6 chudi bén chira nhom amin, trong do6 lactam (amit vong) dugc tao
thanh gitta cdc nhom axit carboxylic va amin. Amin nay c6 thé 1a amin bac mot hodc amin
bac hai, nhung thuong 1a amin bac mot. Céc axit amin thich hop ¢6 cac chudi bén c6 thé
tham gia vao cAu ndi lactam bao gdm Asp, Glu va Aad (c6 chudi bén chira cdc nhom axit
carboxylic) va Dap, Dab, Orn, Lys va hLys (c6 chudi bén chtta cac nhom amin). Bat ky
trong s cac axit amin duogc chon tir Asp, Glu va Aad vé nguyén tic ¢6 thé tao ra clu ndi
lactam v6i bat ky trong b cac axit amin duogc chon tir nhém bao gdm Dap, Dab, Orn, Lys
va hlLys.

Do d6, mot trong sb cac géc G vitri X2 va X7 cod thé dugc chon tir Asp, Glu va Aad,
va géc con lai c6 thé dugc chon tir Dap, Dab, Orn, Lys va hLys.

Trong mot s6 phuong 4n thanh phan axit carboxylic ctia cAu ndi lactam thu dugc tir
axit amin & vi tri X2, trong khi d6 thanh phan amin cta cAu ndi lactam thu duoc tir axit
amin & vi trf X7. Do d6 X2 c6 thé dugc chon tir Asp, Glu va Aad, va X7 ¢6 thé duge chon
tir Dap, Dab, Orn, Lys va hLys.

C6 thé ¢6 loi néu chudi bén cta géc & vi tri X2 ¢6 do dai bing, hodc ngén hon, chudi
bén cla géc & vi tri X7. Cac td hop gbc nay cb thé tao ra lgi ich bao gdm hiéu lyc cao hon
s0 v6i cac to hop khac.

Trong ngit canh nay, do dai chudi bén dugc tinh bing sb luong cac nguyén tir trong
mach thang tir nguyén tr thir nhét ctia chudi bén nay (ma duoc lién két vao nguyén tu cua
khung peptit, nghia 1a, vao cacbon alpha cta gbc lién quan d6i v6i hau hét axit amin) dén
va bao gdm nguyén tir tham gia vao lién két amit cta cdu ndi lactam (nghia 13, nguyén tt

cacbon ciia nhom chire axit carboxylic hodc nguyén ti nito clia nhém amin).
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Do d6, céc chudi bén chira axit va amin thong thuong dugc xem la c6 do dai chudi

bén sau day:

Asp:

Glu:

Aad:
Dap:
Dab:
Orn:

Lys:

2 nguyén ti
3 nguyén tr
4 nguyén tr
2 nguyén tu
3 nguyén tu
4 nguyén tu

5 nguyén tr

hLys: 6 nguyén tu

Trong mdt sé phuong an, chudi bén ctia goc ¢ vi tri X2 la ngan hon so véi chudi

bén cia goc & vi tri X7.

Mong mudn 13, d dai cua cau noi lactam dugc tao ra boi hai chudi bén nay sau khi

tao thanh lién két amit (khong bao gdm cac nguyén tir bét ky trong khung peptit) 1a 4, 5,

6, 7 hodc 8 nguyén ttt, vi du 5, 6, 7 hodc 8 nguyén tir, ho#ic 5, 6 hodc 7 nguyén tur.

Do do, su tao cap thich hop cua cac gbe & vi tri X2 va X7 trong do chudi bén ¢ vi

trf X2 ngén hon so v6i chudi bén & vi tri X7 bao gom:

X2 la Asp va X7 1a Lys
X2 la Asp va X7 la Orn
X2 1a Asp va X7 1a Dab
X2 la Asp va X7 1a hLys
X2 1a Dap va X7 la Aad

Cac vi du vé su tao cap thich hop c6 cing dd dai chudi bén bao gom:

X2 la Glu va X7 1a Dab
X2 1a Dab va X7 la Glu

Tuy nhién céch tao cdp khac ma c6 the duoc xem xét bao gom:

X2 1a Asp va X7 1a Dap
X2 1a Aad va X7 la Dap
X2 1a Dap va X7 la Asp
X2 1a Dab va X7 la Asp
X2 1a Orn va X7 1a Asp

Céac cach tao cdp dugc quan tdm déc bigt 1a:
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X2 la Asp va X7 1a Lys

X2 la Asp va X7 1a Orn.

Trong mot sd phuong 4n cua céc cong thirc duge mo ta trén day:

X1 ¢6 thé 1a Arg;

X10 c6 thé 1a Glu.

X14 c6 thé dugc chon tir Asp va Aad.

X19-X20 c6 thé 1 Ser-Ser

X27 c6 thé 1a Leu

Hop chét twong tu amylin ¢6 thé c6 cong thic:

R!-Z-R?

trong do

R! 13 hydro, C14 axyl, benzoyl hodc Ci-4 alkyl, hoac gbc kéo dai thoi gian ban thai

M, trong d6 M duoc lién két thy y v6i Z qua gbc cau ndi L;

R2 13 OH hoac NHR?, trong d6 R? 1a hydro hogc Ci.3-alkyl; va

7 12 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao g@)m:
RD()GTAT-Dap()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD(GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-lle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp
RD(OGTAT-Orn()-ATERLAHFLQRF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLHRSSF-Gly(Me)-A-ITle(Me)-LSSTEVGSNTP
RD(OGTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orn()-ATERLARFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
ED()GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GEATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTLTK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD(OGTASK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp
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RD()GTATK(OATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-lle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD(GTAT-hLys()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp
RD(GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLTRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSST-Hyp
RD()GTAT-Ormn()-ATERLA-Aad-FLQRTTE-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orm()-ATERLA-Aad-FLQRTTE-Gly(Me)-A-Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRATF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRAAF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD(GTAT-Om()-ATERLA-Aad-FLQRGTF-Gly(Me)-A-lle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()QTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRGTF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD(PTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
ED()GTATK(OATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRAAF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRGGF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRANF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSE-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSE-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTETGSNT-Hyp
ED(OGTATK(ATERLA-Aad-FLQRSSFGly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRTTE-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
KD(GTATK(ATQRLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-Alle(Me)-LSSTEVGSNTHyp
RD()GTATK()ATQRLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATQRLADFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RD()GTATK()ATQRLADFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTETGSNT-Hyp
KD(OGTATK(OATQRLANFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
KDOGTATK(ATQRLANFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTETGSNT-Hyp
R-Dap()-GTATD()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
R-Dab()-GTATD()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
R-Orn()-GTATD(OATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
R-Dap()-GTAT-Aad()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
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R-Dab()-GTATE()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
R-Aad()—GTAT—Dap()—ATERLAHFLQRSSF—Gly(Me)—A—Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp
RE()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp

hodc mudi duoc dung hodc solvat cua chung

Cau ndi lactam & cac vi tri 2 va 7 dugc chi ra bang dau ngogc don () sau cac gbec &

cac vi tri do.

Trong mdt sé phuong 4n, R' 1a M hodc M-L-, va/hodc R? 1a NHa.

Céc hop chit cu thé theo sang ché bao gbm:
[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Dap()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 1)
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 2)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 3)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;
[19CD]-isoGlu-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chét 4)
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 5)
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRF-Gly(Me)-A- (Hop chét 6)
lle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Orn()-ATERLAHFLHRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 7)
Tle(Me)-LSSTEVGSNTP-NH,
[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 8)
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 9)
lle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-is0Glu-RD(GTAT-Orn()-ATERLARFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 10)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-is0Glu-ED()GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A- (Hop chét 11)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-is0Glu-RDOGEATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A- (Hop chét 12)

Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
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[19CD]-is0Glu-RD()GTLTK(O)ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-is0Glu-RD()GTASK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-is0Glu-RD()GTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
[le(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-is0Glu-RDO)GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH:

[19CD] -is0Glu-RDOGTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-hLys()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
lle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-is0Glu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-is0Glu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLTRS SF-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-LSSTEVGSST-Hyp-NH:

[1 9CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRTTF-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa

[1 9CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRTTF-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRATEF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRAAF-
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa

[19CD] -is0Glu-RD(O)GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRGTEF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH2

[1 9CD]-is0Glu-RD()QTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRGTEF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHo
[19CD]-is0Glu-RDOPTATK(ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
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[19CD]-isoGlu-ED()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-is0Glu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRAAF-Gly(Me)-A-
[le(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD] -is0Glu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRGGF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:

[19CD] -is0Glu-RDOGTATK()ATERLA-Aad-FLQRANF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-is0Glu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RDOGTATK(ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-ED()GTATK(O)ATERLA-Aad-FLQRS SFGly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa

[1 9CD]-is0Glu-RD)GTATK()ATERLA-Aad-FLQRTTF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-is0Glu-KD()GTATK()ATQRLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-
Alle(Me)-LSSTEVGSNTHyp-NH:
[19CD]-is0Glu-RDOGTATK(OATQRLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-isoGlu-RDOGTATK(OATQRLADFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-RDOGTATK(OATQRLADFLQRS SF-Gly(Me)-A-
[le(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-KD()GTATK()ATQRLANFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-KD()GTATK()ATQRLANFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NH
[19CD]-isoGlu-R-Dap()-GTATDO)ATERLAHFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-R-Dab()-GTATD)ATERLAHFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH
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[19CD]-isoGlu-R-Orn()-GTATD()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chit 47)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH, |
[19CD]-isoGlu-R-Dap()-GTAT-Aad()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-  (Hop chat 48)
A-lle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-isoGlu-R-Dab()-GTATE()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 49)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-R-Aad()-GTAT-Dap()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-  (Hop chat 50)
A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-RE()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 51)
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

va cac mudi va solvat dugc dung cta ching.

Sang ché d& xuét thém ché pham chtra hop chit tuong tu amylin nhu dugc mo ta
trén day. Ché pham nay c6 thé 1a dugce phdm, va c6 thé chaa chit mang, t4 dugc hodc ta
duoc long duge dung.

Sang ché dé xuét thém phuong phap tbng hop hop chét tvong tu amylin nhu duoc
mo ta trén day. Phuong phép nay ¢o thé bao gdm céc budce tong hop peptit bang hé phuong
phép pha ran hodc pha 16ng, va tuy y tach va/hodc tinh ché san phdm cudi cing. Phuong
phép nay ¢o thé bao gdbm thém bude tao lién két amit gifta cac éhu@i bén dvitri 2 va 7.

Sang ché dé& xuét thém hop chét tuong ty amylin theo séng ché dé st dung trong
phuong phap didu tri y té.

Céc hop chit twong ty amylin 1a hitu ich, khong ké cac yéu t6 khéc, trong viéc 1am
giam hép thu thirc 4n, thuc day su gidm cén, va e ché hodc lam giam sy tang can. Do do,
ching c6 thé dugc st dung dé diéu tri nhiéu tinh trang, bénh hoac rbi loan khéac nhau & d6i
tuong, bao gdm, nhung khdng gidi han &, b¢nh béo phi va nhiéu tinh trang, bénh hodc rdi
loan lién quan dén bénh béo phi khéac nhau, nhu bénh dai thdo duong (vi du, bénh dai thdo
duong typ 2), bénh tang huyét 4p, bénh rdi loan m& mau, chirng ngung thd khi ngt va bénh
tim mach. Péi tuong ¢ thé mic bénh béo phi kem theo it nhit mot tinh trang bénh kém
theo lién quan dén can ning, nhu bénh dai thdo duong (vi du, bénh dai thdo duong typ 2),
bénh tang huyét 4p, bénh rdi loan m& mau, chimg ngung thd khi ngti va bénh tim mach.
S& duge hidu 1a cac hop chét twong tu amylin do d6 ¢6 thé duoc str dung cho céc d6i tuong
bi méc cac tinh trang dugc dédc trung boi khong kiém soéat duoc su thém an hodc theo cach

khéc tinh trang an qua muec, nhu r6i loan @n qua do va hoi ching Prader-Willi. R3 rang 1a
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cac hop chét twong tu nay co thé duogc str dung dé diéu tri cac két hop cla céc tinh trang
bénh dd dugc mo ta.

Do d6, sang ché dé xuét hop chét twong tu amylin theo sang ché dé str dung trong
phuong phap didu tri, e ché hodc lam giam sy tang can, thic day su giam can va/hodc
lam giam céan ndng co thé du thira. Viéc diéu tri ¢ thé dat duoc, vi du, béng cach kiém
soat su thém &n, sy cho an, sy hép thu thac an, sy hép thu calo va/hodc su tiéu hao nang
luong. v

Sang ché cling dé xuét hop chét twong ty amylin theo sing ché dé st dung trong
phuongphépCﬁ&luibénhbéophicﬁngnhucéobénh,Nﬁlomlvathﬂ1Uangs&ckhéehén
quan, bao gdm, nhung khong giéi han &, béo phi bénh ly, bénh béo phi trude phau thuat,
bénh\dénlﬁénqummdénbéophLt@nhtﬁiH@IHénquandénbéophivach&ngngungthé
khi nga va cac vAn d& v& ho hip do bénh béo phi, chimg thodi hoa sun, bénh viém xuong
khép, va cac bién chimg vé stic khoe sinh san cta bénh béo phi hodc tinh trang thira cin
nhu vo sinh. Déi tuong co thé méc bénh béo phi kém theo it nhat mot tinh trang bénh kém
theo lién quan dén can ngng, nhu bénh dai thao dudng (vi du, bénh dai thao duong typ 2),
bénh ting huyét 4p, bénh rdi loan m& mau, chimg ngung thd khi nga va bénh tim mach.

Séngchécﬁngdéxuétc&:hqpch&ﬁuongtuanudh1ﬂwoséngchédés&dungﬂong
phuong phap phong nglra hodc didu tri bénh Alzheimer, bénh dai thio dudng, bénh dai
théodubngtyp1,b@ﬂ1dﬁ¢héodu6ngtyp2,ﬁéndﬁiﬂmﬂ)dubng,h@ichﬁngkhénginsuhn,
hdi ching rdi loan dung nap glucoza (IGT), céc tinh trang bénh do mirc glucoza mau cao,
bénhchuyélhéabaogénlh@ich&ngchuyélhéa,bénhténgdudnglnwétk@nhtanghuyét
ap, bénh 161 loan m& mau sinh xo vita, bénh gan nhidm m& (“gan nhiém md”; bao gbm
bénh gan nhiém m& khong do rugu (NAFLD), ma ty n6 bao gdm bénh viém gan nhiém
m& khong do ruou (NASH)), bénh suy than, chimg xo ctng dong mach (vi dy, chimg xo
vira dong mach), bénh mach 16n, bé¢nh vi mach, bénh tim do dai thao duong (bao gb6m bénh
co tim do dai thao dudng va bénh suy tim nhu la bién ching dai thao duong), bénh tim
mach vanh, bénh dong mach ngoai bién hodc dot quy, va két hop ctia chung.

Séang ché ciing d& xuét hop chét twong ty amylin theo sang ché dé st dung trong
phuong phép 1lam giam mtc LDL tudn hoan va/hodc lam téng ty 1¢ HDL/LDL.

Céc tac dung cua cac hop chét tuong tu amylin dbi véi cac tinh trang nay co thé
hoéntoénlm@crn@tph&udotécdungdéivéic&1néngcothé,hoaccéthélédéc1@3véi

no.
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Sang ché dé cap thém dén viéc str dung hop chét twong tu amylin theo sang ché dé
san xuat thude dé diéu tri, vc ché hodc 1am lam gidm sy tang can, thuc déy su gidm can
va/hodc lam giam khéi lugng co thé du thira.

Séang ché ciing dé cap dén viéc st dung hop chét tuong tw amylin theo sang ché dé
san xuat thudc dé diéu tri bénh béo phi cling nhu cac bénh, r6i loan va tinh trang strc khoe
kém theo, bao gdm, nhung khong gidi han &, béo phi bénh ly, bénh béo phi truéc phiu
thuét, bénh viém lién quan dén béo phi, bénh tti mat lién quan dén béo phi va chimg ngung
thd khi ngu va cac van dé vé ho hép do bénh béo phi, chirng thoai hoa sun, bénh viém
xuong khép, va cac bién chimg vé stic khée sinh san ctia bénh béo phi hodc tinh trang thtra
can nhu vo sinh. D6i tuong ¢6 thé méc bénh béo phi kém theo it nhat mét tinh trang bénh
kém theo lién quan dén cén ning, nhu bénh dai thao duong (vi du, bénh dai thao duong
typ 2), bénh tang huyét 4p, bénh rdi loan m& méu, chiing ngung thé khi ngl va bénh tim
mach.

Séang ché ciing dé cap dén viéc st dung hop chét twong tu amylin theo sang ché dé
san xuét thudc dé phong ngira hodc diéu tri bénh Alzheimer, bénh déi thio dudng, bénh
dai thao duodng typ 1, bénh dai thao duong typ 2, tién dai thdo duong, hodi chiing khang
insulin, hoi chimg rdi loan dung nap glucoza (IGT), céc tinh trang bénh do muc glucoza
mau cao, bénh chuyén hoa bao gbm hdi chiing chuyén hoa, bénh tang duong huyét, bénh
tang huyét ap, bénh r6i loan m& méu sinh xo vita, bénh gan nhiém md (“gan nhiém ma”;
bao gdm bénh gan nhiém md khong do rugu (NAFLD), ma tw n6 bao gdm bénh viém gan
nhidm m& khong do ruou (NASH)), bénh suy thén, ching xo cung dong mach (vi du,
chiimg xo vira ddng mach), bénh mach 16n, bénh vi mach, bénh tim do dai thao duong (bao
odm bénh co tim do dai thao dudng va bénh suy tim nhu bién chimg déi thao dudng), bénh
tim mach vanh, bénh dong mach ngoai bién hogc dot quy, va cac két hop ctia chung.

