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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché nhin chung dé cip dén khang thé méi hoic manh cua ching, va viée,
sir dung chiing 1am chit mang dé dugc ghép véi peptit diéu tri dé ting thoi gian ban thai,
clia peptit didu tri trong co thé séng. Sang ché ciing d& cap dén cac ché phdm dugc va

cac phuong phép sir dung chiing.

Tham chiéu danh séch liét ké trinh tir dwoc ndp bang dudong dién tir

Pon xin c4p bang sang ché nay bao gdm danh sach liét ké trinh tu dwogc ndp bang
duong dién tir qua EFS-Web theo dinh dang ASCII véi tén tap tin 1a “PRD3459 Sequence
Listing” (“Danh sach liét ké trinh tu PRD3411) va ngay tao 1a 23 thang 10 nam 2017,
dung luong 20 kb. Danh sach liét ké trinh tw nép qua EFS-Web 12 méot phan ciia ban mo
ta va sau dy dugc két hop toan bd vao day bang vién dan. Trong trudng hop c6 bt ky su
thiéu nhit quan nao xay ra véi cdu tric ¢ cac SO ID TRINH TU: 1-27 giita thong tin
dugc mo ta trong ban mo ta nay va danh sach liét ké trinh tu duge ndp béng duong dién
tir qua EFS-Web c6 tiéu dé “PRD3459 Sequence Listing”, thong tin trong ban md ta nay

s& dugce st dung.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Céc thube diéu tri nén peptit thudong duoc phat hién va phét trién do chung c6 thé
cung cép tinh dac hi€u va tinh chon lgc, nhu da duge minh ching béng nhiéu thube didu tri
nén peptit d dugc phé chuan, nhung cac cach sir dung ching bi han ché béi thoi gian ban
thai trong co thé song cua ching twong ddi ngin. C6 rat nhidu phuong phap lam kéo dai
thoi gian béan thai dugc danh gid va str dung véi thube diéu tri nén peptit. Khang thé hoic
manh khang thé dd dugc str dung 1am phan kéo dai thoi gian ban thai cho cac phin hoat
tinh duoc Iy dé ngan ngira hodc giam thiéu viéc dao thai nhanh chéng cac phan hoat tinh
duoc Iy trong co thé séng.

Can c6 globulin mién dich duoc cai thién dé c6 thé duoc dung lam cac phin
kéo dai thoi gian ban thai khong hoat tinh dugc 1y cho céc phan hoat tinh dugc 1y, tét

hon 1a thudc diéu tri nén peptit.
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Phén trinh bay trén day chi nhim giup hiéu thém v& ban chit cia cac van dé
tdn tai trong nganh, khong nén hiéu 1a su thira nhan dbi véi ky thuat trude day, cling
khong nén cho rang viéc néu tai liéu tham chiéu bét ky 1a sy thira nhan rang tai liu

tham chiéu d6 cAu thanh “k§ thuat truge day” déi voi don xin cap bang séng ché nay.

Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Trong mdt phuong 4n chung, sang ché @& cap dén khang thé don dong dugc phan
1ap hodc manh gin khang nguyén ctia n6 bao gdm ving xac dinh bd sung chudi ning 1
(HCDR1), HCDR2, HCDR3 va vung xéc dinh bd sung chudi nhe 1 (LCDR1), LCDR2 va
LCDR3, c6 céc trinh tu polypeptit cd SO ID TRINH TU: lan luot1a 16, 17, 18, 19, 20 va
21.

Trong phuong an wu tién, khang thé don dong dugc phan 13p cua sang ché
hodc manh gin khang nguyén ctia nd bao gbm mién bién d6i chudi ning (VH) c6 trinh
tu polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU: 12 va mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 trinh ty
polypeptit c6 SO ID TRINH TU: 14. Tét hon 13, khéng thé don dong dugc phan 1ap
cta sang ché bao gébm chudi ning (HC) c6 trinh tu polypeptit co SO ID TRINH TU:
13 va chudi nhe (LC) ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 15.

Sang ché ciing dé cap dén axit nucleic dugc phan 14p ma hoa khang thé don
dong cta sang ché hoic manh gin khang nguyén cta nd; vecto, tdt hon 1a vecto biéu
hién, bao gdm axit nucleic; va té bao chu bao gébm vecto. Sing ché ciing cung cép
phuong phap san xuét khang thé don dong dugc phan 1ap cia sang ché hodc manh gin
khang nguyén cia nd, phuong phap bao gdm budc nudi cdy té bao chu cla sang ché
trong céac diéu kién dé c6 thé tao ra khang thé don dong hodc manh gin khang nguyén
clia n6, va budce thu hdi khang thé hodc manh gin khang nguyén cua n6 tir té bao hoic
qué trinh nuoi ciy.

Céc phuong 4n cua sang ché bao gdm khéang thé don dong cua sdng ché hoic
manh gan khang nguyén ctia n6 duge tiép hop vé6i it nhat mot phan hoat tinh dugc 1y,
t6t hon 1a peptit diéu tri, truc tiép hodc thong qua cau nbi. Khang thé don dong cta
sang ché hozc manh gin khang nguyén ctia né cé thé duoc tiép hop voi bat ky peptit
didu tri ndo. Céc vi du v& cac peptit diéu tri bao gbdm, nhung khong gi6i han trong
oxyntomodulin, peptit gidng nhu glucagon 1 (GLP1), peptit tyrosin tyrosin (PYY),

exendin (exenatide), amylin (pramlintide), hormon kich thich té bao hic té alpha
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(MSH), san phim phién ma diéu hoa bdi cocain va chit kich thich (CART), chat déi
khang thu thé neuropeptit Y Y1 (NPY1), chét dbi khang thu thé neuropeptit Y Y5
(NPY5), neurotensin S, neuropeptit B, neuropeptit W, ghrelin, thu thé gidng bombesin
3 (BRS3), galanin, cholecystokinin (CCK), orexin, hormon tich tu hic t6 (MCH),
oxytoxin, va stresscopin.

'Sang ché ciing cung cip phwong phép san xuét khang thé don dong cuia sang
ché hodc manh gin khang nguyén cta nd tiép hop véi peptit didu tri, bao gdm budc
cho phan ttr va dién tt, tot hon 1a bromoaxetamit hodc maleimit, dugc dua vao mach
bén cua peptit diéu tri, phan Gtng v6i nhém sulfhydryl, tdt hon 1a nhém sulfhydryl co
don phan xystein c6 SO ID TRINH TU: 18, cta khang thé don dong hodc manh gén
khang nguyén cia nod, tr do tao ra li€n két cong hoa tri giita peptit diéu tri va khang
thé don dong hodc manh gin khang nguyén cia né.

Sang ché ciing @& cap dén ché pham duoc bao gb6m khang thé don dong cua
sang ché hodc manh gin khang nguyén ctia n6 dugc tiép hop vdi it nhat mot phan hoat
tinh duoc 1y, tot hon 1a peptit didu tri, truc tiép hodc théng qua cau ndi, va chit mang
duoc dung.

Phuong an chung khac cua sang ché dé cap dén phuong phdp lam ting thoi
gian ban thai cta peptit didu tri & ddi twong, phuong phéap bao gbm budc tiép hop
peptit diédu tri nay v6i khang thé don dong hoic méanh gin khéng nguyén cla n6 bao
gdm ving xé4c dinh bd sung chudi ning 1 (HCDR1), HCDR2, HCDR3 va ving xéic
dinh b6 sung chudi nhe 1 (LCDR1), LCDR2 va LCDR3, ¢6 céc trinh tu polypeptit ¢6
SO ID TRINH TU" 1an luot 12 16, 17, 18, 19, 20, va 21, trong d6 peptit diéu tri nay
dugc tiép hop v6i khang thé don dong hodc manh gin khang nguyén ctia n6 & vi tri
nhém sulfhydryl, t6t hon 1 nhém sulfhydryl ¢6 don phan Cys c6 SO ID TRINH TU:
18.

Céc phuong 4n, ddc trung va wu diém khéc cia sang ché s& dugc hiéu 15 hon

v6i phan mo ta chi tiét vé sang ché va cac diém yéu cau bao hg sau day.

M& t viin tit cc hinh vé
Ban chét k¥ thuat cia sang ché néu trén, ciing nhu phan mo ta chi tiét sau day

vé c4c phuong 4n wu tién cua don nay, s& dugc hicu rd hon khi tham khéo céc hinh v&
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kém theo. Tuy nhién, cin hiéu rang sang ché khong bi gi6i han trong cac phuong 4n
chinh x4c duoc minh hoa trong cac hinh ve.

Hinh 1: Thé hiénthé hién giai doan tiép hop peptit-mAb (khang thé don dong)
chung theo phuong 4n cua sang ché. X 1a phan tir va dién tir dwgc dua vao mach bén
cua peptit diéu tri, nhu bromoaxetamit hodc maleimit, phan tir ndy phan tng dac hiéu
vi tri v&i nhom sulfhydryl c6 don phan Cys dugc kién tao vao CDR ctia mAb kéo dai
thoi gian ban thai, tir d6 tao lién két hoa tri gitra peptit diéu tri va mAb.

Hinh 2: Téng hop lugng du CDR dugc chon dé thay thé trong PHOH5 VH
(SO ID TRINH TU" 4) va PHIL3 VL (SO ID TRINH TU" 3). Céc lugng du dugc
thay thé béng Cys duoc to dam va gach chan.

Hinh 3: Thé hiénThé hién cAu trac cua hop chét 1 (SO ID TRINH TU: 2)

Hinh 4: Dugc dong hoc cua hop chit 1 & chudt DIO.

Hinh 5: Duge dong hoc cta hop chét 1 & khi dudi dai.

Hinh 6: Luong thirc dn thu nap & chudt DIO duoc diéu tri b%mg hop chat 1:
lidu cép tinh.

Hinh 7: Tén hao trong luong & chudt DIO duge diéu tri bing hop chét 1: lidu
cAp tinh.

Hinh 8: Luong thirc an thu nap & chudt DIO duoc diéu tri béng hop chét 1: lidu
man tinh.

Hinh 9: Tén hao trong Iugng & chudt DIO dugc didu tri bang hop chét 1: liéu
man tinh.

Hinh 10: Thé hiénThé hién so dd phan tmg dé tao hop chét khang thé don dong
oxyntomodulin (mAb-OXM) theo phuong an cua sang ché. Phan tng phia trén 1 phan
tmg khir disulfua tai Cys102 ciia mAb (vi du nhu MSCB97). Phan ing bén dudi la su
tiép hop ciia mAb bi khtt vé6i bién thé peptit OXM. R 1a xystein hodc glutathion. Cys102
trén chudi niang cia MSCB97 duoc thé hién voi cac axit amin ving hai bén dudi dang
ma mot chit cai. OXM chi phan axit amin clia bién thé peptit. Aib2, Lys30 va phén dém
polyetylenglycol (dPEG)12 riéng biét dugc bromaxetyl héa dugc thé hién. Hisl cua
mADb duoc thé hién dudi dang ma mot chit cai.

Hinh 11: Thé hién c4u trac ctia hop chit 2 (SO ID TRINH TU" 27)

Hinh 12: Thé hiénThé hién db thi chirmg minh hiéu qua hoat dong 6n dinh ctia

hop chét 2 trong huyét twong nguoi trong 168 giv. Ty 18 phén trim con lai dugc chuén
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héa theo thoi gian khong (t=0) ciia hop chit 2 1a lién hop mAb véi chat twong ty peptit
OXM A, dbi ching 1, ma da dugc minh ching tr trude la 4n dinh trong huyét tuong
ngudi ngodi co thé song ¥, dbi chung 2, di dugc minh ching tir trude 1a khong 6n
dinh trong huyét twong ngudi ngoai co thé séng ® va O, va hop chét 3 bd sung 14 lién
hop mAb véi chit tuong tu peptit OXM (mAb lién hop véi H-Aib-
QGTFTSDYSKYLDERRARDFVEWLLNK-(COCH2CH2(OCH2CH2)12
NHCOCH;Br)-NH; (SO ID TRINH TU: 25)) ¥ va hop chét 4 (mAb lién hop véi H-
Aib-QGTFTSDYSKYLDERRARDFVEWLLNTK-(COCH2CH2(OCH2CH2)12
NHCOCH;Br)-NH, (SO ID TRINH TU" 26)) ¥, trong mét khoang thoi gian tinh bang
gio trén truc X.

Hinh 13: Thé hién db thi ching t6 hiéu qua hoat déng 6n dinh ciia hop chét 2
trong huyét twong khi trong 168 gio. Ty 18 phén trim con lai dugc chuén hoa theo thoi
gian khong (t=0) cia hop chit 2 A, ddi chung 1, ma da dugc minh chung tir trude 1a
n dinh trong huyét twong ngudi ngodi co thé séng @, d6i chting 2, ma dd dugc minh
ching tur trude 1a khong dn dinh trong huyét twong nguoi ngodi co thé séng ® va O,
va hop chit 3 bd sung 14 lién hgp mAb véi chit tuong tu peptit OXM V¥ va hop chat
4V, trong mdt khoang thoi gian tinh bang gio trén truc X.

Hinh 14: Thé hién d6 thi mo ta % thay d6i lugng thu nap thirc an & khi dudi
dai duoc didu tri bang hop chat 2.

Hinh 15: Thé hién dd thi md ta % thay dbi cAn ning co thé & khi dudi dai dugc

diéu tri bang hop chit 2.
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M3 ta chi tiét cac phwong an thire hién sing ché

Nhiéu 4n phdm, bai béo va bang sang ché dugc néu hodc duge mb ta trong phan
tinh trang k¥ thudt ctia sang ché va trong toan bd ban mo t; mdi tham chiéu nay duge két
hop dAy dii vao tai liéu nay bang vién din. Viéc trinh bay vé tai lidu, hoat dong, vat lidu,
thiét bi, thanh phﬁn, v.v. da duoc dua vao ban mo ta nham muc di;:h cung cép ngit canh
ctia sang ché. Viée trinh bay nay khong c6 y rang van dé bat ky hoic tat ca cac van dé nay
12 mdt phéan ctia k¥ thuat trude day lién quan dén sang ché bit ky dugc boc 19 hodc duoc
yéu ciu bao hd.

Trir khi dugc quy dinh khéc di, tat ca cac thuat ngit k¥ thuat va khoa hoc dugc
str dung trong ban mé ta nay c6 cung nghia thong thuong theo hiéu biét cia ngudi co
trinh @ binh thuong trong nganh ma sang ché nay c6 lién quan. Hodc, cac thuat ngit
nhét dinh dugc st dung trong ban md ta ndy c6 nghia nhu da néu trong ban mo ta.

Can luu ¥ 13 khi duoc st dung trong ban mo ta nay va trong cc diém yéu cau
bao ho, dang sb it "mot" bao gdm cé céc sd nhiéu trir khi ngit canh quy dinh khac.

Trir khi duoc quy dinh khéc, gid tri bing s6 bét ky, nhu ndng d hoc khoang nong
d6 dugc mo ta trong ban mo ta nay, dugc hidu 1a s& dugc diéu chinh trong tat ca cac truong
hop theo thuét ngit “khoang”. Theo do, gia tri bang s6 thudong bao g0m =+ 10% ciia gid tri
duoc néu. Vi du, nong dd bang 1 mg/mL bao gdm 0,9 mg/mL dén 1,1 mg/mL. Tuong tu,
khoang ndng d6 bing tir 1% dén 10% (khdi lvgng/thé tich) bao gdm 0,9% (khéi lugng/thé
tich) @n 11% (khéi lugng/thé tich). Trong ban mo ta nay, viéc st dung khoang s6 16 rang
bao gdm tét ca cac khoang phu c6 thé co, tat ca timg gia tri bang sb trong khoang d6, bao
gdm céc s6 nguyén trong cac khoang ndy va cac phan s6 ¢0 cac gid tri ndy trir khi ngit canh
néu y khac mot cach rd rang.

Trir khi dugc quy dinh khéc, thuat ngir “it nhat” ding trudc mot ddy cac phan
tt s& duoc hiéu 1a chi moi phan tir trong day. Ngudi c6 trinh d trong nganh s& nhan
dién, hodc c6 kha nang biét 3, chi can béng cach sir dung thuc nghiém thuong quy,
nhiéu phuong 4n twong duong vé6i cac phuong an cu thé cua sang ché duoc mo ta tai
day. Cac phuong an tuong duong dugc du kién bao gbém trong séang ché.

Trong ban md ta nay, cac thuét ngit "bao gbm", "gdm", "gbm c6", "cd", "chira"
hodic "c6 chira", hodc bt ky bién thé nao khéc clia no, s& dugce hiéu 1a ngu y bao gdbm
mdt s& nguyén hoic nhém sb nguyén da néu nhung khong loai trir bét ky sd nguyén

ho#c nhoém so nguyén nao khéc, va dugc du kién 1a khong han che hodc ¢6 thé ma rong.
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Vi dy, ché phém, hdn hop, quy trinh, phuong phéap, muc hoac thiét bi bao gém danh
sach cac phan tr khong nhét thiét chi gi6i han & cdc phan tir ndy ma c6 thé bao gdm cac
phén tir khic khong duge liét ké rd rang hodc vbn thudc ché pham, hdn hop, quy trinh,
phuong phép, muc hodc thiét bi do. Ngoai ra, trir khi dugc quy dinh nguogc lai mot cach
rd rang, "hodc" dé cap dén yéu td dugc bao gdbm vé6i hodc va khong dé cap yéu t6 bi loai
trir voi hodc. Vi du, mot diéu kién A hoic B dugc thoa man béi diéu bét ky trong nhiing
didu sau day: A ding (hodc c6) va B sai (hodc khong c6), A sai (hodc khong cd) va B
ding (hodc ¢6), va ca A va B dung (hodc ¢0).

Can hiéu ring trong ban md ta ndy, ngudi co trinh do binh thudng trong nganh
ciing biét ring, cac thuat ngit “khoéng”, “xAp xi”, “néi chung”, “y& co ban” va céc thuit
ngit trong tu dé chi kich thudc hogc dic diém cua thanh phan ciia sang ché dwoc uu tién,
duoc sir dung dé chi bao rang kich thudc/dic diém khong phai 13 gidi han hodc théng s6
nghiém ngt va bao gdm c4c bién thién nhé ma vé nguyén tic 1a gibng hoic twong tr. Tbi
thiéu, cac tham chiéu bao gdm thong s6 thé hién gid tri bang sb s& bao gbm cac bién thién
ma, khi st dung cac nguyén Iy toan hoc va nguyén ly cong nghiép dugce ap dung trong
nganh (vi dy, 1am tron, sai s6 do luong hodc sai s6 hé théng khac, dung sai ché tao, V.V.), s&
khong khac sb c6 gia tri dang ké thép nht.

Thuét ngit “ddng nhit” hodc phan trim "ddng nhat”, trong ngit canh c6 hai hodc
nhiéu axit nucleic hoic trinh tu polypeptit (vi du, trinh tu polypeptit PY Y3.36 vong, trinh
tu polypepetit oxyntomodulin, trinh tu chudi ning hoic chudi nhe cta khang thé), chi
hai hodc nhiéu trinh tu hodc trinh tu con gidng nhau hoic ¢6 phﬁn tram xac dinh cac don
phén axit amin hodc nucleotit gidng nhau, khi so sanh va bt cap sé tao sy tuong ng toi
da, nhu duge do ludng bang cach st dung mdt trong céc thudt toan so sanh hodc bang
céch kiém tra bing mét st dung cac phwong phép dugce biét dén trong nganh theo quan
diém cta sang ché.

Dé so sanh trinh tu, thong thudng mot trinh tw dong vai tro 1a trinh tu tham chiéu
con trinh ty thtr nghiém duge so sanh voi nd. Khi st dung thudt toan so sanh trinh tu,
cac trinh ty tham chiéu va tht nghiém dugc nhdp vao may tinh, toa do trinh tu con dugc
chi dinh, néu can, va cac tham s6 chuong tinh thuét toan trinh ty dugc chi dinh. Thuat
toan so sénh trinh tu sau do6 tinh toan phan tram ddng nhét trinh tw cho trinh tu thir

nghiém so vdi trinh tu tham chiéu, dua trén cac tham ) chuong trinh dugc chi dihh.
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C6 thé thuc hién bat cap tdi da cac trinh tir dé so sanh, vi dy, bang thuat toén twong
ddng tai chd ctia Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. (Tién b trong toan hoc (g dung)
2:482 (1981), bing thuit toan bt cip twong dong ciia Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol.
(Tap chi sinh hoc phan tir) 48:443 (1970), bang phuong phép tim kiém sy dong dang cia
Pearson & Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA (Ky yéu Vién Han 1am Khoa hoc Qudc
gia Hoa Ky) 85:2444 (198R8), bang sy trién khai cac thuat toan ndy trén may tinh (GAP,
BESTFIT, FASTA, va TFASTA trong Go6i phdn mém di truyén Wisconsin, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), hodc qua kiém tra bang mit (xem tong
thé, Current Protocols in Molecular Biology (Céc quy trinh hién nay trong sinh hoc phan
ttr), F.M. Ausubel va cdng su, btv, Current Protocols ((Cac quy trinh hién nay), du an hgp
tac gitta Greene Publishing Associates, Inc. va John Wiley & Sons, Inc., (1995 Supplement)
(Ausubel)).

Céac vi du vé cac thuat toan phi hop dé xac dinh phr?m tram déng nhét trinh tu
va déng dang trinh ty 14 thuat toan BLAST and BLAST 2.0, dugc mo ta lan luot trong
Altschul va cong su (1990) J. Mol. Biol. (Tap chi sinh hoc phén tir) 215: 403-410 va
Altschul va cong su (1997) Nucleic Acids Res. (Nghién ciru axit nucleic) 25: 3389-
3402. Phan mém dé thuc hién phan tich BLAST da c6 trén thi truong thong qua Trung
tdm qubc gia Thong tin cong nghé sinh hoc (National Center for Biotechnology
Information).

Chi bao khac rang hai trinh tu axit nucleic hodc polypepetit vé co ban 1a dong
nhét 1a polypeptit duoc ma hoa bdi axit nucleic thi nhit phan tng chéo mién dich véi
polypeptit dugc ma hoa boi axit nucleic thir hai, nhu duge mo ta & phan dudi. Theo do,
polypeptit vé co ban la ddng nhét véi polypeptit thit hai, vi du, trong d6 hai peptit chi khac
nhau céc thay thé bao thi. Chi béo khéc rang hai trinh tr axit nucleic hodc polypepetit vé
co ban 13 ddng nhat 13 hai phan tir lai héa v6i nhau trong cac didu kién khéc nghiét, nhu
dugc mo ta dudi day.

Trong tai liéu nay, “ddi twong” c6 nghia 1a dong vt bét ky, tot hon 13 dong vt
6 vu, tot hon 1 con ngudi. Thuat nglt “dong vat c6 v~ duge sir dung trong ban md
ta nay bao ham dong vat c¢6 vu bat ky. Cac vi du vé dong vat ¢ vi bao gbm, nhung
khong giéi han ¢ bo, ngua, ctru, lon, meo, cho, chudt nhét, chuét, thd, chudt lang, khi,

con ngudi, v.v., cu thé hon 1a con nguoi.
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Thuét ngit “cho sir dung” theo cic phuong phap trong sang ché nghia 1a phuong
phép phong ngura, diéu tri hodc cai thién mot hodi ching, r6i loan hodc bénh nhu dugc mo
ta trong tai liéu nay bang cach str dung lién hop ciia sang ché hoic dang, ché phdm hoic
dugc phém chira hop chét nay. Nhitng phuong phép trén bao gdm budc cho st dung mot
luong diéu tri hitu hiéu lién hop, dang lién hop, ché phém hoédc duoc phém noi trén vao
cac thoi diém khac nhau trong qua trinh tri liéu hodc cho sir dung déng thoi & dang két
hop. Cac phuong phép trong sang ché phai duoc hiéu 12 bao ham tit ca cac phac do didu
tri dugc biét dén.

Thuét ngit "luong diéu tri hitu hiéu" ¢6 nghia la lugng lién hop hoat tinh hodc
duge chat tao ra cac phan ng sinh hoc hoic dugc hoc trong hé mo, dong vat hodc con
ngudi dang dugce nghién ctru boi nha nghién ciru, bac st thi 'y, bac s§ tu vin hoidc bac
s§ 1am sang, c6 tdc dung phong ngua, diéu tri hodc cai thién hoi chtng, rdi loan hodc
bénh hoac cac tri¢u chiing ctia hdi chung, roi loan hodc bénh dang duogc diéu tri.

Trong tai liéu nay, thuat ngit “ché phdm” ding dé chi mot san pham bao gdm
céc thanh phan xac dinh v6i lugng xac dinh, cling nhu san phdm bt ky 1a két qua, truc
tiép hay gian tiép, clia su két hop cac thanh phan x4c dinh véi lugng xac dinh.

Trong ban mo ta nay, thuét ngir “dugc ghép” chi sy lién két hoac két nbi hai
hodc nhiéu vat thé v6i nhau. Khi dé cap dén cac hop chét héa hoc hodc sinh hoc, dugc
ghép c6 thé dé cap dén két nbi cong hoa tri gifra hai hodc nhidu hop chit hoa hoc hoic
sinh hoc. Vi du khong gi6i han, khang thé ciia sang ché c6 thé duge ghép véi mot
peptit quan tAm dé tao thanh peptit ghép v6i khang thé. Peptit ghép khang thé co thé
dugc hinh thanh thong qua cac phan tng hoéa hoc dac hiéu dugc thiét ké dé lién hop
khang thé v&i peptit. Trong mot sé phwong én nhét dinh, khéng thé ctia sang ché c6
thé duoc ghép cong hda tri vdi peptit clia sdng ché béng cau ndi. Vi du, ciu ndi c6 thé
truée hét duge két ndi hoa tri v6i khang thé hoiac peptit, sau do duoc két ndi hoa tri
v6i peptit hoidc khang thé.

