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(57) Sang ché dé cap dén chat twong tu incretin c6 hoat tinh & mdi thu thé trong
s6 cac thu thé polypeptit tiét insulin phu thudc glucoza (GIP), peptit-1 gidng
glucagon (GLP-1) va glucagon. Cac chat twong tu incretin c¢6 cac ddu hiéu cdu
tric tao nén hoat tinh cin bang va thoi gian tac dong kéo dai & mdi thy thé trong
s6 cac thu thé nay. Cac chét twong tu incretin nay 14 hiru ich dé diéu tri cac bénh
nhu bénh dai thao dudng, bénh réi loan m& mau, bénh gan nhiém md, hoi chimg
chuyén hoa, bénh viém gan nhiém mé& khong do rugu va bénh béo phi. Sang ché

con dé cap dén dugc pham chira cic chat twong ty incretin nay.
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Linh vwe k§ thuit dwoe dé cap

Séng ché d& cap dén cac chit twong tur incretin ¢6 hoat tinh & mdi thu thé trong
s6 thu thé polypeptit tiét insulin phu thudc glucoza (glucose-dependent insulinotropic
polypeptide - GIP), thu thé peptit-1 giéng glucagon (glucagon-like peptide-1 - GLP-1)
va thu thé glucagon. Cac chat twong tur incretin duge mo ta & ddy c6 thé c¢6 cac dau
hiéu cAu trac tao ra hoat tinh cAn bang va c6 thoi gian tac dong kéo dai & mdi thu thé
trong sb cac thu thé nay. Cac chét tuong tu incretin nhu vay co thé hiru dung dé diéu
tri cac rdi loan nhu bénh dai thao dudng typ 2 (type 2 diabetes mellitus - T2DM), rdi
loan m& mau, hoi ching chuyén hoa, bénh gan nhiém m& khoéng do rwgu (non-
alcoholic fatty liver disease - NAFLD), bénh viém gan nhiém m& khong do rugu
(non-alcoholic steatohepatitis - NASH) va/hodc bénh béo phi.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Trong vai thap ky qua, ty 1€ mic bénh tiéu duong tiép tuc gia ting. T2DM la
dang phé bién nhat trong s6 cac bénh tiéu dudng, chiém khoang 90% trong tit ca cac
bénh tiéu duong. T2DM dugc phan biét bdi mirc glucoza trong mau cao do su khang
insulin gay ra. Tiéu chudn chim soc hién nay ddi v6i bénh T2DM bao gdm ché do an
va tap luyén, ciing nhu didu tri bang thudc ding qua duong miéng va céc thube lam
giam glucoza dung duodng tiém, bao gdm cac liéu phap trén co s& incretin, nhur chét
chi van thy thé GLP-1.

GLP-1 1a peptit gdbm 36 axit amin, doan c6 hoat tinh sinh hoc chinh cta peptit
nay duoc tao ra dudi dang peptit gdm 30 axit amin dugc amit hoa & dau tan cung C
(GLP-1736; SEQ ID NO:2) ma kich thich su tiét insulin phu thudc glucoza va ngin
ngira sy ting dudng huyét & bénh tiéu duong. Nhiéu chat twong tu GLP-1 khic nhau
hién c6 dé didu tri T2DM, bao gém dulaglutide, exenatide va liraglutide. Tuy nhién,
nhiéu chét chu van thu thé GLP-1 throng mai bi giéi han vé liéu do tac dung phu dén
da day rudt, nhu budn nén va nén. Khi diéu tri bang thudc ding qua duong miéng va
cac liéu phap tri liéu trén co s¢ incretin 12 khong du, thi viéc diéu tri bang insulin dugc
xem xét. Bat ké nhiéu lua chon diéu trj hién c6, mot s6 lugng dang ké ca thé duoc diéu
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tri bang céc liéu phap da duogc chép thuéfm khong dat dén muc dich kiém soédt glucoza
huyét (xem, vi du, Casagrande et al. (2013) Diabetes Care 36:2271-2279).

Bénh tidu dudong khong duoc kiém soat c6 thé din dén mot hodc nhiéu tinh
trang ma anh huong dén bénh tat va ty 1& tir vong cua cac ca thé nhu vay. Mot trong s6
céc yéu td nguy co chinh dbi voi T2DM Ia bénh béo phi, va phan 16n nhimg ca thé
méc T2DM (~90%) bi thira can hodc béo phi. Pa chiing minh duoc rang giam su phat
phi co thé s& din dén cai thién céc tinh trang bénh tét xay ra ddng thoi co lién quan dén
béo phi bao gdm céc bién cb tang glucoza huyét va cac bién ¢ tim mach. Vi vy, cac
liéu phap hitu hiu trong kiém soat mirc glucoza va giam thé trong 1a can thiét dé kiém
soat bénh tbt hon.

V& mit ndy, cic liéu phap méi dang dugc nghién ctiu bao gbm cac hop chét
khong chi ¢6 hoat tinh & thu thé GLP-1 ma con ¢6 hoat tinh & mot hogc nhiéu thy thé
khéc, nhu thu thé GIP va/hoic glucagon. Trén thuc té, cac hop chit nhét dinh dugc mé
ta 1a c6 hoat tinh chu vin bd ba (tuc la, hoat tinh & mdi thu thé trong sb cac thu thé
glucagon, GLP-1 va GIP). Vi du, Cong bd don sang ché quéc té s6 WO 2015/067716
mo ta cac chit twong tu glucagon c6 hoat tinh dbi khang trén ba thu thé. Tuong tu,
Cong bd don quéc té s6 WO 2016/198624 md ta cac chat twong ty exendin-4, ban than
n6 1a mot chét twong tu GLP-1, c6 hoat tinh chit vAn bd ba. Tuong tu, mdi Cong bd
don quéc t& s WO 2014/049610 va WO 2017/116204 mo ta nhiéu chét twong ty khéc
nhau c6 hoat tinh chi van bd ba. Ngoai ra, Cong bd don quéc té s WO 2017/153375
mo ta cac chat ddng chu van glucagon va GLP-1 ciing ¢6 thé duogc cho 1a ¢6 hoat tinh
GIP.

Tuy nhién, van ¢6 nhu ciu dé diéu tri, dac biét 1a T2DM, c6 thé tao ra tac dung
kiém soat glucoza hiéu qua, kém theo cac 1¢i ich gidm cén va profin tic dung phu
thich hgp. Cling ¢6 nhu cAu vé cac chét diéu tri dé sir dung voi khoang thoi gian tac
dong kéo dai du dé cho phép dinh lidu khong thuong xuyén nhu mot 1an mdi ngay, ba

lan mot tuan, hai 1an mdt tuan hodc maot 1an mot tuan.

Ban chit k§ thuit ciia sing ché
Céac chit twong tu incretin dugc md ta trong ban mo ta nay dugc trong doi la
gi4i quyét dugc nhimg nhu cAu néu trén. Theo do, ban mo ta boc 1§ cac chit tuong tu
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incretin véi hoat tinh & mdi thu thé trong s6 céc thu thé GIP, GLP-1 va glucagon. C6
loi 13, céc chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta nay c6 hoat tinh can bang
cho phép st dung lidu ma tao ra hoat tinh du & mdi thu thé dé tao ra nhing loi ich chi
vén thu thé d6 trong khi tranh dugc cac tac dung phu khong mong mudn ¢6 lién quan
dén hoat tinh qua muc. Hon nita, cac chét tuong tur incretin dugc mo ta trong ban mod
t4 nay c6 thi gian tac dong kéo dai ¢ timg thu thé trong s6 céc thu thé GIP, GLP-1 va
glucagon cho phép dinh lidu khong thudng xuyén nhu mot lan mdi ngay, ba lan mot
tudn, hai 1an mét tudn hodc mot 1an mét tudn. Theo cach nay, céc chét tuong tu
incretin tdng cuong kiém soat muc glucoza, loi ich chuyén héa nhur giam thé trong
va/hodc cai thién thanh phan co thé, cac loi ich vé chéat béo nhu gidm proprotein
convertaza subtilisin/kexin typ 9 (PCSK9), va/hodc nhiing lgi ich khac nhu tang khéi
lwong xuwong hodc sy hinh thanh xuwong hodc giam téi hép thu xwong. Ban mo ta cling
boc 10 viéc diéu tri hiéu qua cac r6i loan hodc tinh trang khac, bao gbdm bénh béo phi,
NAFLD, NASH, r6i loan m& mau, va/hodc r6i loan chuyén hoa.

Theo mot phuong an, chét tuong tu incretin duoc dé xuét c6 cong thic:

YX2X3GTX6TSDYSIX 13LDKX17AQX20AFIEYLLEGGPSSGAPPPS, trong dé
X5 14 Aib, X3 1a Q HO#c H, Xe 12 aMeF hodc aMeF(2F), Xj3 1a L hodc aMeL, Xi7 la
axit amin bat ky ¢6 nhém chirc ¢6 sin dé lién hop, trong d6 nhom chire duge lién hop
v6i axit béo Ci6-Ca2, X20 12 Aib, Q hodc H (SEQ ID NO:5), va axit amin ¢0 dau tan
cung C dugc amit hoa tuy y, hodc mudi duge dung cia né.

Theo phuong én khéc, sang ché d& xuét phuong phép diéu trj bénh nhu bénh rdi
loan m& mau, bénh gan nhiém md, hoi chimng chuyén hoéa, NASH, bénh béo phi va
T2DM. Céc phuong phép nhu vay co6 thé bao gbm it nhat budc cho c4 thé can diéu tri
str dung lugng hitu hi¢u cua chét twong tu incretin dwgc mo ta trong ban md ta nay.
Trong mdt sb truong hop, bénh 12 bénh gan nhiém md, bénh béo phi, NASH hoic
T2DM.