Séang ché ciing d& cap dén viéc str dung hop chét twong tuw amylin theo sang ché dé
san xuét thube dé 1am giam mirc LDL tudn hoan va/hodc lam tang ty 1é HDL/LDL.

Sang ché dé cap thém dén phuong phép didu tri, (e ché hodc lam giam sy tang cén,
thuc ddy su giam can va/hodc lam giam khéi luong co thé du thira & dbi tuong, bao gdm
budce stt dung lugng hitu hiéu didu tri ctia hop chét twong tu amylin theo sang ché cho ddi
tuong nay.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap diéu tri bénh béo phi cling nhu cac bénh,

rbi loan va tinh trang strc khoe kem theo, bao gbm, nhung khong gidi han &, béo phi bénh
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ly, bénh béo phi trude phéu thuét, bénh viém lién quan dén béo phi, bénh tGi mét lién quan
dén béo phi va chung ngung thé khi ngti va cac vAn dé v& hd hap do bénh béo phi, chimg
tho4i hoa sun, bénh viém xuong khép, va cac bién ching vé strc khoe sinh san cua bénh
bé)phihoacthﬂanngth&acénrﬁurvﬁ:ﬁnh(Sdéituqng,wagénlbuécsﬁfdunglugng
hitu hiéu didu tri ctia hop chét twong tu amylin theo sang ché cho déi twong nay. Ddi tugng
¢6 thé méc bénh béo phi kem theo it nhit mot tinh trang bénh kém theo lién quan dén cén
ning, nhu bénh dai thao duong (vi du, bénh dai thao duong typ 2), bénh tang huyét ap,
bénh rdi loan m& mau, chimg ngung thé khi ngti va bénh tim mach.

Séng ché cling dé cap dén phuong phap phong ngira hodc diéu tri bénh Alzheimer,
bénh dai thio dudng, bénh déi thao duong typ 1, bénh dai thdo duong typ 2, tién dai thdo
duong, hoi ching khang insulin, hoi ching 161 loan dung nap glucoza (IGT), c4c tinh trang
bénh do muc glucoza méau cao, bénh chuyén héa bao gbm hoi ching chuyén hoa, bénh
taing duong huyét, bénh ting huyét ap, bénh r61 loan m& mdu sinh xo vita, bénh gan nhiém
md (“gan nhiém md”; bao gbm bénh gan nhiém m& khong do rugu (NAFLD), ma tu no
bao gdm bénh viém gan nhidém m& khong do rugu (NASH)), bénh suy théan, ching xo cirng
dong mach (vi dy, chiing xo vira dong mach), bénh mach 16n, bénh vi mach, bénh tim do
d4i thao dudng (bao gdm bénh co tim do dai théao dudng va bénh suy tim nhu bién chiing
dai thao duodng), bénh tim mach vanh, bénh dong mach ngoai bién hodc dot quy, va cac
két hop cta ching, ¢ d6i twong, bao g@)m bude st dung lwong hitu hi¢u diéu tri cua hop
chét twong ty amylin theo sang ché cho d6i trgng nay.

Sang ché dé cap thém dén phuong phéap lam giam mirc LDL tudn hoan va/hogc 1am
tang ty 16 HDL/LDL & d6i tuong, bao gbdm budc st dung lugng hitu hi¢u diéu tri ctia hop
chét twong tu amylin theo sdng ché cho d6i twgng nay.

Sang ché dé cap thém dén viéc st dung hop chét trong tw amylin nhu dwge mo ta
trén day trong phuong phdp lam giam cén thdm m¥ (nghia 13, khong didu tri). S& duge hiéu
1a viéc dé cap dén cac ting dung diéu tri ctia cac hop chét twong tuw amylin va cac phuong
phap bao gbém bude st dung cac hop chét trong tw amylin c6 thé duoc hiéu tuong duong
1a bao gdm c4c Gng dung va st dung cac ché phim nay.

Céckhklcmﬂlvacécphuongzhlkhéccﬁaséngchésétn?nénrérénghﬁphﬁnrné
ta dudi day.

M ta chi tiét sang ché
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Trir khi duoc quy dinh theo cach khac & day, cac thuat nglr khoa hoc va k¥ thuat
duoc st dung & ddy s€ co y nghia duoc hiéu théng thuong bdi nguoi co hiéu biét trung
binh trong linh vire nay. N6i chung, danh phap dugc st dung ¢ day lién quan dén cac ky
thuét hoa hoc, sinh hoc phan tir, sinh hoc té bao va ung thu, mién dich hoc, vi sinh, duoc,
va héa hoc protein va axit nucleic, dwgc mo ta ¢ ddy, la danh phap duoc st dung mdt cach
phd bién va da dugc biét rd trong linh vuc nay.

TAt c& cac cong bd, patent va don yéu cau cp patent da cong bd dugc d& cap dén
trong don nay dugc dua vao ddy mot cach cu thé bang cach vién dan & day. Trong truong
hop c6 xung dot, phan mb ta ndy, bao gdm cac dinh nghia cu thé ctia no, s& chi phdi.

Trong toan bd phan md ta nay, tir “chira” hodc cac bién thé nhu “chira” hogc “dang
chira” s& dugc hidu 1a ¢6 ham ¥ bao gbm s6 nguyén hogc thanh phan da chi ra, hodc thudc
nhém s6 nguyén hodc thanh phan di chi ra, nhung khong loai trix s6 nguyén hogc thanh
phan bét ky khac hodc nhém sb6 nguyén hodc thanh phin bat ky khac.

Dang s6 it “mot” (“a,” “an” va “the”) bao gbm dang s6 nhiéu trir khi ngit canh chi
ra khac di mot cach rd rang.

Thuéat ngt “bao gdm” duoc st dung dé chi “bao gébm nhung khong giéi han ¢”.
“Bao gdm” va “bao gom nhung khong gidi han ¢ dugce sir dung thay thé cho nhau.

Thuét ngt “bénh nhan”, “ddi tuong”, va “ca thé” ¢6 thé dugc st dung thay thé cho
nhau va c6 thé dé cap dén nguoi hodc dong vat khong phai 1a nguoi. Cac dbi twong nay
thuong la dong vat c6 vu, bao gbm ngudi, dong vat linh truéng khong phai la nguoi (bao
odm vuon 16n, khi Cuu thé gici va khi Tan thé gioi), dong vat gia sic (vi du, bo, lon), dong
vat nudi (vi du, chd, meo) va dong vat gam nham (vi du, chudt nhit va chudt céng).

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngtt “mudi duge dung” duge dy dinh dé chi muoi
ma khong gy hai cho bénh nhan hoac dbi tuong ma mudi nay duoc st dung cho. Co thé
thich hop la mudi duogc chon, vi du, trong s6 mudi cOng axit va mubi bazo. Vi du vé mubi
cOng axit bao gém mubi clorua, muébi xitrat va mubi axetat. Vi du vé cac mudi bazo bao
gbm céc mubi trong dé cation duge chon trong s& cac cation kim loai kiém, nhu ion natri
hodc kali, cation kim loai kiém thd, nhu ion canxi hodc magie, cling nhu céc ion amoni
duge thé, nhu cac ion thude loai N(RDHRHRH)(RY, trong do R!, R2, R3 va R* s& doc lap
thuong ky hiéu hydro, Cis-alkyl tiry y dugc thé hoic Ca.6-alkenyl tuy y dugc thé. Vi du vé
cdc nhom Ci.¢-alkyl thich hop bao gdm cac nhom metyl, etyl, 1-propyl va 2-propyl. Vi du

vé cac nhém Ca-¢-alkenyl c6 thé thich hgp bao gbm etenyl, 1-propenyl va 2-propenyl. Cac
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vi du khéc vé cac mudi duoc dung dugc md ta trong “Remington’s Pharmaceutical
Sciences”, xuét ban lan thu 17, Alfonso R. Gennaro (Ed.), Mark Publishing Company,
Easton, PA, USA, 1985 (va cic xudt ban gin day ciia no), trong “Encyclopaedia of
Pharmaceutical Technology”, xuit ban lan tht ba, James Swarbrick (Ed.), Informa
Healthcare USA (Inc.), NY, USA, 2007, va in J. Pharm. Sci. 66: 2 (1977).

Thuétngﬁ‘%ohmf’ﬁongng&cénhtheoséngchédécapdénphﬁchqpcéhéaluqng
phap xéc dinh dugc tao ra gitra chét tan (trong truong hop nay, peptit hodc mudi duge
dung cta no theo sang ché) va dung méi. Dung moi trong mdi quan hé nay c6 thé, vi du,
12 nudce, etanol hodc loai hitu co phan tir nho dién hinh duogc dung khéc, nhu, nhung khong
giéi han &, axit axetic hodc axit lactic. Khi dung moi can quan tim la nude, solvat nay
thuong dugce goi la hydrat.

Thuat ngtr “chat chu van” nhu dugc st dung trong ngit canh cua sang ché dé cap
dénhqpchéthoathéalo@ihuthécﬁnquanténLthubng1ébéngcéd1ﬁénkétvéiné(ngHm
13, dudi dang phdi tir).

M3di phuong an cia sang ché dugc md ta & day co thé duoc thuc hién mot minh
hoiic duoc két hop véi mot hodc nhiéu phuong an khac theo sang ché.

Trong toan bd phan mo t& nay, trir khi cac axit amin xudt hién tu nhién dugc goi
bing tén day du cua ching (vi du, alanin, arginin, v.v.), ching dugc ky hi¢u bing tén viét
tit mot chit cai hodc ba chit cai thong thudng ctia ching (v du, Ala hodc A cho alanin, Arg
hodc R cho arginin, v.v.). Trong truong hop mot s6 axit amin khong xuat hién tu nhién
hoic it phd bién hon (nghia 13, cac axit amin khac 20 axit amin dugc ma héa boi ma di
truyén dong vat co vu chuén), trir khi chung dugc goi bang tén day du (vi du, sarcosine,
ornithine, v.v.), cdc ma ba hodc bdn chit cai thudng duge st dung dugc st dung cho cac
gbc ctia ching, bao gbém Orn (ornithine, nghia la axit 2.5-diaminopentanoic), Aib (axit o-
aminoisobutyric), Dab (axit 2,4-diaminobutanoic), Dap (axit 2,3-diaminopropanoic), Har
(homoarginin), y-Glu (axit y-glutamic), Gaba (axit y-aminobutanoic), B-Ala (nghia la, axit
3-aminopropanoic), 8 Ado (axit 8-amino-3,6-dioxaoctanoic).

Trir khi ¢6 quy dinh khac, cac thuét nglr dé cap dén cic dang ddng phan L cta cac
axit amin cAn quan tam.

Céc tir viét tit khac bao gdm céc tur viét tit sau day:

Gly(Me): N-metylglyxin [con dugc biét 12 sarcosine (Sar)]

[le(Me): N-metylisoleuxin
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Aad: axit 2-aminoadipic, vi dy, axit (2S)-2-aminoadipic [clng 1a

axit (2S)-2-aminohexandioic], con dugc biét 1a axit homo-

glutamic

Hyp: 4-hydroxyprolin, vi du (28,4R)-4-hydroxyprolin
[con dugce thé hién bang (4R)-4-hydroxy-L-prolin]

Dap: axit 2,3-diaminopropanoic, vi du axit (2S)-2,3-diamino
propanoic

Dab: axit 2,4-diaminobutanoic, vi du axit (2S)-2,4-
diaminobutanoic

hLys: axit 2-amino-7-amino-heptanoic, con dugc biét 1a homo-

lysin, vi du, axit (2S)-2-amino-7-amino-heptanoic

Thuét ngit “lugng hitru hiéu diéu tri” nhu duoc st dung & ddy trong nglt canh cta
cac phuong phap diéu tri dugc mo ta trén day hodc cac can thi€p didu tri khac theo sang
ché dé cap dén lugng du dé chita khoi, 1am gidm, cai thién hogc ngin chan mot phén cac
biéu hién 1dm sang cia mdt bénh, rbi loan hodc tinh trang cu thé ma 1a muc dich cta viéc
diéu tri nay hodc can thiép diéu tri khac can quan tdm, vi dy, nhu dugc do béi céc chi sd
lam sang da thiét 1ap hodc cac chat danh d4u sinh hoc khac (da thiét 1ap hodc b%mg tht
nghiém). Luong thich hgp dé diéu tri ¢6 thé dugc xéac dinh theo kinh nghiém bdi ngudi ¢6
hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy dwa vao chi dinh dang duoc diéu tri hodc phong
ngira va ddi tugng ma lugng thich hop dé didu tri nay dang duoc sir dung cho. Vi dy, nguoi
¢6 hiéu biét trung binh c6 thé do mot hogc nhidu yéu to chi thi thich hop v& mit 14m sang
ctia hoat tinh sinh hoc dugc mé ta ¢ day, vi du, mic lipit huyét twong, muc glucoza mau
hodc su giai phong insulin. Ngudi ¢o hiéu biét trung binh ¢ thé quyét dinh lugng thich
hop vé mit 14m sang nho céc gid tri do in vitro hodc in vivo. Cac gia tri do dién hinh khéc
bao gdm su ting khdi lwong co thé, su sut can, va su thay d6i huyét ap.

Luong du dé dat duoc bét ky hodc toan bd cac tac dung nay duoc xac dinh la luong
hitu hiéu diéu tri. Lugng duge st dung va phuong phap sur dung c6 thé dugc diéu chinh dé
dat duoc tac dung t8i wu. Luong hitu hiéu cho myc dich dé ra s& phu thudc, ngoai cdc yé’u
16 khde, vao mac do nghiém trong cua bénh, r6i loan hodc tinh trang ma 1a muc dich cua
viée diéu tri cu thé nay hodc can thiép diéu tri khac, vao khéi luong co thé va tinh trang

chung cta d6i twong can quan tam, vao ché @6 an, vao dugc pham co the dugc su dung

-20-



41417

ddng thoi, va vao cac yéu t6 khic da biét rd ddi v6i ngudi c6 hiéu bict trung binh trong
linh vuc y té. Viéc quyét dinh kich thude lidu thich hop va phac do sit dung lidu thich hop
nhét cho viéc st dung peptit hodc mudi hodc solvat duoc dung cta ching theo sang ché
cho nguoi co thé dugc hudng dan boi két qua thu dugc theo sang ché, va co thé duoc xac
nhan trong chc thir nghiém 1am sang duoc thiét ké thich hop. Liéu hitu hiéu va quy trinh
didu tri c6 thé duge quyét dinh bing phuong phap thong thuong, bt dau voi lidu thip o
cac dong vat thi nghiém va sau do tang dan lidu nay trong khi theo ddi tac dung, va cling
thay dbi c6 tinh hé théng phac do lidu nay. Nhiéu yéu t& c6 thé duoc tinh dén boi béc s§
khi quyét dinh lidu t8i wu cho dbi trong can quan tim. Céc cin nhic nay da dugc biét 1o
boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh.

Thuat ngtr “didu tri” va céc bién thé ngit phap khéac ctia n6 (vi du, “duoc diéu tri”,
“dang dugc didu tri”, “diéu tri”) nhu dugc st dung trong ngit cinh nay d& cap dén phuong
phép tiép can dé thu duoc cac két qua 1am sang c6 lgi hodc mong mudn. V&i muc dich cta
sang ché, cac két qua 1am sang c6 lgi hodc mong mudn bao gdm, nhung khéng giGi han 6,
lam giam triéu chiing, giam muc do ctia bénh, lam 6n dinh (nghia 13, khong lam xéu di)
tinh trang bénh, tri hodn hodc lam chdm dién tién cta bénh, cai thién hodc lam diu tinh
trang bénh, va 1am thodi lui (mdt phan hogc toan bg), ké ca phat hién dugc hay khong phat
hién duoc. “Piéu tri” con c6 nghia la kéo dai sy sdng so véi thoi gian song du kién néu
khong nhan dugc didu tri. Pbi twong (vi du, nguoi) cin dugc diéu tri do d6 co thé 1a dbi
tugng da bi méc bénh hoic rdi loan can quan tdm. Thuét ngit “diéu tri” bao gém tac dung
trc ché hodc lam giam su ting mic d§ nghiém trong cta tinh trang bénh hodc triéu ching
(vi dy, sy tang can hodc bénh ting duong huyét) so véi khi khong diéu tri, va khong nhét
thiét c¢6 nghia bao ham tac dung chdm dat bénh, r6i loan hodc tinh trang turong Gng.

Thuat ngt “phong ngua" va cac bién thé ngit phép cia nod (vi du, “duoc phong
ngira”, “su phong ngra”, “phong ngira”) nhu dugc sir dung trong ngit canh nay dé cap dén
phuong phéap dé can trd hodc ngin nglra sy phat trién, hodc bién ddi bénh Iy cua, tinh trang,
bénh hodc rdi loan. Theo do, “phong ngira” c6 thé d& cap dén phuwong phép du phong hodc
phuong phap phong nglra. V6i muc dich cua sang ché, cac két qua 1am sang c¢o loi hodc
mong mudn bao gdm, nhung khong gidi han ¢, viéc ngan ngura hodc lam cham céc triéu
chtmng, dién bién hodc su phat trién ctia bénh, k& ca c6 thé phat hién dugc hay khong thé
phat hién duoc. Déi tuong (vi du, nguoi) can duoc “phong ngra” do do ¢ thé 1a dbi tuong

~,

chua bi méc bénh hodc rdi loan can quan tAm. Thudt nglt “phong ngira” do d6 bao gdm tac
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dung trc ché hodc 1am cham su khéi phat ctia bénh so véi khi khong duge diéu tri, va khong
nhét thiét ¢6 nghia bao ham tac dung phong ngira lau dai bénh, r6i loan hodc tinh trang lién
quan.