Trong ban md ta nay, thuat ngir “cau nbi” chi mé-dun héa hoc bao gdm mach
nguyén tir hodc hoa tri gin két cong hoa tri peptit voi khang thé. Cau nbi ¢ thé, vi du,
bao gbém, nhung khong gi¢i han & cdu ndi peptit, cdu nbi hydrocarbon, ciu ndi
polyetylen glycol (PEG), cdu ndi polypropylen glycol (PPG), cdu nbi polysacarit, cau
ndi polyeste, cau ndi hdn hop bao gdm PEG va di vong dugc nhing vao, va mach

hydrocarbon. Vi du, cau ndi PEG c6 thé bao gdm 2-24 don vi PEG.
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Trong tai li€u nay, thuat ngit “lién hop” dé cap dén khéng thé hodc méanh cua
chung duoc lién két cong hoa tri véi mot ph?ln hoat tinh dugc ly. Thuét nglr “dugc tiép
hop v6i” dé cap dén khang thé cia sang ché hodc manh cua chung duoc lién két cong hoa
tri hodic két ndi cong hoéa tri véi mot phan hoat tinh duoc 1y, tét hon 1a peptit diéu tri, truc
tiép hodc gian tiép thong qua ciu ndi. Vi du khong gidi han, khang thé c6 thé 1a khang thé
don dong clia:sang ché va phan hoat tinh dugc Iy ¢6 thé 1a mot peptit diéu tri, nhu PYY
vong, peptit oxyntomodulin hodc bét ky peptit diéu tri nao khac dugc quan tAm. Phan hoat
tinh dugc 1y cling c6 thé 1a phan gbc hitu co khong peptit (tic 13, “phan t nhd™). Trong
ban cong bd nay, dbi voi khang thé hodc manh gin khang nguyén ciia ching theo phuong
an cia sang ché, cum tir “lién hop bao gdm khang thé hodc manh gan khang nguyén cua
né va phan hoat tinh duoc 1y (hodc peptit didu tri) duoc tiép hop v6i n6” duge st dung
thay thé v&i cum tir “khang thé hodc manh gin khang nguyén ciia n6 duoc tiép hop véi
phan hoat tinh dugc Iy (hodc peptit diéu tri)”.

Céc trinh tu peptit dugc mo ta trong ban md ta nay dugc viét theo thong 16
trong d6 viing dau N ctia peptit & phia trai va ving du C & phia phai. Mic du da biét
dang ddng phén cia axit amin, dang L cia axit amin dugc 1am dai dién trir khi duoc
quy dinh khéc mdt cach rd rang.

Khang thé

Trong mét phuong 4n chung, sang ché dé cap dén khang thé méi, duoc kién
tao 1a khong nhim dich va c6 chira don phan xystein c6 kha nang dugc st dung dé tiép
hop hoéa hoc (vi du nhu ghép) véi phan hoat tinh dugc 1y, nhu peptit diéu trj (vi du,
peptit PYY vong, oxyntomodulin hodc peptit bién thé, v.v.), dac hiéu theo vi tri, sao
cho peptit ghép khang thé c6 thoi gian ban thai kéo dai/ting so véi peptit dimg riéng.
Trong ban md ta nay, thuat ngit “khong nham dich” trong ngit canh khang thé chi
khang thé khong lién két dic hiéu vai bat ky dich nao trong co thé séng. Trong ban
md ta ndy, khang thé “lién két dac hiéu véi dich” chi khang thé lién két v6i khang
nguyén dich, véi KD nhé hon hodc b.%mg 1x1077 M, t6t hon 1a nhé hon hoic béng
1x1078 M, t6t hon nita 1a nho hon hodc bing 5x107° M, hodc nhé hon hoidc bing
1x107° M, hoic nhé hon hodc bang 5x107'° M, hodc nhé hon hodc bang 1x10710 M.
Thuat ngit “KD” chi hiang s6 phan ly, thu duogc tir ty 18 Kd véi Ka (tirc 1, Kd/Ka) va
dugc biéu dién dudi dang ndng d6 mol (M). C6 thé xac dinh gia tri KD cho cac khang

thé bang cac phwong phap trong nganh theo quan diém cta sang ché. Vi du, KD cia

10
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khang thé co thé dugc xé4c dinh bang cach sir dung cdng hudng plasmon bé mit, nhu
st dung hé théng cam bién sinh hoc, vi du, hé théng Biacore®, hodc sir dung cong
nghé do giao thoa tﬁng sinh hoc, nhu hé théng Octet RED96. Gia tri KD ctua khang thé
cua cang nho, ai lyc ciia khang thé lién két voi khang nguyén dich cang cao.

! C6 thé sir dung céc khang thé don dong, toan bo hodc méanh cia nd, 1am phan
'kéo dai thoi gian ban thai. Cac khang thé don dong 1a cac protein dugc nghién ciru k§
da dugce st dung va dugc dic trung hoa dé duoc st dung trong co thé sé'ng, va nhu
viy, céc co ché chuyén héa cho phép thoi gian ban thai kéo dai trong co thé song va
céc co ché chuyén hoa cho phép loai bd chung trong co thé séng da duoc biét rd. Ngoai
ra, su phan tach theo khong gian va thé hién cta hai “nhanh” ctia khang thé don dong
¢6 thé co ich cho biéu hién ludng tri hiéu quéa ctia phan diéu tri (nghia la mot peptit
didu tri). Cac thuc didu tri trong d6 doc t& hodc cac loai thude phéan tir nhé khac duge
lién két hoa hoc vdi khang thé don dong da dugc phat trién nhung thuong st dung
khang thé don dong lién két voi khang nguyén dic hiéu va nham dich lién hop khang
thé - thubc vao mo/té bao quan tdm, ma t6t hon 1a biéu hién khang nguyén, va thong
thuong thude/phan tir nhé duoc gn vao khang thé sao cho khong anh hudng dén viéc
lién két khang nguyén ciia khang thé.

Déi v6i cac lién hop peptit diéu tri-mAb, khang thé don dong kéo dai thoi gian
bén thai khéng cn phai lién két dic hiéu véi khang nguyén. Do d6, mot cp mién bién
d8i (V) chudi nang (HC) va chudi nhe (LC) du kién s& khong lién két dic hiéu v6i dich
bt k¥ nao duoc st dung dé diéu ché khang thé don dong khong nhém dich dugc phép
ghép cap cua sang ché. Dé thu dugc khang thé don dong khong nhim dich duoc phép
ghép cdp, don phan xystein dugc kién tao vao mot trong nhing ving xac dinh bd sung
(CDR) cuia khang thé khong nhém dich duoc chon. Phin hoat tinh dugc Iy (vi du, peptit
didu tri/hop chat) c6 thé chita phin héa hoc thich hop dé cho phép tiép hop phan hoat
tinh duoc Iy v4i don phéan xystein dugc kién tao cia khang thé don dong khong nhim
dich. Hinh 1 thé hién phuong phép tiép hop peptit-khang thé don dong khai quat theo
phuong 4n cua sang ché.

Thuat ngtt “khéng thé” nhu dugc st dung trong ban md ta nay, c6 nghia trong
pham vi rong va bao gdm céc khang thé don dong bao gdm khang thé don dong khong

phai nguoi (vi du, chudt), nguoi, thich nghi véi nguoi, nhan hoa va hén hop, manh

11



45741 12111

khang thé, khang thé dic hiéu doi hodc khang thé da hiéu, cdc khang thé dang dime,
dang tetrame hodc da phéan, va khang thé don chudi.

Chudi nhe ciia khang thé tir loai dong vat c6 xuong sdng bét ky co thé dugc phan
thanh mét trong hai loai c6 su khéc biét rd rang, dugc goi la kappa (k) va lambda (1), dua
trén trinh tu axit amin cla cdc mién hing dinh cta ching. Theo d6, cic khang thé cta |
sang ché c6 thé chira mién hing dinh ciia chudi nhe kappa hodc lambda. Theo céc phuong
&n cu thé, cac khang thé clia sang ché bao gdm cac viing hing dinh ctia chudi ning va/hogc
chudi nhe, vi du, tir khang thé cua chudt hodc ngudi. Ngoai cac mién hing dinh ning va
nhe, cac khang thé chira ving lién két khang nguyén dugc tao thanh tir ving bién ddi
chudi nhe va ving bién d6i chudi ning, mdi ving chira ba mién (nghia 12 ving xac dinh
bd sung 1-3; (CDR1, CDR2, va CDR3)). C4c mién ciia viing bién d6i chudi nhe dugc goi
14 LCDR1, LCDR2, v LCRD3, va cac mién ciia ving bién d6i chudi ndng duoc goi 1a
HCDR1, HCDR2, va HCDR3.

Céc globulin mién dich c6 thé dugc phan thanh 5 16p chinh, 1aIgA, IgD, IgE, IgG
va IgM, tlty vao trinh ty axit amin ciia mién hing dinh chudi nang. IgG 12 16p 6n dinh nhat
trong nam loai globulin mién dich, c6 thoi gian ban thai trong huyét thanh nguoi 1a khoang
23 ngay. IgA va IgG duoc phan tiép thanh cac 16p khang thé IgA1, IgAs, IgG1, IgGa, IgG3
va IgGa. Mbi phan 16p trong bbn phan 16p IgG c6 cac chire ndng sinh hoc khac nhau duge
goi 14 chirc ning thuc thi. Céc chire ning thyc thi nay thuong duoc thuc hién qua trung
gian tuong tac véi thy thé Fe (FeyR) hodic bing cach lién két véi Clq va cb dinh bo thé.
Lién két voi FeyR c6 thé dan dén su ly giai té bao qua trung gian té bao phu thudc khing
thé, trong khi lién két véi cac yéu t6 bd thé c6 thé dan dén ly giai té bao qua trung gian b
thé. Khang thé cua sang ché dugc st dung dé kéo dai thoi gian bén thai cua peptit diéu tri
khong c6 hoic co tbi thiéu chuc ning thuc thi, nhung van gitt duge kha ning lién két voi
FcRn, lién két nay c6 thé 1a phuong tién chinh gitip khang thé kéo dai thoi gian ban thai
trong co thé song.

Trong mdt phuong an, sang ché d& cap dén khang thé duoc phan 1ap hodc
manh gin khang nguyén ctia n6 bao gdm ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu gen V
dong mam Ig ngudi hoan toan, va ving bién ddi chudi ning c6 trinh ty gen V dong
mam Ig ngudi hoan toan ngoai trir HCDR3 ¢0 trinh tyr axit amin ¢6 SO ID TRINH TU:
18, trong d6 khang thé hoic manh gin khang nguyén cta n6 khong lién két dac hiéu

v6i bat ky khang nguyén ngudi nao trong co thé séng. Trong mot s6 phuong 4n nhat
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dinh, sang ché dé cap dén khang thé dugc phan 1ap hodc manh gén khéng nguyén cua
n6 bao gdm ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ty gen V dong mam Ig nguoi hoan toan,
va ving bién d6i chudi ning c6 trinh tw gen V dong mam Ig ngudi hoan toan ngoai trir
HCDR3 c6 trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH TU" 18, trong d6 khang thé hodc manh
gin khang nguyén cua né khong lién két dic hiéu véi bat ky khang nguyén nguoi ndo
trong co thé song, trong d6 khing thé dugc phan 14p hodc manh gin khangnguyén cla
n6 dugc ghép véi phan hoat tinh dugc Iy (vi du peptit PY'Y vong, peptit oxyntomodulin
va/hodc peptit didu tri ciia sang ché).

Trong tai liéu nay, thudt ngit “manh gin khang nguyén” chi manh khang thé, vi
du nhu diabody (khang thé dic hiéu doi tai t6 hop), Fab, Fab', F(ab')2, manh Fv, doan
Fv 6n dinh disulfua (dsFv), (dsFv) 2, dsFv déc hiéu doi (dsFv-dsFv'), diabody on dinh
disulfua (ds diabody), phan tir khang thé don chudi (scFv), khang thé don mién (sdab),
dime scFv (diabody ludng tri), khang thé da hiéu dugc hinh thanh tir m¢t phan cuia khéng
thé bao gdm mot hoic nhiéu CDR, khang thé don mién duoc camel hda, nanobody
(khang thé don ving), khang thd mién, khang thé mién ludng tri hodc manh khéng thé
bét ky khéc lién két voi khang nguyén nhung khong bao gbm céu tric khang thé hoan
chinh. Manh gin khang nguyén c6 kha ning lién két voi cing khang nguyén ma khéng
thé me hodic manh khang thé me lién két. Theo cac phwong 4n cu thé, manh gin khang
nguyén bao gdm ving bién ddi chudi nhe, ving hang dinh chudi nhe, va doan Fd (nghia
1a, phan chudi ning co trong manh Fab). Theo cac phwong én cu thé khac, manh gén
khang nguyén bao gbém Fab va F (ab').

Trong ban mo ta nay, thuat ngit “khang thé don chudi” d& c4p dén khang thé
don chudi thong thuong trong linh vuc, bao gbm ving bién dbi chudi ning va ving
bién ddi chudi nhe dugc két ndi béi mot peptit ngin gdm khoang 15 dén khoang 20
axit amin. Trong ban mé ta nay, thuat ngit “khang thé don mién” dé cap dén khang thé
don mién thong thudng trong linh vuc, bao gbém viing bién ddi chudi nang va ving
hing dinh chudi ning hodc chi bao gdm ving bién d6i chudi ning.

Cum tir "khang thé hoic méanh khéng thé phan lap" chi khang thé hodc manh
khéng thé vé co ban dugc tach ra khoi cac khang thé khéac c6 cac tinh dic hiéu khang
nguyén khéac (vi dy, khing thé phan 14ap lién két dic hiéu v6i khang nguyén dich vé cin

ban duge tach khoi cac khang thé khong lién két dic hiéu v6i khang nguyén dich nay).
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Ngoai ra, khang thé hodc manh khang thé phan lap c6 thé gan nhu khong c6 vat liéu té
bao va/hoac hoa chét khéc.

Ving bién dbi cia khang thé bao gdm ving “khung” bi can thiép bdi ba “diém
gan khang nguyén". Cac diém gin khang nguyén dugc dinh nghia bang cac thuat ngit
khac nhau: (i) Cac ving xéac dinh bd sung (CDR), ba trong VH (HCDR1, HCDR2,
HCDR3)wva ba trong VL (LCDR1, LCDR2, LCDR3) dua trén su bién dbi trinh ty (Wu
va Kabat, J Exp Med (Tap chi y hoc thuc nghiém) 132:211-50, 1970; Kabat va cong
su, Sequences of Proteins of Immunological Interest (Trinh tu protein ¢6 loi ich mién
dich), 4n ban 1an 5. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
Md., 1991). (ii) “Céc vung siéu bién”, “HVR”, hodc “HV”, ba trong VH (H1, H2, H3)
va ba trong VL (L1, L2, L3) chi cdc vung cua cac mién bién ddi cua khang thé siéu
bién trong cdu tric nhu Chothia va Lesk dd dinh nghia (Chothia va Lesk, Mol Biol
(Sinh hoc phan tr) 196:901-17, 1987). Cac thuat ngit khac bao gébm “IMGT-CDR”
(Lefranc va cOng sy, Dev Comparat Immunol (Tap chi Mién dich hoc so sanh va thuc
nghiém) 27:55-77, 2003) va "Specificity Determining Residue Usage” (“Céch str dung
don phan quyét dinh tinh dic hiéu")(SDRU) (Almagro, Mol Recognit (Tap chi Nhén
dién phan t&), 17:132-43, 2004). Co s& dit li¢u International ImMunoGeneTics
(IMGT) (http://www_mgt org) cung cip cach danh s6 chuén hoa va dinh nghia cac
didm gan khang nguyén. Su tuong (mg gifra cic md ta vé CDR, HV va IMGT duogc
trinh bay trong Lefranc va cong su, Dev Comparat Immunol (Tap chi Mién dich hoc
so sanh va thuc nghiém) 27:55-77, 2003.

“Khung” hodc “trinh ty khung” 1a céc trinh tw con lai cua vung bién ddi ngoai
céc trinh tu duge dinh nghia 1a diém gan khang nguyén. Boi vi ¢o thé dinh nghia vi tri
lién két khéng nguyén bing nhiu thuat ngit khac nhau nhu mo ta trén day, trinh tu axit
amin chinh xac cua khung tuy thudc vao viéc vi tri lién két khang nguyén dugc dinh
nghia nhu thé nao.

Trong mdt phuong 4n cua sang ché, khang thé duoc phan 13p hodc manh gin
khang nguyén cta n6 bao gbm ving bién ddi chudi nhe c6 LCDR1, LCDR2 va LCDR3
¢6 trinh tw axit amin 1an luot c6 SO ID TRINH TU" 19, SO ID TRINH TU: 20 va SO
ID TRINH TU" 21, va ving bién ddi chudi ning c6 HCDR1, HCDR2 va HCDR3 ¢6
trinh tu axit amin Iin luot ¢ SO ID TRINH TU" 16, SO ID TRINH TU: 17 va SO ID
TRINH TU: 18.
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Trong phuong an khac, khang thé duoc phan lap con bao g6m vimg Fc ¢6 ngudn
gde tir ving Fc 1gG4 ngudi. Ving Fe IgG4 nguoi da giam kha nang lién két v6i FeyR va
cac yéu t6 bd thé so véi cac kiéu phu IgG khéc. Tét hon 13, ving Fc chra ving Fc
IgG4 nguoi c6 cac thay thé loai bo chirc ning thuc thi. Do do, khang thé phan 1ap con bao
g6m ving Fc chita ving Fe IgG4 ngudi duoc didu hoa bao gdm mét hodc nhiéu thay thé
sau: thay thé prolin cho glutamat & don phan 233, alanin hodc valin cho phenylalanin &
don phan 234 va alanin hodc glutamat cho leuxin & don phén 235 (quy tc danh sd chau
Au, Kabat, EA va cong su (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest (Trinh
tur cAc protein c6 loi ich mi&n dich), 4n ban 1an thr 5, B Y té va Dich vu Nhén sinh Hoa
K3 (U.S. Dept. of Health and Human Services), Bethesda, Md., NIH 86 cong b6 91-3242).
Loai bé vi tri glycosyl hoa lién két N trong ving Fc IgG4 bing céach thay thé Ala cho Asn
tai don phan 297 (quy tic dénh sé chau Au) 14 cach khéc dé dam bao loai bo hoat tinh
thuc thi cia don phén.

Tét hon 13, khang thé cta sang ché ton tai dudi dang dime lién két v6i nhau
bang lién két disulfua va cac loai twong tac khong cong hoa tri khac nhau. Do do, phéin
Fc hitu ich cho khang thé ctia sang ché co thé 1a ving Fc IgG4 ngudi c¢6 chia thay thé,
nhu serin thay cho prolin & vi tri 228 (quy tic danh s chau Au), gitp 6n dinh su hinh
thanh dime chudi ning va ngin ngira sy hinh thanh chudi Fe nira 1gG4.

Trong mot phuong an khac, don phén Lys dau C trong chudi ning duoc loai bo,
nhu thuong thiy trong cac khang thé don dong dugc san xuét bang cach tai t6 hop.

“Khang thé ngudi” chi khéng thé c¢6 cac ving bién ddi chudi ning va chudi
nhe trong d6 ca khung va cac diém gan khang nguyén déu c6 ngudn gbc tir cac trinh
tu co nguén géc la nguoi. Néu khang thé chua vung héng dinh, vung héng dinh cling
c¢6 ngudn gdc tir cc trinh tu c6 ngudn gbc 1a nguoi.

Khang thé ngudi bao gdm céc viing bién dbi chudi nang va chudi nhe 1a cac
trinh tu "c6 ngudn gdc" 1a nguoi néu cac ving bién ddi cuia khéng thé dugc thu tir hé
théng st dung globulin mién dich dong mam ctia ngudi hodc cac gen globulin mién dich
duoc tai cdu tric. Cac hé thong nay bao gbm céc thu vién gen globulin mién dich nguoi
biéu hién trén thuc khuédn, va cdc dong vat bién ddi gen khong phai 1a ngudi nhu chudt
mang l6cut globulin mién dich ngudi nhu duge mo ta trong tai liéu nay. “Khang thé
ngudi” c6 thé ¢ cac khac biét vé axit amin khi so sdnh véi cic trinh ty globulin mién

dich dong mam ngudi hodc céc trinh tu globulin mién dich duoc tai cau tric, vi dy, do

15‘



45741 16/111

céc dot bién soma xay ra ty nhién hodc do dua céc thay thé vao khung hozc diém gin
khang nguyén mdt cach co chi y. Thong thuong, “khang thé ngudi” c6 % trinh tu axit
amin ddng nhat it nhit & mirc khoang 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%. 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% vdi
trinh tu axit amin duoc ma hoa béi dong mam ngudi hodc gen globulin mién dich dugc
tai ciu trac. Trong mot s6 truong hop, "khéng thé nguoi" c6 thé bao gdm cic trinh tu
khung lién tng co ngudn gdc tlr cac phan tich trinh tu khung clia nguoi, vi du nhu duge
md ta trong Knappik va cong sy, J Mol Biol (Tap chi Sinh hoc phan tr) 296:57-86,
2000), hoic HCDR3 tong hop dugc hop nhit vao thu vién gen globulin mién dich nguoi
bibu hién trén thuc khuén, vi du nhu duge md ta trong Shi va cong sw, J Mol Biol (Tap
chi Sinh hoc phan tir) 397:385-96, 2010 va Bing sing ché quc t& sb cong bo
W02009/085462). Cac khang thé trong d6 cac diém gin khang nguyén c6 ngudn gde tir
céac loai khong phai 1a ngudi khong bao gdm trong dinh nghia vé “khang thé ngudi”.

C6 thé tong hop khang thé dugc phan 1ap theo phuong an cia séng ché. Cac khang
thé, mic du co nguén géc tir cac trinh tu globulin mién dich nguoi, c6 thé duoc tao béng
cach st dung céc hé théng nhu CDR téng hop va/hodc cac khung téng hop hop nhét vao
bé mit biéu hién cua thuc khuan (phage display), hodc ¢6 thé duoc gay dot bién trong 6ng
nghiém dé tang cudng cac dic tinh cia khang thé, tao nén cac khang thé khong ton tai
mdt cach tu nhién trong tip hop toan bd cic loai dong mam cta khang thé nguoi trong co
thé séng.

Trong tai liéu nay, thut ngit "khang thé tai t6 hop" bao gdm tat ca céc khéng thé
duoc didu ché, biéu hién, tao hodc phan 14p bing phuong tién tai td hop, nhu cac khang thé
phén 18p tir dong vat (vi du, chudt) duoc bién d6i gen hodc chuyén doan nhiém sic thé dbi
vé6i cac gen globulin mién dich nguoi hodc té bao lai dugc tao tir do, cac khang thé dugc
phan lap tur té bao chi duoc bién nap dé biéu hién khang thé, cac khang thé dugc phan 13p
tir thu vién khéng thé td hop, tai t hop, va cac khang thé duogc didu ché, biéu hién, tao hodc
phén 14p bang phuong tién khac bat ky lién quan dén viéc c4t ndi cac trinh tu gen globulin
mién dich ngudi véi céc trinh ty ADN khéc, hodc cac khang thé duoc tao trong 6ng nghiém
bang cach trao d6i nhénh Fab.

Trong tai liéu nay, thudt ngit "khéang thé don dong" chi ché phim gbém céc phan
&t khang thé c6 thanh phan don phén tir. Thanh phan khang thé don dong thé hién tinh

dic hiéu lién két don va 4i luc d6i véi epitope cu thé, hoic trong trudng hop khang thé
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don dong dac hiéu doi, 1a tinh dac hiéu lién két d61 v6i hai epitope khac nhau. Cac khang
thé don dong cuia sang ché c6 thé dugce tao ra bang phuong phép té bao lai, ky thuat biéu
hién trén thuc khuan, k¥ thuat tao dong gen lympho bao don hodc bang phuong phap
ADN t4i td hop. Vi du, c6 thé tao cac khang thé don dong bang té bao lai bao gdm té
bao B thu dugc tir mot dong vat, khong phai 1a nguoi, duge chuyén gen, chéng han nhu
chudt nhit hodc chudt bién doi gen, c6 bd gen bao gbm gen bién d6i chudi nang va gen
bién ddi chudi nhe ctia nguoi.

Trong mdt s6 phuong an, thuat ngit “mAb” ¢6 nghia 1a khdng thé don dong.
Trong mdt phuong an, mAb c6 trinh ty vung bién d6i chudi ning (VH) bao gém SO
ID TRINH TU: 12 va trinh tw viing bién déi chudi nhe (VL) bao gom SO ID TRINH
TU" 14. Trong mét s6 phuong dn nhit dinh, mAb 1a khang thé don dong ngudi hoan
chinh ¢6 trinh tu chudi nang (HC) bao gdm SO ID TRINH TU" 13 va trinh ty chudi
nhe (LC) bao gdm SO ID TRINH TU 15. Trong mdt s6 phuong an nhét dinh, ty chon
c6 thé khong c6 don phan lysin & vi tri 446 c¢6 SO ID TRINH TU" 13.

Trong tai liéu nay, thuat ngit “khang thé hdn hop” dé cap dén khang thé trong
d6 trinh tu axit amin cua phan tir globulin mién dich c6 ngudn gde tir hai hogc nhiéu
loai. Vang bién ddi cua ca chudi nhe va chudi ning thuong tuwong g véi ving bién
ddi cua khang thé co nguf”)n géc tr mot loai dong vat c¢6 va (vi du chudt nhit, chudt,
thd, v.v.) ¢6 tinh ddc hiéu, i luc va kha ndng mong muén, trong khi cic ving hing
dinh twong mg vdi céc trinh ty cia khang thé c6 ngudn gbc tir loai dong vat c6 vi
khac (vi dy, con ngudi) dé tranh gay ra dap tng mién dich & loai do.

Trong tai liéu nay, thudt ngit "khang thé da hiéu” dé cap dén khang thé bao gdm
mot sb luong 16n céc trinh tu mién bién d6i globulin mién dich, trong do trinh tu mién
bin dbi globulin mién dich thi nhét c6 tinh dic hiéu lién két ddi véi epitope thir nhét
hodic bao gdm céc trinh ty dong mAm thiéu tinh dic hiu lién két da biét bat ky va trinh
tir mién bién di globulin mi&n dich thir hai ¢6 tinh dac hiéu lién két dbi voi epitope thu
hai hodc bao gdm cac trinh tuw dong mam thiéu tinh dic hiéu lién két da biét bat ky, va
trong d6 mién bién déi globulin mién dich thir nhit va/hodc thir hai tiry chon bao gdbm
phan hoat tinh duge Iy dugc tiép hop (vi du peptit diéu tri). Trong mot phuong an, cac
epitope thu nhét va tht hai ndm trén cung mot khang nguyén, vi du, cung mot protein
(hodc tiéu phan ctia protein da phan). Trong mot phuwong 4n, céc epitope thir nhét va thia

hai chdng 14p hoic vé co ban 1a chong 14p 1én nhau. Trong mdt phuong 4n, cac epitope

| 17 |



45741 18/111

thir nhat va thir hai khong chong 14p hoic vé co ban khong chdng 14p 1én nhau. Trong
mot phuong an, cac epitope thir nhAt va thtt hai khong nam trén cling mot khang nguyén,
vi du, cac protein khac nhau (hodc cac tiéu phan khac nhau cia protein da phan). Trong
mdt phuong dn, mién bién ddi globulin mién dich thir nhat va thir hai bao gom cung mot
phan hoat tinh dugc 1y dugc tiép hop. Trong mot phuong an, mién bién ddi globulin
midn dich thir nht va thtr hai bao gdm cac phan hoat tinh dwge 1y dugc tiép hop khac
nhau. Trong mot phuong 4n, chi mién bién ddi globulin mién dich thi nhat 12 bao gdm
phan hoat tinh dugc ly dugc tiép hop. Trong mot phuong an, chi mién bién ddi globulin
mién dich th( hai 1a bao gdm phan hoat tinh dugc ly dugce tiép hop. Trong mot phuong
an, khang thé da hiéu bao gdm mién bién d6i globulin mién dich thir ba, thi tu hoac thir
nam. Trong mot phwong an, khang thé da hiéu 12 phén tir khang thé ddc hiéu doi, khang
thé dic hiéu ba hodc phan tir khang thé dic hiéu bon.