Theo mdt phuong an khéc, chét tuong ty incretin nhu dugc md ta trong ban mo
ta nay duoc dé xuét dé dung trong diéu tri. Vi du, chét tuong tu incretin nhu dugc md
ta trong ban mo ta dugc dé xuét dé dung trong diéu tri bénh nhu roi loan m& mau,
bénh gan nhiém m&, hoi chimg chuyén hoa, NASH, bénh béo phi va T2DM. Trong
mot sb truong hop, bénh 1a bénh gan nhiém m&, bénh béo phi, NASH hodc T2DM.
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Theo mot phuong an khéc, chét twong tu incretin nhu dugc md ta trong ban md
ta nay dugc dé xuit dé dung trong san xuit thudc dé diéu tri réi loan m& mau, bénh
gan nhiém md, hoi ching chuyén héa, NASH, bénh béo phi va T2DM. Trong mét s6
truong hop, bénh la bénh gan nhiém md, bénh béo phi, NASH hodc T2DM.

Theo mot phuong an khac, dugc phém duoc d& xuit chira chét twong tu incretin
nhu dugc md td trong ban mo ta va chit mang, chét pha loing hodc t4 dugc dugc

dung.

MO ta chi tiét sang ché

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, tit ca cac thuat nglt k¥ thuat va khoa hoc duoc su
dung trong ban md ta nay cé cung nghia nhu thuong duge hiéu bai nguoi 6 hiéu biét
trung binh vé linh virc ciia séng ché nay. Mic du cic phwong phép va vat liéu bat ky
twong tu hodc twong duong véi cac phuong phap va vat lieu duge md ta trong ban mé
td nay co thé duoc dung dé thuc hién hodc thir nghiém céc chét tuong tu incretin, dugc
pham va phwong phép, nhung cdc phwong phép va vat liéu dugc wu tién sé¢ duge mo ta
o day.

Hon ntta, viéc tham chiéu dén mot yéu td béng mao tir khong xac dinh “mot”
khong loai trir kha nang nhiéu hon mot yéu t6 c6 mat, trir khi ngit canh rd rang doi hoi
rang c6 mot va chi mot yéu t6. Mao tir khdng xé4c dinh “mot” do d6 ludn c6 nghia 1a “it
nhit mot”.

GIP 1a peptit gém 42 axit amin (SEQ ID NO:4) va 12 incretin, dong vai tro sinh
Iy trong viéc cin bang glucoza ndi moi bang cach kich thich tiét insulin tir cac t& bao
beta tuyén tuy v6i su c6 mit clia glucoza.

GLP-1 1a peptit gbm 36 axit amin (SEQ ID NO:2) va ciing 1a incretin, ma kich
thich su tiét insulin phu thudc glucoza va da thé hién 12 ngan nglra ting glucoza huyét
& bénh tiéu duong.

Glucagon 1a peptit gdm 29 axit amin (SEQ ID NO:1) ma hd trg viée duy tri
glucoza huyét bang cach gin két v6i va hoat hoa cac thu thé glucagon trén té bao gan,
lam cho gan giai phong glucoza duge dy trit 6 dang glycogen qua qua trinh phén giai

glycogen.
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Oxyntomodulin (OXM) la peptit gbm 37 axit amin khong chi bao gbm trinh tu
29 axit amin cta glucagon ma con doan kéo dai octapeptit & dau tan cing carboxy
(SEQ ID NO:3) ma hoat hoéa ca thu thé glucagon va thu thé GLP-1, vé6i higu lyc véi
thu thé glucagon cao hon chit it so véi thu thé GLP-1.

Ngoai T2DM, céc incretin va chét tuong ty cia ching c6 hoat tinh & mot hodc
nhiéu trong sb cac thu thé GIP, GLP-1 va/hoic glucagon dugc mo ta 1a co tiém nang
dé didu tri nhidu tinh trang bénh, bénh hodc rdi loan khic, bao gdbm, vi du, bénh béo
phi, NAFLD va NASH, bénh réi loan mg mau, hdi chimg chuyén héa, rdi loan lién
quan dén xuong, bénh Alzheimer va bénh Parkinson. Xem, vi du, Jall et al. (2017)
Mol. Metab. 6:440-446; Carbone et al. (2016) J. Gastroenterol. Hepatol. 31:23-31,
Finan et al. (2016) Trends Mol. Med. 22:359-376; Choi et al. (2017) Potent body
weight loss and efficacy in a NASH animal model by a novel long-acting GLP-
1/Glucagon/GIP triple-agonist (HM15211), ADA Poster 1139-P; Ding (2008) J. Bone
Miner. Res. 23:536-543; Tai et al. (2018) Brain Res. 1678:64-74; Miiller et al. (2017)
Physiol. Rev. 97:721-766; Finan et al. (2013) Sci. Transl. Med. 5:209; Holscher (2014)
Biochem. Soc. Trans. 42:593-600.

Nhu duge st dung & day, “khoang” nghia 1a trong khoang y nghia théng ké cua
gia tri hodc céc gid tri nhu, vi du, néng do, chiéu dai, phén tr lwong, do pH, ma nhin
dang trinh ty, khung thoi gian, nhiét d§ hoac thé tich duoc dua ra. Gia tri hodc khoang
nhu vay c6 thé nim trong loai do 16n thuong trong khoang 20%, thong thuong hon 1a
10%, va con thong thuong hon nita 1a trong khoang 5% gia tri hodc khoang da dua ra.
Céc bién dbi dugc phép thude pham vi ciia “khoang” s& phu thudc vao he¢ cu thé dugc
nghién ciru, va c6 thé duge ngudi co hidu biét trung binh vé linh vure ndy sén sang thira
nhén.

Nhu dugce st dung & day, va tham chiéu dén mot hodc nhiéu thu thé GIP, GLP-
1 hodc glucagon, “hoat tinh”, “hoat hoa”, “viéc hoat héa” va cic thudt ngi tuong tu
chi kha ning lién két véi va gy dép tmg & (cac) thu thé ciia hop chét, nhu cac chét
twong tu incretin dugc mé ta trong ban md ta, nhu dugce xac dinh bang cac thir nghiém
d3 biét trong linh vuc nay, nhu cic thir nghiém in vitro duge mo ta sau dy.

Nhu duge st dung & day, “axit amin v6i nhom chirc kha dung dé lién hop”
nghia 1a axit amin bét ky tu nhién hodc khong tu nhién véi nhom chirc ma cé thé duogc
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lién hop véi axit béo bang, vi du, phin tir lién két. Vi du vé cac nhém chire nhu vay
bao gbm, nhung khong chi gi¢i han 6, cac nhém alkynyl, alkenyl, amino, azido,
bromo, carboxyl, cloro, iodo, va thiol. Vi du vé céc axit amin ty nhién bao gém cac
nhém chte nhu vay bao gdom K (amino), C (thiol), E (carboxyl) va D (carboxyl).

Nhu duoc st dung & ddy, “axit béo C16-Ca2” nghia la axit carboxylic ¢6 tir 16
dén 22 nguyén tir cacbon. Axit béo Ci6-Ca2 thich hop dé dung trong sang ché nay ¢o
thé 12 monoaxit no hodc diaxit no. Nhu duogc st dung ¢ day, “no” nghia la axit béo
khong chira lién két d6i hodc lién két ba cacbon-cacbon.

Nhu dugce st dung ¢ day, “luong hitu hiéu” nghia 1a lugng, néng d6 hoac liéu
mot hoac nhiéu chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta, hodc mudi duge
dung ctia n6 ma khi sir dung liéu don hoic nhiéu liéu cho ddi tuong can str dung, s€ tao
ra tac dung mong mubn & dbi tuong dugce chin doan hoac diéu tri. Luong hitu hi€u co
thé d& dang dugc xéc dinh béi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc nay bang viée
st dung cac ky thuat da biét va bang cach quan sat két qua thu dugc tir nhiing ca tuong
tu. Khi x4c dinh luong hitu hiéu cho mot ca thé, can can nhic mot sb yéu td bao gém,
nhung khong gi¢i han 6, loai dong vat; kich thude, do tudi va stc khde chung cua nd;
bénh hodc r6i loan cu thé lién quan; mic do hodc tinh trang lién quan hodc mirc do
nghiém trong cua bénh hodc r6i loan; dép ung cia ting bénh nhén; chét twong tu
incretin cu thé dwoc st dung; phuong thirc st dung; cac dic trung sinh kha dung cua
ché phém duoc sir dung; phac dd lidu luong lua chon; viée sir dung thube déng thoi;
va cac trrong hop lién quan khac.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, “thoi gian tac dong kéo dai” nghia la ai
lwc gan két va hoat tinh d6i v6i chét twong tu incretin tiép tuc trong khoang thoi gian
16n hon so véi cta cac peptit GIP, GLP-1 va glucagon ty nhién ciia nguoi, cho phép
viéc dinh liéu khong thudng xuyén & mirc mot 14n mét ngay hodc tham chi ba 1an mot
tudn, hai lan mot tudn hodc mdt 1an mot tudn. Profin tac dong theo thoi gian cua chét
twong tu incretin co thé dugc x4c dinh bang cach sit dung cdc phuong phap thir
nghiém duoc dong hoc da biét nhu cac phuong phap duoc st dung trong phén vi du
duéi day.

Nhu duge st dung & déy, “chét twong tu incretin” nghia 1a hop chét co sy twong
ddng vé mat cAu trac v6i mdi chat GIP, GLP-1 va glucagon, dac biét 1a GIP (SEQ ID
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NO:4), GLP-1 (SEQ ID NO:2) va glucagon (SEQ ID NO:1) cia ngudi, nhung co6
nhiéu khac biét v6i cc chat nay. Cac chit twong tu incretin duge md ta trong ban mo
t4 nay bao gdm céc trinh ty axit amin khién cho hop chit c6 sai luc d6i v6i va hoat
tinh ¢ tung thu thé trong sb cac thu thé GIP, GLP-1 va glucagon (#tc la, hoat tinh chu
van bo ba).