Tdng hop céc hop chét tuong tu amylin

Sang ché dé xuét thém phuong phap tdng hop hop chét twong tw amylin theo sang
ché. Céc hop chit twong tu amylin (ciing c6 thé duoc goi 1a cac hop chat hoéc peptit) co
thé dwoc san xuat thich hop bing cac phuwong phap tdng hop chudn. Do do, cac peptit ¢o
thé duoc tong hop bang, vi du, cdc phwong phép bao gdm tbng hop peptit nay bang hé
phuong phép pha rin hodc pha 1ong chuén, timg budc hodc bang cach to hop phan doan,
va tuy y tach va tinh ché san pham peptit cudi cung. Trong ngir canh nay, co thé tham khao
WO 98/11125 hodc, ngoai cac tai liéu khac, Fields, G.B. et al., “Principles va Practice of
Solid-Phase Peptide Synthesis”; trong: Synthetic Peptides, Gregory A. Grant (ed.), Oxford
University Press (2™ edition, 2002) va cac vi du tdng hop & day. Phuong phap nay thuong
bao gém thém budc tao lién két amit gifta cac chudi bén & vi tri 2 va 7, vi du, nhu dugc
md ta dudi day. Trong trudong hop tdng hop pha rin, su tao vong c6 thé duogc thuc hién tai
chd trén pha ran (vi du, nhya), nghia 1a, trude khi 14y peptit khoi pha ran.

Nhém Ci.4 axyl

Nhém Ci.4 axyl ma c6 thé dugce biéu dién bang nhém R! trong ngit canh cua céc
hop chét theo sang ché bao gdm cac nhom formyl (nghia la metanoyl), axetyl (nghia la
etanoyl), propanoyl, 1-butanoyl va 2-metylpropanoyl.

Cac nhom Ci-4 alkyl

Cac nhom Ci.4 alkyl ma co thé duoc biéu dién bang nhém R! trong ngft canh cac
hop chit theo sang ché bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, cdc nhom Cis alkyl, nhu
metyl, etyl, 1-propyl hodc 2-propyl.

Cac nhom Ci3 alkyl

Céc nhom Ci.3 alkyl ma co thé duoc biéu dién bang nhém R trong ngit canh cac
hop chit theo séng ché bao gdm metyl, etyl, 1-propyl va 2-propyl.

Cac gbc M kéo dai thoi gian ban thai

Nhu duge mé ta & day, gbe R! dau cung N trong hop chit theo sang ché c6 thé 1a
géc kéo dai thoi gian ban thai M (ddi khi dugc goi trong cac tai liéu, khong ké cac thuat
ngit khac, 1a gbc kéo dai thoi gian hogc gde lién ket albumin), thy ¥ dugc lién két (gan

ddng hoa tri) vao gbc peptit Z qua gbe cau ndi L. Trong sb cic gdc kéo dai thoi gian ban
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thai thich hop 1a mot s6 loai nhém thé wa lipit. Khong mong mubn bi rang budc béi ly
thuyét cu thé bét ky, duoc cho 1 cdc nhom thé wa lipit nay (va cac nhom khac cia gbe kéo
dai thoi gian bén thai) lién két voi albumin trong dong mau, do d6 bao vé hop chét theo
sang ché khoi qua trinh loc bdi than cling nhu sy phan huy do enzym va do d6 ¢6 thé lam
tang thoi gian ban thai cua hop chét nay trén in vivo. Nhom thé va lipit nay cling c6 thé
didu bién hiéu luc cta hop chit nay nhu 1a chét chii van vé6i thu thé amylin (calcitonin).

Nhom thé ua lipit ndy c6 thé duoc gin vao gbc axit amin dau cung N hodc vao ciu
ndi L qua este, sulfonyl este, thioeste, amit, amin hoic sulfonamit. Theo do, s€ dugc hiéu
14 tbt hon, néu nhom thé wa lipit bao gdm nhém axyl, nhom sulfonyl, nguyén tir N, nguyén
tr O hodc nguyén tir S ma tao thanh mot phan ctia este, sulfonyl este, thioeste, amit, amin
hodc sulfonamit. Tét hon, néu nhém axyl trong nhom thé ua lipit nay tao thanh mot phan
ciia amit hodc este voi gde axit amin hodc ciu noi.

Nhom thé wa lipit nay c6 thé bao gém chudi hydrocacbon c6 tir 10 dén 24 nguyén
ttr C, vi du, tir 14 dén 22 nguyén ti C, vi dy, tir 16 dén 20 nguyén tir C. Tt hon, néu no ¢6
it nhét 13 14 nguyén t C, va tét hon, néu c¢6 20 nguyén tir C hodc it hon. Vi dy, chudi
hydrocacbon nay cé thé chira 14, 15, 16, 17, 18, 19 hodc 20 nguyén tir cacbon. Chudi
hydrocacbon nay ¢o6 thé 1a thang hodc c6 nhanh, va c6 thé 1 no hodc khong no. Ngoai ra,
né ¢6 thé bao gdm nhém chuc & diu cung cua chudi hydrocacbon, vi du nhom axit
carboxylic ma co thé dugc hodc c6 thé khong dugc bao vé trong qua trinh tong hop. Tir
phén thao luan trén day, s& duoc hiéu 14 chudi hydrocacbon nay tot hon, 1a duge thé bang
gbc ma tao thanh mot phan cia lién két v6i gde axit amin diu cung N cia goc peptit Z
hogic v&i cau ndi L, vi du, nhom axyl, nhém sulfonyl, nguyén tir N, nguyén to O hodc
nguyén tu S.

Tét nhét 13, chudi hydrocacbon dwgc thé bing nhém axyl, va do do chudi
hydrocacbon nay co thé 12 mot phan ctia nhém alkanoyl, vi du nhém dodecanoyl, 2-
butyloctanoyl, tetradecanoyl, hexadecanoyl, heptadecanoyl, octadecanoyl, nonadecanoyl
hodc eicosanoyl. Vi du vé& cdc chubi hydrocacbon c6 nhém chie la 15-carboxy-
pentadecanoyl, 17-carboxy-heptadecanoyl va 19-carboxy-nonadecanoyl.

Nhu dugc dé cap trén day, nhom thé ua lipit M ¢6 thé duoc lién két vai gbe axit
amin dau cing N cia Z qua clu ndi L. Trong c4c phuong an, chinh gbe cau ndi L c6 thé
chira mot, hai, ba hodc nhiéu gbc phu duge lién két L', 1.2, 1.3, .v.v.. Khi cAundi L chi chtra

mdt gbe nhu vy, n6 dugce lién két voi nhom the va lipit va v&i goc axit amin dau cung N
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clia Z. CAu ndi nay sau do c6 thé dugc lién két v6i nhom thé wa lipit va voi goc axit amin
dau cung N ctia Z doc 1ap nho lién két este, sulfonyl este,thioeste, amit, amin hodc
sulfonamit. Theo do, n6 c¢6 thé bao gdm hai gbc duoc chon ddc 1ap tir axyl, sulfonyl,
nguyén tu N, nguyén ti O va nguyén tu S. Cau nbi nay c6 thé chira chudi hydrocacbon Ci.
10 _théng hodc ¢6 nhanh hoic tét hon 1a chudi hydrocacbon Ci-s thang. Ngoai ra, cdu ndi
nay co thé dugc thé bé‘mg mot hodc nhiéu nhém thé duge chon tir Ci6 alkyl, amino Ci.g
alkyl, hydroxy Ci.¢ alkyl va carboxy Ci- alkyl.

Trong mot ) phuong an, cau ndi nay cé thé chira mot hodc nhiéu (vi du, mot, hai
hogc ba) gdc axit amin dugc lién két, ma mdi gdc nay co thé doc 1ap 1a gdc axit amin Xuat
hién tu nhién hodc khong tu nhién bét ky. Vi du, cau nbi nay cé thé chira mot, hai hodc ba
gbc axit amin dugc lién két, mdi gdc nay co thé doc lap 1a gbc trong s6 Gly, Pro, Ala, Val,
Leu, Ile, Met, Cys, Phe, Tyr, Trp, His, Lys, Arg, Gln, Asn, a-Glu, y-Glu, e-Lys, Asp, B-
Asp, Ser, Thr, Gaba, Aib, B-Ala (nghia 13, 3-aminopropanoyl), 4-aminobutanoyl, 5-
aminopentanoyl, 6-aminohexanoyl, 7-aminoheptanoyl, 8-aminooctanoyl, 9-
aminononanoyl, 10-aminodecanoyl hodc 8Ado (nghia I3, 8-amino-3,6-dioxaoctanoyl).

Viéc dé cap dén y-Glu, e-Lys, va B-Asp chi ra cac gbc axit amin tham gia vao cdc
lién két qua cac nhém chire carboxyl hodc amin chudi bén cta ching. Do d6 y-Glu, va B-
Asp tham gia vao lién két qua cdc nhom amino alpha va carboxyl chudi bén ctia chung,
trong khi e-Lys tham gia vao qua cdc nhém carboxyl va amino chudi bén ctia no6. Trong
ngli canh theo sang ché, y-Glu va isoGlu duoc sir dung thay thé 14n nhau.

Trong mot sé phuong 4n, cau ndi nay chra hoic bao gdm mot, hai hodc ba gbe duoe
chon doc lap trong s Glu, v-Glu, e-Lys, p-Ala, 4-aminobutanoyl, 8-aminooctanoyl hodc
8Ado.

Céc cAu ndi chita isoGlu va isoGlu-isoGlu ¢6 thé dugc wu tién dic biét.

Vi du v& nhom thé ua lipit bao gdm gde M ua lipit va cau ndi L duoc thé hién trong

cong thic dudi day:

HzNYNH
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O day, nguyén tr nito khung cua gbc Arg (c6 mit & vi tri X1 cla trinh tu peptit Z
ctia hop chét twong tu amylin) dugc lién két ddng hoa tri véi nhom carboxyl chudi bén ctia
gbc Glu qua ciu ndi amit. Nhom 19-carboxy-nonadecanoyl duoc lién két dong hoa tri v6i
nhém amino alpha clia cau ndi Glu qua lién két amit. Do do, cdu ndi Glu 14 & cau hinh iso-
Glu (hodc y-Glu). Su két hop nay cla gbe ua lipit va chu nbi, dugce lién két vaoi goe Arg,
¢6 thé duge dé cap bing ky hiéu téc ky [19CD]-isoGlu-R, vi dy, khi dwgc the hién trong
cobng thirc cia cac hop chét cu thé.

Nguoi co hiéu biét trung binh s& hiéu o cac k¥ thuat thich hop dé didu ché cac hop
chét duogc st dung trong ngft canh cua sang ché. Vi du vé héa hoc thich hop, xem, vi du,
WO098/08871, WO00/55184, WO00/55119, Madsen et al (J. Med. Chem. 2007, 50, 6126-
32), va Knudsen et al. 2000 (J. Med Chem. 43, 1664-1669).

Chudi hydrocacbon trong nhém thé wa lipit c¢6 thé dugc thé thém. Vi du, n6 ¢6 thé
duoc thé thém bing dén ba nhom thé duge chon tir NH,, OH va COOH. Néu chudi
hydrocacbon dugc thé thém, t6t hon, néu no dugc thé thém béng chi mdt nhoém thé. Ngoai
ra hodc theo cach khac, chudi hydrocacbon cé thé bao gdm gdc xycloalkan hodc

heteroxycloalkan, vi du nhu dugc thé hién dudi day:

\'N/_\N
/N

Trong mét sb phuong én, gbc xycloalkan hodc heteroxycloalkan 1a vong sau canh,
vi du, vong piperidin.

Trong cac phudng 4n thay thé clia sing ché, axit amin dau cing N cua Z trong hop
chét theo sang ché c6 thé duoc lién két (gin dong hoa tri) voi nhom thé biotin hoa, tuy y
qua gbc cu nbi L. Khong mong mudn bi rang budc boi ly thuyét cu thé bat ky, tin rang
cdc nhom thé duoc biotin héa nay lién két v6i albumin trong dong mau, do d6 bao vé hop
chét theo sang ché khéi bi phan hity boi enzym va do d6 ¢6 the 1am ting thoi gian ban thai
ctia hop chét nay trén in vivo. CAu ndi, khi c6 mit, c6 thé tao ra khoang céch gitra gbc
peptit Z va nhom thé bitotin hoa.

Nhom thé bitotin héa ¢6 thé duge gin vao gbc axit amin dau cung N hodc vao ciu
ndi qua lién két maleimit este, lién két sulfonyl este, lién két thioeste, lién két amit, lién

két amin hodc lién két sulfonamit. Theo do, s& duoc hiéu 1a tdt hon, néu nhém thé bitotin
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héa chira nhom maleimido, nhém axyl, nhém sulfonyl, nguyén tir N, nguyén t& O hodc
nguyén ti S ma tao ra mot phan cua li€n két este, sulfonyl este, thioeste, amit, amin hodc
sulfonamit can quan tam.

Vi du v& nhém thé bitotin hoa c6 thé bao gdbm

0 C

S /
H,,{ \r"\/’\v)J\NfN -\”f\\/f‘\h //\\[\.J/ﬁ\
ﬁ{&l i © P

Biotin dugc biét 12 Vitamin H hozc Coenzym R, va 1a vitamin phirc hop B tan trong
nuéce (vitamin B7). N6 da dugc chi ra 1a lam tang hép thu mot s6 thudc qua duong miéng.

Tac dung cua cac hop chét

Céc hop chét theo séng ché 12 céc chét chu van thu thé amylin, nghia 13, chung c6
kha nang lién két v6i, va gy ra su truyén tin hiéu boi, mot hodc nhidu thu thé hodc phuc
hop thu thé duoc goi la céc thu thé sinh Iy cho amylin ngudi. Céac thu thé nay bao gém thu
thé calcitonin ngudi hCT-R, cling nhu cdc phic hop bao gbm thu thé calcitonin ngudi
hCT-R va it nhat mdt trong sd céc protein bién ddi hoat tinh thu thé ngudi dugce ky hiéu 1a
hRAMP1, hRAMP2 va hRAMP3. Cac phtic hop gitta hCT-R va hRAMP1, hRAMP2 va
hRAMP3 duoc ky hiéu lan lugt 1a hAMYRI1, hAMYR2 va hAMYR3 (nghia 1a, cac thu
thé amylin ngudi 1, 2 va 3).

Khong mong mudn bi rang budc boi 1y thuyét, mot hop chét c6 thé duge xem la
chét cha véan thu thé amylin néu né c¢6 hoat tinh chu van & mot hodc nhiéu trong sb
hAMYR1, hAMYR2 va hAMYR3, vi dy, khang hAMYR1 va/hodc hAMYR3, vi du ¢
hAMYR3.

Thong thuong, chit chu véan thu thé amylin ciing s& c¢6 hoat tinh chu véan ¢ hCT-R
khi duoc trinh dién ma khong c6 mat hRAMP1, hRAMP2 va hRAMP3. Thong thuodng,
chét chi van nay sé c6 hoat tinh ¢ hCT-R (khi dugc trinh dién ma khong c6 mat hRAMPI,
hRAMP?2 va hRAMP3) cao hon du6i 10 13n so v6i hoat tinh cia nd & bat ky mot trong s6
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hAMYRI, hAMYR2 vi hAMYR3 (nghia Ia, hoat tinh ciia n6 & tit ca cac thu thé nay)
trong thir nghi¢m twong duong. Hoat tinh chi van ¢ hCT-R ¢6 thé cao hon dudi 5 lan so
v6i hoat tinh chil vin 8 hAMYR1, hAMYR2 va hAMYR3, gén bang (vi du, +/- 10%) hoat
tinh chd van & hAMYR1, hAMYR2 va hAMYR3, hodc thép hon hoat tinh cht van &
hAMYR1, hAMYR2 va hAMYR3. V& vén d& nay, diéu nay c6 thé chi thich hop dé so
sanh hoat tinh gitta hCT-R va hAMYR3.

Kha ning gdy ra sy tao thanh cAMP (nghia 1a, gdy ra hoat tinh adenylat xyclaza)
do su lién két v&i thu thé twong ng hodc phirc hop thu thé tuong tng thuong duoc xem la
dAu hiéu cua hoat tinh chu van. Céc con duong truyén tin hiéu ndi bao khac hodc cac su
kién khac cling c6 thé duoc stir dung 1am chi bao cho hoat tinh chu vén thu thé amylin. Céac
su kién nay c6 thé bao gdm giai phong canxi, huy dong B-arrestin, ndi bao hoa thu thé,
hoat héa hodc bit hoat kinaza, hoat hoa lipaza, giai phong inositol phosphat, giai phong
diaxylglyxerol hodc chuyén vi yéu t5 phién ma nhén.

Dang thtr nghiém twong dwong thich hgp sé€ st dung cac té bao trinh dién hCT-R va
chi khac vé sy trinh dién hRAMP1, 2 va 3 ctia chung. Vi du, dong té bao “nén” ma khong
rinh dién bat ky trong s6 hCT-R, hRAMP1, hRAMP2 va hRAMP3 ¢6 thé dugc thao tac
di truyén dé tao ra cdc té bao trinh dién (i) hCT-R, va (if) mot trong s6 hAMYR1, hAMYR2
va hAMYR3 (nghia 13, hCT-R cOng mot trong sO hRAMP1, hRAMP2 va hRAMP3), vi du
hAMYR3. Céc té bao nén thuong s& 12 t& bao dong vét c6 vii va 6 thé 1a té bao dong vat
linh truong. Chang ¢6 thé 1a té bao linh truong khong phai ngusi. Tot hon, néu té bao nén
khong trinh dién bét ky trong s6 CT-R, RAMP1, RAMP2 hodc RAMP3 (du la ctia nguoi
hay co nguodn gde tir t& bao nén néu té bao nén nay khong phai ciia nguoi). Cac té bao nén
nay co thé 1a cac té bao nguyén bao soi. Céc té bao nén nguyén bao soi khong phai cta
nguoi thich hop bao gbm cac té bao COS7, tir khi xanh Chau Phi, ma khong trinh dién CT-
R tu nhién hodc cac RAMP.