Trong tai liéu ndy, thuat ngit "khang thé dic hidu doi” dé cap dén khang thé da hiéu
lién két véi khong qua hai epitope hodc hai khang nguyén va/hodc bao gdm hai phan hoat
tinh dugc ly duoc tiép hop (vi dy, phén hoat tinh duoc Iy dugc tiép hop gidng hozc khac
nhau). Khang thé dc hidu doi c6 dac trung & chd trinh tu mién bién ddi globulin mién dich
thr nhét c6 tinh dic hiéu lién két dbi voi epitope thir nhét hodc bao gdm céc trinh ty dong
mam thiéu tinh dic hidu lién két da biét bAt ky va trinh tu mién bién dbi globulin mién dich
thir hai ¢6 tinh dic hiéu lién két déi véi epitope thir hai hogc bao gdm cac trinh tw dong
mam thiéu tinh dic hiéu lién két da biét bat ky, va trong d6 mién bién ddi globulin mién
dich thir nhit vi/hoic thr hai tity chon bao gdm phén hoat tinh dugc 1y dugc tiép hop. Trong
mdot phuong an, cac epitope thir nhét va thir hai nim trén cing mot khang nguyén, vi dy,
cung mot protein (hodc tiéu phan ctia protein da phan). Trong mdt phwong én, céc epitope
tht nhét va thir hai chdng l4p hodc vé co ban 1a chdng l4p 1én nhau. Trong mdt phuong an,
cac epitope thir nhét va thir hai khong nam trén cung mot khang nguyén, vi dy, cac protein
khac nhau (hodc cac tiéu phan khac nhau ctia protein da phan). Trong mdt phuong 4n, mién
bién dbi globulin mién dich thir nht va thir hai bao gdm ciing mdt phan hoat tinh dugc Iy
duoc tiép hop. Trong mot phuong én, mién bién déi globulin mién dich thir nhat va thir hai
bao gdm cac phan hoat tinh duge 1y khéc nhau. Trong mot phuong 4n, chi mién bién dbi
globulin mién dich tht nhét 12 bao gdm phan hoat tinh dugc Iy duge tiép hop. Trong mot
phuong 4n, chi mién bién ddi globulin midn dich thir hai 14 bao gdm phan hoat tinh dugc ly

duoc tiép hop. Trong mot phuong an, khang thé ddc hiéu dbi bao gdm trinh tu mién bién
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d8i chudi nhe va trinh tu mién bién ddi chudi ning thir nhét c6 tinh dic hiéu lign két ddi véi
epitope thit nhit hoc bao gdm cac trinh tw dong mim thiéu tinh ddc hiéu lién két da biét
bét ki va trinh tu mién bién déi chudi nhe va trinh tw mién bién ddi chudi nang thir hai c6
tinh diic hiéu lién két déi véi epitope thir hai hodc bao gdm céc trinh ty dong mam thiéu
tinh dic hiéu lién két da biét bat ky, va trong d6 mién bién ddi chudi nang thtr nhét va/hogc
thir hai tiy chon bao gdm phén hoat tinh dugc ly duge tiép hop. Trong mdt phuong 4n,
mién bién ddi chudi ning thir nhat va thi hai bao gbm cling mot phan hoat tinh dugc 1y
duoc tiép hop. Trong mdt phuong an, mién bién ddi chudi ning tht nhéit va thir hai bao
g0m céc phan hoat tinh dugc 1y duge tiép hop khac nhau. Trong mdt phuong 4n, chi mién
bién d6i chudi nang thir nhat 1a bao gdm phan hoat tinh duoc Iy duoc tiép hop. Trong mot
phuong n, chi mién bién ddi chudi nng thir hai la bao gdm phan hoat tinh dugc ly dugc
tiép hop.

Trong ban md ta nay, “khang thé dy du chidu dai” chi mot khang thé c6 hai
chudi ning khang thé dy du chidu dai va hai chudi nhe khang thé ddy du chiéu dai.
Chudi nang (HC) khang thé ddy du chidu dai bao gdm céc ving bién ddi (VH) va mién
hing dinh (CH1, CH2, va CH3) chudi ning. Chudi nhe (LC) khang thé ddy du chiéu
dai bao gdm cac viing bién déi (VL) va mién hing dinh (CL) chudi nhe. Khang thé
ddy du chidu dai c6 thé thiéu lysin diu C (K) trong mot hodc ca hai chudi nang.

Thuét ngit “nhanh Fab” hay “ntra phan t” chi mot cap chudi niang-chudi nhe.

C6 thé tao cc khang thé dic hiéu doi ddy du chidu dai, vi du, bing céch trao
dbi nhanh Fab (hodc trao di nita phan tir) gitta hai khang thé ludng tri don ddc hiéu
bing cach dua cac thay thé tai giao dién CH3 chudi ning tai mdi ntra phén tir dé hd trg
hinh thanh di dime cua hai nira phén tir khang thé c6 tinh ddc hiéu khac nhau trong éng
nghiém trong moi truong khong co té bao hodc bang cach dong biéu hién. Phan tng trao
d6i nhanh Fab 1a két qua ctia phan Gng isome hoa lién két disulfua va sy phén ly-két hop
cic mién CH3. Céc lién két disulfua chudi ning trong cac viung ban 18 ctia cac khang thé
don dic hiéu me bi khir. Céc xystein tu do thu dugc cia mot trong céac khang thé don
dac hiéu me tao thanh lién két disulfua gitta cac chudi ning véi cac don phan xystein
cta phén tir khang thé don ddc hiéu me thir hai va ddng thoi cac mién CH3 cia cac
khang thé me dugc gidi phong va tai tao bang qua trinh phan ly-két hop. Cac mién CH3

ctia cac nhanh Fab c6 thé duge kién tao dé hd tro qua trinh di dime hoa hon 1a dong
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dime hoa. San phim tao thanh 1a khang thé ddc hiéu déi c6 hai nhanh Fab hogc hai nira
phan tir mdi nira lién két v6i mot epitope khéc nhau.

Trong ban mo ta nay, “ddng dime hoa”, d6i v6i cac khang thé, chi su tuong tac clia
hai chudi nang c6 cac trinh ty axit amin CH3 ddng nhét. Trong ban mo ta nay, “ddng dime”,
d6i v6i cac khang thé, chi khang thé c6 hai chudi nang c6 cac trinh tur axit amin CH3 dong
nhat.

Trong ban mo ta nay, “di dime hoa”, dbi v6i cac khang thé, chi su twong tac
cta hai chudi ning c6 céc trinh tu axit amin CH3 khong ddng nhét. Trong ban mo ta
nay, “di dime”, dbi vai cac khang thé, chi khang thé c6 hai chudi ning c6 cac trinh tu
axit amin CH3 khong dong nhat.

C6 thé st dung phuong phap “knob-in-hole” (nghia 1 m6 hinh go6i cdc mach
bén clia axit amin giita cac chudi xo4n alpha lién k&) (xem, vi du, Bing sang ché quéc
t& S6 cong bd WO 2006/028936) dé tao cac khang thé dac hiéu doi ddy du chiéu dai.
Tém tat nhu sau, cac axit amin dugc chon tao thanh giao dién cia céc mién CH3 trong
IgG nguoi co thé bi dot bién & céc vi tri tac dong dén cac tuong tac cla cac mién CH3
dé thuc day viéc tao thanh di dime. Mot axit amin ¢6 mach bén nhé (hole - 16) duoc dua
vao chudi ning cia mot khéng thé lién két dic hiéu voi khang nguyén thit nhat va mot
axit amin c¢6 mach bén 16n (knob - dau nim) dugc dua vao chudi ning ctia mot khang
thé lién két dic hiéu voi khang nguyén tht hai. Sau khi ddng biéu hién hai khang thé, di
dime duogc tao thanh, 12 két qua clia twong tac uu tién cua chudi ning c6 “hole” (“156”)
v6i chudi ning c6 “knob” (“dau nam™). Vi du vé céc cdp thay thé CH3 tao thanh dau
ntim va 13 1a (dwge bidu hién 1a vi tri didu hoa tai mién CH3 tht nhat ctia chudi ning thir
nhit/vi tri didu hoa tai mién CH3 tha hai ctia chudi nang thu hai): T366Y/F405A,
T366W/F405W, F405W/Y407A, T394W/Y407T, T394S/Y407A, T366W/T394S,
F405W/T394S va T366W/T366S 1.368A_Y407V.

C6 thé st dung cac phuwong phéap khac nhu phuong phap thic day qua trinh di
dime hoa chudi ning bang twong tac tinh dién biang cach thay thé cac gbc tich dién
duong tai mot mat CH3 va cac géc tich dién 4m tai mat CH3 tht hai, nhu duge mo ta
trong Bing sang ché Hoa Ky Sé cong b US2010/0015133; Bing sang ché Hoa Ky S6
cong bb US2009/0182127; Bing sang ché Hoa Ky S cong bo US2010/028637, hodc
Béng sang ché Hoa Ky S6 cong b US2011/0123532. Trong cac phuong phép khac, qua

trinh di dime hoa c6 thé duoc thic ddy béi cac thay thé sau (duge biéu hién 1 vi trf diéu
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hoa tai midn CH3 thtt nhét ctia chudi ning thir nhit/vi tri didu hoa tai mién CH3 tht hai

clia chudi ning thir hai): L351Y F405A Y407V/T394W,
T3661 K392M T394W/F405A Y407V,  T366L_K392M_T394W/F405A Y407V,
1351 Y407A/T366A_K409F, L351Y_Y407A/T366V_K409F,
Y407A/T366A1 K409F, | hogc

T350V_L351Y F405A Y407V/T350V_T366L_K392L _T394W nhu duoc md ta trong
Bing sang ché Hoa Ky S6 cong bd US2012/0149876 hodc Bang sang ché Hoa Ky S6
cong bd US2013/0195849.

Ngoai cac phuong phép duge mo ta ¢ phéan trén, cac khang thé dic hiéu doi c6
thé dugc tao trong 6ng nghiém trong moi truong khong co té bao bang cach dua cac dot
bién bat dbi xtng vao cic ving CH3 cua hai khang thé dong dime don dic hiéu va tao
thanh khang thé di dime ddc hiéu doi tir hai khang thé dong dime don déc hiéu me trong
céc diéu kién khir dé cho phép isome héa lién két disulfua theo cac phuong phap duge md
ta trong Bang sang ché qubc t& S6 cong bd WO02011/131746. Trong cac phuong phap
nay, khang thé ludng tri don dic hiéu tht nhét va khéng thé ludng tri don dc hiéu thir hai
duoc kién tao dé c6 mot sb thay thé nhat dinh tai mién CH3 lam tang tinh bén cda di dime;
céc khang thé dugc U cling nhau trong cac diéu kién khir du dé cho phép cic xystein trong
viing ban 18 trai qua qué trinh isome hoa lién két disulfua; tir d6 tao ra khang thé dic hiéu
d6i bing cach trao @i nhanh Fab. Céc diéu kién 1 nudi cdy c6 thé duge khoi phuc lai tinh
trang khong khir. Vi du vé céac chét khir ¢6 thé duoc st dung 1a 2- mercaptoetylamin (2-
MEA), dithiothreitol ~(DTT), dithioerythritol ~(DTE), glutathion,  tris(2-
carboxyetyl)phosphin (TCEP), L-xystein va beta-mercaptoetanol, t6t nhat 14 chéat kha
dwoc chon tir nhém bao gbébm: 2-mercaptoetylamin, dithiothreitol va  tris(2-
carboxyetyl)phosphin. Vi du, c6 thé 0 trong it nhat 90 phut & nhiét do it nhét bing 20°C
v6i sy c6 mit cla it nhat 2-MEA 25 mM hodc v6i su c6 mat ciia it nht dithiothreitol
0,5 mM véi d pH bing tir 5-8, vi du vdi do pH bang 7,0 hodc do pH béng 7.4.

Viéc danh sé don phéan axit amin trong mién hing dinh ctia khéng thé trong
toan bd ban mo ta tuan thu theo chi muc EU nhu duoc mo ta trong Kabat va cdng su,
Sequences of Proteins of Immunological Interest (Trinh ty protein c6 101 ich mién
dich), Tai ban 14n 5. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
MD. (1991), trir khi dugc quy dinh khéc.

Cac lién hop
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Trong phuong an chung khéc, sang ché dé cap dén lién hop bao gbm khang
thé ctia sang ché dugc tiép hop cong hoa tri véi phan hoat tinh dugc 1y, nhu peptit diéu
tri tbng hop (vi du, peptit PYY vong, hodc peptit bién thé oxyntomodulin), dic hiéu
theo vi tri, sao cho peptit ghép khing thé co6 thoi gian ban thai kéo dai/tang so véi
peptit khi dimg riéng. Céc lién hop nay hiru ich trong viéc phong ngira, diéu tri hodc
lam giam nhe bénh va 161 loan dugc boc 16 trong ban mo ta nay. Sang ché ciing dé cap
dén cac ché phim duge va cac phuong phap diéu ché va sir dung ching.

Trong mdt s6 phwong 4n, khéng th8 ctia sang ché dugc bién ddi dé bao gbm it nhat
mdt thay thé don phéan xystein c6 kha ning dugc tiép hop voi phan hoat tinh dugc ly dé kéo
dai/tang thoi gian béan thai cua phan hoat tinh dugc ly. Trong mot s& phuong n, it nhat mot
thay thé don phéan xystein c6 mat trong ving xac dinh b sung ciia khang thé. Trong mét s6
phuong 4n, it nh4t mot thay thé don phén xystein c6 mit trong ving xac dinh b sung chudi
nang (HCDR). Trong mét sé phuong 4n, it nhit mét thay thé don phan Xystein c6 mit trong
HCDR3, trong 46 HCDR3 bao gdm trinh ti axit amin c6 SO ID TRINH TU"18. Trong mét
sé phuong 4n, khang thé bao gdm HCDR3 bao gbm trinh ti axit amin c6 SO ID TRINH
TU" 18 ¢6 it nhit mot thay thé xystein bb sung c6 kha ning dugc tiép hop véi phan hoat
tinh dugc ly.

Trong mét s phwong an, phan hoat tinh dugc ly c6 thé bao gdm céu ndi. Cau
ndi ¢6 thé duoc bién dbi héa hoc dé cho phép tiép hop khang thé véi phan hoat tinh
duge ly. Cau nbi c6 thé, vi du, bao gdm, nhung khong giéi han & cau nbi peptit, cau
ndi hydrocarbon, ciu ndi polyetylen glycol (PEG), cau ndi polypropylen glycol (PPG),
cau nbi polysacarit, cau nbi polyeste, cu ndi hdn hgp bao gém PEG va di vong dugc
nhung vao, va mach hydrocarbon. Vi du, cau ndi PEG c¢6 thé bao gébm 2-24 don vi
PEG.

Trong mdt s6 phuwong an, khang thé don dong cia sang ché dugc tiép hop voi
mot, hai, ba, bdn, nam hodc sau phﬁn hoat tinh dugc ly (vi du nhu (céc) peptit diéu tri)
dugc dé cap. Trong cac phuong 4n uu tién, khang thé don dong khong nhim dich dugc
tiép hop véi hai phﬁn hoat tinh dugc ly duogc dé cap. Trong mot sb phuong an nhét
dinh trong d6 khang thé don dong dugc tiép hop vdi it nhét hai phan hoat tinh dugc 1y
dugc quan tAm, cac phan hoat tinh dugc ly dugc quan tim c6 thé 12 cing mot phan

hoat tinh dugc ly hodc c6 thé 1a cac ph?m hoat tinh dugc ly khac nhau.
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Cac phuong phap tiép hop khang thé ciia sang ché véi cac phan hoat tinh dugc ly
clia sang ché da dugc biét dén trong nganh. Toém lai, cdc khang thé cta sang ché c6 thé
dwoc khit bing chit khir (vi du: TCEP (tris(2-carboxyetyl) phosphin), dugc tinh ché (vi
du, bang cach hip phu protein A hogc loc gel) va dugc tiép hop voi phan hoat tinh dugc
Iy (vi du, bang cach cung cép peptit dong khd cho khang thé dugc khit trong céc dicu kign
cho phép tiép hop). Sau phan ing tiép hop, lién hop co thé dugce tinh ché bang phép sic
ky trao dbi ion hodc sic ky twong tac ky nude (HIC) véi bude tinh ché cudi ciing 12 hip
phu protein A. Trong mot sd phurong 4n nhét dinh, cac khang thé clia sang ché c6 thé duoc
tinh ché trude khi duoc khir bing céc phuong phép HIC. Xem md ta chi tiét hon vé cdc
phuong phéap tiép hop, vi du trong, Vi du 3 va 7, va Dennler va cong sy, Antibodies
(Khang thé) 4: 197-224 (2015).

Trong ban mo ta nay, “déng dime hoa”, ddi véi céac lién hop, chi sy tuong tac
giita hai phan hoat tinh dugc ly ddng nhit v6i khang thé. Trong ban md ta nay, “ddng
dime”, dbi véi cac lién hgp, chi khang thé dugc ghép véi hai phan hoat tinh dugc ly
ddng nhit.

Trong ban md ta nay, “di dime héa”, dbi voi cac lién hop, chi su tuong tac
gifta hai phan hoat tinh dugc Iy khac nhau v6i khang thé. Trong ban mé ta nay, “di
dime”, d6i v6i cac lién hop, chi khang thé dugc ghép véi hai phan hoat tinh dugc ly
khéac nhau.

Cac peptit PYY vong

PY Y3.36 1a hormon ndi sinh dugc cac té bao L tiét ra tai ph?xn rudt dau xa, co
tac dung lam chét chd van cua thu thd Y2 dé e ché lugng thu nap thtc an. Véi vai tro
trong viéc kiém so4t cam giac ngon miéng va luong thu nap thirc an cling nhu tac dung
chéng xuét tiét va hd tro hép thu & duong rudt - da day & dong vat co via, PYY3.36 6
thé c6 hiéu qua trong diéu tri bénh béo phi va cac tinh trang lién quan trong mot s6 rbi
loan dudng rudt - da day. Tuy nhién, viéc st dung PY Y336 1am thudc dicu tri bi gidi
han boi co ché chuyén héa nhanh va thoi gian ban thai luu hanh ngan ngdi cua né Theo
d6, c6 thé st dung khang thé cua sang ché duéi dang chit mang cho PYY3.36, t6t hon
14 PYY3.36 duoc bién ddi, giupkéo dai thoi gian béan thai cta peptit PYY3.36 va giam co
ché chuyén hoéa cua peptit trong co thé song.

Trong cac phuong 4n cua sang ché, cac peptit PYY3.36 duoc bién d6i 1a cac

peptit PYY vong. Thuat ngit “peptit PYY vong”, “chét twong tu PYY3.36 vong” va “chét
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tuong tu peptit PYY3.36 vong™ ¢ thé str dung thay thé cho nhau. Céc vi du vé cac peptit
PYY vong c6 thé duge st dung trong cac lién hop duge mo ta trong Pon xin cap bang
sang ché tam thoi Hoa Ky s6 62/413,613, ndp ngay 27 thang 10 nam 2016, va Don xin
cip bing sang ché Hoa Ky s6  c¢6 tiéu dé “Cyclic peptit tyrosin tyrosin
compounds as modulators of neuropeptit receptors,” (Hop chét peptit tyrosin tyrosin
vong lam chét diéu hoa cta thu thé neuropeptit™), dugc ndp cung ngay véi don nay véi
s6 hd so tham chiéu PRD3411, noi dung cta cé hai don nay sau day dugc két hop déy
dt vao tai liéu nay bang vién dan.

Cac vi du vé cac lién hop bao gdm khang thé ctia sang ché va peptit PYY vong
cling dugc mo ta trong Pon xin cAp bang sang ché tam thoi Hoa Ky s 62/413,586, np
ngay 27 thing 10 nim 2016, va Don xin cAp bing sing ché HoaKysé  c6 tiéu dé
“Antibody coupled cyclic peptit tyrosin tyrosin compounds as modulators of neuropeptit
receptors,” (“Hop chit peptit tyrosin tyrosin vong ghép cdp v6i khang thé 1am chét diéu
hoa cua thu thé neuropeptit™), duge ndp ciing ngay voéi don nay véi s6 hd so tham chiéu
PRD3436, ndi dung clia ca hai don nay sau day dugc két hop ddy di vao tai liéu nay bang
vién dan. Vi du, trong peptit PYY vong, don phan axit amin du N ciia vong s& lién két
qua nhom chitc o-amino cuia ching v6i nhom lién két, ma nhom nay ciing lién két v6i don
phan mach bén cua axit amin & vi tri 31 cia peptit NTSC-PYY. Co thé hop nhét cac don
phan lysin & mot s vi trf cua trinh ty hPYY3.36 dé cung cAp thanh phan xtr Iy chtrc ning
thuén tién cho viéc dan xuit thém. Céc don phén lysin co thé duoc didu hoa dé dugc ghép
cap voi khang thé don dong truc tiép hoic gién tiép. Trong ghép cdp gian tiép v6i khang
thé don dong, don phén lysin c6 thé duge didu hoa dé bao gdm ciu nbi ma s& cho phép
peptit PYY vong dugc ghép cdp voikhang thé don dong. Chuyén gia trong nganh s& nhan
thdy ring cac dong ding lién quan c6 thé dugc sir dung hiéu qua nhu vay va da dugc du
kién trong ban mo ta nay.

Cac peptit oxyntomodulin

Oxyntomodulin (OXM) la peptit 37 axit amin dugc té bao L ndi tiét rudt tiét
ra tai rudt. Qua hoat tinh chu van cta minh tai thu thé GLP-1 (GLP1R) va thu thé
glucagon (GCGR), OXM ting cudng chirc nang té bao B, giam lugng thu nap thirc an
va ting tiéu thu nang lugng. Thong qua cac co ché bo sung nay, giam can qua trung
gian OXM coé thé vuot tréi hon so véi qua trung gian 1a cac chit chti van GLP1R hién

dugce ban trén thi truong. OXM cling ¢6 thé 1am giam cholesterol va triglyxerit trong

| * |



45741 25/111

huyét tuong. Thoi gian ban thai cia OXM & nguoi rdt ngén, chi khoang vai phut
(Schjoldager va cdng sy, Eur. J. Clin. Invest. (Tap chi nghién ctru 1am sang chau Au)
18(5):499-503 (1988)). Do d6, phuong 4n ciia sing ché d& cap dén lién hop bao gom
khang thé clia sang ché lién két cong hoa tri véi oxyntomodulin dé cung cép cac dic
tinh chii van kép cita oxyntomodulin va thoi gian ban hiy kéo dai di dé c6 thé cho liéu
mdi tudn mot 1an.

C6 thé kéo dai thoi gian ban hiy cua peptit bing cach 6n dinh peptit OXM
chdng lai tinh nhay d6i v6i su phan giai protein va bang cach giam do thanh thai trong
huyét tuong. Vi dy, giam thiéu sy phan giai protein bing DPP4 bang céch thay thé
serin & vi tri 2 bing axit aminoisobutyric (Aib). On dinh cu tric lién két xoén éc clia
peptit bing cach dua vao cdu mubi r& lam hai nhanh tir Q20R thanh S16E va Q24E, va
giam thiéu nguy co oxy hoéa bang cach thay thé methionin 27 bang leuxin. Thoi gian
luu hanh cua peptit duge tang 1én nho su gén két cong hoa tri cuia khang thé don dong
(mAb). Céc lién hop khang thé-thude nay c6 thé the hién thoi gian ban thai kéo dai
trong huyét twong nhd kich thudce cia chiing, véi kich thude nay, 6 thé 1am giam qua
trinh loc cau than, va bing cach quay vong thong qua thu thé Fc méi sinh. Phan dém
oligoetylen glycol ngin dugc dit xen ké gitra mAb va peptit dé dam bao peptit tiép
can dén GCGR va GLP1R ma khong bi can trd.

Theo cac phuong an cua sang ché, lién hop oxyntomodulin cta sang ché ¢o
bén dic trung. (A) Co ché déng véan kép: céac lién hop oxyntomodulin ¢6 co ché dong
van kép & cac thu thé GLP-1 va glucagon. (B) Can bang thu thé: cac lién hop
oxyntomodulin khong c6 sy 1éch qua mirc vé hiéu luc ddi voi GLP1R hoic GCGR, vi
su 1éch qué mic dbi v6i GLP1R c¢6 thé din dén viéc tao thanh mot lién hop trong do
céc bién cb bat 1gi & duong tiéu héa qua trung gian GLP-1 xay ra khi tang tiép xtc voi
n6 trude khi gin két véi dich GCGR, va sy léch qua mire véi GCGR c6 thé giam thicu
hiéu qua duong huyét. (C) Phan phéi sinh hoc: lién hop oxyntomodulin ¢6 hi¢u lyc
1&ch t6i thidu v& phia thu thé GLP-1 (so véi chi riéng oxyntomodulin), v6i muc tiéu 1a
gén két dich v6i GCGR ngoai vi va véi GLPIR trung tam, diéu hoa lugng thu nap
nang lugng, khi ¢ cung muc tiép xuc. (D) Liéu dung mdi tudn mot lan: cac lién hop
oxyntomodulin canh tranh vé kha niang dugc st dung cho d6i twong can diéu tri mdi
tudn mot lan.

Céc peptit diéu tri khac
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Sang ché ciing cung cip céc lién hop bao gbm cac peptit khac c6 kha nang
duge tiép hop véi nén khang thé don dong duge md ta trong ban mo ta nay. Co thé
chon céac peptit diéu tri, vi dy, tr nhém bao gdm peptit gidng nhu glucagon 1 (GLP1),
exendin (exenatide), amylin (pramlintide), hormon kich thich té bao hic t6 alpha
(MSH), san phdm phién mé diéu hoa bi cocain va chét kich thich (CART), chét dbi
khang thu thé neuropeptit Y Y1 (NPY1), chét'déi khang thu thé neuropeptit Y Y5
(NPY5), neurotensin S, neuropeptit B, neuropeptit W, ghrelin, thu thé giéng bombesin
3 (BRS3), galanin, cholecystokinin (CCK), orexin, hormon tich tu hic tb (MCH),
oxytoxin, va stresscopin.