Nhu duge st dung & day, “ca thé can diéu tri” nghia l1a dong vat c6 vu, nhu
nguoi, méc phai tinh trang, bénh, r6i loan hoic triéu ching can diéu tri hodc liéu phap,
bao gém vi du, cac tinh trang, bénh, r6i loan hodc triéu ching dugc liét ké trong ban
mo ta.

Nhu dugc st dung ¢ day, “phép diéu tri”, “viéc didu tri”, “diéu tri” va cac thuat
ngir twong tu chi viéc ngan chin, lam chém, chidm dut hodc ddo nguogc su tién trién
hodc muc d6 nghiém trong cla triéu ching, tinh trang bénh, bénh, 161 loan hodc hoic
triéu chung hién co.

Nhu duoc sir dung ¢ day, va tham chiéu dén chit tuong tu incretin, “hoat tinh
chi van bd ba” nghia 13 chit twong tu incretin ¢6 hoat tinh & mdi thu thé trong s6 cac
thu thé GIP, GLP-1 va glucagon, dic biét 1a chét tuong tu ¢6 hoat tinh cén béng va du
& mdi thu thé dé tao ra nhiing lgi ich chu van cia thu thé d6 trong khi tranh dugc cac
tac dung phu khong mong mubn khi hoat tinh qué 16n. Hon nita, céac chét twong tu
incretin ¢6 hoat tinh chtt van bo ba ¢6 thoi gian tic dong kéo dai ¢ tung thu thé trong
s6 cac thu thé GIP, GLP-1 va glucagon cho phép dinh lidu khong thuong xuyén nhu
mét 1an mdi ngay, ba 1an mot tudn, hai 14n mét tudn hodc mot 1an mot tudn mot cach
thuan loi.

Nhu dugc stir dung trong ban mo ta nay, “diéu tri” hodc “dé diéu tri” c6 nghia 1a
ngdn can, lam cham, dimg hodc dao ngugc su tién trién hodc muc dd trAm trong cua
tinh trang bénh, bénh, r6i loan hodc triéu chimg dang xudt hién.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, va tham chibu dén chét tuong tu
incretin, “hoat tinh cht vn b0 ba” c6 nghia la chét tuong tu incretin c6 hoat tinh & mdi
thu thé trong s6 céc thu thé glucagon, GIP va GLP-1, ddc bi€t 1a chét tuong tu c6 hoat
tinh can béng va da & mdi thu thé dé tao ra loi ich cha van cuia thu thé do déng thoi
tranh duoc cac tac dung phu khong mong mudn lién quan dén hoat tinh quéa 16n. Hon
nita, cac chét twong tu incretin c6 hoat tinh chti van bo ba c6 thoi gian tac dong kéo dai
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& mdi thu thé trong sb céc thu thé GIP, GLP-1 va glucagon cho phép dinh lidu khong
thuong xuyén nhu mot 1an mdi ngay, ba 1an mot tudn, hai lan mot tudn hodc mét 1an
mot tudn mot cach thuan 1oi.

Céc diu hiéu cAu tric cta cac chit tuong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta
nay lam cho cac chét twong tu ¢6 hoat tinh du ¢ mdi thu thé trong sb cac thu thé GIP,
GLP-1 va glucagon dé thu duoc hiéu qué hoat tinh thich hop & mdi thu thé (nike o,
hoat tinh chii vin bd ba), nhung hoat tinh khong qué 1on & mot thu thé bat ky dé 1an at
hoat tinh & ca hai thu thé con lai hodc tao ra cac tdc dung phu khong mong mudn khi
duge ding véi lidu di dé tao ra hoat tinh & ca ba thu thé. Cac vi du khong gi6i han vé
c4c du hiéu céu truc nhu vay theo cac phuong an nhét dinh, va tham chiéu dén SEQ
ID NO:5, bao gdm oMeF hodc aMeF(2F) & vi tri 6, duge phat hién 1a gép phan vao
hoat tinh glucagon t6i wru, L hodc aMeL & vi tri 13, dugc phat hign 1a gop phén vao
hoat tinh glucagon va GIP t6i wru; Aib & vi tri 20, nhan thdy rang né gop phan tao ra
hoat tinh GIP tdi wu; axyl hoa & vi tri 17, dugc phat hién la gop phﬁn vao hoat tinh
glucagon toi wu; va Y & vi tri 25, duoc phat hién 1a gop phan vao hoat tinh glucagon
va/hodc GIP t6i wu. Vi du khac vé cac diu hiéu cu truc nhu viy bao gdm céc axit
amin dugc md ta trong ban mo ta & vi tri s6 22, 24 va 28-39, dugc phat hién 1a gop
phin vao lién két va hiéu luc i wu & ca ba thu the.

Cac déu hiéu cAu trac vé cac chat twong tu incretin mo ta trong ban md ta nay
cing 1am cho céc chat twong ty c6 nhiéu thudc tinh 6 loi khac lién quan dén kha nang
phat trién cta chiing nhu céc liéu phép diéu tri, bao gém cai thién do hoa tan cua cac
chét twong tu trong cac dung dich nudc, céi thien do 6n dinh bao ché héa hoc va vat 1y,
kéo dai profin dugc dong hoc, va giam thiéu kha nang sinh mién dich. Céc vi du khong
gi6i han vé cac diu hiéu céu tric cu thé tao nén cic thudc tinh nhu vay bao gbm viée
axyl héa & vi tri 17 véi axit béo Cz, gop phﬁn vao profin dugc dong hoc
(pharmacokinetic - PK) va kha nidng phat trién t6i wu; Aib hodc H ¢ vi tri 20, gop phan
vao cac profin PK va kha nang phat trién ti wu; va cac axit amin dwgc mo ta trong ban
mo ta nay ¢ cac vi tri 22, 24 va 28-39, gop phén vao PK, tinh sinh mién dich, kha ning
phat trién va do 6n dinh t&i wu.

Cén luu y rang cac danh muc trén déy vé cac dbu hiéu cdu trac chi 1a dé minh
hoa, va khong bao ham toan di€n, va td hop céac dac tinh c6 loi cia cac chét tuong tu
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lam vi du dugc md ta trong ban mo ta nay khong phai la két qua cia cai bién bat ky
khi phan tach, ma thay vao d6 dat dugc thong qua nhiing td hop méi vé cac dau hiéu
cAu truc dugc md ta trong ban mo ta nay. Ngoai ra, nhiing tac dung dugc md ta trén
day ctia danh muc da néu vé céc cai bién khong mang tinh loai trlr, vi nhiéu cai bién
trong sO nay ciing ¢ nhiing tac dung khac quan trong d6i v6i dic tinh cia cac hop
chat duoc mo ta trong ban mo ta, nhu duge mo ta sau day.

Céc trinh tu axit amin cta cac chét tuong tu incretin dugc mo ta trong ban mo
t4 nay két hop véi cac axit amin xuét hién trong tu nhién, thuong duoc biéu thi trong
ban md ta nay bang cach sit dung mot ma chit cai tiéu chuén (vi du, L = leuxin), cling
nhu cac gbe dugc thé alpha-metyl clia cac axit amin ty nhién (vi du, a-metyl leuxin
(aMeL), o-metyl lysin (aMeK), o-metyl phenylalanin (aMeF), and o-metyl 2-
fluoropheynylalanin (aMeF(2F)), va céc axit amin khong c6 trong tu nhién nhét dinh
khac, nhu axit alpha amino isobutyric (Aib). CAu tric cia cic axit amin nay dugc
minh hoa duéi day:
aMeL aMeK Aib aMeF aMeF(2F)

Nhur da luu y trén day, cac chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban mod ta c6
do tuong tu vé mit cAu tric véi, cac peptit tw nhién cia nguoi bét ky, nhung ciing c6
nhidu khac biét vé& cAu triic. Vi du, so v6i GIP tu nhién cia ngudi (SEQ ID NO:4), cac
chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban md ta bao gbm cac cai bién & mdt hoic
nhiéu vi trf trong s cac vi tri 2, 3, 7, 13, 14, 17, 18-21, 23-25, 28-29 va 30-42. Trong
mot sd trudng hop, cic chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta bao gdm cac
cai bién axit amin so véi GIP tu nhién cua nguoi (SEQ ID NO:4) 6 tung vi tri trong s6
cac vitri 2, 3, 6,7, 13, 14, 17, 18, 21, 23-25, 29 va 30-42. Trong céc truong hop nhét
dinh, cac chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta bao gém cac cai bién axit
amin sau: Aib & vi tri 2; Q hodc H 6 vi tri 3; aMeF hoac aMeF(2F) 6 vi tri 6; T ¢ vi tri
7, L hodc aMeL & vi trf 13; L ¢ vi tri 14; gbe K duoc cai bién & vi tri 17 ma duoc cai

9



45226 10/40

bién thong qua qua trinh lién hop v6i nhom epsilon-amino cla chudi bén K véi axit
béo c6 Ci6 dén Caa, thy y thong qua viée sir dung lién két; A ¢ vi trf 18; Q & vi tri 19;
Aib, Q hoac H & vi tri 20; A ¢ vitri 21; 16 vitri 23; E ¢ vitri 24; Y ¢ vi tri 25, E 6 vi
tri 28; G ¢ vi tri 29; va thay thé céc axit amin & cac vi tri 30-42 b.%mg trinh tu axit amin
sau: GPSSGAPPPS (SEQ ID NO:12) (va cac chat twong tw cit cut cia phan dudi).
Trong céc trudng hop khac nira, cac chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban md ta
nay dugc amit hoa. Tuy nhién, ngoai cac cai bién dugc mo ta trong ban mo ta, cac chét
twong tu incretin duge mo ta trong ban mo ta co thé bao gém mot hodc nhiéu céi bién
axit amin b sung, mién 13 cac chat trong tu gilt duwoc kha nang lién két va hoat hoa
mdi thu thé trong sb cac thu thé GIP, GLP-1 va glucagon.