Hoat tinh tuong duong c6 thé duge do bang phuong phép thich hop bat ky, nhu
bing cach x4c dinh céc gia tri ECso nhu duge mo6 ta dudi day. Ro rang la chi bdo sinh hoc
phai gidng nhau cho ca hai loai thu thé.

Céc hop chét theo sang ché ¢6 thé thé hién nhiéu dic diém c6 loi so v6i amylin
nguoi va cac hop chét twong tu dang c6 cua chung, nhu pramlintide, IAPP-GL va cac chat
tuong tu duge mo ta trong W02012/168430, W02012/168431 va W0O2012/168432. So

v6i amylin nguot hodc bét ky trong sb cac chit tuong tu do, cac hop chét theo sang ché c6
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thé, vi du, thé hién téac dung dugc cai thién (vi du, ¢ dang hoat tinh hodc hiéu Iuc in vitro
duoc cai thién & mot hodc nhidu thy thé hCT-R, hAMYR1, hAMYR2 hodc hAMYR3).
Ngoai ra hodc thém vao do, cac hgp chét theo sang ché co thé thé hién do tan cai thién
trong mdi truong nudce, cu thé 1a & c4c gid tri pH trong khoang tir 4 dén 7,5, hodc & khoang
cac gia tri pH di qua khoang do. Ngoai ra, cac hgp cht theo sang ché c6 thé thé hién thém
hoic theo cach khac xu huéng trai qua su tao sgi gidm trong moi truong nudc thich hop
dé 1am thudc, cu thé 1a & cac gia tri pH trong khoang tir 4 dén 7, hodc & khoang gia tri pH
di qua khoang d6. Ngoai ra, cac hop cht theo sang ché c6 thé thé hién thém hoic theo
céch khac do dn dinh héa hoc dugc cai thién (nghia 1a, xu hudng trai qua su phan huy hoa
hoc gidm) trong mdi truong nudce, cu thé 1a & gi tri pH nam trong khoang tir 4 dén 9, hodc
& khoang gia tri pH di qua khoang do.

Céc hop chit theo séng ché do d6 c6 thé rét thich hop dé bao ché trong moi truong
axit (vi du, do pH=4) va trong méi truong trung tinh hodc gan trung tinh (vi du, d6 pH=7
hodc 7.4). Nguoc lai véi pramlintide, vi du, ma thuong thé hién d on dinh héa hoc kém
va tao soi nhanh trong mdi truong nudc thich hop dé 1am thudc ¢ do pH trung tinh, cac
hop chét theo sang ché do d6 c6 thé rét thich hop dé bao ché cung v6i, vi dy, insulin, céc
chét twong tu insulin khac nhau va/hodc céc chit diéu tri khac (vidy, chét chéng bénh dai
théo duong hodc chit chéng bénh béo phi) ma doi hoi dd pH bao ché trung tinh hodc gan
trung tinh.

Noi chung, tdt hon, néu st dung tht nghiém sinh hoc ma do sy truyén tin hiéu ndi
bao bi gdy ra bdi sy lién két ctia hop chét nay véi thu thé twong ng, nhu dugc thao ludn
trén ddy. Sy hoat hoa thy thé calcitonin/amylin bdi cac hop chét theo sang ché (c6 tac dung
nhu cdc chit cha van cta thu thé nay) giy ra sy tao thanh cAMP va su hoat hda cac con
duodng truyén tin hiéu ndi bao va céc sy kién khéc. Do do, su san sinh cAMP hodc tham s6
thich hop khac bét ky trong céc té bao thich hop trinh dién thu thé nay c6 thé duge st dung
d& theo dai hoat tinh chu van dbi v6i thu thé nay.

Nguoi co hiéu biét trung binh sé& biét cac dang thir nghiém thich hop, va cac vi du
duoc cung cép dudi day. Vi du, cac thir nghi¢m c6 thé st dung thu thé calcitonin nguoi
(hCT-R, vi du, d@)ng dang 2 ctia hCT-R) hodc thu thé hAMYR3 (xem cac vi du dudi day).
Khi cac trinh tu cta céc protein tidn chat duoc dé cap dén, nén duoc hiéu 13 c4c tht nghiém

¢6 thé st dung protein thanh thyc, thiéu trinh tu tin hiéu.
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Céc gid tri ECso c6 thé dugc sir dung lam sb do hiéu lyc chi van & thy thé da cho.
Gia tri ECsp 12 sb do néng do caa hop chét cAn thiét dé dat duoc mot nira hoat tinh tdi da
clia hop chét do trong mot thit nghiém cu thé. Vi vy, vi du, hop chat ¢ ECso [nCT-R]
thap hon so v6i ECso [nCT-R] ctia amylin nguoi ty nhién, hodc thap hon so véi cla
pramlintide, trong thtr nghiém cu thé ¢6 thé duoc xem 1a ¢6 hiéu luc hodc hoat tinh ¢ thu
thé nay cao hon so v6i amylin ngudi tu nhién, hodc cao hon so voi cua pramlintide, twong
ung.

Trong mot s phuong 4n cla cac hop chit theo sang ché, ECso d6i v6i hCT-R 1a
thép hon 1,5 nM (vi dy, 0,001 dén 1,5 nM).

Trong mot s phwong 4n cla céc hop chét theo sang ché, ECso d6i voi hCT-R 1a
thap hon 0,9 nM (vi dy, 0,001 dén 0,9 nM).

Trong mdt s6 phwong 4n cla cac hop chét theo sang ché, ECso ddi véi hCT-R 1a
thép hon 0,5 nM (vi dy, 0,001 dén 0,5 nM).

Trong mot s phwong 4n cla cac hop chit theo sang ché, ECso ddi v6i hCT-R 1a
thép hon 0,3 nM (vi dy, 0,001 dén 0,3 nM).

Trong mét s phuong 4n cla cac hop chit theo sang ché, ECso d6i v6i hCT-R 1a
thép hon 0,2 nM (vi du, 0,001 dén 0,2 nM).

" ECsp & hCT-R ¢6 thé biéu thi tac dung ctia hop chét dbi voi su hap thu thte an, su
ting cin va/hodc sy giam can. Cac hop chét ¢6 gié tri ECso thap hon  hCT-R ¢6 thé c6 tac
dungrnanhlunldéivéicécthanlaénay.

Trong mdt s6 phwong an cla cac hop chit theo sang ché, ECso di v6i hAMYR3 la
thép hon 1,0 nM (vi dy, 0,001 dén 1,0 nM).

Trong mdt sb phwong 4n cua cac hop chét theo sang ché, ECso d6i v6i hAMYR3 la
thép hon 0,5 nM (vi dy, 0,001 dén 0,5 nM).

Trong mét sb phuwong 4n cua cac hop chét theo sang ché, ECso d6i véi hAMYR3 la
thap hon 0,4 nM (vi du, 0,001 dén 0,4 nM).

Trong mét sb phwong 4n cua cac hop chit theo sang ché, ECso dbi v6i hAMYR3 1a
thép hon 0,3 nM (vi dy, 0,001 dén 0,3 nM).

Trong mét sb phwong 4n cua céc hop chét theo sang ché, ECso d6i véi hAMYR3 la
thép hon 0,2 nM (vi dy, 0,001 dén 0,2 nM).
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ECso & hCT-R (khi dugc trinh dién ma khoéng c6 miat hRAMPI, hRAMP2 va
hRAMP3) c6 thé 1a thdp hon ECso & bat ky hodc toan b¢ trong s6 hAMYR1, hAMYR?2 va
hAMYR3, vi du § hAMYR3.

Vi du, ECs0 6 hCT-R (khi duoc trinh dién ma khong c6 mat hRAMP1, hRAMP2 va
hRAMP3) c¢6 thé 1a thap hon dudi 10 1in so v6i ECso & bt ky hodc toan bd trong s6
hAMYR1, hAMYR2 va hAMYR3, vi du, § hAMYR3.

ECso & hCT-R (khi duoc trinh dién ma khong c6 mit hRAMPI, hRAMP2 va
hRAMP3) c6 thé 1a thip hon dudi 5 1an so v6i ECso & béat ky hodc toan bd trong so
hAMYR1, hAMYR2 va hAMYR3, vi du 6 hAMYR3.

| ECso & hCT-R (khi dugc trinh dién ma khong c6 mat hRAMP1, hRAMP2 va
hRAMP3) ¢6 thé gin nhu bing (vi dy, +/- 50%) ECso & bt ky hodc toan b trong s6
hAMYRI1, hAMYR2 va hAMYR3, vi du, § hAMYR3.

ECso & hCT-R (khi dugc trinh dién ma khong c¢6 miat hRAMP1, hRAMP2 va
hRAMP3) c6 thé 1 cao hon ECso & bt ky hodc toan bd trong s6 hAMYRI, hAMYR2 va
hAMYR3, vi du 6 hAMYR3.

Céac th nghiém nay cd thé duoc thuc hién trong céc diéu kién dugc mo ta trong Vi
du 2 dudi day.

Ngoai ra hodc theo cach khdc, cac hop chit theo sang ché c6 thé thé hién kha ning
chéng tao soi tdt. Vi du, ching ¢6 thé thé hién su tao soi khong thé phéat hién dugc sau 96
gio & do pH=4,0 va/hodc d6 pH=7,0, vi du, ¢ 40°C, vi du trong cac diéu kién duoc mo ta
trong Vi du 4.

Ngoai ra hodc theo cach khac, cdc hop chét theo sang ché co thé thé hién do on dinh
héa hoc tét, nghia 14 chdng lai sy phan hiy trong dung dich. Vi du, ching c6 thé duy tri do
tinh khiét it nhat 70%, do tinh khiét it nhat 1a 75%, do tinh khiét it nhét 80%, d¢ tinh khiét
it nhét 1a 85%, do tinh khiét it nhét 1a 90%, hodc do tinh khiét it nht 1a 95% sau khi 0 &
d6 pH=4, do pH=6, va/hogc dd pH=7 & 40°C trong 72 giv, hodc trong 14 ngay, vi du, trong
cac diéu kién duge md ta trong Vi du 5.

St dung trong didu tri

Cac hgp chét theo sang ché 13 hiru ich, khong ké cac trng dung khéc, trong viéc lam
giam hép thu thtc an, thic ddy su giam cin, va tc ché hodc 1am giam su ting can. Do do

ching co thé cung cép lwra chon diéu tri hép dan cho, khong ké cac bénh khac, bénh béo
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phi va cac bénh chuyén héa bi gy ra boi, duge dac trung bai, hodc co lién quan dén, khéi
lwong co thé du thtra.

Do d6, cac hop chét nay c6 thé duoc st dung trong phuong phap didu tri, (e ché
hodc lam giam sy tang cén, thic day su giam can, lam giam sy hép thtrc an, va/hogc lam
giam khéi lugng co thé du thira. Viée diéu tri ¢6 thé dat dwoc, vi du, bing cach kiém soat
sy thém an, su cho an, sy hép thu thirc an, su hép thu calo va/hodc su tiéu hao nang lugng.

Céc hop chét nay co thé duoc st dung trong phuong phap didu tri bénh béo phi
cling nhu céc bénh, r6i loan va tinh trang strc khoe lién quan, bao gbm, nhung khong gidi
han @&, béo phi bénh ly, bénh béo phi trude ph?\u thuét, bénh viém lién quan dén béo phi,
bénh tai mat lién quan dén béo phi va chimg ngung tho khi ngi va cac vén dé vé& ho hap
do bénh béo phi, ching thoai hoéa syn, bénh viém xuong khop, va céc bién ching vé stic
khée sinh san cua bénh béo phi hodc tinh trang thira can nhu v sinh.

Céc hop chét nay cling c6 thé duoc stir dung trong phuong phép phong ngira hodc
didu tri bénh Alzheimer, bénh dai thdo duong, bénh dai thao dudng typ 1, bénh dai thao
duong typ 2, tién dai thao duong, hdi chimg khang insulin, hoi ching r6i loan dung nap
glucoza (IGT), céc tinh trang bénh do mirc glucoza mau cao, bénh chuyén héa bao gdm
hoi chimg chuyén hoa, bénh ting dudng huyét, bénh ting huyét 4p, bénh rdi loan m& méu
sinh xo vita, bénh gan nhiém m& (“gan nhim m&”; bao gdm bénh gan nhiém m& khong
do ruou (NAFLD), ma tu n6 bao gdm bénh viém gan nhiém m& khong do rugu (NASH)),
bénh suy than, chimg xo cimg dong mach (vi dy, ching xo vita dong mach), bénh mach
16m, bénh vi mach, bénh tim do dai thao duong (bao gém bénh co tim do dai thdo duong
va bénh suy tim la bién chung dai thao dudng), bénh tim mach vanh, bénh dong mach
ngoai bién hodc dot quy.

Céc hop chat nay ciing c6 thé 1a hiru ich trong viéc lam giam muc LDL tuan hoan
va/hodc lam tang ty 1¢ HDL/LDL.

Céc tac dung cua-céac hgp chit dugc md ta trén day co thé dugc gy ra toan by hodc
mot phén nho tac dung trén khéi lugng co thé, hodc c6 thé 1a doc 1ap vai no.

Hoi chimg chuyén héa duge dic trung boi nhoém cac yéu t6 nguy co chuyén héa &
mot ¢4 nhan. Chung bao gbm chimg béo phi ving bung (m6 m& du thira quanh cac co quan
trong bung), bénh rdi loan m& mau sinh xo vita (rdi loan m& méu bao gOm triglyxerit cao,
HDL cholesterol thép va/hodc LDL cholesterol cao, ma tao thuan loi cho su tich tu mang

& thanh dong mach), huyét 4p ting (bénh tang huyét ap), tinh trang khéang insulin va khong
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dung nap glucoza, tinh trang huyét khdi (vi dy, fibrinogen cao hodc chét e ché hoat hoa
plasminogen—1 trong mdu), va tinh trang tién viém (vi du, protein phan tng C ting trong
mau).

Céc cé thé ¢6 hdi chimg chuyén héa c6 nguy co cao méc bénh tim mach vanh va
céc bénh khéac lién quan dén cic biéu hién khac cta ching xo cing dong mach (vi du,
chung dot quy va bénh mach ngoai bi€n). Yéu t6 nguy co co ban chiém wu thé cho hoi
ching nay co thé 1a bénh béo phi ving bung.

Duoc phém

Sang ché ciing md rong dén cac ché pham, nhu céc dugce pham, chtra cac hop chat
tuong tu amylin. Nhu véi tAt ca cac khia canh cua sang ché, dugc hiéu 1a viéc dé cap dén
hop chét tuong ty amylin bao gbm dé cap dén cac mudi va solvat duoc dung.

Cac hop chit twong tu amylin theo sang ché c6 thé duge bao ché thanh duge pham
ma duge 1lam cho thich hop dé st dung ma cin hodc khong can bao quan, va thuong chira
luong hitu hiéu diu tri cta it nhat mot peptit theo sang ché, cung véi chit mang duoc
dung, ta dugc hodc ta dugc 16ng dugc dung.

Thuat ngit “chit mang dugc dung” bao gdm bét ky trong s6 cac chit mang duoc
chudn. Cac chit mang duoc dung dé str dung trong diéu tri da duogc biét o trong linh vuc
duoc phém va dugc mo ta, vi duy, trong “Remington's Pharmaceutical Sciences”, xut ban
Jan thir 17, Alfonso R. Gennaro (Ed.), Mark Publishing Company, Easton, PA, USA, 1985.
Vi du, nuéce mudi tiét tring va nudc mubi dém phosphat & d6 pH axit nhe hodc do pH sinh
ly co thé duoc st dung. Chéat dém pH thich hop ¢6 thé, vi du, 1a phosphat, xitrat, axetat,
tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS), axit N-tris(hydroxymetyl)metyl-3-
aminopropansulfonic (TAPS), amoni bicacbonat, dietanolamin, histidin, arginin, lysin
hoidc axetat (vi du, dudi dang natri axetat), hodc hdn hop ctia chung. Thudt ngit nay bao
gbm chit mang bt ky dugc liét ké trong Duoc dién M¥ dé str dung & dong vét, bao gbm
nguoi.

Duoc phim theo sang ché c6 thé 1a & dang liéu don vi. ( dang nay, ché pham duoc
chia thanh céc liéu don vi chirta cac lugng thich hop cua thanh ph?m hoat chit hodc céc
thanh phén hoat cht. Dang liéu don vi c6 thé duoc trinh bay dudi dang ché phém duoc
déng goi, goi chtra cac lugng riéng bigt cla ché pham nay, vi dy, vién nén duoc dong goi,
vién nang hodc bot trong lo hodc 6ng thudc tiém. Dang liéu don vi ciing c6 thé 1a, vi du,

vién nang, ti hodc vién nén nguyén ven, hodc n6 c6 the 1a so luong thich hgp cia bat ky
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trong s6 cac dang duge dong gdi nay. Dang lidu don vi ciing ¢6 thé duge cung cip & dang
lidu don tiém dwoc, vi du, & dang thiét bi but chira ché phim pha 16ng (thuong 1a nudc).
Céc ché phim c6 thé duge bao ché cho duong sit dung va céch sir dung thich hop bét ky.
Céc chAt mang hodc chat pha lodng dugc dung bao gdm céc chit dugc sir dung trong cac
ché pham thich hop dé, vi du, st dung bang duong miéng, trong thiy tinh thé, truc trang,
4m dao, mii, khu tru, trong rudt hodc ngoai duong ti€u hoa (bao gdm dudi da (sc), trong
co (im), trong tinh mach (iv), trong da va qua da) hodc st dung bang cach hit. Cac ché
phém nay co thé dugc trinh bay thuén lgi & dang lidu don vi va c6 thé duoc bao ché béng
phuong phap bét ky trong s6 cac phuong phép da dugce biét 15 trong linh vuc dugc pham.