Peptit gidng nhur glucagon 1 (GLP1) la hormon peptit c6 do dai gdm 30 axit
amin c¢6 ngudn goc tlr viéc xt 1y hau dich ma dic hiéu mo dbi voi gen proglucagon
(tién chat glucagon). GLP-1 dugc té bao L noi tiét rudt trong rudt va mot sb té bao
than kinh san xuAt va tiét ra khi tiéu thu thuc pham. San pham ban dau GLP-1 (1-37)
dé bi amit héa va phan cit protein, tao ra hai dang hoat tinh sinh hoc rat ngén va d'fmg
ning 14 amit GLP-1 (7-36) va GLP-1 (7-37). GLP-1 ndi sinh bi phén giai nhanh chéng
qua nhiéu con dudng, chi yéu 1a do dipeptidyl peptidaza-4 (DPP-4 hodac DPP-1V),
nhung ciing do endopeptidaza trung tinh 24.11 (NEP 24.11) va do thanh thai qua than,
din dén thoi gian ban thai bang khoang 2 phut. Cac phuong phap diéu tri dua trén
GLP-1 ¢6 lién quan dén gidm can va giam nguy co ha duong huyét, rit quan trong
trong diéu tri bénh dai thdo duong typ II.

Exendin (exenatide) 1a chét chu vAn GLP-1 thudc nhom gia incretin, da dugc
chép thuan 1a thubc didu trj dai thio duong typ I (T2DM). Exenatide Ia phién ban tong
hop cua exendin-4, mot loai hormon peptit gbm 39 axit amin, 1a chit kich thich tiét
insulin véi tac dung diéu hoa co ché chuyén hoa duong. Exendin-4 c6 nhiéu trong dong
va ¢6 cung chirc nang véi GLP-1 cia dong vat c6 vi, nhung c6 191 thé didu tri vi n6
chéng lai viéc bi DPP-4 (DPP-IV) phén giai, cho phép kéo dai thoi gian ban thai dugc
ly 1au hon. Cac dac tinh sinh hoc cua exendin-4 khién cho n6 dugc xem xét stt dung lam
thudc diéu trj T2DM.

Amylin (polypeptit amyloid tai tiéu dao tuy) (JAPP)) 12 hormon peptit g6m 37 axit
amin, dugc tiét ra ciing vé6i insulin tir té bao P tuy. Amylin ¢6 vai tro trong diéu hoa duong
huyét bang cach 1am cham viéc lam rong da day va thuc diy cam giac no. Amylin (IAPP)

dugce tao tir peptit gdm 89 axit amin. Polypeptit proiset amyloid (prol APP), dugc tao tai cac
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té bao B tuy tir peptit 89 axit amin thanh peptit 67 axit amin sau khi 22 peptit tin hi¢u axit
amin bi phan cit. Ngudi ta cho rang viéc suy yéu trong xir Iy prolAPP ¢6 thé dan dén cac
didu kién gay ra bénh d4i tho duong typ IL, vi thiéu san xuat amylin (IAPP) ¢6 thé dan dén
thiéu kiém so4t duong huyét. Pramlintide la chit gia amylin va it nhét c6 hiéu lyc nhu
amylin nguoi. Chét nay 14 polypeptit gdm 37 axit amin va khéac nhau vé trinh tu axit amin
v61 amylin nguoi do thay thé axit amin & cac vi tri 25 (alanin), 28 (serin) va 29 (serin) bing
prolin. Céc prolin 1a cac bién thé xudt hién tw nhién duge tim thiy ¢ amylin chudt. Két qua
ctia nhitng thay thé nay 1a pramlintide hoa tan, khong két dinh va khong két tu, do d6 vuot
qua mot s6 han ché ctia amylin ngudi tw nhién (Janes va cong su, Diabetes (Di thdo duong)
45(Suppl 2):235A (1996); Young va cong su, Drug Dev. Res. (Nghi€n ciru phat trién duoc
phim) 37:231-48 (1996b)).

Hormon kich thich té bao hic t6 a (a-MSH) 1a hormon peptit ndi sinh va
neuropeptit ciia ho melanocortin. a-MSH la hormon quan trong nhét trong cac hormon
kich thich té bao hic t§ (MSH) trong kich thich sy hinh thanh héc t6, dy 1a qué trinh
& dong vat c6 va chiu trach nhi¢ém hinh thanh sdc td 1ong toc va da. a-MSH cling dong
vai tro trong hanh vi an uéng, can béng ndi moi ning lugng, hoat dong tinh duc, va
bao vé khoi chimg thiéu mau ndo va tén thuong do tai twéi mau.

San phdm phién ma diéu hoa cocain va amphetamin (CART) 1a protein
neuropeptit dugc ma hoa bdi gen CARTPT & nguoi. Cac peptit CART, cu thé CART (55-
102), c6 vé c6 chirc nang quan trong trong viec diéu hoa can bang ndi moi ning luong,
khi cac peptit CART tuong tac voi mot s6 mach phu trach cam gidc ngon miéng & ving
dué6i ddi. Biéu hién CART duge diéu hoa bdi cac hormon peptit ngoai bién lién quan dén
su diéu hoa cam giac ngon miéng, bao g6m leptin, cholecystokinin va ghrelin. CART va
cholecystokinin c6 tac dung dong van d6i v6i su diéu hoa cam gidc ngon miéng. Nguoi
ta cho rang céc peptit CART d6ng vai tro trong hanh vi gibng nhu lo lang, gy ra béi viéc
cai etanol; diéu chinh sw vin dong, so thich dinh hinh c6 diéu kién (conditioned place
preference) va tac dung tu sir dung cocaine cua thudc kich thich tAm than; irc ché huong
thu nap thire dn; va c6 lién quan dén hanh vi so hai va giat minh. Giam hoat tinh CART &
ving duéi ddi ¢ lién quan dén ching in nhiéu va ting can, va CART dugc cho 1 ¢6 vai
trd trong mach than kinh hormon dopamine dudng vién gifta chira opioid diéu chinh cac

quy trinh twéng thudng ty nhién.
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Neuropeptit Y (NPY) co nhidu vai tro trong co thé bao gbm, vi du: kiém soat
hanh vi an uéng, hoat dong than kinh v6 ndo, hoat dong cta tim va diéu hoa cam xtc.
NPY ciing c6 lién quan dén mot s6 bénh & ngudi bao gdm béo phi, nghién rugu va
trAm cam. Ngoai ra, viéc ngan chin céc tac dung trung tdm cua NPY bang céch st
dung khang thé khang NPY, oligodeoxynucleotit d6i ma khang NPY va cac chit d6i
khang thu thé NPY dan dén giam luong thu nap thirc an ¢ dong vt bi thiéu nang lugng.
Cu thé, thu thé neuropeptit Y Y5 (NPY5) va thu thé neuropeptit Y Y1 (NPY1) da cho
thay 1a kich thich céc giai doan an udng khac nhau (Br J Pharmacol. (Tap chi Duoc
hoe Anh) 08/2003;139(8):1433-40). Do d6, chét déi khang NPY5 va NPY1 ¢6 thé c6
hi¢u qua trong diéu tri béo phi va cac bénh chuyén héa lién quan khéc.

Neurotensin 1a neuropeptit 13 axit amin c6 lién quan dén su diéu hoa hormon
tao thé vang, giai phong prolactin va c6 twong tac dang ké v6i hé thong giai phong
dopamine. Neurotensin dugc phin phéi khip hé than kinh trung wong véi ndng do cao
nhét 12 & ving dudi doi, hach hanh nhan va ving nhén nio. Neurotensin c6 thé gay ra
mot loat cac tac dung, bao gém gdy té, ha than nhiét, tding hoat dong cua co quan véan
dong va tham gia vao viéc diéu hoa cac dudng dan dopamine.

Neuropeptit B (NPB) 1a mot peptit ngén, c6 hoat tinh sinh hoc, ¢6 tién chit
dugc ma hoa boi gen NBP. NPB ¢o thé hoat dong thong qua hai thyu thé ghép protein
G, dugc goi 1a thy thé B/W 1 va 2 clia neuropeptit (NPBWR1 va NPBWR2). Nguoi ta
cho rang neuropeptit B c¢6 lién quan dén viéc didu hoa an udng, hé than kinh noi tiét,
tri nhé, hoc tp va dudng cam nhén sy dau dén hudng tam.

Neuropeptit W (NPW) tdn tai ¢ hai dang, bao gdm 23 (NPW23) hoic 30
(NPW30) axit amin. Cac neuropeptit nay lién két v6i va co thé hoat dong thong qua hai
thu thé ghép protein G, NPBWR1 (con goi 1a GPR7) va NPBWR2 (con goi la GPRS).
NPW d3 dugc ching minh 13 trc ché lwgng thu nap thirc dn va trong luong co thé va
tang ca san xuit nhiét va nhiét do co thé, cho théy NPW hoat dong nhu mot phan tir phat
tin hiéu di hoa ndi sinh.

Ghrelin (con goi 1a ienomorelin (INN)) 1& mdt hormon peptit, dugc san Xuét
boi cac té bao giai phéng ghrelin trong dudng tiéu hoa, cé chirc nang nhu mot
neuropeptit trong hé than kinh trung wong. Ghrelin dong mdt vai tro trong viéc diéu
hoa cam giac ngon miéng, diéu hoa su phan phéi va toe do sir dung néng luong, diéu

hoa sy cam nhan khen thudng trong cac té bao than kinh dopamine. Ghrelin dugc ma
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hoa boi gen GHRL. Nguoi ta cho 1a ghrelin dugc san xuét tir sy phan cét cua
preproghrelin, chét nay duoc tach ra dé san xut chét tién ghrelin, rdi chét tién ghrelin
san xuat ghrelin gdbm 28 axit amin. Khong gidng nhu c4c peptit ndi sinh khéc, ghrelin
6 thé vuot qua hang rdo mau ndo, gitp ghrelin duoc st dung ngoai sinh ¢6 tiém ning
1am sang ddc ddo.

' Thu thé giéng bombesin 3 (BRS3) la thu thé ghép protein G chi tuong tac véi
cac peptit lién quan dén bombesin ty nhién da biét co 4i luc thip, va vi né khong c6 phdi
tir 4i luc cao, BRS3 dugc phéan loai 1a thy thé md coi.

Galanin 13 su ma hoa neuropeptit bdi gen GAL. Galanin dugc biéu hién rong rai
trong nao, tuy sdng va rudt clia con ngudi cling nhu cic dong vét khac. Chirc néng cua
galanin van chua dugc phén loai day du; tuy nhién, galanin chi yéu lién quan dén sy didu
hoa va tc ché cac dién thé hoat dong trong té bao than kinh. Galanin lién quan dén nhiéu
chtrc nang da dang sinh hoc bao gbm, nhung khong gidi han trong cam thy dau, didu hoa
thire va ngu, nhan thure, an ubng, diéu hoa tAm trang va diéu hoa huyét ap. Galanin thuong
dugc dong dinh vi véi cac chit din truyén than kinh ¢b dién nhu axetylcholin, serotonin va
norepinephrine, va vi ca cac chit diéu hoa than kinh nhu neuropeptit Y, chit P va peptit
duong rudt van mach.

Cholexystokinin (CCK) 12 hormon peptit cua hé théng duong tiéu hoa chiu trach
nhiém kich thich tiéu héa chit béo va protein. CCK dugc cac té bao noi tiét rudt tong hop
va tiét ra trong rudt non va su hién dién ctia né gy ra su giai phong cac enzyme ti€u hoa
va mat tir tuyén tuy va tii mat. CCK dong vai tro trong tiéu héa, cam giac no va lo ling.

Orexin (con goi 1a hypocretin) 1a neuropeptit diéu chinh sy tinh thirc, sy tinh
td0 va cam gidc ngon miéng. C6 hai loai orexin: orexin A va B (hypocretin 1 va 2), lan
luot c6 0 dai bao gém 33 va 28 axit amin. Hé orexin chil yéu dugc cho 1a ¢6 lién quan
dén viéc kich thich lugng thu nap thirc dn, va ngoai cic vai tro duge mo ta ¢ trén,
orexin con diéu hoa viéc tidu hao ning lugng va diéu chinh chtrc ning noi tang.

Hormon tich tu hic t6 (MCH) 1a peptit vong & vung dudi d6i 1am tang khau
Vi, g6m19 axit amin, duoc cho 1a c6 li€én quan dén viéc diéu chinh hanh vi in uéng,
tAm trang, chu ky ngu thirc va can bing ning lugng. Cac té bao than kinh biéu hién
MCH nim trong ving duéi d6i ngang bén va vung vo dinh (zona increta), va mic du

dugc phéan bd han ché nhu vay, cac té bao than kinh MCH van lan rong khép nio.
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Oxytoxin 1a hormon peptit va neuropeptit thuong dugc san xuét bai nhan quanh
nfo that cua ving dudi ddi va duge phong thich boi thuy sau tuyén yén. Oxytoxin dugc
cho 14 c6 vai trod trong lién két xa hoi, sinh san hitu tinh, va trong va sau khi sinh con.
Thu thé oxytoxin 1a thu thé ghép protein G can magie va cholesterol va thugc nhom sdc
tb thi giac (loai I) cua cac thu thé ghép protein G.

Stresscopin ngudi (h-SCP) 1a peptit/40 axit amin, la thanh vién cua ho peptit
hormon giai phéng corticotrophin (CRH). Céc tac dung sinh hoc cua ho peptit CRH
dugc bat ngudn tir hai thu thé ghép protein G xuyén mang 7, thu thé CRH loai 1
(CRHR 1) va thy thé CRH loai 2 (CRHR2). Mic du céc thy thé ndy c6 sw twong dong
trinh tu cao, cac thanh vién khac nhau cua ho peptit CRH biéu hién su khéc biét dang
ké trong 4i luc lién Kkét tuong d6i cua chung, mirc 6 hoat hda thu thé va tinh chon loc
ctia hai thu thé nay. Khong giéng nhu nhidu thanh vién trong hg CRHL, h-SCP biéu hién
tinh chon loc cao hon dbi véi CRHR2 va dong vai tro 1a chét trung gian hd trg qua trinh
lam suy giam sy khoi tao va duy tri céng thang sinh ly. Ngoai vai tr0 rd rang ctia n6
trong cang thang sinh 1y, h-SCP da dugc béo cdo 1a gay ra mot s tac dung sinh 1y khac.
N6 gly ra cac tac dung 1én ndi tiét, than kinh trung wong, tim mach, phoi, duong tiéu
hoa, than, co xwong va hé viém. Hoat tinh cia CRHR2 ciing ¢6 li€n quan dén bénh suy
kiét co xuong, chﬁng han nhu thiéu co, hoat dong van dong va thu nap thtrc dn, tham
gia vao vai tro bao vé tim mach va thé hién hoat tinh gidn phé quan va chéng viém.
Ngoai ra, céc chét gia stresscopin da duge xac dinh la c6 ich trong diéu trj cac chi dinh
y té qua trung gian hoat tinh thu thé hormon giai phong corticotrophin 2, xem, vi du,
Pon xin cp bang sang ché Hoa Ky S6: 20100130424.

Ciac phén kéo dai thoi gian ban thai

Bén canh khang thé ciia sang ché hodc manh gin khang nguyén cua ching,
c4c lién hop cua sang ché c6 thé hop nh4t mét hodc nhiu phan khac dé kéo dai thoi
gian ban thai cua phan hoat tinh dugc ly, vi du nhu thong qua twong tac cong hoa tri.
Céc vi du vé cac phan kéo dai thdi gian ban thai khac bao gdm, nhung khong han ché
trong albumin, bién thé albumin, protein va/hodc mién lién két v6i albumin, transferrin
va cdc manh va cac chét twong tu clia nd. Cac phan kéo dai thoi gian ban thai b6 sung
¢6 thé hop nhét vao cac lién hop cua sang ché ¢ thé bao gdm, vi du, cdc phan tu
polyetylen glycol (PEG), nhu PEG5000 hodc PEG20,000, axit béo va cac este clia axit

béo c6 cac chidu dai mach khac nhau, vi du: flaurat, myristat, stearat, arachidat,
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behenat, oleat, arachidonat, axit octanedioic, axit tetradecanedioic, axit
octadecanedioic, axit docosanedioic, v.v., polylysin, octan, carbohydrat (dextran,
xenluloza, oligo- hodc polysacarit) dé mang lai cac tinh chit mong mudn. Céc phin
nay cé thé 1a thé dung hop truc tiép v6i trinh ty ma hoa gian gido protein va c6 thé
dugc tao ra bang cac k¥ thuat tao dong va biéu hién tiéu chuén. Hoic, ¢6 thé st dung
cac phuong phap ghép hoéa hoc thong thudng @& gén cc phan nay vao céc lién hop
duoc tao béng cach tai to hop va hoa hoc cua sang ché.

Chéng han, phan pegyl c6 thé duoc thém vao cic phan tir peptit cua sang ché
bang cach hop nhét don phan xystein voi dau C cta phan tir va gan nhom pegyl vao
xystein bang cac phuong phép da biét.

Céac phan tir peptit cia sang ché hop nhét cac phin bd sung c6 thé duogc so
sanh vé chirc ning bang mot so xét nghiém thong thudng. Vi du, hoat tinh sinh hoc
hodc dugc dong hoc cia peptit diéu tri duogc dé cap, khi ding riéng hodc khi trong lién
hop theo sang ché, c6 thé dugc xét nghiém bing cac xét nghiém da biét trong dng
nghi€m hodc trong co thé séng va dugc so sanh.

Ché pham dwge

Trong phuong an chung khéc, sang ché @& cap dén ché pham dugc bao gdbm
céc lién hop cia sang ché va chit mang duoc dung. Trong tai liéu nay, thudt ngir “ché
pham dugc” c6 nghia 1a san phim bao gdm lién hop cua sang ché cung véi chit mang
dugc dung. Cac lién hop cua sang ché va ché phim bao gdm chiing ciing c6 ich trong
san xudt duoc phém cho céac ung dung diéu tri duoc dé cép trong ban mo ta.

Trong ban mo ta nay, thuit ngt “chét mang” chi ta duoc, chét pha loang, chit
lam ddy, dung dich dém, mudi, chat 6n dinh, chit lam tan, dau, lipit, lipit chtra tai tinh,
vi cdu, bao nang trong hat md, hodc vat liéu khac phé bién trong nganh dé st dung
trong ché phdm dugec. Can hiéu ring cac dic trung cua chét mang, t4 dugc hodc chat
pha lodng s& phu thudc vao dudong dung dugc ap dung cu thé. Trong ban mo ta nay,
thuat ngit “chat mang dugc dung” chi vat liéu khong gy doc hai va khong anh dén
hiéu qua ciia ché phim theo sang ché hoic hoat tinh sinh hoc cua ché phdm theo sang
ché. Theo cac phuong an cu thé, theo quan diém ciia ban m6 ta nay, chat mang dugc
dung bét ky phii hop dé str dung trong ché pham duoc khang thé c6 thé dugc sir dung

trong sang ché.
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Céc mudi axit/anion duoc dung dé sir dung trong sang ché bao gdm, va khong
giéi han axetat, benzen sulfonat, benzoat, bicacbonat, bitartrat, bromua, canxi edetat,
camsylat, cacbonat, clorua, xitrat, dihydroclorua, edetat, edisylat, estolat, esylat,
fumarat, glyceptat, gluconat, glutamat, glycollylarsanilat, hexylresorcinat, hydrabamin,
hydrobromua, hydroclorua, hydroxynaphthoat, iodua, isethionat, lactat, lactobionat,
malat, maleat, mandelat, mesylat, metylbromua, metylnitrat, metylsulfat, mucat,
napsylat, nitrat, pamoat, pantothenat, photphat/diphotphat, polygalacturonat, salixylat,
stearat, subaxetat, sucxinat, sulfat, tannat, tartrat, teoclat, tosylat va triethiodit. Cac axit
hitu co hodac vd co bao gém, va khong giéi han, axit hydriodic, percloric, sulfuric,
phosphoric, propionic, glycolic, metansulfonic, hydroxyetansulfonic, oxalic, 2-
naphtalensulfonic, p-toluensulfonic, xyclohexansulfamic, sacarinic hodc trifloaxetic.

Céc mubi bazo/cation dugc dung bao gdm, va khong gi6i han trong cac chét sau:
nhom, 2-amino-2-hydroxymetyl-propan-1,3-diol (con goi la
tris(hydroxymetyl)aminometan, trometan hay “TRIS”), amoniac, benzathin, t-butylamin,
canxi, cloprocain, cholin, xyclohexylamin, dietanolamin, etylendiamin, liti, L-lysin, magié,
meglumin, N-metyl-D-glucamin, piperidin, kali, procain, quinin, natri, trietanolamin, hoac
kém.

Trong cac phuong an khéc, cac ché phdm dugc dung dugc cung cap bao gdbm
céc lién hop cua sang ché véi khéi luong bang tir khoang 0,001 mg/ml dén khoang
100 mg/ml, tir khoang 0,01 mg/ml dén khoang 50 mg/ml, hodc tir khoang 0,1 mg/ml dén
khoang 25 mg/ml. Ché phim dugc dung c6 thé c6 d6 pH bang tir khoang 3,0 dén khoang
10, vi du tir khoang 3 dén khoang 7, hoic tir Khoang 5 dén khoang 9. Ché phim c6 thé
con bao g@)m it nhAt mot thanh ph?m dugc chon tir nhom bao gém hé chat dém, (cac)
chét bao quan, (cac) chét truong luec, (c4c) chét tao chelat, (cac) chit 6n dinh va (c4c)
chét hoat dong bé miit.

Ché phim bao gdm céc hoat chét dugc v6i cac chat mang duge dung da duge
biét dén trong nganh, vi du, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Khoa
hoc va thuc hanh dugc phém) (vi du, An ban thr 21 (2005), va cac 4n ban bat ky sau
do). Cac vi du khong gi6i han v& thanh phéan b6 sung bao gbm: chét dém, chét pha
loang, dung moi, chit diéu hoa truong luc, chéit bao quén, chit 6n dinh, va chét tao
chelat. Mot hodc nhiéu chat mang dugc dung co thé duoc st dung trong diéu ché ché

pham dugc cia sang che.
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Trong mot phwong 4n cua sang ché, ché phdm dugc 1a ché phim dang léng.
Vi du uu tién vé ché phdm dang l1ong 12 ché phdm chira nudc, tic 12 ché pham c6 chia
nuée. Ché phdm dang 16ng c6 thé bao gébm dung dich, huyén phu, nhii twong, vi nhil
tuong, gel, v.v. Ché pham chira nu6c thuong bao gbm it nhat 50% khéi luong nuée,
hoiic it nhat 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, hodc it nhit 95% khdi lugng nude.

Trong mdt phuong an, ché phém duoc cé thé dugc bao ché thanh dung dich
tiém co6 thé dugc tiém, vi du, qua 6ng tiém hoac bom truyén. Dung dich tiém c6 thé
duoc truyén, vi du, dudi da, trong co, trong mang bung, hodc trong tinh mach.

Trong phuong an khéc, ché pham duoc 1a ché phdm dang rén, vi du, ché phdm
duoc séy kho dong lanh hodc séy phun, ma co thé dugc st dung nhu nguyén trang,
hodc béc s hodc bénh nhan thém dung moi va/hodc chét pha lodng vao trude khi ding.
Dang bao ché rén ¢6 thé bao gém vién nén, nhu vién dugc ép, va/hodc vién nén dugce
bao phti va vién nang (vi du nhu vién nang gelatin rin hodc mém). Ché pham duge c6
thé & dang g6i, keo, bot, hat, vién ngdm, hodc bot dé pha hoan nguyén dung dich,
ching han.

Céc dang bao ché c6 thé giai phong ngay tuc thi, trong truong hop nay chung
6 thé bao gdm chit mang tan trong nudc hodc co thé phén tdn, hogc chung c6 thé giai
phéng cham, giai phong lau dai, hodc giai phong bién ddi, trong truong hop nay ching
c6 thé bao gdm céc polyme khong tan trong nudce diéu hoa tdc do phan ly ctia dang bao
ché trong duong da day rudt.

Trong cac phuong an khac, ché pham dugc c6 thé dugc truyén bang dudong
trong miii, trong miéng hodc duédi ludi.

b0 pH trong ché pham chtra nuée co thé bang tir 3 dén 10. Trong mdt phuong
4n cua sang ché, d6 pH cla ché phdm bang tir khoang 7,0 dén khoang 9,5. Trong phuong
an khac cua sang ché, do pH cua ché phiam bang tir khoang 3,0 dén khoang 7,0.

Trong phuong 4n khéc cia sang ché, ché phdm dugc bao gdm chit dém. Céc vi
du khong han ché vé chéit dém bao gém: arginin, axit aspartic, bixin, Xitrat, dinatri hydro
phosphat, axit fumaric, glyxin, glyxylglyxin, histidin, lysin, axit maleic, axit malic, natri
axetat, natri carbonat, natri dihydro phosphat, natri phosphat, sucxinat, axit tartaric,
trixin, va tris(hydroxymetyl)-aminometan, va hdn hop ctia ching. Chét dém co thé c6
mat riéng biét theo tung chét hodc c6 mit trong to hop, véi ndng d6 bang khoang

0,01 mg/ml dén khoang 50 mg/ml, vi du tir khoang 0,1 mg/ml dén khoang 20 mg/ml.
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Ché pham dugc bao gbm timg chat dém cu thé nay trong cac phuong an thay thé cua
sang ché.

Trong phuong an khéc cua sang ché, ché phdm duoc bao gbm chét bao quan.
Céc vi du khong han ché vé chit dém bao gém: benzethoni clorua, axit benzoic, rugu
benzylic, bronopol, butyl 4-hydroxybenzoat, clobutanol, clocresol, clohexidin,
clophenesin, o-cresol, m-cresol, p-cresol, etyl 4-hydroxybenzoat, imidurea, metyl 4-
hydroxybenzoat, phenol, 2-phenoxyetanol, 2-phenyletanol, propyl 4-hydroxybenzoat,
natri dehydroaxetat, thiomerosal, va hdn hgp cta ching. Chét bao quan c6 thé c6 mit
riéng biét theo tung chét hodc c6 mat trong td hop, véi néng dd bang khoang
0,01 mg/ml dén khoang 50 mg/ml, vi du tir khoang 0,1 mg/ml dén khoang 20 mg/ml.
Ché pham dugc bao gdm tirng chat dém cu thé nay trong cac phuong an thay thé cua
sang ché.