Nhu da luu v trén ddy, cac chat tuong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta
bao gém géc axit béo dugc lién hop, vi du, bé‘mg lién két v6i axit amin tu nhién hoic
khong tu nhién v6i nhém chire kha dung dé lién hop. Doi khi, su lién hgp nhu vay goi
la su axyl hoa. Trong cac truong hop nhét dinh, axit amin v6i nhém chirc kha dung dé
lién hop 6 thé 1a K, C, E va D. Trong céc truong hop cu thé, axit amin v6i nhém chirc
kha dung dé lién hop 13 K, trong d6 thé 1ién hop 14 v6i nhom epsilon-amino cua mach
bén K.

Viéc axyl hoa céc chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta 1a ¢ vi tri
s6 17 trong SEQ ID NO:5, ma duge xac dinh 1a vi tr t6i wu dé dua ciu tric nay vao.
Axit béo, va theo cac phuong an nhit dinh, phéan tir lién két tic dong nhu chét gan két
albumin, va tao ra kha nang gan két dé tao ra cac hop chét c6 tac dung kéo dai.

Céac chét twong tu incretin duge mo té trong ban mo ta sir dung axit béo Cie-Ca2
duoc lién hop hoa hoc véi nhom chire cla axit amin béng lién két truc tiép hodc bing
phan tr lién két. Chidu dai va thanh phan cua axit béo anh huong t6i thoi gian ban thai
ctia cac chat twong tu incretin, hiéu lyc clia ching & mo hinh dong vét in vivo va dd
hoa tan va do 6n dinh cua chiing. Viéc lién hgp véi monoaxit hodc diaxit béo bdo hoa
C16-C22 1am cho cac chét twong tu incretin c¢6 thoi gian ban thai mong mudn, hiéu luc
mong mudn trong md hinh dong vat in vivo, va cac ddc tinh vé& d6 hoa tan va do 6n
dinh mong muén.

Vi du vé céc axit béo bdo hoa Cis-Car dé st dung trong ban mo ta bao gbm,
nhung khong chi gi6i han &, axit palmitic (axit hexadecanoic) (monoaxit Cis), axit

10



45226 11/40

hexadecandioic (diaxit Cie), axit margaric (axit heptadecanoic)(monoaxit Ci7), axit
heptadecandioic (diaxit Ci7), axit stearic (monoaxit Cis), axit octadecandioic (diaxit
C1g), axit nonadexylic (axit nonadecanoic)(monoaxit Ci9), axit nonadecandioic (diaxit
C19), axit arachadic (axit eicosanoic) (monoaxit Cao), axit eicosandioic (diaxit Cao), axit
heneicosylic (axit heneicosanoic)(monoaxit Ca1), axit heneicosandioic (diaxit Ca1), axit
behenic (axit docosanoic)(monoaxit Ca2), axit docosandioic (diaxit C22), bao gdm cac
dAn xuAt phan nhanh va dugc thé cla ching.

Trong cac truong hop nhét dinh, axit béo Ci6-C22 c6 thé 1a monoaxit Cis no,
diaxit Cig no, monoaxit Ci9 no, diaxit Ci9 no, monoaxit Ca no, diaxit Co no, va cac
dan xuét phan nhanh va dugc thé cua chiing. Trong cic truong hop cu thé hon, axit
béo C16-Caz c6 thé 13 axit stearic, axit arachadic hodc axit eicosanedioic, dac biét 1a
axit arachadic.

Trong mot s6 truong hop, phén ttr lién két co thé c6 mot dén bdn axit amin,
amino polyetylen glycol carboxylat, hodc hdn hop cta ching. Trong céac truong hop
nhét dinh, amino polyetylen glycol carboxylat c6 cAu tric sau dy:

H- {NH-CH>-CH>-[O-CHz-CH2]m-O-(CH2)p-CO}n-OH,
trong d6 m 1a s6 nguyén bt ky tir 1 d&én 12, n 1a s6 nguyén bat ky tir 1 dén 12, va p
bang 1 hoic 2.

Trong céc truong hop nhét dinh, phan tir lién két c6 thé 12 mot hogc nhiéu goe (2-
[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl), thy ¥ két hop véi mot dén bdn axit amin.

Trong cac truong hop ma phén tir lién két bao gdm it nhit mot axit amin, axit
amin nay c6 thé 1a mot dén bbn gdc axit amin Glu hodc yGlu. Trong mot s6 trudong
hop, phﬁn ttr lién két co thé bao gém mot hoac hai géc axit amin Glu hoac yGlu, bao
gbm céac dang D cta chung. Vi du, phan tir lién két ¢6 thé bao gdm mdt hodc hai gbe
axit amin yGlu. Theo céch khac, phan tr lién két ¢ thé bao gdbm mot dén bdn gbc axit
amin (nhu, vi du, cac axit amin Glu hodc yGlu) dugc sir dung két hop véi khong qua
ba muoi sau géc (2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy|-axetyl). Dic biét, phan tir lién két c6
thé 1a dang két hop ctia mot dén bén axit amin E hodc yE va mdt dén bon gbe (2-[2-(2-
amino-etoxy)-etoxy|-axetyl). Trong cac truong hop khac, phan tir lién két co thé 1a
dang két hop ctia mot hodc hai axit amin yGlu va mot hodc hai géc (2-[2-(2-amino-
etoxy)-etoxy|-axetyl).
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Trong truong hop déc biét, cac chét tuwong tu incretin dugc md ta trong ban mo
t4 nay c6 phan tir lién két va thanh phan axit béo c6 cAu tric theo cong thic sau:
(2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)a-(yGlu)b-CO-(CH2)c-CO2H,

Trong d6 a bang 0, 1 hodc 2, b bang 1 hodc 2, va ¢ bang 16 hoic 18. Trong trudng hop
cu thé, a br?mg 2,b béng 1,vac bi?mg 18, céu tric cla trrong hop nay dugc minh hoa
nhu sau:

o HO__O o
o J_o N gl OH
,7'\[[//\0/\/ ~"N N o ST N N N P Y T P g g

: H : H

o] @] (0]

Trong truong hop déc bi€t khac, a b%mg 1,b béng 2,vac béng 18, céu tric cta
truong hop nay dugc minh hoa nhu sau:
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Trong treong hop dic biét khac, a béng 0,b bf?mg 2,vac béng 18, cAu trac cua

truong hop nay duge minh hoa nhu sau:
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Trong truong hop dic biét khac, a béng 1,b béng 1,vac bﬁng 18, cAu tric cua

truong hop nay duge minh hoa nhu sau:
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Nhu duoc thé hién & cAu trac hoéa hoc cia cac Vi du 1-6 dudi day, cac géc phén
tir lien két-axit béo md ta & trén co thé duoc lién két véi nhom epsilon (g)-amino cua
mach bén lysin (K).

Ai luc cia cac chit twong tu incretin dugc md ta trong ban mo ta nay dbi voi
ting thu thé trong sé cac thu thé GIP, GLP-1 va glucagon c6 thé dugc xéac dinh bing

cach st dung céc k¥ thuat da biét trong linh vuc nay dé x4c dinh mirc gan két thu thé,
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bao gém, vi du, cac k¥ thuat dugc mo ta trong cac vi du sau day, va thuong dugc biéu
thi bang gia tri hang sb wrc ché (Ki). Hoat tinh ctia cac chét twong tu incretin dugc mo
ta trong ban mo ta & mdi thu thé ciing c6 thé do duoc bang céach sir dung cac k¥ thuat
da biét trong linh vuc nay, bao gém, vi du, thir nghi€m hoat tinh in vitro dugc mo ta
sau day, va thudng dugc biéu thi bing gid tri ndng do hiru hiéu 50 (ECso), 1a ndng do
cta hop chat gay ra su kich thich ban tbi da trong dudng cong dap ing lidu.

Céac chat tuong tu incretin dugec md ta trong ban mé ta ¢ thé dugc bao ché
thanh duoc phém, ma duoc phém nay co thé duoc dung ngoai duong tiéu hoa (vi du,
duéi da, trong tinh mach, trong mang bung, trong co hodc qua da). Cac dugc pham
nhu vay va cac k¥ thuat dé bao ché chiing 1a da duge biét rd trong linh vue k¥ thuat
nay. Xem, vi du, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Troy, Ed., 21%
Edition, Lippincott, Williams & Wilkins, 2006). Trong nhiing truong hop cu thé, cac
chét trong ty incretin dugc st dung dudi da.

Céc chit twong ty incretin dugc md ta trong ban mo ta nay co thé phan ung véi
s6 luong axit/bazo vo co va hitu co bét ky dé tao ra cac mudi cong axit/bazo duoc
dung. Céc mudi duge dung va cac k¥ thuat thong thuong dé didu ché ching la da biét
trong linh vuc k§ thuét (xem, vi du, Stahl, et al. Handbook of Pharmaceutical Salts:
Properties, Selection and Use, 2™ Revised Edition (Wiley-VCH, 2011)). Céc mudi
dugc dung dé st dung trong ban mo ta bao gdbm mudi natri, trifloaxetat, hydroclorua,
va axetat.