Dudng st dung dudi da hodc qua da cé thé trong mot s6 truong hop 1a thich hop
cho céc peptit theo sang ché.

Cac phuong an khéac dé cap dén cic thiét bi, dang liéu va géi dugc st dung dé phan
phéi cac dugce phim theo sng ché. Do do, it nhat mot peptit trong dung dich hodc ché
pham dn dinh hodc duoc bao quan dugc md ta & day co thé duoc st dung cho bénh nhan
theo sang ché bang nhiéu phuong phap phan phéi khac nhau, bao gdm bang duong tiém sc
hodc im, hodc béng cach sir dung qua da, phéi hodc qua niém mac, hodc béng cach céy,
hodc b:?mg cach st dung bom thAm thau, hop dan, vi bom hodc cac dung cu khac duge biét
b&i ngudi ¢6 hicu biét trung binh trong linh vyc nay.

Céac phuong an khac dé cap dén cac ché pham sir dung bing dudng miéng va viée
str dung bang duong miéng. Cc ché phdm dé sir dung bang duong miéng co thé dua vao
viéc str dung déng thoi céac ta duge (vi du, resorcinol va/hodc cac chit hoat dong bé mat
khong ion héa nhur polyoxyetylen oleyl ete va n-hexadexylpolyetylen ete) dé 1am ting nhan
tao kha ndng thAm cua thanh rudt, va/hodc viéc st dung déng thoi cac cht te ché enzym
(vi du, chat trc ché trypsin tuy, diisopropylflorophosphat (DFF) hodc trasylol) dé e ché su
phén hiy enzym. Thanh phan hoat chét cua dang liéu loai rin dé st dung bang duong
miéng co thé duogc tron voi it nhit mot chét phu gia, nhu sucroza, lactoza, xenluloza,
mannitol, trehaloza, raffinoza, maltitol, dextran, tinh bot, agar, alginat, chitin, chitosan,
pectin, gdm tragacanth, gdm arabic, gelatin, collagen, casein, albumin, polyme tong hop
hodc ban tdng hop, hodc glyxerit. Cac dang liéu nay ciing c6 thé chtra (cac) loai chét phu
gia khéc, vi du, chét pha loing khong hoat dong, chit 1am tron (nhu magie stearat),

paraben, chét bao quan (nhu axit sorbic, axit ascorbic hodc alpha-tocopherol), chét chéng
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oxy hoa (nhu xystein), chét gay 14, chit két dinh, chit 1am dic, chat dém, chét diéu chinh
do pH, chét 1am ngot, chét diéu vi hodc chét 1am thom.

Liéu luong

Lidu dién hinh cta hop chat twong ty amylin nhu duoc st dung trong ngit canh sang
ché c6 thé nim trong khoang tir khoang 0,0001 dén khoang 100 mg/kg khéi Iwong co thé
mdi ngay, nhu tir khoang 0,0005 dén khoang 50 mg/kg khéi lugng co thé mdi ngay, nhu
tir khoang 0,001 dén khoang 10 mg/kg khdi lugng co thé mdi ngay, vi du tir khoang 0,01
dén khoang 1 mg/kg khéi lwong co thé mdi ngdy, dugc sir dung trong mot hogdc nhiéu liéu,
nhu tr mot dén ba lidu. Liéu chinh xac dugc st dung s& phu thudc, ngoai cac yéu td khac,
vao: ban chit va mac do nghiém trong ctia bénh hodc rdi loan céan duoc didu tri, vao gidi
tinh, tudi, khéi luong co thé va tinh trang chung cua a6i tuong cAn duoc diéu tri, vao bénh
hodc r6i loan co thé déng thoi khac ma dang dugc hodc sép duoc diéu tri, cling nhu vao
céc yéu t6 khdc ma s& dugce biét dbi véi bac s§ ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Hop chét twong tu amylin theo sang ché ¢6 thé dugc st dung lién tuc (vi du, bang
cach str dung trong tinh mach hodc phuong phap st dung thudc lien tuc khac), hodc ¢6 thé
duoc sir dung cho dbi tugng & cac khoang cach, thuong la cich nhau cac khoang thoi gian
déu dan, tuy theo liéu mong mubn va dugc phém duoc lua chon boi nguol ¢o hiéu biét
trung binh cho d6i tuong cu thé nay. Céc khoang cach sir dung lidu déu din bao gdm, vi
du, mot 14n mdi ngay, hai 1an mdi ngay, mot 14n mdi hai, ba, bén, nam hodc sau ngay, mot
lan hodc hai 1An mdi tudn, mot 14n hozc hai lan mdi thang, va tuong tu. Céac phéc dd st
dung peptit thudng xuyén nay co thd, trong mot sé truong hop, nhu, vi du trong qud trinh
str dung 1au dai man tinh, duoc gidn doan mot cach c6 loi trong mot khoang thoi gian do
do dbi tuong dugc st dung thudc giam mirc ndng d9, hodc ding sur dung thude, thuong
duoc goi 1a ¢6 “ngay nghi thudc”. Ngay nghi thude 1a hitu ich cho, vi dy, vi¢c duy tri hodc
lai thu duoc dd nhay cam véi thudc dic biét 1a trong qua trinh diéu tri man tinh kéo dai,
hodc dé lam giam tac dung phu khong mong mudn cua viée diéu tri man tinh kéo dai cho
ddi twong bang thubc nay. Viéc 1ap lich ngay nghi thudc phu thude vao viée 14p lich phac
dd st dung liéu thudng xuyén va muc dich str dung ngay nghi thude (vi du, dé co lai do
nhay v6i thube va/hodc dé lam giam tac dung phu khong mong mubn cta viée st dung lién
tuc, kéo dai). Trong mot s6 phuong 4n, ngay nghi thube 6 thé 1a su giam lidu thude (v
du, xudng dudi lugng hitu hiéu diéu tri trong khoang céach thoi gian nhét dinh). Trong céc

phuong an khac, viéc sit dung thudc duoc dung lai trong mot khoang céach thoi gian nhat
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dinh truéc khi viéc st dung duoc bat dau lai béng cach st dung phéc dd st dung lidu tuong
duong hodc khéc (vi dy, ¢ lidu va/hodc tan sd str dung cao hon hodc thap hon). Ngay nghi
thudc theo sang ché do dé co thé dwoc chon tir pham vi rong cta cac khoang thoi gian va
phac db lidu. Ngay nghi thuéc dién hinh 13 hai hogc nhiéu ngay, mot hogc nhiéu tuan, hodc
mot hodc nhiéu thang, dén ngay nghi thudc khoang 24 thang. Do do, vi du, phac d6 sir
dung liéu hang ngay thudng xuyén vdi peptit theo sing ché co thé, vi du, dugc gian doan
bdi ngay nghi thubc 12 mot tudn, hodc hai tudn, hodc bbn tudn, sau khoang thoi gian nay
phéc o liéu thudong xuyén, trude do (vi du, phéc dd st dung liéu hang ngay hodc hang
tudn) dugc tiép tuc. Nhiéu ché do ngay nghi thudc khac nhau khac duge cho 1a hitu ich dé
sir dung peptit theo sang ché.

Do do, peptit nay cé thé duoc phan phdi bang phac d6 st dung bao gdm hai hozc
nhiéu pha st dung dugc ngén cach bang cac pha ngay nghi thubc tuong tmg.

Trong mdi pha st dung, peptit nay duoc sir dung cho déi twgng nhén véi lugng hiru
hiéu diéu tri theo mau st dung da xéac dinh trude. Mau st dung nay c6 thé bao gém viéc
str dung lién tuc thudc nay cho d6i tugng nhan trong toan bd thoi gian ctia pha st dung.
Theo cach khac, miu st dung nay c6 thé bao gdm sir dung nhiéu lidu peptit cho dbi tuong
nhan, trong d6 cac liéu nay duge ngan cach bang cac khoang thoi gian gitra cac lan st dung
lidu. -

MAu st dung lidu c6 thé bao gbm it nhat hai liéu cho mdi pha str dung, it nhét nim
lidu cho mi pha st dung, it nht 10 liéu cho mdi pha sir dung, it nhét 20 liéu cho mdi pha
str dung, it nhit 30 1iéu cho mdi pha st dung, hoac nhiéu hon.

Céac khoang cach gifta cac 1an st dung liéu nay c6 thé 1a cac khoang cach déu din
gilta cac liéu, ma ¢6 thé nhu duoc dit ra trén day, bao g61n mot ]an mot ngay, hai ]an mot
ngay, mot 1an mdi hai, ba, bdn, ndm hodc sdu ngay, mot 1an hodc hai 14n mdi tudn, mot lan
hodc hai 1an mdi thang, hodc khoang cach déu dan gitta cac 1an str dung liéu va tham chi it
thudng xuyén hon, tuy theo ché pham lidu cu thé, sinh kha dung, va dac diém dugc dong
hoc cuia peptit nay.

Pha str dung c6 thé co do dai it nhét 12 hai ngay, it nhat 12 mot tudn, it nhat1a 2 tudn,
#t nhAt 13 4 tudn, it nhét 1a mot thang, it nhét 12 2 thang, it nhit 1a 3 thang, it nhat 1 6 thang,
hodc dai hon.

Khi méu str dung bao gdm nhiéu liéu, thoi gian ctia pha nghi thudc ¢ thé sau do

dai hon so v6i khoang cach gifra cac lidu duoc st dung trong mau stt dung d6. Khi khoang
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cach gitra cac lidu 12 khong déu, thoi gian cua pha nghi thudc c6 thé 1a dai hon so véi
khoang céach trung binh gifta cac lidu trén toan bo khoang thdi gian cla pha st dung. Theo
cach khdc, thoi gian cua ngay nghi thubc c6 thé dai hon so v6i khoang cach xa nhit giita
céc lidu lién tiép trong pha st dung.

Thoi gian cta pha nghi thudc kha thi c6 thé it nhat bang hai lan thoi gian clia khoang
céch gitta cac lidu twong tmg (hogc trung binh clia ching), it nhat 3 lan, it nhit 4 1an, it
nhét 5 14n, it nhét 10 14n, hodc it nhét 20 14n thoi gian cua khoang céch gitta cac lidu tuong
g hodc trung binh cta ching.

Trong cac rang budc nay, pha nghi thudc c6 thé c6 do dai it nhét 1a hai ngay, it nhat
la mot tudn, it nhét 12 2 tuén, it nhét 12 4 tudn, it nhét 12 mot thang, it nhét 1a 2 thang, it nhét
la 3 thang, it nhét 13 6 thang, hodc dai hon, tly theo mau st dung trong pha str dung trudc

do.

Phéc dd str dung doi hoi viée s dung ngay nghi thudc bao gdm it nhét 1a 2 pha st
dung. Cac pha st dung lién tyc dugc ngan cach bang cac pha nghi thube tuong tmg. Do d6
phac @b sir dung nay c6 thé bao gdm it nhét 1a 3, it nhét 12 4, it nhat 1a 5, it nhat 1a 10, it
nhét 1a 15, it nhét 12 20, it nhat 1 25, hodc it nhét 1a 30 pha sit dung, hodc nhi¢u hon, mdi
pha dugc ngén cach bdi cac pha nghi thudc tuong Gng.

Céc pha st dung lién tuc ¢ thé str dung ciing mot mau st dung, mic du diéu nay
¢6 thé khong phai luon dugc mong mudn hogc cin thiét. Tuy nhién, néu cac thube hoic
hoat chét khac duoc st dung két hop véi peptit theo sang ché, thi thong thudng su két hop
gidng nhau cla cac thudc hodc hoat chit duge dua ra trong céc pha st dung lién tuc. Trong
mdt sb phuong an, ddi tugng nhan 1 nguoi.

Liéu phép két hop

Hop chét tuong tu amylin theo sang ché ¢6 thé dugce st dung nhu mot phén cua liéu
phép két hop cung v6i mot hoat chit khac dé didu tri bénh hodc rdi loan can quan tam, vi
du, chét chéng bénh dai thdo duong, chét chéng bénh béo phi, chat dé diéu tri hoi chiung
chuyén héa, chét chéng bénh r6i loan m& mau, chét chéng ting huyét ap, chét trc.ché bom
proton, hodc chét chdng viém. Trong cac truong hop nay, hai hoat chét nay c6 thé duge
cho st dung cung v6i nhau hodc riéng biét, vi du, dudi dang céac thanh ph?m trong cung

mdt ché phdm hodc duge pham, hodc dudi dang cac ché pham riéng biét.
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Do d6 peptit theo sang ché ¢ thé c6 mot sb 1oi ich néu dugc st dung két hop véi
chét chéng bénh déi thdo duong thude typ da biét, bao gdm, nhung khong giGi han 0,
metformin, sulfonylurea, glinide, chét tc ché DPP-1V, glitazone, chit cht van thu thé GLP-
| (bao gdm GLP-1 hodc chét twong tw GLP-1, exendin-4 hodc chat twong tw exendin-4,
chat chu van thu thé GLP-1 bt ky khic bao gdm liraglutide (Saxenda™,Victoza™),
Dulaglutide hoac Albiglutide hoac chét chi van kép glucagon-GLP-1, vi dy, nhu dugc md
ta trong WO02008/101017, WO02008/152403, W02010/070252, WO2010/070253,
W02010/070255, W02010/070251, WO02011/006497, WO02011/160630,
W02011/160633, W02013/092703, W02014/041195, WO02015/055801,
WO02015/055802), cht trc ché SGLT2 (nghia 1a, chét e ché van chuyén natri-glucoza, vi
du, gliflozin nhu empagliflozin, canagliflozin, dapagliflozin hodc ipragliflozin), chat chu
vdn GPR40 (chét cht van FFAR1/FFAL, vi du fasiglifam), hodc insulin hogc chét tuong
tu insulin. Vi du vé cac chét tvong tu insulin thich hgp bao g6m, nhung khong bi gi¢i han
&, Lantus™, Novorapid™, Humalog™, Novomix™, Actraphane™ HM, Levemir™
Degludec™ va Apidra™. Cac chét chdéng bénh dai thao duong thich hop khac trong moi
lién hé nay bao gdm chat chi1 van thu thé GLP-1, nhu exenatide (Byetta™ va Bydureon™
exendin-4) va Byetta LAR™, lixisenatide (Lyxumia™) va liraglutide (Victoza™).

Ngoai ra, peptit theo sang ché ¢6 thé duoc st dung két hop véi chét chéng bénh béo
phi thudce typ da biét, bao gdm, nhung khong giGi han &, peptit Y'Y hodc chét tuong tu cla
no, neuropeptit Y (NPY) hodc chét tuong tu cua no, chit dbi van thu thé cannabinoid 1,
chét e ché lipaza, peptit prolslet ngudi (HIP), chét chi van thu thé melanocortin 4, chét
cht van thu thé GLP-1 (bao gdm GLP-1 hogc chét twong tw GLP-1, exendin-4 hogc cht
tuong ty exendin-4, chét chi van thu thé GLP-1 bat ky khac bao gbm liraglutide
(Saxenda™, Victoza™), Dulaglutide hodc Albiglutide hodc chét chu van kép glucagon-
GLP-1, vi du nhu duge md ta trong W02008/101017, WO2008/152403, W0O2010/070252,
W02010/070253, W02010/070255, W02010/070251, W02011/006497,
W02011/160630, WO02011/160633, W02013/092703, W02014/041195,
W02015/055801, WO2015/055802), Orlistat™, Sibutramine™, phentermine, chat doi
van thu thé hormon tap trung melanin 1, CCK, amylin, pramlintide va leptin, cling nhu céac
hop chét twong tu clia ching.

Peptit theo sang ché con co thé duoc str dung két hop véi chét chéng bénh ting

huyét 4p thudc typ da biét, bao gdbm, nhung khong gi6i han &, chit e ché enzym chuyén
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dang angiotensin, chét phong bé thu thé angiotensin II, chét lgi tiéu, chét phong bé beta
hoic chit phong bé kénh canxi.

Peptit theo sang ché con c6 thé duoc sir dung két hop voi chét chéng bénh rdi loan
m& méu thudc typ da biét, bao gbm, nhung khong gidi han ¢, statin, fibrate, niacin, chét
ttc ché PSCK9 (Proprotein convertase subtilisin/kexin typ 9), hodc chit e ché hap thu
cholesterol.

Peptit theo sang ché ciing c6 thé dugce st dung két hop voi chét e ché bom proton
(nghfa 13, dugc chit c6 duoc tinh 1a chit uc ché HY/K*-ATPaza) thudc typ da biét, bao
gém, nhung khong gidi han 6, chét thudc loai dan xuét benzimidazole hodc thudc loai dan
xudt imidazopyridine, nhu Omeprazole™, Lansoprazole™, Dexlansoprazole™,
Esomeprazole™, Pantoprazole™, Rabeprazole™, Zolpidem™, Alpidem™, Saripidem™
hodc Necopidem™.

Thém vao d6, dbi véi viée didu tri chdng viém, peptit theo sang ché co thé 1a co loi
néu duogc st dung két hop véi chét chéng viém thudc typ da biét, bao gobm, nhung khong
gidi han O:

steroid va corticosteroid, nhu beclomethasone, metylprednisolone, betamethasone,
prednisone, dexamethasone, va hydrocortisone;

chét chéng viém phi steroid (NSAID), nhu dAn xuét cua axit propionic (vi du,
alminoprofen, benoxaprofen, axit bucloxic, carprofen, fenbufen, fenoprofen, fluprofen,
flurbiprofen, ibuprofen, indoprofen, ketoprofen, miroprofen, naproxen, oXxaprozin,
pirprofen, pranoprofen, suprofen, axit tiaprofenic va tioxaprofen); cac dan Xuét clia axit
axetic (vi du, indomethacin, acemetacin, alclofenac, clidanac, diclofenac, fenclofenac, axit
fenclozic, fentiazac, furofenac, ibufenac, isoxepac, oxpinac, sulindac, tiopinac, tolmetin,
zidometacin va zomepirac); cac dAn xuét cua axit fenamic (vi du, axit flufenamic, axit
meclofenamic, axit mefenamic, axit niflumic va axit tolfenamic); céc din xult axit
biphenylcarboxylic (vi dy, diflunisal va flufenisal); oxicam (vi du, isoxicam, piroxicam,
sudoxicam va tenoxicam); salicylate (vi du, axit axetylsalicylic va sulfasalazine); va
pyrazolone (vi du, apazone, bezpiperylon, feprazone, mofebutazone, oxyphenbutazone va
phenylbutazone);

cac chét tre ché COX II, nhu rofecoxib va celecoxib; cac ché phém chtra interferon

beta (vi dy, interferon beta-1a hodc interferon beta-1b);
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va mot $6 hop chét khac, nhu axit S-aminosalicylic va cac tién duoc chat va mudi
dugc dung cua chung.