Trong phuong 4n khéc cta sang ché, ché pham dugc bao gdm chét truong lyc.
Céc vi du khong han ché ctia phuong én bao gdm mubi (nhu natri clorua), axit amin (nhu
glyxin, histidin, arginin, lysin, isoleuxin, axit aspartic, tryptophan, va threonin), alditol
(nhu glyxerol, 1,2-propandiol propylenglycol), 1,3-propandiol, va 1,3-butandiol),
polyetylenglycol (vi du PEG400), va hdn hop cta no. Vi du khéc vé chét truong luc bao
gbm duodng. Cac vi du khong han ché v& dudng c6 thé 1a mono-, di-, hodc polysacarit,
hodc glucan tan trong nudc, bao g@)m, vi du fructoza, glucoza, mannoza, sorboza, xyloza,
maltoza, lactoza, sucroza, trehaloza, dextran, pululan, dextrin, xyclodextrin, alpha va beta-
HPCD, tinh bot tan, tinh bot hydroxyetyl va natri carboxymetylxenluloza. Vi du khac vé
chét truong luc 1a rugu duong, trong d6 thuét ngit “ruou duong” duoc xac dinh 1a C(4-8)
hydrocarbon c0 it nhit moét nhém —OH Céc vi du khong han ché vé rugu bao gém
manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulxitol, xylitol, va arabitol. Ché phém dugc bao
gbm timg chit trwong luc cu thé nay trong cac phuong an thay thé cua sang ché. Chét
truong luc co thé c6 mat riéng biét theo ting chét hodc c6 mit trong td hop, véi ndng do
bang khoang 0,01 mg/ml dén khoang 50 mg/ml, vi du tir khoang 0,1 mg/ml dén khoang
20 mg/ml. Ché pham dugc bao gdm timg chét truong luc cu thé nay trong c4c phuong an
thay thé ciia séng ché.

Trong phuong an khéc cta sang ché, ché phdm dugc bao gdm chit tao chelat.
Céc vi du khong gi6i han vé chét tao chelat bao g(‘)m axit xitric, axit aspartic, mudi cua

axit etylendiamintetraaxetic (EDTA), va hén hop cua ching. Chét tao chelat c6 thé c6
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mit riéng biét theo tung chit hodc c6 mit trong td hop, véi néng do béng khoang
0,01 mg/ml dén khoang 50 mg/ml, vi du tir khoang 0,1 mg/ml dén khoang 20 mg/ml.
Ché pham dugc bao gbm ting chét tao chelat cu thé nay trong cac phuong an thay thé
clia sang ché.

Trong phuong 4n khéc cia sdng ché, ché pham dugc bao gbm chét on dinh. Céc
vi du khong han ché v& c4c chét 6n dinh bao gém mot hodc nhiéu chit e ché cong gop,
mot hodc nhiéu chét wc ché oxy hoa, mot hodc nhiéu chit hoat dong bé mit, va/hodc
mot hoac nhiéu chét Gc ché proteaza.

Trong phuong 4n khéc cua sang ché, ché pham dugc bao gbm chat én dinh,
trong d6 chit dn dinh nay bao gdm carboxy-/hydroxyxenluloza va chét din xuét cia n6
(nhu HPC, HPC-SL, HPC-L va HPMC), xyclodextrin, 2-metylthioetanol, polyetylen
glycol (nhu PEG 3350), rugu polyvinyl (PVA), polyvinyl pyrolidon, mudi (nhu natri
clorua), chat chira lvu huynh nhu monothioglyxerol), hodc axit thioglycolic. Chét 6n
dinh c6 thé c6 mit riéng biét theo ting chét hodc ¢6 mit trong t6 hop, véi ndéng do bang
khoang 0,01 mg/ml dén khoang 50 mg/ml, vi du tir khoang 0,1 mg/ml dén khoang
20 mg/ml. Ché phdm dugc bao gbm ting chét 6n dinh cu thé nay trong cdc phuong an
thay thé ctia sang ché.

Trong cac phuong an khéc cua sang ché, ché pham dugc bao gdm mot hodc nhiéu
chét hoat dong bé mat, tot hon 1a bao gém chét hoat dong bé mit, it nhit mot chét hoat dong
bé mat, hodc hai chét hoat dong bé mat khac nhau. Thuit ngit “chét hoat dong bé mat” chi
phén tr bt k¥ hogc ion bao gdm mét phan tan trong nude (va nudce), va phdn tan trong chit
béo. Chét hoat dong bé mit c6 thé, vi du, dugc chon tir nhém bao gém cac chét hoat dong
bé mit anion, chét hoat dong bé mit cation, chét hoat dong bé mat khong dién ly, va/hodc
chét hoat dong bé mit ion ludng tinh. Chét hoat dong bé mit c6 thé co6 mat riéng biét theo
tung chét hodc c6 mit trong t6 hop, véi ndng do bang khoang 0,1 mg/ml dén khoang
20 mg/ml. Ché pham dugc bao gbm timg chat hoat dong bé mit cu thé nay trong cac phuong
an thay thé cua sang ché.

Trong phuong 4n khac cua sang ché, ché pham dugc bao gdm mét hodc nhidu
chét uc ché proteaza, nhu, vi du, EDTA (axit etylenediamin tetraaxetic), va/hodc axit
benzamidin hydroclorua (HCI). Chét e ché proteaza c6 thé c6 mit riéng biét theo ting

chit hodc c6 mit trong tb hop, v6i ndng do bang khoang 0,1 mg/ml dén khoang
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20 mg/ml. Ché phdm dugc bao gdm timg chét e ché proteaza cu thé ndy trong céac
phuong an thay thé cua sang ché.

Ché phim dugc cua sang ché c6 thé bao gdm lugng axit amin dang bazo du dé
giam sy hinh thanh két tu polypeptit trong qua trinh bao quan ché pham. Thuat ngit “bazo
axit amin” chi mot hoac nhiéu axit amin (nhu methionin, histidin, imidazol, arginin, lysin,
isoleuxin, axit apartic, tryptophan, threonin), hoéc chét twong tu clia chung. Axit amin bat
ky co thé c6 mit dudi dang bazo tuw do hodc dang mubi. Chat dong phan 13p thé bat ky
(tuc 1a, L, D, hoac hdn hop ctia né) cia bazo axit amin ¢ thé c6 mit. Bazo axit amin c6
thé c6 mit riéng biét theo timg chat hodc két hop véi bazo axit amin Khéc, véi ndng do
bang khoang 0,01 mg/ml dén khoang 50 mg/ml, vi du tr khoang 0,1 mg/ml dén khoang
20 mg/ml. Ché phdm duoc bao gdm timg bazo axit amin ndy trong cic phuong an thay
thé ctia sang ché.

Péi voi chuyén gia trong nganh, rd rang lidu hiéu dung trong diéu tri ddi véi
cac lién hgp trong sang ché nay hoic ché pham dugc clia cac hop chét d6 s& khac nhau
theo tac dung mong mubn. Vi vdy, cic lidu luong tdi uu dugc st dung co thé da duoc
ngudi co trinh do trong nganh xac dinh va s& khac nhau tuy theo lién hop cu thé dugc
dung, ché do dung, d manh cua ché phém, va su phat trién cua tinh trang bénh. Ngoai
ra, cac yéu td lién quan dén dbi tuong cu thé dang dugc diéu tri, bao gém tudi tac, can
ning, ché do an va thoi gian dung thudc, s& din dén viéc cin phai diéu chinh lidu luong
dén mirc diéu tri thich hop.

D4i véi tit ca chi dinh, cac lién hop clia sang ché t6t hon 13 dugc cho st dung
bén ngoai vai lidu bang khoang 1 pg dén khoang 5 mg mdi ngay theo liéu don hoic
lidu duoc chia nho (vi dy, liéu don c6 thé duge chia thanh 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, hodc 10
liéu nho), hodc khoang 0,01 pg/kg dén khoang 500 pg/kg mbi lidu, tét hon 1a khoang
0,05 ng/ke dén khoang 250 pg/kg, tot hon 1a thip hon khoang 50 pg/kg. Cac lidu trong
cac khoang nay di nhién s& khac nhau tuy vao tung chit chil van, va ngudi c6 trinh do
trong nganh hoan toan cé thé xac dinh dugc. Do do, céc lidu lugng trén la dién hinh
cho trurong hop trung binh. D1 nhién ¢o6 thé c6 nhitng trudng hgp khuyén dung pham
vi lidu lwong cao hon hodc thip hon, va nhitng trudng hop do nam trong pham vi sing
ché nay.

Trong nhiing phuong an khac, lién hop cua sang ché duoc cho sir dung véi lidu

bang khoang 1 pg dén khoang 5 mg, hodc véi lidu bang khoang 0,01 pg/kg dén khoang
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500 ng/kg, t6t hon 12 véi liéu bang khoang 0,05 pg/kg dén khoang 250 ug/kg, t6t hon 1a
v6i lidu thép hon khoang 50 pg/kg , v6i thube didu tri thtt hai (vi dy, liraglutide) véi licu
bang khoang 1 pg dén khoang 5 mg, hodc véi lidu bang khoang 0,01 pg/kg dén khoang
500 g/kg, t5t hon 1a véi lidu bing khoang 0,05 pg/kg dén khoang 250 pg/ke, tot hon la
| v6i lidu thap hon khoang 50 pg/kg. |

Mudi duge dung ctia cac lién hop cia sang ché bao gdm cac mudi khéng doc
thuong gap hodc cac mudi amoni bac bon duoc hinh thanh tir cac axit hodc bazo vo co
hodc hiru co. Vi du vé cdc mudi axit trén bao gém axetat, adipat, benzoat, benzen
sulfonat, xitrat, long ndo, dodexylsulfat, hydroclorua, hydrobromua, lactat, maleat,
metansulfonat, nitrat, oxalat, pivalat, propionat, suxinat, sulfat va tartrat. Cac mudi
bazo bao gém mudi amoni, mudi cua kim loai kiém nhu mudi natri va mudi kali, mudi
ctia kim loai kiém thé nhu mubi canxi va mubi magié, mudi ¢6 bazo hiru co nhu mubi
dixyclohexylamino va mudi c6 axit amin nhu arginin. Ngoai ra, cic nhom c6 tinh bazo
chira nito ¢6 thé dugc tao thanh bazo bac bdn, vi du béng cac halogenua alkyl.

Céc ché pham duogc ciia sang ché co thé duge st dung theo bat ctr phuong thirc
nao dam bao muc dich st dung ctia ché pham. Vi du cac phuong thirc nay bao gdm sir
dung qua dudng ngoai rudt, dudi da, trong tinh mach, trong co, trong mang bung, qua
da, trong miéng hodc mit. C6 thé str dung qua dudong miéng. Cac ché phdm thich hop
dé st dung qua duong ngoai rudt bao gdm cac dung dich chia nudce cta lién hop co
hoat tinh & dang tan trong nudce, vi du cac mubi tan trong nude, dung dich axit, dung
dich kiém, dung dich dextroza-nuéc, dung dich hydrat cacbon ding truong va cac phirc
hé bao thé.

Sang ché nay ciing bao gdm phuong phép tao ché phdm dugc bao gém viéc
pha tron mot chit mang dugc dung véi lién hop bét ky cta sang ché nay. Ngoai ra,
sang ché nay bao gbm céc ché pham dugc dugc tao ra bang cach pha tron mot hodc
nhiéu chit mang dugc dung véi lién hop bt ky cia sang ché nay.

Ngoai ra, cac lién hop cua sang ché nay c6 thé chita mot hodc nhidu chét da
hinh hodc dang tinh thé vo dinh hinh va do vay dugc dua vao pham vi sang ché. Ngoai
ra, cac lién hgp co thé hinh thanh cac solvat, vi du véi nudce (tire 1a hydrat) hodc cac
dung mdi hitu co thong thuong. Trong ban md ta nay, thudt ngit “solvat” nghia la sy
lién két vat 1y ciia céac lién hop cla séang ché véi mot hodc nhiéu phén tir dung mdi. Su

lién két vat 1y nay lién quan dén cac mirc d lién két cong hoa tri va ion khac nhau,
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bao gdm lién két hydro. Trong mot sb trudng hop, solvat s& c6 kha nang phan 1ap, vi
du khi mét hoic nhiéu phan tir dung mdi dugc két hop trong mang tinh thé cua chét
rn tinh thé. Thuat ngit “solvat” ¢6 y bao ham ca solvat pha dung dich va solvat c6 thé
dugc phan lap. Co rat nhidu vi du vé solvat phi hop nhu céc etanolat, metanolat va
tuong tu. |

Séng ché nay du kién, trong pham vi cda minh, bao gém céc chét da hinh va |
solvat cua cac lién hop trong sang ché nay. Vi vy, trong cac phuong phap diéu tri cta
sang ché nay, thuat ngit “stt dung” bao gdm cac phuong thic diéu tri, cai thién hoic
phong ngtra mot hoi chung, rbi loan hodc bénh md ta trong tai liéu nay béng cac lién
hop trong sang ché nay hodc mot chét da hinh hogc solvat ctia hop chit d6 ma 16 rang
$& nam trong pham vi cua sang ché mic du khong duoc tiét 10 cu thé.

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé cap dén lién hop cla sang ché dé sur
dung lam dugc pham.

Sang ché nay bao gdm tién dugc cua cic lién hop cla sang ché nay trong pham
vi ctia n6. Nhin chung, nhiing tién dugc nay s& 1a cac dan xut chirc nang cua céc lién hop
sdn sang dwoc chuyén doi trong co thé song thanh lién hop yéu cau. Vi vay, trong céc
phuong phép diéu trj clia sing ché nay, thuat ngit “str dung” bao ham viéc diéu tri cac rdi
loan khac nhau da dugc mo ta béng lién hop dugce boc 16 cu thé hozc lién hop khong duge
boc 16 cu thé, nhung chuyén dbi thanh lién hop chi dinh trong co thé song sau khi st dung
cho bénh nhan. Cac quy trinh truyén thong vé cach chon loc va diéu ché cac din xut tién
dugc phu hop duge mo ta, vi du trong “Kiéu tién dugc” (“Design of Prodrugs™), btv. H.
Bundgaard, Elsevier, 1985.

Ngoai ra, trong pham vi cua sang ché nay, bat cir nguyén td nao, cu thé khi
duoc d& cap lién quan dén lién hop cua sang ché, déu bao ham tit ca ddng vi va hon
hop ddng vi clia nguyén t§ d6, du xuAt hién tw nhién hay duoc téng hop, du phan b
trong tu nhién hay & dang lam giau dong vi. Vi du, d& cap dén hydro co6 nghia la dé
cap dén 'H, 2H (D), va °H (T) trong pham vi cia n6. Tuong tu, cdc dé cép dén cacbon
va oxy c6 nghia 1a d& cép dén lan lugt 12C, 13C va MC va 0 va *O trong pham vi
clia n6. Cac chit ddng vi c6 thé phong xa hodc khdng phong xa. Cac lién hop duge
gin nhian phéng xa cla sang ché ¢6 thé bao gdm ddng vi phong xa dugce chon tir nhém
gbm 3H, ''C, 8F, 1221, 123, 125, 1311, "By, *Br, "Br va %*Br. DPong vi phong xa nén

duogc chon tir nhém gom *H, ''C va ¥F.
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Mot sb lién hop cia sang ché nay c6 thé ton tai duéi dang atropisomer.
Atropisomer la cac ddng phan lap thé tao ra tir qué trinh quay bi cén tr& vé cac lién két
don trong d6 hang rao tuong tac lap thé dbi v6i qué trinh quay du cao d cho phép
phan 14p cac dong phan hinh thé. Can hiéu ring tit ca cac dong phan hinh thé noi trén
va hon hop cta chung/duge bao ham trong pham vi cla sdng ché nay.

Trong truong hop céc lién hop theo sang ché nay co it nhit mot tam 1ap thé, chung
c6 thé tdn tai theo d6 dudi dang ddng phan dbi anh hodc ddng phan khong dbi anh. Can
hiéu ring tit ca cac dong phan néi trén va hdn hop ctia chung dugc bao ham trong pham vi
cla sang ché nay.

Trong truong hgp qua trinh diéu ché cac lién hop theo sang ché doi héi phai tron
1an cac ddng phén lap thé, céc ddng phén nay co thé duge phan tach bang céc k¥ thuat
truyén théng nhu séc ky didu ché. Cac lién hop c6 thé duge diéu ché ¢ dang triét quang,
hoiic timg ddng phan ddi anh c6 thé duoc diu ché bing cach tong hop timg dong phan ddi
anh hay bang cach phén gii. Vi du, céc lién hop c6 thé dugc phan giai thanh cac dong phan
d6i anh cAu phdn bing céc k§ thuat tiéu chudn nhu hinh thanh céc cdp dong phan phi dbi
anh bang cach tao mubi véi mdt axit c6 hoat tinh quang hoc nhu axit (-)-di-p-toluoyl-D-
tartaric va/hoic axit (+)-di-p-toluoyl-L-tartaric, sau do két tinh phan doan va tai tao bazo tu
do. Céc lién hop ciing c6 thé dugc phan giai bang céach tao cac este hodc amit ddng phéan
phi dbi anh, sau d6 phan tach bing phurong phép séc ky va loai bo chat phu trg bat ddi ximg.
Hodc, cling ¢6 thé phan giai cac lién hop bing cach st dung sic ky léng hiéu ning cao
(HPLC) hoic SFC ct bat ddi xtmg. Trong mét s6 trudng hop ddng phén quay ctia c4c lién
hop c6 thé ton tai ma co thé dugc quan sat bang ITH NMR dan dén cac miii da phtic tao va
hop nhéat dinh trong phd 1H NMR.

Trong cac qué trinh diéu ché céc lién hop cua sang ché nay, co thé s& can
va/hodc phéat sinh nhu cAu bao vé cac nhém nhay cdm hozdc nhom phéan ung trén bat ky
phan tr nao lién quan. Diéu nay co thé dat dugc bang cic nhom bao vé thong dung
nhu cac nhém bao vé duoc mod ta trong Cac nhom bao vé trong hoéa hoc hitu co, btv.
J.F.W. McOmie, Plenum Press, 1973; va T.W. Greene & P.G.M. Wuts, Cac nhém bao
vé trong téng hop hitu co, John Wiley & Sons, 1991, mdi tai lidu nay sau day dugc
hop nhit vao ban mo ta nay bang vién din vi tit ca cac Iy do. Céc nhom bao vé co thé
duoc loai bo & giai doan thun tién tiép theo bang cac phuong phap duge biét dén trong

nganh.
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Phwong phap st dung

Séang ché ciing dé cap dén phuong phap phong ngira, diéu tri, tri hodn khoi phat,
hoac cai thién roi loan, bénh hoic tinh trang hodc mot hodc nhiéu triéu ching bat ky cua
roi loan, bénh hoic tinh trang & dbi tuong can diéu tri, phuong phap bao gém buédc cho
dbi twong can diéu tri st dung mot luong hitu hiéu lién hop hodc ché phim dugc cia
sang ché. |

Theo cac phuong an cu thé cua sang ché, bénh, roi loan hodc tinh trang c6 thé
1a bénh, rdi loan hoic tinh trang bat ky ma co thé dugc didu tri béng peptit hodc hop chét
¢6 kha ning dugc ghép véi nén khéng thé don dong cua sang ché. Trong mot s6 phuong
4n nhét dinh, bénh, rdi loan hodc tinh trang dugc chon tir nhém bao gém béo phi, tiéu
duong typ I hodc typ 11, hoi chiing chuyén hoa (tirc 1a Hdi ching X), khang insulin, suy
giam dung nap glucoza (vi du nhu khong dung nap glucoza), tang duong huyét, ting
insulin mau, ting triglyxerit mau, giam glucoza huyét do ting insulin mdu bam sinh
(CHI), 1di loan m& méu, xo vita ddng mach, bénh than do tiéu dudng, céac yéu t6 nguy
co tim mach khac nhu tang huyét ap va cac yéu t6 nguy co tim mach lién quan dén ndng
do cholesterol va/hoac lipit khong dugce kiém so4t, lodng xwong, viém, bénh gan nhiém
m& khong do udng rugu (NAFLD), viém gan nhiém m& khong do rugu (NASH), bénh
than va/hodc bénh cham.

Theo céc phuong 4n cu thé, lwgng diéu tri hitu hiéu 1a luong diéu trj du dé dat
mdt, hai, ba, bén hodc nhiéu hiéu qua sau day: (i) giam hodc cai thién muc do nghiém
trong cda bénh, chung 16 loan hodc tinh trang dugc diéu tri hoic triéu ching lién quan;
(ii) giam thoi gian bénh, ching rdi loan hodc tinh trang duoc diéu tri hodc triéu ching
lién quan; (iii) ngén chén su tién trién bénh, ching r6i loan hoic tinh trang duoc diéu tri
hoic triéu chirng lién quan; (iv) 1am thoai lui bénh, ching rdi loan hodc tinh trang dugc
diéu tri hodc triéu chimg lién quan; (v) ngan chan su phat trién hodc khoi phét bénh,
ching r6i loan hoic tinh trang dugc diéu tri hodc triéu chimg lién quan; (vi) ngan chan
su tai phat bénh, ching 16i loan hodc tinh trang duoc diéu tri hodc triéu chimg lién quan;
(vii) giam viéc nhap vién ciia di twong bi bénh, ching réi loan hodc tinh trang dugc
didu trj hodc triéu chimg lién quan; (viii) giam thoi gian ndm vién cla ddi twong bi bénh,
chiung r6i loan hodc tinh trang dugc diéu tri hodc triéu ching lién quan; (ix) tdng kha
nang séng cia dbi tuong bi bénh, chimg r6i loan hoic tinh trang dugc diéu tri hodc triéu

chimng lién quan; (xi) tc ché hodc lam giam bénh, ching r6i loan hodc tinh trang duoc
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diéu tri hoic triéu ching lién quan & d6i twong; va/hoic (xii) ting cudng hodc cai thién
hiéu qua didu tri hodc phong nglra cla liéu phap khac.

Lidu hoic lwong diéu tri hitu hién ¢6 thé thay déi theo nhiéu yéu t6, nhu bénh,
chiing rdi loan hoic tinh trang duoc diéu tri, cach st dung, vi tri dich, tinh trang sinh
1y hoc cua dbi tuong (bao gém, vi dy, tudi, cin ning, strc khoe), du dbi tuong la nguoi
hodc con vat, dugc phém khéc dugc st dung, va du viéc diéu tri 1a phong ngtra hoac
chita bénh. Cac liu didu tri dugc chudn d6 t&i wu dé tdi wu hoa tinh an toan va hiéu
qua.

Trong ban md ta nay, thudt ngtt “tri bénh”, “tri”, va ““didu tri” déu chi viéc cai thién,
dao ngugc it nhét mot thong s6 co thé co thé do dugc lién quan dén bénh, r6i loan hodc tinh
trang, lam cham sy tién trién hodc phat trién, ma c6 thé, nhung khong nhat thiét, dugc thé
hién ra & d6i twong. Thuat ngit “tri bénh”, “tri”, va “didu tri” c6 thé chi viéc dan dén su thoai
lui, ngan chan hodc it nhét 1am cham su tién trién cta bénh, t6i loan hodc tinh trang. Trong
phuong an cu thé, “tri bénh”, “tri”, va “diéu tri” chi su lam gidm nhe, ngan chan sy tién
trién hodc khéi phat, hodc giam thoi gian dién ra mot hoiic nhiéu triéu chimg lién quan dén
bénh, 161 loan hodc tinh trang. Trong phuong an cu thé, “tri bénh”, “tri”, va “didu tri” chi
viéc ngén chdn sy tai phat ca bénh, rdi loan hodc tinh trang. Trong phuong an cu thé, “tri
bénh”, “tri”, va “didu tri” chi muc ting thoi gian séng s6t cua ddi tuong méc bénh, r6i loan
hodc tinh trang. Trong phuong 4n cu thé, “tri bénh”, “tri”, va “diéu tri” chi viéc loai bo bénh,
161 loan hodc tinh trang & d6i twong.

Trong mot phuong an, sang ché ciing cung cap phuong phép phong ngira, didu
tri, tri hodn khéi phat, hodc cai thién bénh béo phi hodc mdt hoac nhiéu triéu chimg bt
ky cua bénh béo phi & d6i twong cn diéu tri, phuong phép bao gbm budc cho ddi twong
cAn didu tri st dung mot lugng hitu hiéu lién hop hodc ché pham dugc cla sang ché.
Trong mot ) phuong an, can nang co thé caa dbi tuong dugc giam ¢ muc, vi du, b%lng
tir khoang 0,01% dén khoang 0,1%, bang tir khoang 0,1% dén khoang 0,5%, bang tir
khoang 0,5% dén khoang 1%, bang tir khoang 1% dén khoang 5%, bang tir khoang 2%
dén khoang 3%, bang tir khoang 5% dén khoang 10%, bang tir khoang 10% dén khoang
15%, bang tir khoang 15% dén khoang 20%, bang tir khoang 20% dén khoang 25%,
bing tir khoang 25% dén khoang 30%, bang tir khoang 30% dén khoang 35%, bang tir
khoang 35% dén khoang 40%, bing tir khoang 40% dén khoang 45%, hodc bing tir

khoang 45% dén khoang 50%, so v6i can nang co thé cua d6i tuong trudc khi st dung

41|



45741 421111

loai bat ky trong céc lién hop, ché pham duge, dang bao ché hodc dugc phdm ciia sang
ché dugc mo ta trong ban md ta ndy, hodc so véi d6i twong dbi chimg khong dugce nhan
loai bat ky trong cac lién hop, ché phim, dang bao ché hodc duoc pham ciia sang ché
dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Trong mot sb phuong an, sy gidm can nang co thé duoc duy tri, vi du, trong
khoang 1 tudn, trong khoang 2 tudn, trong khoang 3 tudn, trong khoang 1 thang, trong
khoang 2 thang, trong khoang 3 thang, trong khoang 4 thang, trong khoang 5 thang,
trong khoang 6 thang, trong khoang 7 thang, trong khodng 8 thang, trong khoang 9
thang, trong khoang 10 thang, trong khoang 11 thing, trong khoang 1 nidm, trong
khoang 1,5 nim, trong khoang 2 nim, trong khoang 2,5 nidm, trong khoang 3 nam,
trong khoang 3,5 nim, trong khoang 4 nim, trong khoang 4,5 nam, trong khoang 5
nam, trong khoang 6 nam, trong khoang 7 nam, trong khodng 8 ndm, trong khoang 9
niam, trong khoang 10 nam, trong khoang 15 nam, hodc trong khoang 20 nam.