Ban md ta nay ciing dé xuit va do d6 bao ham céac hop chét trung gian méi va
phuong phap tong hop céc chét tuong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta nay,
hozc mudi duoc dung ctia ching. Céc hop chét trung gian va cac chat twong tu incretin
dugc mb ta trong ban md ta nay c6 thé dugc diéu ché bang nhitu k¥ thuat khac nhau
d3 biét trong linh vurc nay. Vi dy, phuong phap tong hop hoa hoc duge minh hoa trong
céc vi du sau day. Cac bude tong hop dic biét dbi v6i mdi con duong trong sb cac con
duong dugc md ta ¢ thé dugc két hop theo céc cach khac nhau dé didu ché cac chét
twong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta nay. Cac chét phan ng va cac nguyén
liéu ban ddu déu sin c6 ddi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét

nay.
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Céc chit tuong tu incretin nhit dinh dugc mo ta trong ban md ta nay nhin
chung 1a hitu hi¢u trong khoang lidu luong rong. Vi du, lidu lwong dé dung mét 1an
mdt tuin c6 thé nam trong khoang tir 0,01 dén khoang 30 mg/ngu:(‘)i/tuﬁn, trong khoang
tir 0,1 dén khoang 10 mg/ngudi/tuan hodc tham chi 1a trong khoang tir 0,1 dén khoang
3 mg/ngudi/tuan. Do d6, cac chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban md ta nay c6
thé duoc dinh lidu hing ngay, ba 1An mot tudn, hai 1in mot tudn hozc mot 1an mot tuln,
dac biét 1a sir dung mot 1an mot tuan,

Céc chét twong tu incretin duge mo ta trong ban mo ta nay co thé dugc sir dung
dé didu tri nhidu tinh trang bénh 1y, rdi loan, bénh hodc triéu ching khac nhau. Cu thé,
cac phuong phap duoc d& xuit dé diéu trj T2DM cho ca thé, trong d6 phuong phép
nhu viy bao gdm it nhét budc cho ca thé can diéu tri st dung lugng hiru hidu chét
twong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta nay, hoac mubi duge dung cia no.

Ngoai ra, cdc phuong phap dugc d& xuét dé didu tri bénh béo phi cho ci thé,
trong d6 phuong phap nhu vay bao gbm it nhit buéc cho ca thé can diéu tri st dung
lrong hitu hiéu chét twong tu incretin dugc mo ta trong ban mo ta nay, hodc mudi
duoc dung cia no.

Ngoai ra, cac phuong phap duoc dé xuét dé tao ra tinh trang gidm cin ma
khong diéu tri cho ca thé, trong dé6 phwong phap nhu vy bao gbm it nhat budc cho ca
thé can diéu tri st dung lwong hitu hiéu chét tuong tu incretin dugc mo ta trong ban
mo ta, hodc mubi dugc dung cua no.

Ngoai ra, cac phuong phap dugc d& xuét dé diéu tri hoi chung chuyén héa cho
ca thé, trong d6 phuong phap nhu vay bao gdm it nhét budc cho cd thé can diéu tri sur
dung luong hitu hi€u chét twong tu incretin dugc md ta trong ban mo ta, hoac mudi
duoc dung cia no.

Ngoai ra, cac phuong phap dugce d& xuét dé didu tri NASH cho ca thé, trong d6
phuong phap nhu vay bao gdm it nhat budce cho ca thé cén diéu tri sit dung lugng hiru
hiéu chét twong tu incretin dugc md ta trong ban mo ta nay, hoac mudi duge dung cta
no.

Ngoai ra, cic phuong phap dugc d& xuit @8 didu tri FLD & ca thé, trong d6 céc

phuong phap nay bao gbm it nhat budc cho db6i twong c6 nhu cau diéu tri dung luong
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hitu hiéu cia chét twong ty incretin dugc md ta trong ban md ta nay, hodc mubi duoc
dung cua no.

Trong cac phwong phap nay, do hitu hiu cua cac chét tuong tu incretin c6 thé
duoc danh gia, vi du, bang cach quan sat sy giam dang ké glucoza huyét, quan st su
tang dang ké insulin, quan sat sy gidm dang ké HbAlc va/hodc quan sét sy gidm dang
ké vé thé trong.

Theo cach khac, cac chat tuong tu incretin dugc md ta trong ban md ta nay
hoic mudi duge dung cia ching c6 thé dugce sit dung dé cai thién d6 bén xuong & c4
thé can cai thién. Trong mot s6 trudng hop, ca thé can cai thién d6 bén xuwong mic
chimg giam tao xwong (hypo-ostosis) hodc gidm san xuwong (hypo-osteoidosis), hodc
dang phuc hoi sau gdy xuong, qué trinh chinh hinh, ciy ghép bd phan gia, cy ghép
rang, va/hodc ndi d6t sbng. Cac chét twong tu incretin dugc md té trong ban mo ta nay
cling co thé duoc st dung dé diéu tri cac rbi loan khac nhu bénh Parkinson hodc bénh

Alzheimer.

Vi du thue hién sing ché
Tdng hop peptit
Vidul:

Hop chét vi du 1 12 hop chit dugc mé ta nhu sau:
Y-Aib-QGT-aMeF-TSDY SILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)-
CO-(CH2)18-C02H)AQ¥Aib-AF IEYLLEGGPSSGAPPPS-NH> (SEQ ID NO:6).

Dué6i ddy md ta cu triic ctia hop chét vi du 1 bang cach sir dung cdc ma axit
amin mot chit cai ti€u chuin ngoai trir cac géc Aib2, aMeF6, K17 va Aib20, trong do
cAu tric cia cac gde axit amin nay da duge mo rong:
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Khung peptit ciia hgp chét vi du 1 duoc tdng hop bang cich st dung chit hoa
hoc Florenyimetyloxycarbonyl (Fmoc)/tert-Butyl (t-Bu) trong thiét bi téng hop
Symphony X Peptit (Protein Technologies, Inc. Tucson, AZ).

Nhua chira 1% DVB polystyren lién két ngang (nhua mang Fmoc-Rink-MBHA
thap, ¢& ray 100-200, EMD Millipore) ¢ mirc thay thé 0,3-0,4 meq/g. C4c nhém bao
v€ mach bén ti€u chuin duoc st dung. Fmoc-Lys(Mtt)-OH) dugc dung cho lysin ¢ vi
tri s& 17, va Boc-Tyr(tBu)-OH) duge dung cho tyrosin & vi tri 1. Cac nhém Fmoc duge
loai bé truée mdi bude két hop (2 x 7 phut) bang cach st dung piperidin 20% trong
DMTF. Tt ca cac phan tmg két hop axit amin tiéu chudn duogc thuc hién trong 1 gid doi
v6i amin bac nhét va 3 gio dbi v&i amin bac hai, bé‘mg cach str dung ty 1€ mol axit amin
Fmoc (0,3mM), diisopropylcarbodiimit (0,9mM) va Oxyma (0,9mM) bang nhau, &
mirc mol du 9 14n so v&i tai lwong peptit 1y thuyét. Ngoai trir cic phén Ung két hop vai
cac amin dugc Ca-metyl hoa, ching duoc két hop trong 3 gio. Sau khi hoan thanh
viéc tbng hop khung peptit, nhyra dugc rira k§ bing DCM 6 1an dé loai bo DMF con
lai. Nhém bao vé Mt trén lysin & vi tri 17 duge loai bé mot cach ¢6 choc loc khoi
nhya peptit bing hai lan xit ly bang hexafloisopropanol 30% (Oakwood Chemicals)
trong DCM (2 1an xit Iy 40 phut mdi 1an).

Viéc gan tiép theo cua gbc axit béo-phan tir lién két duoc thuc hién bang cach
két hop axit 2-[2-(2-Fmoc-amino-etoxy)-etoxy]-axetic (Fmoc-AEEA-OH, ChemPep,
Inc.), a~t-butyl este cua axit Fmoc-glutamic (Fmoc-Glu-OtBu, Ark Pharm, Inc.), axit
mono-OtBu-eicosanedioic (WuXi AppTec, Shanghai, China). Chit phan ung véi
luong du gip 3 1an (AA: PyAOP: DIPEA = 1:1:1 mol/mol) dugc sir dung cho mdi l4n
két hop kéo dai trong 1 gio. _

Sau khi hoan thanh viéc téng hop, nhya peptit dugc rua béng DCM, va sau d6
lam kho k§ bang khong khi. Nhya kho dugce xi Iy bang 10 mL hdn hop phan cét (axit
trifluoroaxetic:nugc:triisopropylsilan, 95:2,5:2,5 thé tich/thé tich) trong 2 gio & nhiét
dd trong phong. Nhua nay duoc loc ra, rira hai 1in, mdi lan bing 2 mL bang TFA
nguyén chit, va dich loc két hop dugc xir ly bing dietyl ete lanh 5 1an (-20°C) dé ket
tua peptit tho. Sau do, huyén phu peptit/ete duge ly tdm ¢ 3500 vong/phut trong 2 phut
dé tao thanh vién két ran, phén dich ndi dugc gan ra, va vién két rén duoc nghién tinh
ché véi ete hai 14n nita va dugc 1lam kho trong chin khong. Peptit thd dugc hoa tan
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trong 20% axetonitril/20% axit axetic/60% nudc va tinh ché bang RP-HPLC trén cot
Luna 5 ym Phenyl-Hexyl didu ché (21 x 250 mm, Phenomenex) véi gradien tuyén tinh
100% axetonitril va 0,1% hé dém TFA/nuéc (30-50% axetonitril trong 60 phut). D
tinh khiét cua peptit dugc danh gid bang cach stt dung RP-HPLC phén tich va tiéu
chuén gép chung 1a >95%. D¢ tinh khiét cia phan gop chung chinh cua hop chét theo
vi du 1 dugc phat hién 13 99,2%. Dong kho sau do san phém chinh cubi thu duoc mudi
TFA peptit dugc dong kho. Phan tir luong duge xac dinh bang LC-MS (quan sat:
M+4H+/4 =1219.9; tinh toan: M+4H+/4 = 1220,1).

Vidu2:
Hop chat vi du 2 1a hop chéit dugc mb ta nhu sau:
Y-Aib-QGT-0MeF-TSDY SI-aMeL-LDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)z-
(yGlu)-CO-(CH2)13-CO2H)AQ-Aib-AFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH: (SEQ ID NO:7).
Duéi day mo ta chu tric cua hop chit vi du 2 bang cach sir dung cac ma axit
amin mot chit cai tiéu chuin ngoai trr cac géc Aib2, oMeF6, aMelL13, K17 va Aib20,

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

o]
/\\/\/\/‘\/\/‘L OH

0
H : H
»\‘/‘U\N/\/O\/\O/\T(N O \)LNH
H

07 ~0H X
| HO
s L
- g ,;L ~
&_g/%fqer_u O”_Tsm SI- N W—LDI\ N7 y—AQ- N/%—AFIEYLLEGGPSSGAPPP N /Z—NHZ

Cac quy trinh twong ty nhu cdc quy trinh duge md ta trén ddy trong vi du 1

(@)

dugc dung dé tong hop khung peptit, dé lién hop gbc axit béo-phan tir lién két, dé
kiém tra do tinh khiét, va dé x4c nhan phan tir lugng ciia hop chét vi du 2.