Metformin ciing da duge chimg minh 1a c6 céac tinh chét chéng viém (xem, vi du,
Haffner et al., Diabetes 54: 1566-1572 (2005)) va nhu vay cling ¢ thé 1a hiru ich khi két
hop véi cac hop chét (peptit) theo sang ché.

Cac thiét bi va kit

Trong mot s6 phurong 4n, sdng ché dé cap dén thiét bi chira hop chat twong tw amylin
hoic duoc pham theo sang ché, dé phan phéi hop chét twong tu nay cho d6i tuong. Bang
cac thiét bi nay, céc hop chét twong tur amylin ¢6 thé duoc str dung cho bénh nhén bang
nhidu phuong phép phén phdi khac nhau, bao gbm: tiém trong tinh mach, dudi da, trong
co hodc trong mang bung; st dung bang duong miéng; s dung qua da; st dung trong phoi
hodc qua niém mac; su dung béng cach céy, bom thim thau, hop dan hodc vi bom; hodc
bing cac phuong tién khac dugc biét bai ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Trong mdt sb phuong 4n, sang ché d& cap dén kit chira hop chét tuong tw amylin
theo sang ché hoic dugc pham theo sdng ché. Trong mot s6 phuong 4n, kit nay chta thém
d6 bao goi va‘hodc hudng dan st dung.

Thiét bi hoic kit ndy ¢6 thé 1a hiru ich cho lidu phép két hop nhu duge mo ta trén
day. Do do thiét b hodc kit ndy c6 thé chtra thém hoat chét khac, vi du, chét chdng bénh
d4i théo duong, chit chéng bénh béo phi, chét dé diéu trj hoi ching chuyén hoa, chét chong
bénh rdi loan m& méu, chét chbng bénh ting huyét 4p, chat trc ché bom proton, hodc chat
chéngrviém nhu dugc mo ta trén day, hodc duoc phém chtra hoat chit nay.

Vi du thue hién sang ché

Céc vi du sau day chiing minh mot sd phuong 4n cu thé cua sang ché. Cac vi du sau
day duogc thuc hién bang cach st dung cac ky thuét chuin da duoc biét rd va thong thudng
voingudi cd hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, ngoai trx khi dugc mo ta chi tiét theo
cach khéc. Pugc hiéu 1a cac vi du nay chi nham muc dich minh hoa va khong du dinh xac
dinh toan bd céc diéu kién hodc pham vi cta sang ché. Nhu vay, ching khong nén dugc
hiéu 13 1am gi¢i han pham vi clia sang ché theo cach bat ky.

Céc tir viét tit duoc st dung trong céac vi du bao gbm:

Acm: ' axetaminometyl
Alloc: allyloxycacbonyl
Boc: tert-butoxycacbonyl
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BSA:
cAMP:
COMU™:

DCM:
DIPEA:
DMEM:
DMF:
DODT:
ESI-MS:
EtOH:
Et,0O:
FCS:
Fmoc:

HATU:

HEPES:
HPLC:
IBMX:
MeCN:

41417

albumin huyét thanh bo
adenosin monophosphat vong
(1-xyano-2-ethoxy-2-oxoetylidenaminooxy)dimetylamino
morpholino-carbenium hexaflorophosphat
diclorometan
diisopropyletylamin
Moi truong Eagle bién ddi cta Dulbecco
N,N-dimetylformamit
3,6-dioxa-1,8-octandithiol
k¥ thuat do khdi phd ion hoa tia dién
etanol
dietyl ete
huyét thanh thai bé
9-fluorenylmethoxycacbonyl
2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametyluronium
hexaflorophosphat
axit N-2-hydroxyetylpiperazin-N'-2-etansulfonic
sdc ky 1ong hiéu nang cao
3-isobutyl-1-metylxanthine
axetonitril
khéi phd
N-etylpyrrolidone
N-metylpyrrolidone
allyleste
nude mudi dém phosphat
kinaza duoc diéu hoa ngoai bao dugc phosphoryl hoa
sdc ky 1ong hiéu nang cao pha dao
axit trifloroaxetic
triisopropylsilane
trityl (nghia 13, triphenylmetyl)
thé tich/thé tich
khéi lugng/thé tich
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Céc vi du sau ddy dugc cung cap dé minh hoa cho mot so phuong an cia sang ché
va khong duge du dinh lam giéi han pham vi cua séng che.

Phép do céc tham sd sinh Iy

Trir khi duoc xé4c dinh theo cach khac, cac mirc glucoza mau toan phén duoc xac
dinh trén céc mAau mau tinh mach du6i boi phuong phap dién cuc dua vao enzym Biosen
(EKF Diagnostic, buc). Cac mau mau dugc phén tich vé glycated hemoglobin (HbAIc)
(dang hemoglobin lién két cong hoéa tri v6i glucoza) stt dung thiét bi phan tich Cobas c111
(Roche Diagnostics, Mannheim, Dtrc).

Vi du 1: Tdng hop cic hop chét

Céac hop chit sau day duge tbng hop:

[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Dap()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chat 1)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-is0Glu-RD()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chat 2)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-is0Glu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chat 3)

Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;
[19CD]-isoGlu-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-  (Hop chat 4)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-is0Glu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chét 5)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Om()-ATERLAHFLQRE-Gly(Me)-  (Hop chat 6)
A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLHRSSF- (Hop chat 7)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNTP-NH>
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF- (Hop chit 8)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF- (Hop chét 9)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLARFLQRSSF- (Hop chat 10)

Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
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[19CD]-isoGlu-ED()GTATK()ATERLAHFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RD()GEATK()ATERLAHFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RDOGTLTKOATERLAHFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RD()GTASK()ATERLAHFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-RDO)GTATK()ATQRLAHFLQRS SF-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-RDOGTATK(O)ATQRLAHFLQRS SFE-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RDOGTATK()ATERLAHFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH2
[19CD]-is0Glu-RD()GTATK(ATERLAHFLQRS SF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa

[1 9CD]-isoGlu-RD()GTAT-hLys()-ATERLAHFLQRSSF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[1 9CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()—ATERLA—Aad—FLQRS SF-
Gly(Me)-A-lle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[1 9CD]-isoGlu—RD()GTAT—Orn()-ATERLA-Aad-FLQRS SF-
Gly(Me)-A-Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[1 9CD]—isoGlu—RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLTRS SF-
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSST-Hyp-NH>

[19CD] -is0Glu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRTTEF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[1 9CD]-isoGlu—RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRTTF—
Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[1 9CD]-isoGlu—RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad—FLQRATF-
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
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[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRAAF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRGTE-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH2
[19CD]-is0Glu-RD()QTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRGTEF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-RD()PTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-isoGlu-ED()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRAAF
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-is0Glu-RDOGTATK()ATERLA-Aad-FLQRGGF
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRANF
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa
[19CD]-isoGlu-RDO)GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSEF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-is0Glu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSEF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-
Gly(Me)-A-1le(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NH>
[19CD]-isoGlu-ED()GTATK()ATERLA-Aad-
FLQRSSFGly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH.
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRTTEF-
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-KD()GTATK()ATQRLA-Aad-FLQRSSF-
Gly(Me)-Alle(Me)-LSSTEVGSNTHyp-NH,
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATQRLA-Aad-FLQRSSF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

(Hop chat 26)

(Hop chat 27)

(Hop chit 28)

(Hop chit 29)

(Hop chat 30)

(Hop chit 31)

(Hop chat 32)

(Hop chit 33)

(Hop chét 34)

(Hop chat 35)

(Hop chét 36)

(Hop chat 37)

(Hop chat 38)

(Hop chat 39)

(Hop chat 40)
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[19CD]-is0Glu-RDOGTATK()ATQRLADFLQRSSF-Gly(Me)-  (Hop chat 41)
A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-is0Glu-RDOGTATK()ATQRLADFLQRSSF-Gly(Me)-  (Hop chat 42)
A-Ile(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-is0Glu-KDOGTATK()ATQRLANFLQRSSF-Gly(Me)-  (Hop chat 43)
A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-KD)GTATK )ATQRLANFLQRSSF-Gly(Me)-  (Hop chat 44)
A-Tle(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-R-Dap()-GTATD()ATERLAHFLQRSSE- (Hop chét 45)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;
[19CD]-is0Glu-R-Dab()-GTATD()ATERLAHFLQRSSEF- (Hop chat 46)
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;
[19CD]-is0Glu-R-Orn()-GTATD()ATERLAHFLQRSSF- (Hop chat 47)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-R-Dap()-GTAT-Aad()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chét 48)
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;
[19CD]-isoGlu-R-Dab()-GTATEOATERLAHFLQRSSEF- (Hop chét 49)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHz
[19CD]-isoGlu-R-Aad()-GTAT-Dap()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chat 50)
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-is0Glu-RE()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chat 51)

Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
Véi cac muc dich so sanh, ba hop chét c¢6 cac cAu ndi disulphua (thay vi cac ciu

lactam) va hai hop chit khong dugc tao vong duoc tong hop:

[19CD]-isoGlu-RDGTAT-Orn-ATERLAHFLQRSSE-Sar-A- Ref. 1
Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH;
[19CD]-isoGlu-RCOGTATC(ATERLAHFLQRSSF-Sar-A- Ref. 2

Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
[19CD]-isoGlu-RDGTAT-Orn-ATERLA-Aad-FLQRSSF-Sar-A- Ref. 3
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH)
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[19CD]-is0Glu-RCOGTATC()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Sar-A- Ref. 4
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:
[19CD]-is0Glu-RCONTATC()ATQRLADFLQRSSF-Sar-A- Ref. 5

Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

Hop chit tham chiéu khéc, ky hiéu 1a NN96, la {N-a-[(S)-4-carboxy-4-(19-
carboxynonadecanoylamino)butyryl]-[Argl,Glul4,His17,Pro37] -pramlintide; dugc md ta
la Vi du 96 trong WO 2012/168430 A2, va c¢o trinh ty axit amin
RCONTATCOATQRLAEFLHHSSNNFGPILPPTNVGSNTP.

Déu ngodc don “()” chi ra cac cau lactam ndi phan tit (hodc cau ndi disulphua, khi
thich hgp) dugc tao ra gifta cac chudi bén cta céc géc & vi tri 2 va 7 cua céc trinh ty axit
amin twong ung.

Trur khi duoc xac dinh theo cach khac, chét phan tmg va dung mdi duoc s dung
sau ddy 14 san c6 trén thi trudng & cAp do phan tich hogc chét phan Gmg phong thi nghiém
chudn, va duoc st dung ma khong can tinh ché thém.

Céac quy trinh chung d8 tong hop pha rin cic peptit

Thiét bi tong hop peptit CEM Liberty hogc thiét bi tong hop peptit CEM Liberty
Blue duogc st dung, bé‘mg cach st dung hdéa hoc Fmoc chuin. Nhya TentaGel™ S Ram (1
g; 0,25 mmol/g) dugc 1am truong nd trong DMF (10 ml) trude khi st dung va dugc chuyén
gifta 6ng va binh phéan Gng bang cach stt dung DCM va DMF. Pseudoprolin [nghia la, cac
dipeptit duoc st dung dé 1am giam tdi da su két tu trong qua trinh tong hop peptit, nhu
Fmoc-Phe-Thr(y-Me,Me-Pro)-OH va Fmoc-Asp-Ser(y-Me,Me-Pro)-OH va Fmoc-Ser-
Ser(\y-Me,Me-Pro)-OH] dugc st dung khi thich hop, va cac axit amin xuét hién khong tu
nhién va cac khdi xay dung thich hgp khéac duoc sir dung ma khong co bét ky thay d6i nao
d6i véi quy trinh chung.

Céc chit ddng phan quang hoc sau déy cua cc axit amin cu thé (bao gdm céc axit
amin xudt hién khong tu nhién) dugc str dung trong qua trinh tdng hop cac hop chét nay:
Hyp: (2S,4R)-4-hydroxyprolin [con dugc goi 1a (4R)-4-hydroxy-L-prolin].

Aad: axit (2S)-2-aminoadipic

Dab: axit (2S)-2,4-diaminobutanoic

Dap: axit (2S)-2,3-diaminopropanoic

hLys: axit (2S)-2-amino-7-amino-heptanoic, con dugc biét 12 homo-lysin

Gly(Me): N-metylglyxin, con dugc biét 1a sarcosine
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Ile(Me): N-metylisoleuxin

Tao cdp:

Thiét bi tdng hop peptiit CEM Liberty: Fmoc-axit amin trong DMF/DCM (2:1; 0.2
M; 5 mL) duogc bd sung vao nhya trong bd phan vi séng CEM Discover cung voi
COMU/DMEF (0.5 M; 2 mL) va DIPEA/NMP (2.0 M; 1 mL). Hon hop tao cap duge gia
nhiét dén 75°C trong 5 phut trong khi nito dugc suc qua hdn hop. Sau d6, nhya nay duoc
ria béng DMF (4 x 10 mL). Theo céach khéc, su tao cap duoc thuc hién ma khong gia nhiét
va thoi gian phan tng dugc kéo dai dén 60 phut trong truong hop nay.

Thiét bi tng hop peptit CEM Liberty Blue: axit Fmoc-amino trong DMF (0,2 M; 5
mL) dugce bd sung vao nhyra ndy trong bd phan vi song CEM Discover cung v6i DIC/DMF
(0,5 M; 2 mL) va Oxyma/DMF (2,0 M; 1 mL). Hon hop tao cap duoc gia nhi¢t dén 90°C
trong 2 phut trong khi nito dugc suc qua hdn hop. Sau do, nhya nay dugc rira bang DMF
(4 x 10 mL). Theo céach khac, su tao cap duge thuc hién ma khong gia nhiét va thoi gian
phan g dugc kéo dai dén 60 phut trong trudng hop nay.

Doc lap vai loai thiét bi tong hop CEM, trong truong hop tao cap kho (vi du, tao
cip gde ngay sau gbc axit amin N-metyl hoa hodc gbc axit amin bi can trg khong gian khac
nhu duge biét boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay) su tao cap dugc lap lat
mot hodc nhiéu lan.

Khur bao vé:

Piperidine/DMF (1:4, nghia 1a 1 phén piperidine v6i 4 phin DMF theo thé tich; 10
mL) dugc bd sung vao nhya dé khir bao vé ban dau, va hon hop nay dugc gia nhiét béng
vi s6ng (40°C; 30 gidy). Binh phan ting dugc thao va phan thi hai cia piperidin/DMF (1:4;
10 mL) duogc bd sung vao va dugc gia nhiét (75°C; 3 phut). Sau dé, nhua nay dugce rua
bing DMF (6 x 10 mL).

Tao vong oxy hda

Su tao vong trong phén tir (tao cau disulfua) gilta cac gbe Cys & vitri2 va7 (bat
dAu tao cip & dang xystein dugc bao vé Acm) duoc thuc hién véi peptit van duge gin vao
nhua nay, st dung 163 mg thali(III) trifloroaxetat [TI(TFA);] trong 5 mL NMP trong budc
tao disulfua va khtr bdo vé Acm d6ng thoi. (phuong phap thay thé: bd sung 10eq iot vao
dung dich 50 mM cua peptit lién két nhya trong axit axetic va khudy trong 18-24 h)

Tao vong lactam
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Quy trinh sau day dé tao ciip Asp va Lys la dai dién cho tAt ca cac quy trinh tao
lactam trong d6 chudi bén axit amin chira nhéom chire carboxyl duoc bao vé béng OAll va
chudi bén axit amin nay chira nhém amino duogc bao vé Alloc. Sau khi lp rap trinh tu
peptit hoan chinh, viéc khir bao v€ Asp(OAll) & vi tri 2 va Lys(Alloc) ¢ vi tri 7 dugc thuc
hién bang cach st dung 29 mg tetrakis(triphenylphosphine)paladi(0) va phenylsilane 125
uL trong 20 mL DCM. Sau do, ciu néi lactam dugce tao ra gitra goc Asp (2) va gbc Lys (7)
bing céach st dung 414 mg HCTU va 346 uL DIPEA trong 20 mI, DMF. Ca hai budc déu
duge thue hién v6i peptit van gin vao nhua.