Sang ché nay dua ra phuong phdp phong ngira, diéu tri, tri hodn su khéi phat
hodc cai thién hoi ching, 161 loan hodc bénh, hodc mot hodc nhiéu triéu ching cta hoi
chung, r6i loan hodc bénh da néu & dbi tuong can diéu tri, trong d6 hdi chimg, rdi loan
hodc bénh nay dugc chon tir nhém bao gbm béo phi, tiéu duong typ 1 hodc typ 2, hoi
chimg chuyén hoéa (ttrc 12 Hoi chimg X), khang insulin, suy giam dung nap glucoza (vi
du nhu khong dung nap glucoza), ting duong huyét, ting insulin méu, tdng triglyxerit
mau, , rdi loan m& mau, xo vita dong mach, bénh than do tiéu duong, cac yéu td nguy
co tim mach khéc nhu tang huyét &p va cac yéu td nguy co tim mach lién quan dén ndng
do cholesterol va/hoac lipit khong dugce kiém soat, lodng xuong, viém, viém gan nhiém
m& khong do ruou (NASH), bénh than va cham, bao gdm bude cho dbi tuong can didu
tri sit dung mot lugng hitu hi¢u lién hgp hoac ché pham duoc cla séng ché.

Trong ban mo ta nay, hoi chung chuyén hoa dé cap dén dbi twong c6 mot hoic
nhiéu triéu chimg bat ky sau ddy: lugng dudng trong mau cao (vi du, duong huyét luc
dé6i cao), huyét ap cao, néng d6 cholesterol bét thuong (vi du, néng do HDL thép), n6ng
d6 triglyxerit trong mau bét thudong (vi du, triglyxerit trong mau cao), vong eo 16n (tirc
1a chu vi vong eo), ting m& trong ving bung, khang insulin, khong dung nap glucoza,
tang ndng do protein phan ing C (nghia 1a trang thai tién viém) va ting ndng do chét tic
ché hoat héa plasminogen trong huyét twong 1 va ndng do fibrinogen (nghia 1a trang

thai tién huyét khéi).
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Sang ché ciing cung cip phuong phap 1am gidm lugng thu nap thic an & d6i
twong can diéu tri, phwong phap bao gbm buéc cho d6i tuong can diéu tri sir dung mot
luong hitu hiu lién hop hoac ché phém dugc cia sang ché. Trong mot sd phuong an,
luong thirc an thu nap cua d6i tuong dugc giam & muc, vi du, bang tir khoang 0,01%
dén khoang 0,1%, biang tir khoang 0,1% dén khoang 0,5%, bang tir khoang 0,5% dén
khoang 1%, bang tir khoang 1% dén khoang 5%, bang tir khoang 2% dén khoang 3%,
bing tir khoang 5% dén khoang 10%, bing tir khoang 10% dén khoang 15%, bang tir
khoang 15% dén khoang 20%, bang tir khoang 20% dén khoang 25%, bang tir khoang
25% dén khoang 30%, bang tir khoang 30% dén khoang 35%, bang tir khoang 35% dén
khoang 40%, bang tir khoang 40% dén khoang 45%, hodc bing tir khoang 45% dén
khoang 50%, so vdi lugng thirc an thu nap cua dbi tuong trude khi sir dung loai bat ky
trong cac lién hop, ché phdm, dang bao ché, dugc pham, hoic cac t6 hop ciia sang ché
duoc mo ta trong ban mo ta nay, hodc so véi d6i twong dbi chimg khong dugc nhan loai
bét ky trong céc lién hop, ché phém, dang bao ché, duoc phém hodc to hop cua sang ché
dugc mo ta trong ban md ta nay.

Trong mot ) phuong an, lugng thue an thu nap duoc duy tri, vi du, trong
khoang 1 tuin, trong khoang 2 tudn, trong khoang 3 tudn, trong khoang 1 thang, trong
khoang 2 thang, trong khoang 3 thang, trong khoang 4 thang, trong khoang 5 thang,
trong khoang 6 thang, trong khoang 7 thang, trong khoang 8 théng, trong khoang 9
thang, trong khoang 10 thang, trong khoang 11 thang, trong khoang 1 nam, trong
khoang 1,5 ndm, trong khoang 2 nam, trong khoang 2,5 nam, trong khoang 3 nam,
trong khoang 3,5 nam, trong khoang 4 nam, trong khoang 4,5 nam, trong khoang 5
nam, trong khoang 6 niam, trong khoang 7 nam, trong khodng 8 nam, trong khoang 9
nim, trong khoang 10 nam, trong khoang 15 nam, hodc trong khoang 20 nam.

Sang ché ciing cung cap phuwong phép lam giam glycated hemoglobin (A1C) & abi
tuong can diéu tri, phuong phép bao gé)m budc cho dbi tuong can diéu tri st dung mot
lugng hitu hiéu lién hop hodc ché pham dugc ciia sang ché. Trong mot s6 phuong 4n, lugng
AI1C cia dbi tuong dugc giam & muc, vi du, bé‘lng tir khoang 0,001% dén khoang 0,01%,
tir khoang 0,01% dén khoang 0,1%, tir khoang 0,1% dén khoang 0,2%, tir khoang 0,2% dén
khoang 0,3%, tir khoang 0,3% dén khoang 0,4%, tir khoang 0,4% dén khoang 0,5%, tir
khoang 0,5% dén khoang 1%, tir khoang 1% dén khoang 1,5%, tir khoang 1,5% dén khoang
2%, tir khoang 2% dén khoang 2,5%, tir khoang 2,5% dén khoang 3%, tir khoang 3% dén
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khoang 4%, tir khoang 4% dén khoang 5%, tir khoang 5% dén khoang 6%, tir khoang 6%
dén khoang 7%, tir khoang 7% dén khoang 8%, tir khoang 8% dén khoang 9%, hogc tir
khoang 9% dén khoang 10% so v¢i luong A1C cia d6i tuong trude khi sir dung loai bét ky
trong cac lién hop, ché phém, dang bao ché, dugc phém, hodc céc td hop cua sang ché duoc
mb ta trong ban mo ta nay, hodc so véi déi twong ddi chimg khong dugc nhan loai bt ky
trong cac lién hop, ché phdm, dang bao ché, duoc phdm hoic t6 hop cia séng ché duoc mod
ta trong ban mo ta nay.

Trong cac phuong an khéc, sang ché cung cip cac phuong phap lam giam ndng
do glucoza trong mau khi doi & d6i twong can diéu tri, cac phuong phép bao gbém bude
cho déi twong cAn didu tri sir dung mot lrgng hitu hiéu lién hop hogc ché pham duge
cta sang ché. Nong do glucoza trong méau khi doi c6 thé duoc giam xudng thap hon
khoang 140 dén khoang 150 mg/dL, thip hon khoang 140 dén khoang 130 mg/dL, thép
hon khoang 130 dén khoang 120 mg/dL, thép hon khoang 120 dén khoang 110 mg/dL,
thip hon khoang 110 dén khoang 100 mg/dL, thip hon khoang 100 dén khoang
90 mg/dL, hodc thdp hon khoang 90 dén khoang 80 mg/dL, so v&i ndéng dd glucoza
trong méu khi déi ctia ddi tugng trude khi sir dung loai bét k¥ trong cac lién hgp, ché
phém, dang bao ché, dugc phém, hoac cac td hop cua sang ché dugc md ta trong ban
md ta ndy, hoic so véi dbi tugng dbi ching khong dugc nhén loai bét ky trong cac lién
hop, ché phém, dang bao ché, duoc phém hoac td hop cua sang ché dugc md ta trong
ban mo ta nay.

Sang ché ciing cung cip phuong phép didu hoa hoat tinh thu thé Y2 & dbi
tuong can diéu tri, phuong phap bao gdm bude cho d6i tuong can diéu tri str dung mot
lrong hitu hiéu lién hop hodc ché phdm dugc cia sdng ché. Trong tai liéu nay, “diéu
hoa” c6 nghia 1a ting hodc giam hoat tinh cua thu thé.

Trong mot s6 phuong an, lvgng hitu hiéu lién hop cua sang ché hodc dang, ché
pham hodc dugc pham ciia n6 dugc cho d6i twong can diéu tri sit dung mdi ngdy mét 1an,
hai 14n mé6t ngay, ba 1an mot ngay, bén 1an mot ngay, nam 1an mot ngay, sau 1an mot ngay,
bay 1dn mot ngay, hogc tim 14n mot ngdy. Trong cdc phuong an khéc, luong hiru hiéu lién
hop cua sang ché hoic dang, ché phém hodc dugc phém ctia n6 duoc cho dbi twong can
diéu trj str dung hai ngay mot 1an, mdi tudn mot 1an, mdi tuan hai 1an, mdi tudn ba lan,
mdi tuan bdn 1an, mdi tudn nam 14n, mdi tudn sau lan, mdi thang hai 14n, mbi thang ba

1an, hodc moi thang bon lan.

| 44



45741 45/111

Trong phuong an khéc, sang ché cung cép phuong phép phong ngira, diéu tri, tri
hodn khéi phat, hodc cai thién bénh, roi loan hodc hdi chimg hodc mot hoac nhiéu triéu
chimg bét ky ctia bénh, ri loan hogc hdi chimg nay ¢ ddi tuong can diéu tri, phuong phép
bao gdm bude cho déi tugng cAn didu tri st dung mot lugng hiru hiéu lién hop hofic ché
phim dugc cla sng ché trong liéu phap két hop. Trong mot sd phuong 4n nhét dinh, liéu
phap két hop 1a ding véi thubc didu tri thit hai. Trong mdt s phuong én nhat dinh, ligu
phap két hop 12 két hop véi liéu phép phau thudt.

Nhu duogc st dung trong tai li¢u nay, thuat ngir “két hop” trong ngit canh st
dung hai hodc nhiéu liéu phap didu tri cho d6i twong, chi viéc st dung nhiéu hon mét
liéu phap.

Trong tai liéu ndy, lidu phap didu tri két hop chi viéc cho dbi twong can didu tri sir
dung mdt hodc nhidu thude diéu tri bd sung, hodc mot hodc nhiéu liéu phap phau thuat, st
dung ddng thoi véi lugng hitu hiéu lién hop cua sang ché hoidc dang, ché pham hoic ché
phém duoc cua nd. Trong mot s6 phuong an, mdt hoic nhidu thudc diéu tri hodc cac liéu
phép phiu thuat bd sung c6 thé dugc ding trong cling ngdy v6i lugng hiru hiéu lién hop
cua sang ché, con trong cac phuong 4n khac, mdt hodc nhidu thude diu tri hodc cac liéu
phap phiu thuat b6 sung co thé dugc ding trong ciing tuan hoic cing thang v6i lugng hiru
hiéu lién hop cua sang ché.

Trong mot sb phuong an nhét dinh, trong d6 bénh hodc r6i loan dugc chon tir
nhom bao gdm bénh béo phi, ddi thao duong typ II, hdi ching chuyén hoéa, khang
insulin va réi loan m& mau, thudc diéu tri thit hai c6 thé 1a thude chong déi thdo dudng.
Trong mot s6 phwong 4n nhét dinh, thuéc chéng déi thao dudng co thé 1a thubc diéu
hoa thu thé peptit giéng nhur glucagon 1 (GLP-1).

Sang ché ciing nhim muc dich phong ngira, diéu tri, tri hodn sy khoi phat hodc
cai thién bénh, rdi loan, hoi chimg, hodc triéu ching duge mo ta trong ban mo ta nay &
dbi twong can diéu tri bang liéu phap diéu tri két hop bao gdm budc cho d6i trong can
didu trj st dung mét lwong hitu hidu lién hop hodc ché phdm dugc cla séng ché, két hop
v6i mot hodc nhiéu thube diéu tri sau day: chit &rc ché dipeptidyl peptidaza-4 (DPP-4) (vi
du: sitagliptin, saxagliptin, linagliptin, alogliptin, v.v.); chit cha van thu thé GLP-1 (vi du:
chét chu vén thu thé GLP-1 tic dung thoi gian ngin nhu exenatide va lixisenatide; chit
chit van thu thé GLP-1 tac dung tic thi nhu liraglutide; chét chu van thy thé GLP-1 téc
dung kéo dai nhu exenatide giai phong cham, albiglutide, dulaglutide); chét trc ché dong
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van chuyén natri- glucoza 2 (SGLT-2) (vi du, canaglifozin, dapaglifozin, empaglifozin,
V.V.); cac chét cang hoa axit mat (vi du, colesevelam, v.v.); chét chu van thu thé dopamin
(vi dy, bromocriptin gidi phong nhanh). diguanua (vi du, metformin, v.v.); insulin;
oxyntomodulin; sulfonylurea (vi du, chlorpropamide, glimepiride, glipizide, glyburide,
glibenclamide, glibornuride! glisoxepide, glyclopyramide, tolazamide, tolbutamide,
acetohexamide, carbutamide; v.v.); va thiazolidindion (vi du; pioglitazon, rosiglitazon,
lobeglitazon, ciglitazon, darglitazon, englitazon, netoglitazon, rivoglitazon, troglitazon,
v.v.). Trong mot s6 phwong én, gidm lidu lugng cta thude didu tri bd sung khi dugc cho
két hop v6i lién hop cla sang ché. Trong mot sd phuong én, khi sir dung két hop vdi lién
hop cua sang ché, thudc didu tri bd sung co thé duge st dung véi liéu thip hon khi st
dung tung thudc riéng biét.

Theo mot s6 phuong an nhat dinh, trong d6 bénh, rdi loan dugc chon tir nhém
bao gdm béo phi, tiéu duong typ I hodc typ IT, hoi chimg chuyén héa (tic 1a Hoi chimg
X), khang insulin, suy gidm dung nap glucoza (vi du nhu khong dung nap glucoza),
tang duong huyét, ting insulin mdu, tdng triglyxerit mau, giam glucoza huyét do tang
insulin mau bam sinh (CHI) r6i loan m& mau, xo vita ddng mach, bénh than do tiéu
dudng, cac yéu t6 nguy co tim mach khac nhu ting huyét ap va cic yéu t6 nguy co tim
mach 1ién quan dén ndng do cholesterol va/hodc lipit khong dugc kiém soat, lodng
xuong, viém, bénh gan nhiém m& khong do ubng ruou (NAFLD), viém gan nhiém mé&
khong do rugu (NASH), bénh than va/hodc bénh cham, thude diéu tri thir hai c6 thé 1a
liraglutide.

Sang ché nham muc dich phong ngira, diéu tri, tri hodn su khéi phat hodc cai
thién bénh, r6i loan, hoi chuing, hodc triéu ching duge mo ta trong ban md ta nay ¢ dbi
tuong can diéu tri bang liéu phap diéu tri két hop bao gdbm buéc cho d6i tuong can diéu
tri st dung mot lugng hiru hiéu lién hop hodc ché phém duoc cda sang ché, két hop voi
liéu phap phéu thuat. Trong mot ) phuong an nhét dinh, liéu phap phﬁu thuét c6 thé 1a
phiu thudt giam can (vi du, phiu thudt ndi tit da day, nhu phau thudt ndi tit da day
Roux-en-Y; cét tao da day hinh 6ng; phﬁu thuat that da day diéu chinh; chuyén dong
mat tuy kém chuyén dong t4 trang; bong dit trong da day; tao nép gip da day; va két
hop bat ky cia chung).

Trong cac phuong an trong d6 mot hoac nhiéu thubc diéu tri bd sung c6 thé

duoc dung trong cung ngay voi lugng hitu hi¢u lién hop cua sang ché, lién hop cia
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sang ché c6 thé dugc cho dung trude, sau hodc ddng thoi véi thude diéu tri bd sung.
Viéc st dung thuat ngit “két hop” khong gi6i han trinh ty sir dung liéu phap diéu tri
cho dbi twong. Vi du, c6 thé cho déi twong sir dung liéu phap thir nhat (vi du, ché pham
dugc mo ta trong tai liéu nay) trude khi (vi dy, 5 phut, 15 phat, 30 phut, 45 phut, 1
gid, 2 gio, 4 gio, 6 giv, 12 gio, 16 gio, 24 gio, 48 gio, 72 giov, 96 gio, 1 tuan, 2 tuan, 3
tudn, 4 tudn, 3 tudn, 6 tudn, 8 tudn, hodc 12 tudn trude), déng thoi voi, hodc sau khi
(vi du, 5 phut, 15 phut, 30 phat, 45 phut, 1 gio, 2 gio, 4 gio, 6 gio, 12 gio, 16 giv, 24
oidy, 48 gid, 72 gid, 96 giv, 1 tudn, 2 tudn, 3 tuin, 4 tudn, 5 tudn, 6 tuan, 8 tudn, hodc

12 tuén sau) str dung liéu phap thir hai.

CAC PHUONG AN

Sang ché con cung cip cac phwong an khong gidi han sau day.

Phuong an 1 1a khang thé duoc phan lap hodc manh gin khang nguyén ctia n6
bao gdm ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tuw gen V dong mam Ig nguoi hoan toan, va
ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu gen V dong mam Ig ngudi hoan toan ngoai trir
HCDR3 c6 trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH TU" 18, trong d6 khang thé hodc manh
gin khang nguyén ctia n6 khong lién két dic hiéu voi bat ky khang nguyén ngudi nao
frong co thé song.

Phuong an 2 la khang thé don dong dwgc phan lap hodc manh gin khang
nguyén cua n6 theo phuong an 1, trong d6 khang thé don dong dugce phan 1ap hodc
manh gin khing nguyén clia n6 bao gdbm ving xac dinh bd sung chudi ning 1
(HCDRI1), HCDR2, HCDR3 va vung xéac dinh bd sung chudi nhe 1 (LCDR1), LCDR2
va LCDR3, ¢6 céc trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" lan luot 1a 16, 17, 18, 19,
20va2l

Phuong an 3 1a khang thé don dong dwgc phan 1ap hodc manh gin khang
nguyén cta no theo phuong 4n 2, trong do khang thé don dong duoc phéan 1ap bao gdm
mién bién déi chudi nang (VH) c6 trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 12 va
mién bién dbi chudi nhe (VL) c6 trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 14.

Phuong 4n 4 12 khang thé don dong dugc phan 14p theo phuong an bat ky trong
cac phuong an 1-3, con bao gbm phan Fe.

Phuong 4n 5 12 khang thé don dong dugc phan 1ap theo phuong 4n 4, trong d6

phan Fc con bao gbdm ving Fe duge dan xuét tir ving Fc ctia IgG4 ngudi.
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Phuong 4n 6 12 khang thé don dong dugc phén 18p theo phwong an 5, trong dé
vung Fc cia [gG4 nguoi co cac thay thé loai trir chitc nang thuc thi.

Phuong 4n 7 12 khang thé don dong duge phén 14p theo phuong an 6, trong dé
khang thé don dong con bao gdm ving Fc ctia IgG4 ngudi dugc bién dbi chira it nhat
mot thay thé dugc chon tir nhém bao gdm thay thé prolin cho glutamat & don phan
233, alanin ho#c valin cho phenylalanin & don phan 234 va alanin hodc glutamat cho
leuxin & don phan 235, alanin cho asparagin & don phan 297.

Phuong 4n 8 12 khang thé don dong dugc phén 1ap theo phuong 4n 6 hodc 7,
trong d6 vung Fc cua IgG4 nguoi bao gbm thay thé serin cho prolin & vi tri 228.

Phuong 4an 9 1a khang thé don dong duoc phan 14p theo phuong 4n bét ky trong
cac phuong an 4-8, bao g6m chudi nang (HC) ¢6 trinh ty polypeptit co SO ID TRINH
TU" 13 va chudi nhe (LC) ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 15.

Phuong an 10 14 axit nucleic dugc phan 14p ma héa khang thé don dong hoic
manh gén khang nguyén ctia né theo phuwong an bét ky trong cac phuong 4an tir 1-9.

Phwong 4n 11 13 vecto bao gém axit nucleic dugc phén 14p theo phwong 4n 10.

Phuong an 12 14 t& bao chi bao gbm vecto theo phuong én 11.

Phuong an 13 1a phuong phép san xuit khang thé don dong dugc phén 1ap hodc
manh gin khang nguyén ctia né, phuong phép bao gbm budc nuodi cay té bao chii theo
phuong an 12 trong cac diéu kién dé tao ra khang thé don dong hoic méanh gin khang
nguyén cua nd, va bude thu hdi khang thé hodc manh gin khang nguyén cia né tir té bao
hodc qua trinh nudi ciy.

Phuong 4n 14 la khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gin khéang
nguyén cua no6 theo phuong an bét ky trong cac phuong én tr 1-9, con bao gdm it nhét
mdt phan hoat tinh duge 1y dugc tiép hop vao khang thé nay.

Phuong 4n 15 1a khéng thé don dong dugc phan 1ap hogc manh gan khéng
nguyén cua n6 theo phuong an 14, trong do phan hoat tinh dugc ly 12 peptit diéu tri.

Phuong an 16 1a khang thé don dong dugc phan 1ap hodc méanh gin khang
nguyén cta né theo phuong an 15, trong do peptit diéu tri duoc tiép hop & don phan
xystein ¢6 SO ID TRINH TU" 18.

Phuong 4n 17 13 khang thé don dong dugc phén 1ap hodc manh gin khang
nguyén cua né theo phuong an 15 hodc 16, trong do peptit didu tri dugc tiép hop véi

khéang thé hodc manh gan khang nguyén cla né qua cau noi.
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Phuong 4n 18 la khang thé don dong dugce phan 1ap hodc manh gan khang
nguyén cta né theo phuong 4n 17, trong do cau nbi bao gém cau nbi peptit, cau ndi
hydrocarbon, cau ndi polyetylen glycol (PEG), cau ndi polypropylen glycol (PPG), cau
néi polysacarit, ciu nbi polyeste, cau ndi hdn hop bao gdm PEG va di vong duoc nhing
vao.

Phuong 4n 19 12 khang thé donidong dugc phén 18p hodc manh gin khang nguyén
cta né theo phuong 4n bét ky trong cc phuong én 15-18, trong d6 peptit diéu tri dugc chon
tir nhom bao gdm oxyntomodulin, peptit gibng nhu glucagon 1 (GLP1), peptit tyrosin
tyrosin (PYY), exendin (exenatide), amylin (pramlintide), hormon kich thich t& bao héc t6
alpha (MSH), san phm phién mé diéu hoa boi cocain va chit kich thich (CART), chat dbi
khang thu thé neuropeptit Y Y1 (NPY1), chat d6i khang thy thé neuropeptit Y Y5 (NPY5),
neurotensin S, neuropeptit B, neuropeptit W, ghrelin, thu thé gidng bombesin 3 (BRS3),
galanin, cholecystokinin (CCK), orexin, hormon tich tu hic t6 (MCH), oxytoxin, va
stresscopin.

Phuong an 20 la khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gén khang
nguyén cia no6 theo phuong 4n 19, trong do peptit didu tri 12 oxyntomodulin bao gém
trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 24.

Phuong an 21 1a lién hop bao gbm khang thé don dong hodc méanh gin khang
nguyén cua né dugc ghép véi peptit diéu tri 1a oxyntomodulin, trong d6 lién hop c6 ciu
triic ¢6 SO ID TRINH TU: 27 nhu dugc thé hién trong Hinh 11, trong d6 mAb la khang
thé don dong hodc manh gin khang nguyén cua né theo phuong 4n bat ky trong cic
phuong an 1-9 va |2 1a 1 hodc 2 peptit diéu tri oxyntomodulin dugc tiép hop cong hoa
tri v&i mAb.

Phuong an 22 1a phuong phép san xuét khang thé don dong dugc phan 13p hodc
manh gin khang nguyén ctia n theo phuong an bét ky trong cic phuong an 15-21, bao
gbm budc cho phan tir va dién tu, t5t hon 1a bromoaxetamit hodc maleimit, dugc dwa vao
mach bén cua peptit diéu tri, phan ng v6i nhém sulthydryl c6 don phéan xystein c6 SO
ID TRINH TU" 18 ctia khang thé don dong hodc ménh gin khang nguyén cua chung, tix
d6 tao ra lién két cong hoa tri gitra peptit diéu tri va khang thé don dong hodc méanh gin

khang nguyén cta ching.
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Phuong an 23 1a ché phim duoc bao gbm khéng thé don dong duoc phén 14p hoic
ménh gin khang nguyén cua né theo phuong 4n bét ky trong cac phuong 4n 14-21 va chét
mang dugc dung.

Phuong an 24 1a phuong phép san xuét ché pham dugc bao gbm khang thé don
dong hodc manh gin khang nguyén cua n6 theo phuong an bét ky trong caclphuong an
14-21, phuong phéap bao gbém budc két hop khang thé don dong hodc manh gin khang
nguyén cta nd voi chit mang duoc dung dé thu vé ché phdm dugc.

Phuong an 25 la kit bao gdm khang thé don dong hodc manh gan khang nguyén
cuia no6 theo phuwong an bt ky trong cac phuong an 1-9 va 14-21.

Phuong 4n 26 1a phuong phép 1am tang thoi gian ban thai cta peptit diéu tri &
d6i tuong, phuwong phép bao gbdm budc tiép hop peptit diéu tri nay v6i khing thé don
dong hodc manh gin khang nguyén ctia né bao gdm ving xéc dinh b6 sung chudi ning
1 (HCDR1), HCDR2, HCDR3 va vung xdc dinh ) sung chudi nhe 1 (LCDR1),
LCDR2 va LCDR3, ¢6 céc trinh tu polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU: lan luot 1a 16,
17,18, 19, 20, va 21, trong d6 peptit didu tri nay dugc tiép hop v6i khang thé don dong
hodic manh gén khang nguyén ciia né & vi tri don phan Cys ¢6 SO ID TRINH TU" 18.

Phuong 4n 27 1a phuong phap theo phuong an 26, trong d6 peptit diéu tri dugc
chon tir nhém bao gdm oxyntomodulin, peptit giéng nhu glucagon 1 (GLP1), peptit tyrosin
tyrosin (PYY), exendin (exenatide), amylin (pramlintide), hormon kich thich t€ bao hic to
alpha (MSH), san phim phién ma diéu hoa boi cocain va chat kich thich (CART), chat dbi
khéang thu thé neuropeptit Y Y1 (NPY1), chit d6i khang thu thé neuropeptit Y Y5 (NPY5),
neurotensin S, neuropeptit B, neuropeptit W, ghrelin, thu thé giéng bombesin 3 (BRS3),
galanin, cholecystokinin (CCK), orexin, hormon tich tu hic t6 (MCH), oxytoxin, va
stresscopin.