Hop chat vi du 3 1a hop chét duoc mo ta nhu sau:
Y-Aib-HGT-oMeF(2F)-TSDY SILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)>-
(yGlu)-CO-(CH2)13-CO2H)AQ-Aib-AFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH: (SEQ ID NO:8).
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Dudi ddy mo ta chu tric cua hop chat vi du 3 bang cach sir dung cdc ma axit
amin mot chit cai tiéu chuan véi ngoai trir cac géc Aib2, aMeF(2F)6, K17, va Aib20,

trong d6 cac clu truc cla cac goc axit amin nay da duge mo rong:

o]
|
/x\/\\/\v/\/ﬂ\/\/\/’l\ OH

0] o]
H i H )—L
N\‘/\/Lm/\/o\/”\o/\\er\/\o/\/o\ NH
o (o]
07 0H NN
f Ny HO

- - // -
Y=N/-g7-<HGT~N/.' W—TSDYSILLDK—N%*A “N'#AFIEYLLEGGPSSGAPPP=N NH '
H oo H o WO I WOy

Céc quy trinh twong tu nhu cdc quy trinh dugc md ta trén day trong vi du 1
duge ding dé tdng hop khung peptit, dé lién hop gdc axit béo-phan tr lién két, dé
kidm tra do tinh khiét, va dé xac nhan phan tir lugng ctia hop chét vi du 3.

Vidu 4:
Hop chét vi du 4 12 hop chét duge mo ta nhu sau:
Y-Aib-QGT-aMeF(2F)-TSDY SILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy|-axetyl)-
(yGlu)-CO-(CHa)15-CO2H)AQ-Aib-AFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH: (SEQ ID NO:9).
Dudi ddy mb ta céu tric ctia hop chét vi du 4 bang cach st dung cac ma axit
amin mot chit cai ti€u chuén véi ngoai trir c4c géc Aib2, aMeF(2F)6, K17, va Aib20,
trong do cac chu tric cta cac gbe axit amin ndy dd duge mo rong:

O
|
N T TN T T ‘]\o H

{
(0]
H f
CY/N \/J’\N_/\oj
O
O~ "OH

0
N
NH
pe [
HO
T o O )
Y-N""—QGT-N" y—TSDYSILLDK-N" y—AQ-N" "y ~AFIEYLLEGGPSSGAPPP-N" “—NH,
H o "o H o H oo Hoo

Cac quy trinh twong ty nhu cdc quy trinh duge mod ta trén déy trong vi du 1
dugc ding dé téng hop khung peptit, dé lién hop gbc axit béo-phan tir lién két, dé
kiém tra db tinh khiét, va dé xac nhan phén ti lwong ctia hop chét vi du 4.

Vidu5:
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Hop chat vi du 5 1a hop chét dugc mb ta nhu sau:
Y-Aib-QGT-0oMeF(2F)-TSDY SILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)-
(yGlu)-CO-(CH2)15-CO2H)AQQAFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH: (SEQ ID NO:10).
Dudi ddy mé ta cdu tric cia hop chét vi du 5 bang cach st dung cac ma axit
amin mot chit cai ti€u chuin véi ngoai trir cac géc Aib2, aMeF(2F)6 va K17, trong d6

c4c cau truc cua cac goc axit amin nay da dugc mo rong:

NH
Feo J
I Pl o
R /
YN~ 5 —QGT-N" S —TSDYSILLDK-N" 3 —~AQQAFIEYLLEGGPSSGAPPP-N" “J—NH,
HoJd I Ho J Ho

Céac quy trinh twong ty nhu cac quy trinh duoc mo ta trén day trong vi du 1
dugc ding dé tdng hop khung peptit, dé lién hop gdc axit béo-phan tir lién két, dé
kiém tra d9 tinh khiét, va dé xac nhan phén tir lugng ctia hop chét vi du 5.

Vidu 6:
Hop chat vi du 6 12 hop chét dugc md ta nhu sau:
Y-Aib-QGT-0MeF (2F)-TSDY SILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)-
(yGlu)-CO-(CH2)15-COH)AQHAFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH: (SEQ ID NO:11).
Dud6i ddy mé ta céu triic ctia hop chét vi du 6 bang cach sir dung cdc ma axit
amin mot chir cai ti€u chuin voi ngoai trir cac géc Aib2, aMeF(2F)6, va K17, trong do

c4c cau truc cua cac goc axit amin ndy da dugc mo rong:
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HO

o 1 - A
Y——g %,QGT—H H—TSDYSILLDK-’H O/;-AQHAFIEE LLEGGPSSGAPPP—S (3/7—NH2

O o)
Céc quy trinh twong tw nhu cac quy trinh dugc mod ta trén déy trong vi du 1
duogc ding dé tdng hop khung peptit, dé lién hop gbc axit béo-phan tir lién két, dé

kiém tra do tinh khiét, va dé x4c nhan phén tr lvong ctia hop chét vi du 6.

Chure nang in vitro

Ai luc gin két

Thir nghiém gén két canh tranh phdi tir phong xa duoc tién hanh dé xac dinh
hing s6 phan ly can bing dbi vé6i cac hop chat vi du va phan t& so sanh. Cac thir
nghiém nay st dung phuong phap thir nghiém do lan cén nhip nhay (scintillation
proximity assay - SPA) va mang dugc chudn bi tir cac t& bao HEK293 da chuyén
nhidm biéu hién qud muc thu thé GIP nguoi (GIPR), thu thé GLP-1 (GLP-1R) hodc
thu thé glucagon ngudi (GegR).

Cac thu nghiém nay dugc tién hanh véi su c6 mit cia bacitracin 1am chét
phong bé khong dic hiéu dé ngan cac gbc duge axyl hoa cla cac chét tuong tu thir
nghiém gin két véi cac thanh phan protein dugc st dung trong cac dém thir nghiém
chuén (vi du, albumin).

Céac duong cong canh tranh dugce xay dung dd thi du6i dang ty 1 phan trim tic
ché dic hiéu (truc y) so v6i ndng do log cuia hop chét (truc x) va phan tich bing cach
str dung phuong phép hdi quy 1am khép véi bon thong s6 voi d6 dbc thay doi (ABase
hoic Genedata). Céc tri s& K; dugc tinh toén theo phwong trinh K; = ICso/(1+(D/Ka)),
trong d6 ICso 1 ndng @ hop chit tao ra mirc wre ché lién két 50%, D 1a ndéng do phdi
tir phong xa dugc st dung trong thir nghiém, va Kq la hang s6 phan ly can bang dbi voi
thu thé va phdi tir phong xa, dugc xéc dinh bang cach phan tich gin két bao hoa (duoc

thé hién trong bang 1 sau day).
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Bang 1. Hing s6 phan ly can bang (K4) duge xac dinh bang cach phan tich gin

két bdo hoa
K4, nM
GLP-1R GegR GIPR
1,2 3,9 0,14

Céc tri s6 K; cia céac chét twong tw 1am vi du va cac phan tir so sanh dugc thé
hién trong Bang 2.

Bang 2. Ai luc gin két in vitro (Ki) cua céac hop chit vi du va céc hop chit so
sanh d6i voi GIPR nguoi, GLP-1R va GegR.

Ki, nM (SEM, n)
Phan tur GcegR GIPR GLP-1R
hGceg 3,1(0,5,4)
hGIP 0,12 (0,02, 4)
hGLP-1 1,2 (0,2, 4)
Vidul 0,955 (0,182, 3) 0,0278 (0,00297, 3) 2,51 (0,930, 3)
Hop chat 1,49 (0,201, 3) 0,0413 (0,0129, 3) 2,41 (se=0,720, 3)
vidu 2
Hop chat | 0,469 (0,121, 5) 0,0684 (0,0193, 5) 1,66 (se=0,950, 5)
vidu3
Hop chat | 0,637 (0,0319, 3) 0,0832 (0,0273, 3) 1,21 (se=0,0737, 3)
vi du 4
Hop chat | 0,419 (0,0430, 4) 0,0347 (0,0112, 4) 1,17 (se=0,674, 4)
vidub
Hop chat | 0,382 (0,0587, 4) 0,0388 (0,00813, 4) 0,822 (se=0,379, 4)
vi du 6

Luu y: DéAu dinh tinh (>) thé hién dit liéu khong dat den mite 50% tc ché so v6i mirc gin két
t4i da, do d6 K; dugc tinh toan biang cach sir dung nong d6 cao nhét duogc thir nghiém trong
thir nghiém. N=1/x nghia 1a chi mot tri s trong s6 tong s 14n 1ap lai (x) duogc sur dung dé biéu
thi gia tri trung binh. SEM chi duoc tinh toan khi tdn tai n=2 hoac két qua khong duoc dinh
tinh hodc 1én hon.

Nhu duge thdy ¢ Bang 2, céc chét twong tu 1am vi du c6 &i luc gin két & mdi

thu thé trong s6 cac thu thé GIP, GLP-1 va Geg.

Hoat tinh chttc nang:

Hoat tinh chic ndng dugce xac dinh & cac dong té bao HEK-293 don dong biéu
hién GIP-R, GLP-1R va GegR. M&i dong té bao biéu hién qué muc thy thé dugc xir Iy
bing peptit (CRC 20 diém, dung dich gbc 2,75 lan Labcyte Echo) trong DMEM
(Gibco Cat# 31053) ¢6 bd sung 1X GlutaMAX™ (Gibco Cat# 35050), 0,25% FBS
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(Fetal Bovine Serum, Gibco Cat# 26400), 0,05% BSA phan doan V (albumin huyét
thanh bo, Gibco Cat# 15260), 250 uM IBMX va 20 mM HEPES (Gibco Cat# 15630)
trong thé tich thir nghiém 20 pl.