Cat:

Nhua nay dugc rua bang EtOH (3 x 10 mL) va Et;O (3 x 10 mL) va duoc lam kho
dén khéi luong khong dbi & nhiét do phong (r.t.). Peptit thd dugc c&t khoi nhya bang cach
xtr Iy véi TFA/TIS/H20 (90:5:5; 40 mL; 2 h; r.t.) hodc theo cach khéc, véi TFA/DODT
(95:5; 40 mL; 2 h; r.t.). Hau hét TFA dugc loai bo dudi dp suat giam, va peptit tho dugc
Kt taa va rira ba 1an bing ELO va duge 1am kho dén khéi luong khong doi ¢ nhiét do
phong. '

Tinh ché va mé ta:

Peptit thd dugc tinh ché bang HPLC pha dao didu ché bang cach sir dung gradien
dung mdi A (0,1% dung dich nuéc TFA) va dung mdi B (0,1% TFA, 90% MeCN trong
nudce) trén PerSeptive Biosystems VISION Workstation hodc hé théng Gilson (Bom:
“Bom 3057, “Bom 3317, “Bom 3327, “Bom xylanh 4027 thiét bi trao doi cot
“Valvemate® II” bd phét hién UV “UV/Vis-1557; va thiét bi hung phan doan “GX 281~
duoc trang bi cot va thiét bi hing phén doan thich hop) hodc hé théng Waters
Autopurification HPLC/MS (H€ thong bom 2525, Waters 2996 DAD, thiét bi quan 1y mau
Waters 2767, mach bdn cuc don MS ZQ. Cot: XSelect CSH 130 Prep C18 5 mm ODB
30x150 mm hodc Kinetex 5 mm C8 100A 150x21,2 mm). Céc phan doan dugc phén tich
béng HPLC phan tich va MS, va céc phén doan thich hop dugc gom lai va lam dong kho.
San phim cudi cting dugc phén tich bang HPLC va MS.

Nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s€ hiéu 16 1a cac phuong phéap

chuén dé tdng hop peptit co thé duoc st dung dé tao ra cac hop chit theo sang ché.

Vidu?2
Céc thir nghiém hCT-R va hAMYR3
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Dé danh gi4 hoat tinh in vitro cua céc peptit thir nghiém, cac dong té bao trinh dién
thu thé calcitonin ngudi téi td hop (hCT-R) hodc thu thé amylin 3 nguoi tai td hop
(hAMYR3) trong nén cua dong té bao u sao bao ngudi 1321N1 duge mua tir DiscoveRx
Corporation (Cat.No. 95-0161C6 va 95-0166C6). hAMYR3 12 hetero-oligome cua thu thé
calcitonin (ddng phan 2; Gene ID 799) va RAMP3 (Gene ID 10268) ma tao ra khi cé hai
gen duogc biéu hién trong cing mdt té bao. Dong té bao hCT-R chi biéu hién gen thu thé
calcitonin nguoi tai t6 hop (Pdng dang 2; Gene ID 799). Khi hoat hoa hCT-R hodc
hAMYR3 bing céc peptit thit nghiém, sy tao thanh cAMP dugc cam tng va dugc do bang
céch st dung kit thir nghiém AlphaScreen® cAMP ti Perkin-Elmer (Cat.No. 6760635R).

No6i ngén gon, cac té bao 1321N1 trinh dién hCT-R hodc hAMYR3 dugc gieo vao
dfa vi phiém 384 giéng (Falcon Optilux White, Cat.-No. 10448642) ¢ mat do 5.000 té bao
trong 50 pL mdi truong sinh trudng mdi giéng (Kit mdi trudng nudi cdy té bao
AssayComplete 1321N1, DiscoveRx Corp.), va duoc u trong 24 h ¢ 37°C, 5% CO2. Vao
ngay phén tich, mdi truong sinh truéng dugc loai bo va céc té bao dugce kich thich bang
cach bd sung 10 pL dém kich thich (10 nM Hepes do pH=7,4, 140 nM NaCl, 3,6 nM KCl,
0,5 nM NaH;POs, 0,50M MgSOs, 1,5 nM CaClz, 5 nM NaHCOs, 0,5 nM IBMX, 0,1%
BSA) chira cac ndng do tang dan cia cdc peptit thir nghiém, va u trong 45 phit & nhiét do
phong. Phan tng kich thich dugc dung lai bang cach bd sung 5,6 uL/giéng hdn hop phat
hién hat cho (5 mM Hepes d6 pH=7.4, 0,5% TWEEN 20, 0,1% BSA, 0,05 mg/mL hat cho,
62,5 nM cAMP dugc bitotin hoa) va 4,5 uL/giéng dung dich hat nhan (5 mM Hepes do
pH=7.4, 0,5% TWEEN 20, 0,1% BSA, 0,05 mg/mL hat nhan). Sau khi tron k§, cac dia
dugc U trong bong t6i trong 1 h & nhiét do phong va ham lugng cAMP cua dich dung giai
té bao thu dugc duge ude tinh theo hudng din cia nha san xuit AlphaScreen® cAMP
Assay. Céc gia tri EC50 dugc ude tinh bang cic v& dudng cong thuc nghiém dugc hd tro
bdi may tinh tur cac két qua cua it nhét 12 7 ndng do hop chét khac nhau.

Céac két qua vé hoat tinh in vitro (duoc thé hién béng céc gia tri ECso) duoc téng két

trong Bang 1, dudi day.

Vidu3
X4c dinh @0 tan
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Peptit thir nghiém dugc can vao lo thiy tinh thich hop va dém tuong Ung (dém
axetat 40 pH=4,0, dém phosphat do pH=6, dém histidin do pH=6 va 7; tAt ca déu & néng
d6 40 nM) duge bd sung vao dén tong thé tich 12 0,5 mL.

Cac lo dugc lic & nhiét dd phong trong 2 h va dugc loc qua thiét bi loc 0,45 pm.
Céc dung dich thu dugc duoc phan tich bing RP-HPLC trén c6t C18 kém theo rua giai
gradien bang cach st dung hé rira giai axit formic/axetonitril/nudc. Dién tich pic chinh
duoc xac dinh bang quang phd UV & 230 nm & mdi thoi diém 14y miu. Nong d6 hoa tan

duoc tinh toan bing phuong phap chuén ngoai.

Vidu4
DPanh gi4 d6 dn dinh vat Iy

Su két tu & dang tao soi dugc phat hién béng cach st dung chit mau dic hiéu
amyloid Thioflavin T (ThT), ma thuong duge sir dung dé chiing minh sy c6 mat cua cac
soi trong dung dich (xem, vi du, Groenning, M., J. Chem. Biol. 3(1) (2010), pp. 1-18;
Groenning et al., J. Struct: Biol. 158 (2007) pp. 358-369; va Levine, H., III, Protein Sci. 2
(1993) pp. 404-410). Céc peptit thir nghiém (2 mg/mL) dugc hoa tan trong nude khu
khoéng di diéu chinh dén do pH=2,5 véi HCI, ¢ nhiét do xung quanh (thuong 1a 25°C).
Céc dung dich chira (i) 1 mg/mL peptit thit nghiém, 40 uM ThT va 50 mM dém phosphat
(Ph) (d6 pH=7,0), (ii) 1 mg/mL peptit thit nghiém, 40 uM ThT va 50 mM dém histidin
(His) (d6 pH=7,0), va (iii) 1 mg/mL peptit thir nghiém, 40 uM ThT va 50 mM dém axetat
(Ac) (46 pH=4,0), dugc nap vao dia huynh quang den 96 giéng (ddy trong) lap lai ba lan.
Sé licu dugc thu thap & cac khoang céch c6 dinh 1a 10 phut, moi 1an déu 1a sau 300 gidy
tron ty dong (khudy) trong thoi gian 96 gio & 40°C. Do 4n dinh vat ly dugc xéac dinh bing
cach do cudng d6 huynh quang theo thoi gian. Su tang dang ké cuong do dugc danh gia la

phat hién thay su tao soi (FD). S6 lieu duoc tng két trong bang 1 dudi day.

Vidus

DPanh gi4 do On dinh héa hoc

Céc mAu ctia mdi peptit thir nghiém dugc hoa tan trong dém axetat do pH=4 va dém
phosphat d pH=6 va 7 (tht ca 1a dém 40 mM). Nong do peptit cubi cung 1a 1 mg/mL. Cac
mau duoc dat trong lo thiy tinh va duge u ¢ 40°C. Cac maiu duge phén tich bang RP-

HPLC trén cdt C8 kém theo rtra gidi gradien bang cach st dung hé rta giai axit
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trifloroaxetic/axetonitril/nuée. Ty 1& phan trim dién tich (% dién tich) cla pic chinh dugc
xéc dinh bing quang phd UV ¢ 220 nm & mdi thdi diém 14y mau.

% phan hity duoc tinh toan bing cach 14y ty 1¢ phan tram dién tich pic chinh & moi
thosi diém 14y mAu trir di ty 1 phan trdm dién tich pic chinh ¢ thoi diém bt dau (t = 0).

Céc két qua ctia phép danh gia do dn dinh hoa hoc sau thoi gian u 3 ngay dugc tong
két 12 % phan huy trong Bang 1 (dudi day).

Céc két qua ctia phép danh gia do 4n dinh hoa hoc sau thoi gian u 14 ngay duoc
tdng két 1a % phan hity trong Bang 2 (dudi day).

Trong phan tich khac, cac peptit dugc hoa tan trong nude MilliQ va do pH dugce
diéu chinh dén 4,0, 7,5 hoic 9,0. Cac mau duoc dit trong lo thiy tinh va dugc u & 40°C.
Céc mau duoc phan tich bang RP-HPLC trén cft C8 kém theo rira gidi gradien bang cach |
str dung hé rira giai axit trifloroaxetic/axetonitril/nude. Ty 1€ phén trdm dién tich (% dién
tich) ctia pic chinh dugc x4c dinh bing quang phd UV ¢ 220 nm ¢ moi thoi diém ldy mau.

% phén hity dugec tinh toan bing cach 14y ty 1& phan tram di¢n tich pic chinh & mdi
thoi diém 14y mau trir di ty 18 phan tram dién tich pic chinh & thoi diém bat dau (t=0).

Céc két qua ctia phép danh gia do 4n dinh hoa hoc sau thoi gian u 8 ngay dugc tong

két 1a % phén huay trong Bang 3 (dudi day).
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Hop hCT-R | hAM | Su tao soi* (trong dung dich | % phén hiy sau 72h ¢ 40°C

cl;ﬁt YR3 | dém)

w0 ECS0 EC50 | do do Py pH=7 | do d9 pH=6 | do pH=7
[nM] [nM] | pH=4 | pH=7 phosphat | pH=4 | phosphat | phosphat

axetat | histidin axetat

1 13,6 9.3

2 0,105 0,032

3 0,081 0,035 | FND | FND FD <1 3,2 1,2

4 0,160 0,092 | FND | FND FND <1 <1 <1

5 0,114 0,032

6 0,327 0,011

7 0,289 0,032

8 0,129 0,059 | FND | FND FND <1 <1 <1

9 0,027 0,013

10 0,345 0,068 | FD FND FND <1 <1 <1

11 0,068 0,024 | FND | FND FND <1 <1 <1

12 0,893 0,999

13 1,411 0,456

14 0,386 0,108

15 0,056 0,017 | FND | FD FD <1 <1 <1

16 0,043 0,035

17 0,058 0,025 | END | FND FND 1,2 <1 <1

18 0,085 0,031 | FND | FND FND <1 <1 <1

19 0,028 0,006

20 0,009 0,003 | FD FND FND 1,0 1,3 2,0

21 0,037 0,010 | FND | FND FND <1 <1 <1

22 0,474 0,051

23 1,931 0,706

24 0,038 0,013

25 0,844 0,336 | FND | FND FND - - <1

26 0,769 0,120
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27 0,521 0,325 | FND FND FND <1 <1 1,7
28 1,229 0,268

29 1,070 0,312

30 0,232 0,122 | FD FND FND

31 0,227 0,066

32 0,006 0,005 | FD FND FND 1,3 <1 2.2
33 0,019 0,009 | FND FND FND <1 1 <1
34 0,206 0,063 | FND FND FND <1 <1 2.8
35 0,066 0,028 | FND FND FND <1 <1 1,4
36 0,026 0,007 | FD FND FND 2,5 2,1 1,0
37 0,116 0,031 | FD FND FND - <1 3,0
38 0,114 0,060 | FD FND FND <1 <1 <1
39 0,094 0,024 | FD FND FND <1 <1 <1
_ 40 0,028 » 0,008 | FD FND FND 1,1 <1 <1
41 0,095 0,024 | FND FND FND <1 <1 <1
42 0,006 0,003

43 0,021 0,007 | FD FD FD

44 0,020 0,009 | FD FND FND

45 299 279

46 7,5 5,5

47 10,8 7,7

48 0,107 0,020

49 1,038 0,442

50 3,3 1,5

51 0,861 0,306

Thqm 20,3 17,1

chiéu 1

Thqm 0,019 0,003

chiéu 2

Tha,m 18,2 13,2

chiéu 3

Thqm 0,075 0,031 | FND FND FND

chiéu 4

Tha,m 0,063 0,028 | FD FND FND

chiéu 5
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Bang 2. B0 dn dinh hda hoc

Hop chit s6 | % phén hity sau 14 ngay & 40°C
do pH=4 | d9 pH=6 | d pH=7
axetat phosphat | phosphat

32 <1 <1 <1

41 1,1 <1 <1

10 1,9 1,8 9,1

14 2.2 <1 2,6

18 <1 1,0 1,9

37 ND <1 <1

36 ND 1,6 <1

4 1,6 <1 6,4

38 ND ND <1

20 ND <1 3,7

16 ND <1 ND

3 ND 1,0 ND

35 2 <1 <1

Tham chiéu 2 | <1 4,6 ND

Tham chiéu 4 | 3,2 12,6 20,3

Tham chiéu 5 | 3,0 5,1 12,7

NN96 3,0 10,1 33,2

ND — khéng xéc dinh
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Bang 3. Do 6n dinh héa hoc

Hop chit sb % phan hiy sau 8 ngay ¢ 40°C

do pH=4 | 49 pH=7,5 | do pH=9
51 3,1 4,6 4,6
49 1,7 2,1 3,0
48 1,8 2,3 2,5
19 3.9 6,2 4,2

Vidub
Lap hd so duoc dong hoc (PK) & chudt

Chudt duc Sprague Dawley duoc tiém dudi da (sc) liéu 16n trong thoi gian ngan
mdt 14n duy nhat mdi peptit duge thir nghi¢m, nhu dugc chi ra dudi day.

Céac liéu 30 nmol/kg cua hop chét duoc st dung. Cadc mau méu duge rat tir tinh
mach dudi trude khi st dung lidu va & 24 va 96 gio sau khi st dung lidu. Cac con chudt
duoc gdy chét ngay 1ap tire sau khi 14y miu mau 1an cubi bang cach gay chén dong va lam
trat khop co.

T4 duoc 1éng cho liéu duge st dung cho mdi peptit thit nghiém la dém histidin chira
mannitol (d6 pH=7,0). Cac mau huyét trong dugc phan tich sau khi két thia voi etanol bang
phép do phd khéi sic ky 1ong (LC-MS/MS). Céc ndng do huyét twong trung binh duoc st
dung dé tinh toan cac tham sb duoc dong hoc. |

Thoi gian ban thai cubi cling trong huyét tuong (t;) dugc xac dinh 1a In(2)/Az, trong
d6 Az 14 bién do cua dudong ddc cla sy hdi quy tuyén tinh log cua ndng do log theo profile
thoi gian trong pha két thuc.

Thoi gian ban thai cudi cing trong huyét trong (ti2) cho tat ca céac peptit dugc thir

nghiém déu dugc xac dinh 1a nam trong khoang 21,3 h dén 36,1 h.
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Bang 4: thoi gian ban thai in vivo

Hop chitsé |tin [h]
3 21,3
4 31,9
18 30,1
20 31,1
35 36,1
38 31,8

Vidu?

Tac dung ddi voi su hép thu thirc &n cép tinh va khdi lvong co thé & chudt Sprague

Dawley binh thudong

Chu6t Sprague Dawley (SD) thu dugc tir Janvier Labs, Phap. Cac dong vat dugc
dua dén it nhét 13 14 ngdy truée khi nghién ciru bit diu dé cho phép thich nghi véi cée
diéu kién thtr nghiém. Tt khi dén va trong toan by nghién cir, cac con chudt dugce nhét
thanh c4c nhém tr 2 dén 4 con (n = 2-4) trong phong dugc kiém soét vé& anh sang, nhiét
do, va do 4m. Cac dong vat dugc tiép can thtre an (KLIBA 3430, Provimi Kliba AG, Thuy
S¥) va nudc (nudc may co chét lugng ndi dia) theo nhu cAu trong toan bd nghién curu. Mai
nhom bao gdm 6-8 chudt. Nhém ta duge long va nhom dbi chung duong dugc bao gom
trong moi bo thit nghiém. Céc con chudt duge st dung lidu du6i da (sc) mot 1an vao budi
sang 1 gio trudce khi tit den, st dung lidu peptit thr nghiém duoc diéu chinh theo khoi
lugng co thé (30 nmol/kg). Thé tich liéu 1a 2 ml/kg. Sy hap thu thirc an dugc ghi lai truc
tuyén bang cach st dung hé théng hép thu thirc &n ty dong hoa (HM02, MBRose, Dan
Mach) trong 4 ngay hodc bang cach thi cong ¢ 0 h trude khi sir dung lidu va sau d6 la 24,
48, 72 va 96 h sau khi s dung lidu. Khdi luong co thé duge do hang ngay.