Phuong 4n 28 1a phuong phap theo phuong an 27, trong d6 peptit diéu tri 1a
oxyntomodulin.

Phuong an 29 1a phuong phép theo diém 28, trong d6 oxyntomodulin c6 trinh tur
polypeptit co SO ID TRINH TU" 24.

Phuong an 30 1a phuong phép theo phuong an bét ky trong cac phuong an 25-
29, trong d6 khang thé don dong bao gbm mién bién d6i chudi ning (VH) c6 trinh tu

polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 12.

50



45741 51111

Phuong an 31 la phuong phép theo phuong an bét ky trong cac phuong 4n 25-
30, trong d6 khang thé don dong bao gdm chudi nang (HC) c6 trinh tu polypeptit co
SO ID TRINH TU: 13.

Phuong an 32 1a phuong phéap theo phuong an bét ky trong cac phuwong 4n 25-
31, trong d6 khang thé don dong bao gbm mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 trinh tu
polypeptit.cé SO ID TRINH TU" 14.

Phuong 4n 33 1a phuong phéap theo phuong an bét ky trong cic phuong 4n 25-
32, trong d6 khang thé don dong bao gdm chudi nhe (LC) ¢6 trinh tu polypeptit co SO
ID TRINH TU: 15.

Phuong 4n 34 1a khang thé don dong dugc phan 1dp hodc manh gan khang
nguyén cua no6 bao gdm ving x4c dinh bd sung chudi ning 3 ¢c6 SO ID TRINH TU:
18, trong d6 khang thé don dong duoc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén ctia n6

c6 kha niang dugc ghép véi peptit diéu tri.

Vi du thie hién sang ché
Vi du 1: Nhan dang va san xudt mAb MSCB97
Chon VL PHOL3 va VH PH9HS5 1am céc ving V bat dau dé kién tao

Viing bién ddi chudi nhe (VL) khang thé dugc ky hiéu 1a PHOL3 (SO ID TRINH
TU":3) (Teplyakov va cong su, “Structural diversity in a human antibody germline library,”
(“Su da dang cdu truc trong thur vién dong mam khang thé ngudi”) mAb thang 8-thdng 9
8(6):1045-63 (2016)) va ving bién ddi chudi nang (VH) khang thé dugc ky hiéu la PHOHS
(SO ID TRINH TU'4) (Teplyakov va cong su, “Structural diversity in a human antibody
germline library,” (“Su da dang cAu trac trong thu vién dong mam khang thé ngudi”’) mAb
thang 8-thang 9 8(6):1045-63 (2016)) dugc chon lam ving bién ddi bat dau ma tir d6 kién
tao mAb cho phép tiép hop peptit. PHIL3 dugc tao thanh hoan toan tir cc trinh trr gen V
dong mam Ig ngudi va do d6 khong chira dot bién trinh tr bt ky tir qua trinh trudng thanh
4i luc trong co thé séng, ma co thé dan dén lién két dic hiéu khang nguyén &i luc cao. CDR3
cia PH9HS 1a doan duy nhat khong bao gdm cAc trinh tw gen V dong mam ngudi trong VH
d6. CDR3 (SO ID TRINH TU"5) cia PHOH5 ddng nhét véi CDR3 cilia khéng thé khéng
CCL2 nguoi, CNTO 888, khang thé CCL2 trung hoa, xem, vi dy, US 20100074886 Al, tai
liéu cong bd CNTO 888 dugc két hop day du vao ban mo ta nay bang vién dan. Fab chta
cap VH/VL PHOHS5/PHIL3 duoc tao.
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Trinh ty PH9L3, PH9HS va vung V va vung J dong mam Ig ngudi ma céc trinh
tu nay giéng nhét duoc bét cap dé xac dinh d6 déng nhét hoic déng dang trinh ty véi
trinh tu dong mim. PHOHS5 dugc bt cap v6i chudi ndi (SO ID TRINH TU"6) ctia cac
gen dong mim Ig ngwdi IGHV3-23*01 (PubMed ID: M99660) (SO ID TRINH TU:7)
va IGHJ1*01 ngudi (PubMed ID: J00256) (SO ID TRINH TU':8), v6i sy khac biét duy
nhét gifta trinnh ty axit amin PHOHS5 va trinh ty IGHV3-23*01-IGHJ1 *01 nguoi duoc
ndi chudi 1a & CDR3 cita VH, ma c6 SO ID TRINH TU':5 cho PHIHS.

PH9L3 duoc bét cip voi chudi ndi (SO ID TRINH TU:9) cia céc gen dong
mim Ig ngudi IGKV3-11*01 (PubMed ID: X01668) (SO ID TRINH TU:10) va
IGKJ1#01 (PubMed ID: J00242) (SO ID TRINH TU:11), véi su khac biét duy nhét la
mdt chd 1éch & diém tiép giap gen V/gen J.

Thiét ké va tao bién thé thay thé Cys ctia PHOHS va PHIL3

Ciéc bién thé ctia VH PHOHS c6 chira thay thé Cys duy nhét tai cdc don phan
CDR dugc chon trén ca ba CDR cua vung V dugc thiét ké, tao va tao dong thanh chudi
nang hoan chinh véi ving hing dinh IgG1 ngudi hop nhét vao vecto biéu hién cta ky
chii 12 dong vat ¢6 vi. Cu triic Fab PHOHS/PHIL3 dugc sir dung d€ ho tro lya chon
don phan CDR dé thay thé c6 vé dé tiép can hon dé tiép hop va trong mot s6 bién thé,
cac don phan glyxin (Gly) bd sung duge chén vao hai bén ciia don phén Cys dugc dua
vao nhim tang khé ning tiép can cta Cys cho viéc tiép hop. Cac bién thé twong tu clia
VL PH9L3 duoc thiét ké va dugc tao trir khi chung dugc tao dong la cac chudi nhe
hoan chinh véi ving hing dinh kappa hop nhit vao vecto biéu hién. Tong cong c6 24
cAu trtc biéu hién cua céc bién thé Cys don PHOHS va 22 chu trac biéu hién cua cac
bién thé Cys don PHIL3 da dugc tao. Cac don phan dugc chon dé thay thé bén trong
PHOHS VH (SO ID TRINH TU" 4) va bén trong PH9L3_VL (SO ID TRINH TU" 3)
duoc tong hop trong Hinh 2.

Céc cAu trac biéu hién tao thanh da duge st dung dé biéu hién cac bién thé Cys
bang dong chuyén nhiém tam thoi ting cAu trac bién thé Cys HC dua trén PHOHS véi chu
tric LC PHIL3 kiéu dai hodc ddng chuyén nhiém ting cAu tric bién thé Cys LC dua trén
PHOL3 véi chu tric HC PHOHS kiéu dai. Cac chuyén nhidm thir nghiém ban dau da st
dung Expi293 c6 ngudn gbc HEK lam ky chu biéu hién va & quy md 20 ml. Phén 16n cac
bién thé Cys HC va LC duoc bidu hién 5t dva trén dinh lugng protein bién thé tir 16p bé

mat dung dich nudi chy.
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Nam bién thé Cys HC ban ddu, MSCB33-MSCB37, dugc biéu hién trong
Expi293 ¢ quy mo 750 ml va protein bién thé dugc tinh ché. Ning suét tinh ché va cac
ddc tinh chét luong cia cac bién thé tinh ché twong d6i gibng nhau va du dé st dung
cac protein tinh ché trong céc phan Gng tiép hop peptit ban dau.

Dénh gid lién hop peptit vdi cc bién thé Cys HC nén PHOHS

Xéc dinh phan tich khéi lugng protein MSCB33 va cic protein bién thé khac
cho thay su hién dién cta cac phirc xystein tai Cys dugc kién tao dé tiép hop, v6i hai
trén m&i mAb, ciing nhu loai bé don phan Lys ddu C ciia HC, day 1a diéu thuong gip
trong cac mAb duoc tai t8 hop. Dé chuén bi cac mAb bién thé cho lién hop, cic phitc
da duoc loai bo bing quy trinh khir dwgc phét trién dé duy tri cc lién két disulfua tu
nhién trong mAb (xem Vi du 3). Céc lién hop thir nghiém ban ddu v6i chat twong tu
peptit oxyntomodulin (OXM) ngudi (GCG Aib2, Gly16,24, Arg20, Leu27, Lys30
(PEG12)-NH>) da dugc thuc hién bang cach sir dung hoa hoc maleimide trén tat ca nam
khang thé bién thé Cys HC. Hiéu suét lién hop khéc nhau gitta céc bién thé mAb. Higu
sut nay dugc wéc tinh dinh tinh bing cdc san phim phan tng lién hop va ty 1¢ phin
tram twong dbi cia mdi san phim. Hiéu suat 16n nhét, dugc do bang ty 1 phan trim 16n
nhat cta san phdm dong dime, d dugc quan sat & MSCB33, so vdi cic bién thé 1102C
khac ¢6 don phan Gly & hai bén. Quan sat thay it hodc khong c6 lién hop véi cac bién
thé Y103C 1a MSCB35 hoic MSCB37.

Mot sb bién thé Cys HC va LC khac, v6i su thay thé xystein dugc kién tao
trong cac CDR khdc nhau (thay thé T28C, S30C va S54C trong PH9H5_VH (SO ID
TRINH TU: 129) va thay thé S30C va S92C trong PHpL3_VL (SO ID TRINH
TU:128)) thé hién & quy mo 16n trong Expi293. Viéc loai bo cac phuc Cys khoi cac
protein tinh ché nay bang cach khir 14 rat khé khan va do do nguoi ta khong theo dudi
céc bién thé nay thém nita. Do nhitng thach thirc duge quan sat voi hdu hét cac bién
thé Cys va hiéu suét lién hop ban dau tdt dugc quan sit véi mAb bién thé PHOHS
1102C, MSCB33, cac nd luc phat trién quy trinh va kién tao tiép theo da tap trung vao
bién thé dac biét nay.

Kién tao Fc cia MSCB33

MSCB33 d& duoc tai kién tao dé chira Fc IgG4 PAA ngudi bét hoat dé lam giam
chitc ning Fe trong co thé séng. 18G4 PAA ngudi c6 cac dot bién S228P/F234A/L235A
trén allotyp IgG4 nguoi nG4m(a) (dya trén alen IGHG4*01 nhu duge dinh nghia trong
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IMGT). Chu triic biéu hién v6i VH ctia MSCB33 dung hop v6i Fe clia IgG4_PAA duoc
tao va str dung ciing v6i cling ciu tric biéu hién LC dugc sir dung dé biéu hién MSCB33
dé tao ra bién thd IgG4 PAA ciia MSCB33, dugc ky hiéu 1a MSCB97. Céc trinh tur axit
amin cta VH, HC, VL va LC ctia MSCB97 1an luot dugc cung cép theo SO ID TRINH
TU: 12,13, 14 va 15. |

Biéu hién thir nghiém cua MSCB97 dugc thyc hién tam thoi 6 quy mé 20 ml
trong cac té bao Expi293 va bién thé mAb nay da biéu hién tét. MSCB97 da dugc tinh
ché tir viée thuc hién biéu hién Expi293 quy mé 16n. Niang suat tinh ché cia MSCB97
1a 264,53 mg/L va chit luong dugc xéac dinh ¢ mirc 85% thanh phan monome. Nhitng
14n thuc hién biéu hién va tinh ché quy mo 16n sau d6 c6 nang sudt va chit luong tuong
tu hoac tdt hon va cho théy su nhét quan ciia mAb co thé duoc tao nay.

Daénh gia lién hop peptit véi MSCB97 va kha nang mo rong phéan tmg lién hop

Su két ndi disulfua LC-HC khéc nhau gifta cac 16p khang thé IgG1 va IgG4, do
d6 su khtr va lién hop maleimide da dugc thir nghiém va dugc xac nhén la c6 thé chuyén
dbi duge tir mAb IgG1 MSCB33 sang mAb IgG4_PAA MSCB97, béng céch st dung
su khir TCEP va lién hgp OXM-peptit thir nghiém maleimide nhu dugc md ta & phan
trén.

Lién két tao thanh tir lién hgp maleimide dugc biét 14 c6 kha ning dao nguoc, do
d6 hoa hoc lién hop bromoaxetamit, ma tir d6 tao ra lién két on dinh hon, da dugc 4p dung
va thue hién thanh cong trén quy mo6 10 mg dua trén MSCB97 1a vét liéu ban dau.

Lién hop MSCB97 cua chét twong tu OXM la GCG Aib2, Glul6,24, Arg20,
Leu27, Lys30-e-(PEG12)-NHa (hop chit 2—& ddy “hop chét 2” va “lién hop 2” ¢4 thé
st dung thay thé cho nhau) (MSCB97 duogc tiép hop v6i H-Aib-
QGTFTSDYSKYLDERRARDFVEWLLNTK-
(COCH,CHa(OCH,CH,)1;NHCOCH,Br)-NH; (SO ID TRINH TU: 24) dé tao hop
chét 2 (Hinh 11; SO ID TRINH TU:27)) dugc tao théng qua héa hoc bromoaxetamit
dd dugc xét nghiém dé xdc dinh hiéu luc ciia GLP-1R va GCGR trong ong nghiém.
Hiéu luc lién quan dén céac peptit tham chiéu va cac lién hop peptit khong ciu truc
tham chiéu 12 hop 1y va tuong tu nhu hiéu lyc cta lién hop dugc tao ra vdi cung peptit
dbi v6i MSCB33 (IgG1). Didu nay cho thiy ring su khac biét duy nhat gitta MSCB97
(IgG4 PAA) va MSCB33 (IgG1), 1a 16p khang thé, khong téc dong dén higu luc cua

cac lién hop chira cung peptit. Ngoai ra, nhitng dit li¢u nay cho thdy cac hiéu luc trong
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0"ng nghiém mong mudn co6 thé duge gilr lai trong lién hop peptit-mAb, ma duoc tao
v6i hoa hoc bromoaxetamit dem lai lién két n dinh trong co thé song. Cac chét tuong
tu OXM khéc ciing duoc tiép hop véi MSCB97 va cac hiéu luc trong éng nghiém cia
cac lién hop nay da dugc xét nghiém. Céc lién hop nay c6 hi¢u lvc GLP-1R va GCGR
twong 'ty nhu hop chét 2, néu bat kha ning tiép hop nhiéu loai peptit véi MSCB97,
trong khi van gitt duogc hiéu lyc cua peptit.

Danh gia lién hop peptit-MSCB97 lién két v6i CCL2 nguoi

Mic du MSCB97 da dugc chon va dugce kién tao do khong c6 lién két khang
nguyén dac hiéu, nhung khang nguyén c6 kha nang cao nhit ma mAb nay sé lién két,
néu c6, 1a CCL2 ngudi dya trén ngudn gdc ctia CDR3 cua VH. Panh gia viéc MSCB97
¢6 cho thiy duoc bat ky lién két CCL2 ddc hiéu nao hay khong bang céach str dung hai
lién hop peptit-MSCB97, voi chét twong tu peptit OXM, (hop chét 2) hodc chét twong
tu peptit PYY, (hop chét 1- “hop chét 17 va “lién hop 17 c6 thé st dung thay thé cho
nhau trong tai liéu nay).

Lién két CCL2 tiém nang duoc do truc tiép bang cong hudng plasmon bé mit
(SPR) trong do céc lién hop duoc cb dinh bé mit bang phuwong phép bit khang thé khang
Fc. mAb chudt khang CCL2 ¢6 ban trén thi truong dugc dung lam dbi chimg duong va
hai khang thé khong ddc hiéu & nguoi, CNTO 9412 va HH3B33, déng vai tro ddi chimng
am. TAt ca cac dbi ching dugce ¢ dinh bé mat tuong tu nhu vay, va CCL2 nguoi tai td
hop duoc truyén dén céc lién hop va d6i chimg duge ¢d dinh & céc ndéng do 1én t6i
400 nM. Dua trén céc tiéu chi xét nghi€ém dugc thiét 1ap trude, quan sat théy viéc tich
tu CCL2 chi béo lién két khang nguyén dac hidu & d6i chiing duong chir khong phai véi
cac dbi chimg am ciing nhu véi lién hop peptit-MSCB97 (hop chét 1 hoic 2). Pidu nay
khing dinh ring MSCB97, & dang diéu tri phut hop ctia lién hop peptit-mAb, khong ¢
lién két v6i CCL2 ngudi.

Phuong phép lién két bing SPR: Do ludng lién két bang cach st dung cong
hudng plasmon bé mit (SPR) duoc thuc hién bang hé théng ProteOn XPR36 (BioRad).

B& mit bd cam bién sinh hoc dugc chuin bi bang cach ghép hdn hop Fe khang IgG
ngudi (Jackson cat#109-005-098) va Fc khang IgG chuét (Jackson cat#315-005-046)
v6i bé mit 16p polyme alginat duge diéu hoa ciia chip GLC (BioRad, Cat#176-5011)
theo huéng dan ciia nha san xuét vé& héa hoc ghép doi amin. Khoang 5700 RU (don vi

dap tng) khang thé don dong duoc ¢ dinh. Cac thi nghiém vé lién két duoc thuc hién
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& 25°C trong dung dich dém dang chay (DPBS; P20 0,01%; BSA 100 pg/ml). Dé thuc
hién thi nghiém dong hoc lién két, thu thap cdc mAu (hop chat 2, hop chét 1 va mAb
dbi chtirng duong va 4m) sau khi bom CCL2 nguoi tai td hop (Thermo, mi danh muc
RMCP120) ¢ 5 néng dd (trong dung dich pha loang tudn tu gip 4 1an). Pha két hop
duogc theo doi trong 3 phut voi lugng 50 pl/phut, sau d6 1a 5 phut chay dung dich dém
(pha phan ly). Bé mit chip dugc tai tao voi hai xung 18 gidy cia H;PO4 100 mM
(Sigma, Cat#7961) véi luong 100 pL/phut.

Dit liéu thu thap dugc xir Iy bing phin mém ProteOn Manager. Trudc tién, dit liéu
duoc chinh sira vé& nén bing céch sir dung céc lién diém. Sau do, thyc hién trir tham chiéu
kép dit liéu bang cach tiém dung dich dém dé tiém chét phan tich. Tiéu chi xét nghiém dugc
thiét 1ap trude dé xac dinh lién két dic hiéu c6 thé phat hién ctia hop chat 2, hop chat 1 va
d6i ching duong di véi CCL2 yéu ciu dap tmg ty 18 lidu véi tin hiéu > 10 RU & ndng do
cao nhét va tin hiéu déap img cua d6i chimg 4m <10 RU. Dya trén céc tiéu chi xét nghiém,
két qua cho timg mAu dugc bao cdo la C6 hoic Khong dbi voi lién két dap tmg - liéu véi
CCL2 nguoi.

Vi du 2: Biéu hién va tinh ché mAb

Khang thé don dong (mAb) nguoi hoan toan c6 thé dugc biéu hién tai to hop
trong vat chii biéu hién 1a dong vat ¢6 vi1 va dugc tinh ché tir 16p bé mit dung dich nudi
chy té bao bang cic phuong phép tiéu chuén dugc biét dén trong linh vuc. Vi dy, trinh
tu ADN bd sung mé hoa chudi nhe (LC) va chudi ning (HC) cua mAb, moi chudi bao
gdm mot peptit tin hiéu thich hop dé hoat hoa su tiét, c6 thé dugc tao dong thanh céc
vecto bidu hién riéng biét ciia dong vat c6 vii hodc thanh mét vecto biéu hién duy nhét
bang phwong phap sinh hoc phan ti tiéu chuén. Cac vecto biéu hién dugc sir dung c6
thé 1a vecto bat ky trong cac vecto c6 béan trén thi truong nhu pEE12.4, pcDNAT™3 1(+)
hodc pIRESpuro3 hodc vecto bidu hién tuy chinh bt ky c6 chic ning twong tu. Trong
céc vecto ndy, su phién ma timg chudi ning va nhe ciia mAb dugc diéu khién boi ving
khéi dong hiéu qua da biét bat ky nhu ving khéi dong hCMV-MIE. ADN plasmit cap
do chuyén nhiém duoc chuén bi cho céc cAu trac biéu hién LC va HC riéng biét hoic
mdt chu trac don biéu hién ca LC va HC bang cac phuong phép tiéu chuén nhu bd dung
cu QIAGEN Plasmid Midi Kit.

ADN plasmit tinh ché dugc chuén bj dé chuyén nhidm v6i thude thir chuyén nhiém
nén lipit nhu thude thir chuyén nhiém Freestyle™ Max, theo huéng dan ciia nha san xuét,
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va sau do dugc chuyén nhiém vao dong té bao chu biéu hién thudc dong vat ¢ v tiéu
chuén, nhu CHO-S hodc HEK 293-F. Néu LC va HC ciia mAb duge ma héa boi cac cau
triic bidu hién riéng bidt, thi hai ciu triic d6 dugc chuyén nhiém dong thoi. Trude va sau khi
chuyén nhiém, cac té bao dong vat cé vi duogc nudi céy dé duy tri hoac dé biéu hién mAb
theo phuong phép nuoi cy té bao tiéu chudn, theo d6 khoang mét do té bao dé duy tri, moi
truong nudi cdy dé st dung va cac diéu kién nuéi cy té bao khac duoc xéac dinh theo'dong
té bao chu dong vat ¢6 vii cu thé dugc str dung. Céc thong s6 nay thuong duoc nha cung
chp dong té bao ghi lai hodc trong c6 tai liéu khoa hoc. Vi du, céc & bao CHO-S dugc duy
tri trong moi truong CHO Freestyle™ ¢ trang thai huyén phu, lic & toc do 125 vong/phut
trong ta & dugc tao dm & 37°C va CO» 8%, va phan tach khi nong do t€ bao nam trong
khoang 1,5 dén 2,0 x 10° té bao/ml.

Vai ngay sau khi chuyén nhiém, thu hoach 16p bé mit dung dich nudi cdy té bao
tir cac té bao dong vat c6 vi dugc chuyén nhiém tam thoi biéu hién mAb. Lép nay duoc
lam sach bang cach ly tAm va loc. Thoi gian biéu hién cho cac té bao CHO-S thuong la
b6n ngay nhung c6 thé dugc didu chinh va c6 thé khac nhau déi véi cac dong té bao chu
dong vat c6 va khac nhau. Cac luong chuyén nhiém quy md 16n (>10 lit) dugc cd dic
gAp 10 14n bing céch sit dung thiét bi ¢ quay nhu Centramate. mAb dugc tinh ché tir
16p bé mat duge 1am sach bang cach str dung cot 4i luc protein A nhu HiTrap MabSelect
Sure trong cac phuong phap tiéu chuén dé lién két mAb v6i nhua protein A, rira nhya
va rira giai protein bang cach st dung dung dich dém c6 d6 pH thap. Céc phan cét protein
duoc trung hoa ngay 1ap tirc bang cach rira giai vao céc éng chira dung dich dém c6 d
pH bang 7 va céc phén cit dinh duoc tap hop, loc va thim tach trong dung dich mubi
dém phosphat (PBS), pH 7,2 qua dém & 4°C. Sau khi thdm tach, mAb duogc loc lai (bd
loc 0,2 p) va néng do protein dugc xac dinh theo do hép thu & 280 nm. Chét lugng cua
protein mAb tinh ché duoc danh gia bang SDS-PAGE (dién di trén gel polyacrylamit)
va HPLC loai kich ¢& phan tich va néng dd nodi doc td duge do béng xét nghiém dung
dich thity phan t& bao amip ctia loai sam My (LAL, limulus amebocyte lysate). mAb
tinh ché duoc bao quan & 4°C.

Biéu hién va tinh ché MSCB97 tir céc té bao CHO dugc chuyén nhiém tam thoi

MSCB97 duoc biéu hién trong té bao ExpiCHO-S™ (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA; Cat # A29127) bang cach chuyén nhiém tam thoi cac té bao v6i ADN

plasmit tinh ché ctia cAu tric biéu hién MSCB97 theo huéng dan ctia nha sén xuét. Tom lai,

| i |



45741 58/111

c4c té bao ExpiCHO-S™ dugc duy tri ¢ trang thai huyén phii trong moi trudng biéu hién
ExpiCHO™ (ThermoFisher Scientific, Cat # A29100) trong tu lic & 37°C, CO» 8% va
125 vong/phut. Cac té bao dugc tach chuyén sao cho vao ngay chuyén nhiém, c6 thé dat
dugc do pha lodng xudng mirc 6,0 x 10° té bao/ml, duy tri kha ning tdn tai cta té bao ¢ muc
98% hodc cao hon. Viéc chuyén nhiém tam thoi da duge thuc hién bang cach str dung kit
chuyén nhiém ExpiFectamine™ CHO (ThermoFisher Scientific Cat # A29131). Déi voi
mdi ml té bao pha loang dugc chuyén nhiém, s& sir dung va pha loang mdt microgam ADN
plasmit vao méi trudng tao phirc OptiPRO™ SFM. Thube thir ExpiFectamine™ CHO
dugc st dung theo ty 1€ 1: 3 (thé tich/thé tich, ADN:thudc thir) va ciing dugc pha loang
trong OptiPRO™. ADN pha loang va thude thir chuyén nhiém dugc két hop trong mot
phut, cho phép hinh thanh phtrc hgp ADN/lipit va sau d6 duoc thém vao cac té bao. Sau khi
U qua dém, vat li¢u ExpiCHO™ va chét ting cuong ExpiFectamine™ CHO da duoc thém
vao cac té bao. Céc té bao duoc nudi ciy trong tinh trang lic & 32°C trong nim ngay trude
khi thu hoach 16p b& mit dung dich nuéi cdy.

L6p bé mit dung dich nudi cdy tir cac té bao ExpiCHO-S™ dugc chuyén nhiém
tam thoi da duge thu hoach bang cach 1am sach thong qua qua trinh ly tim (30 phut,
6000 vong/phiit) sau d6 1a loc (mang PES 0,2 p, Corning). Céac lugng chuyén nhiém quy
md 16n (5 dén 20 lit) trude hét dugce ¢ ddc 10 14n bang hé thong Loc dong tiép tuyén Pall
Centramate. 10x dung dich mudi dém phosphat Dulbecco (DPBS), pH 7,2 dugc bd sung
vao 16p bé mit dén khi dat ndng d6 cubi x1 trudc khi nap vao cdt protein A HiTrap
MabSelect Sure (DPBS, pH 7,2) cén bang (GECare; Little Chalfont, Vuwong qudc Anh)
v6i ndng d6 tuong d6i ~ 20 mg protein trén mdi ml nhya, st dung hé théng sic ky AKTA
FPLC. Sau khi tai, cdt dugc rira véi thé tich 10 cot DPBS, pH 7,2. Protein dugc rira giai
v&i thé tich 10 cot Na-axetat 0,1 M, pH 3,5. Céc phén cét protein dugc trung hoa ngay 1ap
tirc bang cach rira giai vao cac 6ng chira tris (hydroxymetyl) aminometan (Tris) 2,0 M,
pH 7 & mitc 20% thé tich phan cAt rira giai. Phan cét dinh duoc tap hop va do pH duge
didu chinh thanh ~ 5,5 v6i Tris bd sung, néu can. Protein tinh ché dugc loc (0,2 p) va ndng
6 duge xac dinh theo @ hip thu ¢ 280 nm trén quang phd ké BioTek SynergyHT™. Chét
lugng cua protein tinh ché dugc danh gia béi SDS-PAGE va HPLC loai kich ¢& phan tich
(hé thdng HPLC Dionex). Nong d6 noi doc t6 dugc do bang xét nghiém LAL do d6 duc
(Pyrotell®-T, Associates of Cape Cod).