Sau khi U trong 60 phut & nhiét dd phong, mirc gia taing cAMP ndi bao thu dugc
duoc dinh luong bang cach sir dung kit thir nghiém CisBio cAMP Dynamic 2 HTRF
(62AMAPET). Mot cach vén tht, mitc cAMP trong té bao dugc phét hién bing céch bd
sung thé lién hop cAMP-d2 vao dém phéan giai té bao sau d6 1a khang thé khang
cAMP-Eu*"-Cryptat, cling vao dém phan giai té bao. Hon hop thir nghiém canh tranh
thu duoc duge U trong it nhat 60 phut & nhiét do trong phong va sau do dugc phat hién
bang dung cu PerkinElmer Envision® v6i bude song kich thich & 320 nm va bude
song phat xa & 665 nm va 620 nm. Cac don vi hi¢n hinh anh (bu6c séng phat xa ¢
665nm/620nm*10.000) 1a ty 1& nghich véi lugng cAMP ¢6 mat va dugc chuyén thanh
nM cAMP/13 bang cach sir dung dudng cong chuin cAMP.

Luong cAMP dugc tao (nM) trong mdi 16 dugc chuyén thanh ty 1¢ phan trim
dap ung t6i da quan sat thiy v6i GLP-1(7-36)NH:2 ngudi, Geg nguoi, hodc GIP(1-
42)NH> nguoi. Tri s6 ECso twong ddi thu duge bang cach phan tich hdi quy phi tuyén
tinh c6 sit dung ty 1& phan tram dap ng cuc dai theo ndéng do clia peptit duge b sung,
duoc khép vao phuong trinh logic bbn thong sd.

Dit liéu dbi vé6i cac chét twong tu 1am vi du va hGIP(1-42)NHa, hGLP-1(7-
36)NH:2 va hGceg dugce thé hién trong bang 3 sau day.

Bang 3. Hidu luc cAMP chirc ning (ECso) d6i v6i cac chét tuong ty lam vi du

va cac chat so sanh v41 su ¢6 mit cia FBS va BSA.

cAMP ECso,nM (SEM, n)

GegR GIPR GLP-1R
hGcg 0,0114 (0,0014, 12)
gGIP amit 0,0979 (0,0088, 12)
hGLP-1 amit 0,0424 (0,0043, 12)
Hop chat vi 6,33 (0,905, 3) 1,82 (0,332, 3) 12,6 (1,42, 3)
dul
Hop chat vi 4,75 (0,827, 3) 1,34 (0,216, 3) 11,6 (2,26, 3)
du?2
Hop chat vi 3,46 (0,835, 7) 1,37 (0,518, 7) 13,1 (3,06, 7)
du3
Hop chat vi 1,78 (0,400, 5) 1,37 (0,422, 5) 10,6 (3,29, 5)
du4
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Hop chat vi 1,87 (0,254, 5) 1,91 (0,618, 5) 13,0 (2,59, 5)
dus
Hop chat vi 1,76 (0,218, 4) 1,41 (0,363, 4) 8,94 (2,76, 4)
dué6

Luu y: Viéc xac dinh ECso cia GLP-1(7-36)NH2 nguoi & GLP-1R nguoi, Geg nguodi & GegR
ngudi, va GIP(1-42)NHz nguoi & GIP-R nguoi: khoang ndng do peptit 1a tir 448 pM dén 99,5
nM. Vige x4c dinh ECso cua cac hop chit vi du & GLP-1R ngudi, GegR ngudi, va GIP-R
nguoi: khoang ndng do peptit 1a tir 51,5 fM dén 11,4 pM.

Nhu thdy & Bang 3, khi c6 mat FBS va BSA, cac chét tuong tu lam vi du c6
hoat tinh chd van nhu duge x4c ‘dinh bdi cac thir nghiém GIP-R, GLP-IR, va GegR
cAMP ngudi, 12 nh6 hon so véi cac phdi ti tu nhién.

Tap hop thtr nghiém cAMP bd sung duge thuc hién trong té bao HEK293 biéu
hién céac thu thé GLP-1 ngudi, GIP va glucagon. Bing cach st dung phuong phép
huynh quang phén giai thoi gian ddng nhét, cac thir nghiém dugc tién hanh dé xac dinh
hiéu luc ndi tai clia cac chét twong tu 1am vi du va cic phan tir so sdnh dugc thuc hién
vé1 sy ¢6 mat cua casein (thay cho albumin huyét thanh) 1am chét phong bé khong dic
hiéu, chit nay khong tuong tdc véi cac gbc axit béo clia cac phan tir duge phén tich.

Miic cAMP ndi bao duge xéac dinh bang cach ngoai suy tir duong cong chuén.
Céc duong cong dap tmg lidu cia cac hop chét duge xay dung do thi dudi dang ty 1&
phan tram kich thich da chuin héa so véi cc tri s6 t6i thiéu (chi c6 dém) va t6i da
(ndng do tdi da cua ung phéi tr dbi chimg) va phan tich bang cach sir dung phwong
phap khép hdi quy phi tuyén tinh bén théng s voi do déc thay doi (Genedata Screener
13). ECso 1a ndng do hop chét gy ra muc kich thich ban t6i da trong dudng cong dap
g lidu.

Dir liéu dugc dua ra trong bang 4.

Bang 4. Hoat hoa chitc nang ciia hGLP-1R, hGIPR, hGegR v61 su ¢6 mat cua

0,1% casein.

cAMP ECso, nM (SEM, n)

GcGR GIPR GLP-1R
hGeg 0,0119 (0,00356, 163)
hGIP amit 0,154 (0,037, 118)
oGLP-1 amit 0,063 (0,022, 197)
Vidy 1 0,158 (0,0464, 6) 0,0226 (0,00787,5) | 0,112 (0,0250, 5)

Hop chat vi
du?2

0,0960 (0,0295, 7)

0,0329 (0,0136, 7)

0,106 (0,0155, 7)

Hop chat vi

0,0301 (0,00811, 5)

0,0215 (0,00338, 4)

0,104 (0,0300, 4)
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du3
Hop chat vi 0,0296 (0,00628, 5) 0,0321 (0,0110, 4) 0,145 (0,0309, 4)
du4
Hop chat vi 0,0343 (0,00555, 4) 0,0306 (0,00998, 5) 0,103 (0,0263, 4)
dus
Hop chat vi 0,0293 (0,00562, 4) 0,0349 (0,00643, 4) 0,115 (0,0305, 4)
duo6

Nhu duoc thé hién trong bang 4, cac chét twong tu lam vi du kich thich cAMP

tir cac thu thé GIP nguoi, GLP-1 va glucagon véi s ¢6 mat cia 0,1% casein.

SEQ ID NO:1 — glucagon nguoi
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT

SEQ ID NO:2 — amit GLP-1 (7-36) nguoi
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH>

SEQ ID NO:3 — OXM nguoi
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA

SEQ ID NO:4 — GIP nguoi
YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ

SEQ ID NO:5 — chét twong tu incretin
YXoX3GTX¢TSDY SIX13LDKX17AQX20AFIEYLLEGGPSSGAPPPS

trong do,
X> 1a Aib;
X3 1a Q HOac H;
X6 1a oMeF hoac aMeF(2F);
X3 1a L hoac aMeL;
X7 1a axit amin bt ky ¢6 nhém chirc ¢ san dé lién hop, trong d6 nhém
chure duogce lién hop vai axit béo Ci6-Caa;

X0 1a Aib, Q hoac H
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SEQ ID NO:6 — chét twrong tur incretin
Y-Aib-QGT-0oMeF-TSDYSILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(yGlu)-
CO-(CH,)13-CO2H)AQ-Aib-AFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH>

SEQ ID NO:7 — chét tuong tu incretin

Y-Aib-QGT-0oMeF-TSDY SI-aMeL-LDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)s-
(yGlu)-CO-(CH2)13-CO2H)AQ-Aib-AFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH2

SEQ ID NO:8 — chét tuong tur incretin

Y-Aib-HGT-oMeF(2F)-TSDY SILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl),-
(yGlu)-CO-(CH2)13-CO2H)AQ-Aib-AFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH2

SEQ ID NO:9 — chét twong tr incretin
Y-Aib-QGT-0oMeF(2F)-TSDYSILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)-
(yGlu)-CO-(CH2)13-CO2H)AQ-Aib-AFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH>

SEQ ID NO:10 — chét tuong tu incretin
Y-Aib-QGT-aMeF(2F)-TSDY SILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)-
(yGlu)-CO-(CH2)13-CO2H)AQQAFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH>

SEQ ID NO:11 — chat tuong tu incretin
Y-Aib-QGT-oMeF(2F)-TSDYSILLDKK((2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)-
(yGlu)-CO-(CH>)15-CO2H)AQHAFIEYLLEGGPSSGAPPPS-NH>

SEQ ID NO:12 — Trinh tu nhan tao
GPSSGAPPPS
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YEU CAU BAO HO

Chét tuong ty incretin bao gdm:
YXoX3GTX6TSDYSIX13LDKX17AQX20AFIEYLLEGGPSSGAPPPS,
trong do:

X2 1a Aib,

X31a Q hodc H,

X6 1a aMeF hodac aMeF(2F),

X3 1a L hoac aMeL,

X17 1a K duoc cai bién hoéa hoc bing cach lién hop v6i nhém epsilon-
amino cia mach bén K cé cAu tric sau:

(2-[2-(2-amino-etoxy)-etoxy|-axetyl)a-(YGlu),-CO-(CHa).-CO2H,  trong
d6 a bang 0, 1 hodc 2; b bang 1 hodc 2; vac la s6 nguyén nam trong khoang tir
16 dén 18,

X20 12 Aib, Q hodc H,

(SEQ ID NO:5), va axit amin c6 dau tan cing C dugc amit héa tly ¥;

hodc mubi duge dung cua no.
Chét tuong tu incretin theo diém 1, trong d6 a bang 1.
Chét twong ty incretin theo diém 2, trong d6 a bang 2.