Cac phan tich théng ké dugc thuc hién bang cach st dung GraphPad™ Prism phién
ban 7. Céc tham sb do duogc duge so sanh béng cach st dung ANOVA hai chiéu sau d6 la
kiém thir so sénh boi s6 ctia Dunnett. C4c khéc biét duge xem la ¢6 y nghia théng ké & p
<.0,05.

r
A

Ket qua

48 h sau khi sir dung lidu, m3i hop chat thi nghiém (ngoai trir hop chét 30 va 37)
déu gay ra tac dung (rc ché hép thu thirc 4n 18 rang, co y nghia théng ké (hiéu chinh t4 dugc
16ng, theo %). Su giam hép thu thirc dn dugc phan anh béi sy giam khéi luong co thé (higu

chinh ta duoc long, theo %). Sau do tiép tuc cho @n nhu binh thudng.
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Bang 5. Tac dung dbi véi su hap thu thirc dn va khdi lwong co thé

Hop chit s6 Sw giam hip thu thirc | Sy gidm khéi lwong co
in theo % & 48h thé theo % & 48h
Liéu: 30 nmol/kg Liéu: 30 nmol/kg

41 75 11

35 72 12

18 58 10

39 76 9,2

40 83 7,3

37 24 4,3

30 <20 0

36 44 (& lidu 1 10 nmol/kg) | 5,2 (¢ liéu 1a 10 nmol/kg)

4 34 4,6

38 43 8,2

20 49 7,8

15 71 7,7

16 66 7,4

3 34 5,6

Vidug

Su thay ddi mirc glucoza co s& da cho dn cép tinh & chudt ZDF bi dai thdo dudng

Chuét duc béo phi bi dai thao duong Zucker (ZDF-Lepr®/Crl) thu duoc tr Charles
River, US. Cac dong vat dugc 1am cho thich nghi v6i cac diéu kién thtr nghiém trong it
nhét 1a 14 ngay trudce khi bat ddu nghién ctru. Tix khi dén va trong toan bd nghién ctru, céac
con chudt dwoc nhét thanh cac nhém 2 con (n = 2) trong phong duoc kiém soat vé 4nh
sang, nhiét o, va do dm. Cac dong vét duoc tiép can thire an (KLIBA 2437, Provimi Kliba

AG, Switzerland) va nudc (nudc may co chit lugng noi dia) theo nhu cau trong toan bd

nghién ctu.

Chudt dugc chia ngiu nhién theo glucoza mau, HbAlc va khéi luong co thé thanh
nhém thir nghiém va nhom té duogc long da dugc chi dinh. Téng sb dong vat mdi nhom 1a
10 (n =10). Cac con chudt dugc su dung lidu dudi da (sc) mot ]in vao budi sang bang cach

str dung liéu peptit thtt nghiém duoc didu chinh theo khéi lugng co thé (10 nmol/kg). Thé

tich lidu 1a 2 ml/kg.

-56-




41417

Mirc néng d6 glucoza mau trong cac mau mau dudi duoc léy G 24,72,96 va 168
gio sau khi st dung lidu va cac muc ndng dd glucoza mau duge xac dinh bang céach st
dung may do glucoza (GlucoSmart Swing™; MSP Bodmann GmbH, Dirc).

Céc phan tich théng ké dugc thuc hién bang cach sit dung GraphPad™ Prism phién
ban 7. Cac tham sé do duge duoc so sanh bang céch st dung ANOVA hai chiéu sau d6 1a
céc kidm thir so sanh boi sé Sidak. Céc khac biét dugc xem 12 ¢6 y nghia thong ké ¢ p <

0,05.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Hop chat twong ty amylin, trong d6 hop chét nay 12 hop chét ¢6 cong thuc:

R!-Z-R?

trong do

R! 14 hydro, C1.4 axyl, benzoyl hodc Ci-4 alkyl, hodc géc kéo dai thoi gian ban thai M, trong
do M tuy y duoc lién két v&i Z qua gbe lien két L;

R? 1a OH hoidc NHR?, trong d6 R3 1a hydro hodc Ci3-alkyl; va

7 1a trinh tu axit amin c¢6 cong thirc I:
Xl-X2-X3-X4—X5-X6-X7-Ala—Thr-X10-Arg-Leu—Ala-X14-Phe-Leu-X17 -Arg-X19-X20-
Phe-Gly(Me)-Ala-Ile(Me)-X27-Ser-Ser-Thr-Glu-X3 2-Gly-Ser-X35-Thr-X37 D
trong do

X1 dugce chon tir nhém bao gém Arg, Lys va Glu;

X3 duogc chon tir nhom bao gé”)m Gly, Gln va Pro;

X4 duoc chon tir nhdm bao g?)m Thr va Glu;

X5 dugc chon tir nhdm bao gé)m Ala va Leu;
iX6dUQcchont&nhénlbaogéanhrVéSen

X10 dugce chon tir nhém bao gém Glu va Gln;

X14 dugce chon tir nhém bao gf“)m Aad, His, Asp, Asn va Arg;
2X17duqcchont&nhénlbm)géanhL}ﬁsvéThn

X19-X20 duoc chon tir Ser-Ser, Thr-Thr, Ala-Thr, Ala-Ala, Gly-Thr, Gly-Gly va Ala-Asn
ho#ic khong c¢6 mit;

X27 dugce chon tir nhém bao g@)m Leu va Pro;
X32duqcchontﬁnhénlbaogénlvalvéThn
X35duqcchont&nhénlbaogénlAsnvaSem

X37 duoc chon tr nhom bao gdm Hyp va Pro; va

X2 va X7 lacéc géc axit amin c6 cac chudi bén cung véi tao thanh cAu lactam,

trong do

X2 1a Asp va X7 1a Lys;

X21a Asp va X7 1a Orn;

X2 1a Asp va X7 1a Dab;
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X2 1a Asp va X7 1a hLys;

X2 1a Dap va X7 la Aad;

X2 1a Glu va X7 1a Dab; hodc
X2 1a Dab va X7 la Glu;

hosic muoi hodc solvat duge dung cua ching.

2. Hop chét tuong tw amylin hogc mubi duoc dung ctia chiing theo diém 1, trong d6:
(i) X1 dugc chon tur Arg va Lys;

(ii) X3 1a Gly, X4 1a Thr, X5 1a Ala va/hodc X6 1a Thr;

(iii) X3 1a Gly, X4 1a Thr, X5 la Ala va X6 la Thr;

(iv) X14 dugc chon tir His, Asp va Aad;

(v) X17 1a Gln;

(vi) X19-X20 dugc chon tir Ser-Ser va Thr-Thr, hodc khong c6 mat; va/hodc

(vii) X32 la Val, X35 1a Asn va/hodc X37 la Hyp.

3. Hop chét trong tu amylin hodc mudi duoc dung ctia chiing theo diém 1, trong d6 Z la
trinh tu axit amin c6 cong thue II:
X1-X2-Gly-Thr-Ala-Thr-X7-Ala-Thr-X10-Arg-Leu-Ala-X1 4-Phe-Leu-GIn-Arg-X19-
XZO-Phe-Gly(Me)-Ala-Ile(Me)-X27—Ser—Ser-Thr-Glu—Val-Gly-Ser-Asn—Thr-Hyp (ID)
trong do

X1 dugce chon tir Arg va Lys;

X10 duoce chon tir nhém bao g6m Glu va Gln;

X14 dugc chon tr nhom bao gbdm Aad, Asp va His;

X19-X20 duoc chon tir Ser-Ser va Thr-Thr hodc Véng mat;

X27 dugc chon tir nhém bao gém Leu va Pro; va

X2 va X7 la cac g axit amin c6 céc chudi bén cung voi nhau tao thanh cau lactam, trong
do:

X2 1a Asp va X7 1a Lys;

X2 1a Asp va X7 1a Orn;

X2 1a Asp va X7 la Dab;

X2 1a Asp va X7 1a hLys;

X2 1a Dap va X7 la Aad;
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X2 1a Glu va X7 1a Dab; or
X2 1a Dab va X7 la Glu.

4. Hop chét twong tu amylin hodc mudi duge dung ctia ching theo diém 3, trong d6 X14

1a Aad, X19-X20 la Ser-Ser va X27 la Leu.

5. Hop chat twong ty amylin hodc mubi duge dung ctia chung theo diém 1, trong d6 Z 1a

trinh ty axit amin dugc chon tir nhdm bao g@)m:

RD()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD(GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLHRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNTP;
RD()GTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD(GTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orm()-ATERLARFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
ED(GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD(GEATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTLTK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTASK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD(GTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp;
RD(GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-hLys()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRSSE-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLTRSSE-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSST-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRTTE-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRTTF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRATF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
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RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRAAF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRGTF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp:
RD()QTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRGTF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD(PTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp:
ED(GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRAAF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRGGF-Gly(Me)-A-lle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRANF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD()GTATK(ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp;
RD(GTATK(OATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD(GTATK(ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTETGSNT-Hyp;
ED()GTATK(ATERLA-Aad-FLQRSSFGly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RDOGTATK(OATERLA-Aad-FLQRTTE-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
KD(GTATK()ATQRLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-Alle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RDOGTATK(OATQRLA-Aad-FLQRSSE-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RD(GTATK(ATQRLADFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
RDOGTATK(OATQRLADFLQRSSE-Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTETGSNT-Hyp;
KD(GTATK(ATQRLANFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;
KD(GTATK()ATQRLANFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTETGSNT-Hyp;
R-Dap()-GTAT-Aad()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-lle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp:
R-Dab()-GTATE()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp; va
RE()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp;

trong d6 dau ngodc don () chi ra cau lactam noi phan ti dugc tao ra gifta cac chudi bén cta

cac gbc ¢ cacvitri2 va 7.

6. Hop chét twong tu amylin hodc mubi duge dung cta chung theo didm bt ky trong céac

diém trén day, trong d6 R' 1a M hodc M-L-.

7. Hop chét twong tu amylin hodc mudi dugc dung ctia ching theo diém 6, trong do M 1a
nhém thé wa diu chira chudi hydrocacbon ¢6 tir 10 dén 24 nguyén ta C, vi du tir 14 dén 22
nguyén tt C, vi du, tir 16 dén 20 nguyén tt C, trong d6 nhom thé wa dau nay tuy y chira

nhém axit carboxylic ¢ tén cung cua chudi hydrocacbon, va con tuy y trong do, nhom the

-61-



41417

wa dau 1a gbc 15-carboxy-pentadecanoyl, 17-carboxy-heptadecanoyl hodc 19-carboxy-

nonadecanoyl.

8. Hop chét tuong tu amylin hodc mudi duge dung ctia chung theo diém 6 hodc diém 7,
trong do cAu ndi L chura céc géc Gly, Pro, Ala, Val, Leu, Ile, Met, Cys, Phe, Tyr, Trp,
His, Lys, Arg, Gln, Asn, a-Glu, y-Glu, e-Lys, Asp, B-Asp, Ser, Thr, Gaba, Aib, B-Ala
(nghfa 13, 3-aminopropanoyl), 4-aminobutanoyl, 5-aminopentanoyl, 6-aminohexanoyl, 7-
aminoheptanoyl, 8-aminooctanoyl, 9- aminononanoyl, 10-aminodecanoyl hodc 8 Ado
(nghia 13, 8-amino-3,6-dioxaoctanoyl), vi du, trong d6 L 1a gbc Glu, y-Glu, ¢ -Lys, p-Ala,

4-aminobutanoyl, 8-aminooctanoyl hodc 8Ado.

9. Hop chét twong tu amylin hodc mubi duoc dung ctia chung theo diém 8, trong do R1 1a
nhém 19-carboxy-nonadecanoyl duoc lién két dong hoa tri véi nhom alpha amino clia ciu

ndi axit iso-glutamic ([19CD]-isoGlu).

10. Hop chét twong tu amylin hodc mudi duge dung ctia chung theo diém bét ky trong céc

diém trén day, trong d6 R? 1a NH..
11. Hop chét twong tu amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:

[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 2)
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chit 3)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;

[19CD]-isoGlu-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chét 4)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Orn()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chét 5)
[le(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-is0Glu-RD()GTAT-Orn()-ATERLAHFLQRF-Gly(Me)-A- (Hop chét 6)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-is0Glu-RDOGTAT-Orn()-ATERLAHFLHRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chat 7)
[le(Me)-LSSTEVGSNTP-NH,

[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chét 8)
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>
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[19CD]-isoGlu-RD(GTAT-Orn()-ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH;

[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLARFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-ED()GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;

[19CD]-isoGlu-RDOGEATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
[le(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-is0Glu-RDOGTLTK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RD()GTASK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RDOGTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NHy

[19CD]-is0Glu-RD()GTATK(O)ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NHa

[19CD]-is0Glu-RD()GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH:

[19CD]-is0Glu-RDOGTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-hLys()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RD(GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-
A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-is0Glu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLTRSSF-Gly(Me)-
A-Tle(Me)-LSSTEVGSST-Hyp-NH,

[19CD]-is0Glu-RD(GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRTTF-
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Orm()-ATERLA-Aad-FLQRTTF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRATE-
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;

[19CD]-isoGlu-RDOGTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRAAF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,
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[19CD]-isoGlu-RD(GTAT-Orm()-ATERLA-Aad-FLQRGTEF-
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH2

[19CD]-isoGlu-RD()QTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRGTF-
Gly(Me)-A-Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RDO)PTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-isoGlu-ED()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]—isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRAAF—Gly(Me)—A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-isoGlu-RD() GTATK()ATERLA-Aad-FLQRGGF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRANF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;

[19CD]-isoGlu-RD)GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-PSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)—A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRS SF—GIy(Me)-A-
I[le(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-isoGlu-ED()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRSSFGly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-RDO)GTATK()ATERLA-Aad-FLQRTTF-Gly(Me)-A-
[le(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-KDOGTATK()ATQRLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-
Alle(Me)-LSSTEVGSNTHyp-NH;

[19CD]-isoGlu-RD(GTATK()ATQRLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-is0Glu-RDOGTATK()ATQRLADFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH;

[19CD]-isoGlu-RD(GTATK )ATQRLADFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-KDOGTATK()ATQRLANFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

[19CD]-is0Glu-KD(GTATK O)ATQRLANFLQRSSF-Gly(Me)-A-
Tle(Me)-LSSTETGSNT-Hyp-NH,
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[19CD]-isoGlu-R-Dap()-GTAT-Aad()-ATERLAHFLQRSSF- (Hop chét 48)
Gly(Me)-A-Ile(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH,

[19CD]-isoGlu-R-Dab()-GTATE()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chét 49)
[le(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH:

[19CD]-isoGlu-RE()GTAT-Dab()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-  (Hop chét 51)
[le(Me)-LSSTEVGSNT-Hyp-NH>

hodc muoi duge dung hodc solvat cua ching;
trong d6 dau ngodc don () chi ra cau lactam ndi phan tir dugc tao ra gitra cac chudi bén ctia

cacgocdvitri2va 7.

12. Hop chat twong tu amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:
[19CD]-is0Glu-RDOGTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
PSSTEVGSNT-Hyp-NHoa;

trong d6 ddu ngodc don () chi ra cAu lactam ndi phan tir duge tao ra gilta cac chudi bén cla

cac goc o vitri2va 7.

13. Hop chét trong tu amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay 1a:
[19CD]-is0Glu-RD()GTATK()ATQRLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-lle(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHo;

trong d6 dau ngodc don () chi ra cAu lactam ndi phan tir duge tao ra gilta cac chudi bén ctia

cac goc dvitri2va 7.

14. Hop chét twong tu amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:
[19CD]-is0Glu-RD()GTATK()ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHoz;

trong do d4u ngoic don () chira cau lactam ndi phan tir dugc tao ra gitra cic chudi bén clia

cac goc dvitri2va 7.

15. Hop chét tuong tw amylin theo diém 1, trong d6 hop chat nay la:
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-hLys()-ATERLAHFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHo;

trong d6 ddu ngodc don () chira cau lactam ndi phan tir duge tao ra gitta cac chudi bén clia

cac goc o vitri2va 7.
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16. Hop chét twong tu amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:
[19CD]-isoGlu-RD()GTAT-Orn()-ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-A-lle(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHz;

trong do d4u ngodc don () chira cAu lactam nodi phan tir duoc tao ra gitra cic chudi bén cua

cac goc o vitri2va 7.

17. Hop chét tvong ty amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHoa;

trong do d4u ngodc don () chira cau lactam ndi phan tir dugc tao ra gitta cac chudi bén cia

cac goc o vitri2 va 7.

18. Hop chét trong ty amylin theo diém 1, trong d6 hop chat nay la:
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
LSSTETGSNT-Hyp-NH;

trong d6 dau ngodc don () chira cau lactam ndi phan tr dugc tao ra gitra cac chudi bén cua

cac goc o vitri2 va7.

19. Hop chét tuong ty amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:

[1 9CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATERLA-Aad-FLQRTTF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHa;

trong do d4u ngodc don () chira cau lactam ndi phan t& dugc tao ra gitra cdc chudi bén cua

cac goc o vitri2 va7.

20. Hop chét trong ty amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:
[19CD]-is0Glu-KD()GTATK()ATQRLA-Aad-FLQRS SF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHoa;

trong do dau ngodc don () chira cAu lactam ndi phan t dugc tao ra gifta cac chudi bén cia

cac goc o vitri2va .
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21. Hop chét twong tw amylin theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATQRLA-Aad-FLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHp;

trong d6 dau ngodc don () chi ra cAu lactam ndi phan tir dugc tao ra gitta cdc chudi bén cta

cac goc o vitri2va 7.

22. Hop chét tuong tu amylin theo diém 1, trong d6 hop chat nay la:
[19CD]-isoGlu-RD()GTATK()ATQRLADFLQRSSF-Gly(Me)-A-Ile(Me)-
LSSTEVGSNT-Hyp-NHoz;

trong d6 ddu ngodc don () chi ra cAu lactam noi phan tir dugc tao ra gifta cdc chudi bén clia

cac goc ¢ vitri2va 7.

23. Mubi dugc dung cta hop chét twong tw amylin theo diém bt ky trong cac diém tir 12

dén 22.

24. Dugc pham chtra hop chét trong tu amylin hodc mudi duge dung cta chung theo diém
bét ky trong cac didm trén day két hop voi chit mang, t4 dugc hodc ta dugc long duoc

dung.

25. Phuong phép tong hop hop chét twong tu amylin hodc mudi dugc dung ctia chiing theo
diém bat ky trong céc diém tr 1 dén 22 bao gdm bude tong hop hop chét twong tu nay
bang hé phuong phap tbng hop peptit pha ran hodc pha 16ng, tiy y tach va/hodc tinh ché
san phdm cudi cling, va tiy ¥ bao gdbm thém budc tao lién két amit gitta cac chudi bén & vi

tri2 va7.
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