Chét twong tu incretin theo diém bat k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 b

bang 1.

5.

Chét twong tu incretin theo diém bat ky trong 36 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 b

bing 2.

6.

Chét twong tw incretin theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 ¢

bing 18.
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7. Chét tuong tu incretin theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 6, trong do6

Xi3 1a aMeL.

8. Chét tuong tu incretin theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 6, trong d6

XizlaLl.

9. Chét tuong tu incretin theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 8, trong d6

X312 Q.

10.  Chét trong tu incretin theo diém bat k¥ trong s cac diém tir 1 dén 8, trong do6

XslaH.

11.  Chét trong tu incretin theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 10, trong d6
Xe 1a aMeF.

12.  Chét tuong tu incretin theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 10, trong d6

X¢ 1a aMeF(2F).

13.  Chét twong tu incretin ¢6 cdng thirc dugc chon tir nhom gdbm SEQ ID NOS:5-
11.

14.  Dugc pham chira:
chét twong tu incretin theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13; va

chét mang, chét pha lodng, hodc t4 dugc dugc dung.
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<120>

<130>

<150>
<151>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

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

1

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

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

<400>

Eli Lilly and Company

CHAT TUONG TU INCRETIN VA DUQC PHAM CHUA CHAT NAY

X21791

62/608,644
2017-12-21

12

PatentIn version 3.5

1
29
PRT

Loai nguoi

5

20

2
30
PRT

Loai nguoi

45226

25

DANH MUC TRINH TU

10

15
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His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1

5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg

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

<400>

20 25 30

37
PRT

Loai nguoi

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

1

5 10 15

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

20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala

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

<400>

35

4
42
PRT

Loai nguoi

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

1

5 10 15

29/40



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

45226

20 25 30

Lys Asn Asp Trp Lys His Asn Ile Thr Gln

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

<220>
<223>

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

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

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

<220>
<221>
<222>

35 40

39
PRT

Trinh ty nhén tao

Cdu trac tdng hop

DAU HIEU MISC

Xaa & vi tri 2 la Aib

DAU HIEU MISC

Xaa & vi tri 3 1la Gln hodc His

DAU HIEU MISC
(6)..(6)
Xaa & vi tri 6 la alpha-metyl-phenylalanin hodc

alpha-metyl-2-flophenylalanin

DAU HIEU MISC
(13)..(13)

30/40



<223>

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

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

<400>

Tyr Xaa Xaa Gly Thr

1

Xaa Ala Gln Xaa Ala

45226

Xaa & vi tri 13 la alpha-metyl-Leu hodc Leu

MOD_RES
(17) .. (17)

Xaa & vi tri 17 la axit amin c6é6 nhdém chuc

c6 sdn d& lién hop trong dé nhém chuc

duoc 1lién hop vdéi axit béo Cl6-C22

DAU HIEU MISC
(20) .. (20)

Xaa & vi tri 2 la Aib, Gln,

5

20 25

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

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

<220>
<223>

35

6
39
PRT

Trinh tyu nhan tao

cidu truc tdng hop

hodc His

10

30

Xaa Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

15

Phe Ile Glu Tyr Leu Leu Glu Gly Gly Pro Ser

31/40
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<220>
<221> DAU HIEU MISC
222> (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 1la axit alpha-amino-isobutyric

<220>
<221> DAU HIEU MISC
<222>  (6)..(6)

<223> Xaa & vi tri 6 la alpha-metyl-phenylalanin

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (17)..(17)
<223> Lys & vi tri 17 dugc cadi bién hoéa hoc bdng cach 1ién hop nhém
epsilon-amino cua mach bén Lys voéi

(2-[2- (2-Amino-etoxy) —etoxy]—axetyl) 2- (gamma-Glu) -CO- (CH2) 18-
Cco

2H

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

<223> ¥Xaa & vi tri 20 1la axit alpha-amino-isobutyric

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 dugc amit hoéa tuy y
<400> 6
Tyr Xaa Gln Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Leu Leu Asp Lys

1 5 10 15

Lys Ala Gln Xaa Ala Phe Ile Glu Tyr Leu Leu Glu Gly Gly Pro Ser
20 25 30



45226

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

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

<220>
<223>

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

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

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

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

35

.
39
PRT
Trinh tu
Ciu truc
DAU HIEU
(2)..(2)

DAU HIEU

Xaa & vi

DAU HIEU

nhan tao

tdéng hop

MISC

tri 2 la axit alpha-amino-isobutyric

MISC

tri 6 la alpha-metyl-phenylalanin

MISC

(13)..(13)

Xaa & vi

MOD_RES

tri 13 1a alpha-methyl-Leu

(17)..(17)

Lys & vi

tri 17 dugc cai bién hoéa hoc bidng cach lién hop

nhém epsilon-amino cua mach bén Lys vdi

(2-[2-(2-

(CH2) 18-HC

Amino-etoxy)-ethoxy]-axetyl) 2- (gamma-Glu) -CO-

33/40



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

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

<400>

45226 34/40

O2H

DAU HIEU MISC
(20) .. (20)

Xaa & vi tri 2 1la axit alpha-amino-isobutyric

MOD_RES
(39) .. (39)

Ser & vi tri 39 dugc amit hoda tuy vy

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

1

5 10 15

Lys Ala Gln Xaa Ala Phe Ile Glu Tyr Leu Leu Glu Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

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

<220>

<223>

<220>
<221>

35

8
39
PRT

Trinh ty nhan tao

Ciu truc tdéng hop

DAU HIEU MISC
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<222>  (2)..(2)

<223> Xaa & vi tri 2 1la axit alpha-amino-isobutyric

<220>

<221> DAU HIEU MISC

<222> (6)..(6)

<223> ¥Xaa & vi tri 6 la alpha-metyl-2-flophenylalanin

<220>

<221> MOD_RES

222>  (17)..(17)

<223> Lys & vi tri 17 dugc cai bién héa hoc bang cach 1lién hop
nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi
(2-[2-(2-Amino-etoxy) -ethoxy] —axetyl) 2- (gamma-Glu) -CO-

(CH2)18-CO
2H

<220>

<221> DAU HIEU MISC

<222> (20)..(20)

<223> Xaa & vi tri 20 la axit alpha-amino-isobutyric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser & vi tri 39 dugc amit hoéa tuy y

<400> 8

Tyr Xaa His Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Leu Leu Asp Lys

1

5 10 15

Lys Ala Gln Xaa Ala Phe Ile Glu Tyr Leu Leu Glu Gly Gly Pro Ser

20 25 30



45226

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

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

<220>
<223>

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

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

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

35

9
39
PRT

Trinh tu

Ciu truc

DAU HIEU

DAU HIEU

Xaa & vi

MOD RES

nhén tao

téng hop

MISC

tri 2 la axit alpha-amino-isobutyric

MISC

tri 6 1la alpha-metyl-2-flophenylalanin

(17) .. (17)

36/40

Lys & vi tri 17 dugc cdi bién hoéa hoc bang céch 1ién hop nhém

epsilon-amino cua mach bén Lys vdi

Co2

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

(2-[2-(2-Amino-etoxy)-ethoxy]-axetyl) - (gamma-Glu) -CO- (CH2) 18-

DAU HIEU

MISC

(20) .. (20)

Xaa & vi

tri 20 1a axit alpha-amino-isobutyric



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

<400>

MOD

RES

45226

(39)..(39)

Ser & vi tri 39 dugc amit hoéa tuy vy

9

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

1

5 10 15

Lys Ala Gln Xaa Ala Phe Ile Glu Tyr Leu Leu Glu Gly Gly Pro Ser

20

Ser Gly Ala Pro

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

<220>
<223>

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

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

35

10
39
PRT

Trinh tu

truc

25 30

Pro Pro Ser

nhédn tao

téng hop

MISC

tri 2 1la axit alpha-amino-isobutyric

MISC

tri 6 1a alpha-metyl-2-flophenylalanin

37/40



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

Co2

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

<400>

45226 38/40

MOD RES

(17) ..(17)

Lys & vi tri 17 dugc cai bién héa hoc bing céch 1lién hop
nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi

(2-[2-(2-Amino-etoxy) -ethoxy] —axetyl) - (gamma-Glu) -CO- (CH2) 18-

MOD RES
(39) ..(39)

Ser & vi tri 39 dugc amit hda tuy vy

10

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

1

5 10 15

Lys Ala Gln Gln Ala Phe Ile Glu Tyr Leu Leu Glu Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

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

<220>
<223>

35

11
39
PRT

Trinh tu nhan tao

Cidu truc tdng hop



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

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

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

Co2

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

<400>

45226 39/40

DAU HIEU MISC
(2)..(2)

Xaa & vi tri 2 13 axit alpha-amino-isobutyric

DAU HIEU MISC
(6) .. (0)
Xaa & vi tri 6 1la alpha-metyl-2-flophenylalanin

MOD RES

(17) ..(17)

Lys & vi tri 17 dugc cdi bién hda hoc bdng cach lién hop
nhém epsilon-amino cua mach bén Lys voi

(2-[2-(2-Amino-etoxy) —ethoxy] —axetyl) - (gamma-Glu) -CO- (CH2) 18-

MOD_RES
(39)..(39)

Ser & vi tri 39 dugc amit hda tuy y

11

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

1

5 10 15

Lys Ala Gln His Ala Phe Ile Glu Tyr Leu Leu Glu Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35



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

<220>
<223>

<400>

Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

1

45226

12
10
PRT

Trinh tuy nh&n tao

Céu truc tdng hop

12

5
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