Vi du 3: Lién hop gitta mAb va peptit PYY vong
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Phuong phap A: Khir mot phan mAb bang TCEP

Dung dich mAb 10 mg/mL trong dung dich dém tris-axetat (20 mL, 1 mM trong
EDTA) duoc xi Iy bing 3 duong lugng TCEP. Dung dich dugc diéu chinh dén khi dat
d6 pH 6 va sau 1 gié & nhiét do phong (1t), sic ky chét long cao ap véi khdi quang phd ké
(LCMS) cho thdy ring céc phuc disulfua ¢ vi tri C102 da dugc khir hoan toan. mAb khit
duoc tinh ché bang hap phu va rira gii protein A (4 CV axit axetic 100 mM) dé cung cip
180 mg mAD khtr.

Lién hop gitra mAb khir va peptit PY'Y vong

Peptit dong kho (5 duong lugng so véi mAb) da dugce thém vao mAb khir duge
mé ta & trén. EDTA duoc thém vao ndng d6 cubi 1a 1 mM va do pH duoc didu chinh
thanh 7. Néng d6 dugc diu chinh thanh 8 mg/mL va phan tmg dugc tién hanh véi viée
khudy trén nhe trong 16 gio ¢ nhiét do phong. TCEP (0,5 duong lugng so véi mAb)
da duoc thém vao va phan tmg duoc tiép tuc trong 4 gi & nhiét do phong, khudy tron
nhe, sau thoi gian d6, céc thanh phan ¢6 khdi lugng phan tir cao (MW) dé gidm xuébng
duéi 3%.

Hén hop phan tng duoc diéu chinh dén khi dat pH 5,5 va dugc tinh ché bang
phép siic ky trao ddi ion trén nhya CaptoSP bang cach sir dung gradien 100% A (TRIS-
axetat 100 mM, pH 5,5) dén 100% B (TRIS-axetat 100 mM, pH 5,5; NaCl 0,5 M) trén
20 CV. Cac ph?m cét ¢6 chira lién hop mong mubn duogc tap hop lai va 140 mg lién
hop da dugc thu théap, ddng rira giai v6i mot lugng nho peptit khong phan tng. Tinh
ché cudi cung 12 bang cach hip phu va rira giai protein A (4 CV axit axetic 100 mM).
Do pH ctia san phim dugc didu chinh dén khi bang 6 dé cung cip 120 mg lién hop
(ning sut 60%) véi do tinh khiét > 90% véi cac thanh phan MW cao <3%.

Phuong phép B

Tinh ché mAb bang séic ky twong tac ky nude (HIC)

Dung dich mAb 20 mg/mL trong dung dich dém tris-axetat dugc nap vao cot
tuong tac ky nuéc (TOSOH TSKgel phenyl 7,5x21 cm) va rira gidi v6i gradien tuyén
tinh (0-70% B/A, dung moi A: iPrOH 5%, (NH4)2SO4 1M, dung dich dém phosphat
100 mM, pH 6,0; dung mdi B: iPrOH 20%, dung dich dém phosphate 100 mM). Céc
dinh monome mAb duoc tap hop, c¢d dac (5-10 mg/mL) va dugc thim tach trong dung
dich dém axit 3-(N-morpholino) propansulfonic (MOPS) (100 mM, pH 5.5).

Khir mdt phan bang TCEP va lién hop gitta mAb khir va chét twong tur peptit
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mAb tinh ché (27 mL, 9,28 mg/mL) duoc thém 4 duong lwong TCEP, sau do la
EDTA (1 mM). Sau 2 gi¢ 6 nhiét @ phong, LCMS cho thiy céc phirc disulfua & vi trf C102
da duogc khir hoan toan. mAb khir duge xut Iy bang cot quay khir mudi Zebra (7x10 mL, 7K
MWCO, can bang trudc véi MOPS 100 mM pH 5,5) dé loai bo cac xystein/GSH dugc giai
phéng. Hon hop phin cit ciia mAb bi khir (28 mL) dugc thém vao dung dich peptit PYY
vong trong nude loai Milli Q (6,5 duong lugng so véi mAb, 15-20 mg/mL), theo sau la
EDTA (1 mM). Do pH cita phan tmg dugc diéu chinh dén khi dat 7,2 dén 7.4 bang cach
thém ting giot NaOH 1N. Phéan tmg dugc tién hanh trong 18 git & nhiét dd phong va dugc
khudy tron nhe nhang. Phan (mg dugc tiép tuc trong 12 gid nita sau khi thém 0,5 duong
luong TCEP dé khir dime mAb-mAb duoc hinh thanh trong qué trinh phan tng va dé
chuyén doi sang ddng dime mAb mong mubn. D6 pH ctia phan tmg dugc ha xubng bing
pH 5,5 bang cach thém axit axetic 2 M va lién hop tho nay dugc tinh ché bang phép sic ky
twong tac ky nude va rira giai bang gradien tuyén tinh (0-100% B/A, dung méi A: iPrOH
5%, (NH4)2S04 1M, dung dich dém phosphat 100 mM, pH 6,0; dung m6i B: iPrOH 20%,
dung dich dém phosphate 100 mM). Tinh ché cubi cung 1a bang cach hép phu protein A
(PBS) va rira giai (NaOAc, pH 3,5). Do pH ciia san phdm duge diéu chinh dén khi bang 6
va duoc thdm tach trong PBS dé cho ra mau cudi (56%).

Hodc, mAb dugc khir béng GSH va/hoac Cys. Sau khi loai bod chét khir béng
Loc dong tiép tuyén (TFF), mot lugng du peptit dugc thém vao mAb duge khur tiry chon
v6i su ¢6 mit cda 0,2-0,5 duong luong TCEP.
Vi du 4: Nghién citu trong ong nghiém

Hop chét 1 (SO ID TRINH TU" 2), 1a khéng thé don dong ghép véi peptit PYY
vong (Hinh 3), duoc dénh gia v& kha ning hoat hoa thu thé NPY trong ong nghiém
trong té bio tao dong (HEK hodc CHO) biéu hién thu thé Y2 ngudi, chudt, chudt nhit,
khi vang, va thu thé Y1, Y4 va Y5 nguoi. PYY3.36, NPY va PP dugc dua vao céac xét
nghiém nay dudi dang d6i chirng nghién curu.

Dong té bao

Céc dong té bao tao dong 6n dinh biéu hién thu thé NPY dugc phat trién dé sir dung
trong xét nghiém cAMP. Tém lai, cac dong té bao HEK293 da dugc chuyén nhiém bang
kit Lipofectamine 2000 (Invitrogen) theo quy trinh ctia nd véi cac plasmit biéu hién mang
trinh tur ma hoa cho thu thé Y2 ngudi (Ma truy cap: NM_000910.2), thu thé Y5 ngudi (Ma
truy cap: NM_006174.2), thy thé Y2 chudt (Ma truy cap: NM_008731) va thu thé Y2 khi
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vang (Ma truy cap: NM_001032832). Bén muoi tim gid sau khi chuyén nhiém, cac té bao
dugc cho lai vao dia véi moi truong chon loc (glucoza cao DMEM véi huyét thanh thai bo
(FBS) 10%, 50 L.U. penixilin, streptomyxin 50 pg/ml, L-glutamin 2 mM, natri pyruvat
1 mM va G418 600 pg/ml). Cac té bao dugc giit trong mdi trudng chon loc trong 2 tuan
trude khi cac dong don duge chon bang phuong phép pha lodng gioi han. Céac tébao duoc
chuyén nhiém sau d6 dugc duy tri bang cach nudi ciy trong mdi truong glucoza cao-
DMEM (Cellgro) dugc bo sung huyét thanh thai bo 10%, L-glutamin 1%, natri pyruvat 1%,
penixilin/streptomyxin 1% va G418 600 ug/ml.

Ngoai ra, cac dong té bao CHO-K 1 dugc 14y tir DiscoverX Corporation, biéu hién
thu thé Y1 ngudi (Ma danh muc: 93-0397C2), thu thé Y4 nguoi (Ma danh muc: 95-
0087C2). Cac té bao DiscoverX dugc nudi ciy trong moi truong F12 (Gibeo) duoc bd
sung FBS 10% va theo lua chon G418 (800 pg/mL). Thy thé Y2 chudt duoc biéu hién
trong dong CHO-K1 Glo-Sensor liy tir Promega Corporation. Céc té bao nay dugc
chuyén nhiém bang plasmit cAMP pGloSensor ™ -23F cho xét nghiém cAMP dua trén
phét quang nhung da dugc thir nghiém va xac nhén dé st dung véi xét nghiém cAMP
Perkin-Elmer LANCE. Céc t& bao Y2 chudt dugc nudi cdy trong moi truong F12 (Gibco)
duoc b sung FBS 10% va G418 800 pg/ml.

Tét ca cac dong té bao dugc dé trong lo (4 X 10° t€ bao/lo) va dugc bao quan
trong nito 1dng cho dén khi stir dung. Mot ngay trude khi thir nghiém, céc lo dugc ra
dong va thém vao 15 ml mdi truong thich hgp. Cac té bao dugc ly tim & 450 x g trong
5 phut, cac 16p bé mit dugc hut ra va cac té bao duoc tai huyén phu trong mdi trudng
khong c6 G418 voi mat do 0,2 x 10° t& bao/ml. Cac té bao duge phén tan (25 pl/giéng)
vao céc dia 384 giéng mau tring dwoc phi collagen Biocoat dén khi dat mat do cudi 1a
5000 té bao/giéng. Céac dia té bao dugc G qua dém trong ti G nuodi cdy md 4m ¢ 37°C
trong moi trueong khi quyén 5% C02/90% Ox.

Quy trinh thi nghiém

Xét nghiém cAMP tuong tu nhu cac xét nghiém thy thé khac. Kit LANCE cAMP
(Perkin Elmer Corporation; Waltham, MA) da dugc st dung trong tht ca cac thi nghiém dé
dinh lwong ndng d6 cAMP ndi bao. Vao ngay xét nghiém, moi truong té bao duoc lang gan
tir cac té bao va 6 pl peptit (ndng do 2X) dugc thém vao giéng. Céc peptit dugc tao thanh
dudi dang dap tmg lidu 11 diém (bt dau tir ndng do 100 nM hodc 10 uM v6i ty 1€ pha loang
1: 3 tuan ty) trong dung dich dém kich thich. Dung dich d¢m kich thich bao g6m HEPES
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(axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonic) 5 mM, IBMX 500 uM va albumin huyét
thanh bd (BSA) 0,1% trong HBSS (dung dich mudi can bang Hank). 6 pl dung dich dém
kich thich tiép theo chira forskolin (2X, ndng do cudi 5 pM) va khéng thé LANCE cAMP
(1: 100) dugc thém vao cac t€ bao. Sau khi 1 25 phit & nhiét do phong, 12 ul hdn hop phat
hién cia xét nghiém da dugc thém vao timg giéng. Hon hop phat hién dugc diéu ché bang
cach pha loang biotin-cAMP (1: 750) va Europium-W8044 (1: 2250) trong dung dich dém
phat hién dugc cung cép véi kit LANCE cAMP. Dia dugc u trong 2 gio ¢ nhi€t do phong
va sau d6 duoc doc dudi dang xét nghiém TR-FRET trén thiét bi doc dia Envision (kich
thich 320 nm, phat xa 615 nm va 665 nm). Huynh quang kénh 1 (don vi huynh quang tuong
d6i & 615 nm) va huynh quang kénh 2 (don vi huynh quang trong déi & 665 nm) cing véi
ty 1€ cia ching dugc xut dudi dang tap tin Excel.

Phan tich dit lidu

Dit liéu tir thiét bi doc dia Envision dugc thé hién duéi dang don vi huynh quang
twong dbi (RFU) duoc tinh bang (615 nm/665 nm) x 10.000. Tét ca mau dugc do theo bd
ba. Dit liéu duoc phan tich bing phin mém phan tich dit lidu tai chd Crucible do Eudean
Shaw thiét ké. Nong d6 cAMP chua x4c dinh trong mdi 15 dwge ndi suy tir mau tham chiéu
vé ndng dd cAMP di xé4c dinh dugc bao gbm trong mdi dia. Thu dugc cac thong sd nhu
ECso, Log(ECs0), HillSlope (nH), cao nhét va thip nhit bang cach 1ap biéu db gid tri ndng
do cAMP so v6i ndng do hop chét log, dwgc khép bang mé hinh 4-P, st dung phwong phap
binh phuong tdi thiéu trong s phi tuyén tinh trong moi truong R (N gudn mé
http://cran.us.r-project.org/). Phuong phap nay dugc thuc hién boi phong Théng ké & Tinh
toan phi l1am sang, Janssen R&D.

Bang 1: Dit liéu trong ong nghiém

Hiéu luc thé dong dang ngudi (ECso nM) Hiéu Iuc trong c4c thanh phan (ECso nM)

Hop chat hY2 hY1 hY4 hYs5 Y2 chudt nhit | Y2 chudt Y2 khi vang
Hop chét 1 0,006 >2910 >2910 345,7 0,004 0,04 0,004
PYY3-36 0,08 66,4 136,7 12,3 0,03 0,50 0,06

Vi du 5: Dugc dong hoc (PK)

PK chudt DIO

Chudt DIO C57BL/6N duc (20 tudn tudi, dugc cho an ché dd an c6 lugng chét
béo cao trong 14 tudn) duge Taconic Laboratory cung c4p. Chudt duoc nhét mot con

mot chudng trén 16p 16t AlphaDri trong phong duge diéu khién nhiét d6 voi chu ky 12
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gio sang/tdi. Chudt dugc cho tiép xic véi nude tuy thich va duge duy tri ché d6 an ¢
ham luong chit béo cao (D12492, Research Diet).

Chudt duoc cho lidu dudi da (s.c.) voi 1 mg/kg hop chét 1, 3 con dugce cho tir
vong tai mdi thoi diém va mau duoc thu thap tai t = 4, 8, 24, 48, 72, 120 va 168 gio.
| Mau tir 3 con chua dugc diéu tri cling dugc thu thap. Khoang 300 uL méu cia mdi dong
' vat duoc thu thip qua tinh mach cb sau khi cit ddu trong khi gy mé bang khi duoc cam
ting v6i hdn hop 70% CO; va 30% O2. Cdc mau mau (khoang 300 L) da duge thu thap
trong cac 6ng Sarstedt Microvette® dugc phit K3E (EDTA) chira 12 pL (ty 1€ 4%) dung
dich e ché proteaza hoan chinh va 3 pL (ty 16 1%) chét trc ché DPP-IV. Cac miu médu
duoc dat trén nude da uét trude khi duge ly tAm ¢ 10.000 vong/phut trong ~ 4 phit trong
didu kién lanh (~ 5°C) d& loai bo té bao trong vong 30 phit sau khi thu thap tai mdi thoi
diém va tit ca huyét tuong dugc chuyén dén dia 96 giéng. Dia chira giéng duoc bao
quan trén da kho cho dén khi duoc dit trong ti dong -80°C. Dit liéu dugc trinh bay trong
Bang 2 va Hinh 4.

PK & chuot

Hop chit 1 dugc cho st dung duéi da va tinh mach cho chudt duc Sprague-
Dawley (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) véi ndng do lidu 1,0 mg/kg
trong PBS, (pH 7,0-7,6). Khoang 500 pL méau dugc thu thap tir ba con tai mdi thoi diém
thong qua tinh mach hién (t= 1, 4, 24, 48, 72, 96, 168 va 240 gi® sau khi cho liéu). Mau
mau sau khi cho liéu 336 gid duoc thu thip qua tinh mach c¢b sau khi cit dau trong khi
gdy mé bang khi dugc cam ung v6i hdn hop 70% CO; va 30% O». Céc mau méu da
duoc thu thap trong cac éng Sarstedt Microvette® duoc phit K3E (EDTA) chira 20 pL
(ty 1€ 4%) dung dich uc ché proteaza hoan chinh va 5 pL (ty 1& 1%) chét e ché DPPIV.
Céac mau mau duoc dit trén nude da ust trude khi duge ly tdm ¢ 10.000 vong/phut trong
~ 4 phit trong diéu kién lanh (~ 5°C) dé loai bo té bao trong vong 60 phut sau khi thu
thap tai mdi thoi diém va tit ca huyét twong duge chuyén dén dia 96 giéng. Nong do
Hop chét 1 dugc do bang phuong phap LCMS duoc mo ta dudi day. Dit liéu duge trinh
bay trong Bang 3.

PK khi duoi dai (khi)

T4t c4 cac con khi dwoc cho nhin 4n it nhat tim gio truée khi cho liéu va thu thap
mAu mau qua bén gio d4u tién. Ba con dugc nhan lidu don IV 1 mg/kg Hop chit 1 va ba

con khac duoc nhén liéu don SC 1a 1 mg/kg Hop chét 1. Mau dugc thu thap trude khi cho
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liduva & 1, 6, 10, 24, 36, 48, 72, 120, 168, 240, 336, 432, va 504 gioy sau khi cho lidu. Mau
bd sung dugc thu thap & 0,5 gid sau khi cho lidu cho nhém IV. Khoang 1 ml méau tir mdi
con duoc thu thap trong cc éng Sarstedt Microvette® dugc pht K3E (EDTA) chia ty 1&
4% dung dich tic ché proteaza hoan chinh va ty 18 1% chét trc ché DPPIV. C4c mau mau
duoc dit trén nude da uét trude khi duge ly tAm trong 30 phit sau khi thu thép tai mdi thoi|
diém va tt ca huyét tuong tao thanh dugc chia lam ba phan va dugc chuyén dén dia 96
giéng bd ba. Dia chira giéng dugc bao quan trén da kho cho dén khi duoc dat trong ti dong
-80°C. Dix liéu duoc trinh bay trong Bang 4 va Hinh 5.

Xét nghiém khéi phd nguyén ven dé xé4c dinh ndéng do trong huyét twong

Céc mAu huyét twong duoc xi 1y bang k§ thudt bt gitt 4i lyc mién dich bang
khang thé khang Fc ngudi, sau d6 12 phan tich MS quét toan bo do phén gidi cao LC pha
dao trén khéi quang phéd k& ba TOF (time-of-flight, thoi gian bay). Pho MS tho duge
giai chap dé giai thich khéi luong phan tir clia cac thanh phén trong cdc mau dugc tiém.
Dinh cua ion phan t cia lién hop nguyén ven dugc sir dung dé dinh luong. Puong cong
tiéu chuén va cac mau kiém soat chit luong da dugc chuén bi bang cach thém ndng do
mAu chuén trong huyét tuong va duge xir ly bang cach st dung cing mdt quy trinh cing
lac v6i cac mau phét sinh. Dit liéu PK cia chudt DIO, chudt va khi 1an luot dugce trinh
bay trong Bang 2-4. Dt liéu PK cta chudt DIO va khi cling l4n lugt dugce trinh bay trong
Hinh 4 va 4.
Bang 2: PK ¢ chudt DIO

Thi nghiém | Liéu lugng (mg/kg) | Tie gid Tmax 210 Crmax ng/mL AUChas gio*ng/mL
Nguyén ven | 1,0 81,05 48 8750 995460

Bang 3: PK & chudt
Puong ding | Liéu lugng (mg/kg) | Tie giov Tmax gi0 Cmax ng/mL AUC),s gi0*ng/mL
v 1,0 93,0 1 19,5 809,2
SC 1,0 88,7 48 4,2 602,0

Bang 4: PK & khi
Puong ding | Liéu lugng (mg/kg) | Ti. gid Tmax 10 Crmax ng/mL AUCs gi0*ng/mL
v 1,0 178,39 0,67 30290 1207,39
SC 1,0 104,32 10 5590 712,19

Vi du 6: Céc nghién ciru vé tinh hiéu luc trong co thé song

|
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Giam cAn & chudt béo phi do ché do in (DIO): Cho liéu cap tinh

Hop chét 1 duge dénh gid vé kha nang giam luong thu nap thirc n va cén ning
co thé & chudt DIO C57B1/6 duc sau khi st dung don lidu. Chudt DIO C57BL/6N duc
(20 tudn tudi, dugc cho an ché dd an c6 luong chét béo cao trong 14 tué“ln) duogc Taconic
Laboratory cung cdp. Chudt dugc nhét mot con mot chudng trén 16p 16t AlphaDri trong
phong duge didu khién nhiét do véi chu ky 12 gior sang/tdi. Chudt duge cho tiép xic véi
nuée tiy thich va duoc duy tri ché dd an c6 ham lugng cht béo cao (D12492, Research
Diet). Céc con vét dugc cho thich nghi véi co s& trong it nhét mot tuan trude khi bat dau
thi nghiém.

Mot ngay trudce khi cho lidu, chudt duoc 14p nhom thanh cac doan hé gém 8 con
dua trén cin ning co thé clia timg con. Vao luc 3 gio-4 gio chiéu ngay hom sau, cac con
chudt duoc can va duge didu tri bing chit mang (dPBS, pH 7,2), Hop chat 1 vdi liéu 0,1,
0,3, 1,0, 3,0 hodc 7,5 nmol/kg hodc Dulaglutide lidu 0,3 nmol/kg dudi da (sc). Trong
lugng co thé va luong thu nap thirc dn duge do luc 24 gio, 48 gio va 72 gid sau khi cho
lidu va ty 18 phan trdm giam can va gidm lugng thu nap thirc dn duge tinh toan. Cac phan
tich théng ké dugc thuc hién bing cach sir dung k§ thuat ANOVA 13p lai hai yéu t6 cing
hau kiém dinh Tukey trén Prism. Tét ca dir liéu dugc trinh bay dudi dang gia tri trung
binh + SEM (Hinh 6 va Hinh 7).

Giam can & chudt béo phi do ché do an (DIO): Cho liéu man tinh

Hop chét 1 duge danh gia vé kha nang 1am giam lugng thu nap thirc an va can
nang va cdi thién can béng ndi méi glucoza khi cho liéu lap lai & chudt DIO C57B1/6
duc trong khoang thoi gian 8 ngay. Chudt DIO C57BL/6N duc (20 tuan tudi, dugc cho
an ché do an c6 luong chit béo cao trong 14 tudn) duoc Taconic Laboratory cung cp.
Chudt duoc nhdt mot con mot chudng trén 16p 16t AlphaDri trong phong duoc diéu
khién nhiét d6 v6i chu ky 12 gid sang/téi. Chuot dugc cho tiép xtic v6i nude tuy thich
va dugc duy tri ché dd an c6 ham luong chét béo cao (D12492, Research Diet). Cac
con vat duoc cho thich nghi v6i co s trong it nhat mot tudn trude khi bt dau thi
nghiém.

Mot ngay trqc’rc khi cho liéu, chudt dugc 14p nhém dya trén cin ning co thé cua
timg con. Vao lac 3 gio-4 gio chiéu mdi ngay trong 8 ngay tiép theo, cac con chudt va lugng
thu nap thtrc &n duge can. Céc con chudt dugc diéu tri béng chét mang (dPBS, pH 7,2) hoac

dulaglutide lidu 0,3 nmol/kg dudi da mdi ngay, hogc Hop chét 1 véi lieu 0,1, 0,3, 1,0,
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3,0 nmol/kg dudi da ba ngay mot lan. Sau 8 ngay, chudt duge cho nhin doi trong 5 gio va

sau d6 duoc bom nhanh bang duong miéng 2 g/kg glucoza tai t=0. Vao thoi diém t=0, 30,

60, 90, va 120 phit sau thir nghiém glucoza, glucoza trong méu dugc do va vao thoi diém

=0, 30, va 90 phit, mau duoc rat ra @ do insulin trong huyét thanh. Céc phan tich théng

ké duoc thuc hién bé’mg cach str dung ANOVA mot yéu t6 hodc hai yéu t6 1ap lai cung v6i

hau kiém dinh Tukey trén Prism. T4t ca dir liéu duoc trinh bay dudi dang gia tri trung binh
+ SEM (Hinh 8 va 9 va Bang 5-8).

Bang 5: Tac dung cua hop chit 1 dbi v6i can ning co thé (g) trong 8 ngay diéu tri

Didu tri Chit mang Hop chét 1 (nmol/kg) Dulaglutide
(nmol/kg)
Ngay n/a 0,1 0,3 1,0 3,0 0,3
-1 46,3+ 0,6 46,3+ 0,6 46,7+0,8 46,3+0,6 | 463=0,6 46,3 +0,6
0 46,1+ 0,7 46,0 £ 0,6 468+0,7 |463+0,6 |463+0,6 45,9+ 0,6
1 45,8+ 0,7 45,0+ 0,6 452 +0,7 43,9+ 0,5 43,9+ 0,6 44,1 +£0,6
2 452+0,7 43,9+0,6 43,6+0,7 | 42,4+0,7% | 41,8+0,7% | 42,2+ 0,6*
3 45,1+0,7 439+0,6 428+0,6 |41,0+£0,6% |40,1+0,6% | 40,6+0,6*
4 447 +0,7 43,4+0,6 42,0+ 0,6 39,9+ 0,6% | 38,5+0,6* | 39,3+0,6*
5 44,5+ 0,7 43,0+0,6 41,5+0,5% | 39,1+0,6* | 36,8+0,7% | 38,1+0,7*
6 44,5+ 0,7 43,1+£0,6 41,4+0,5% | 38,6+0,6% |355+0,8% |37,1+£08*
7 443 +0,7 43,1+0,7 41,3+0,5% | 38,2+0,6% | 34,8+0,9% | 36,4+ 1,0*
8 452+0,6 46,3+0,7 41,9+0,5*% | 38,8+ 0,6 34,7+ 1,0% | 36,5+ 1,1*

Céc gia tri thé hién gi4 tri trung binh =SEM cho dif liéu tir 8 con vét theo thoi gian cho mdi nhém

*p<0,05, so véi chat mang; phan tich ANOVA RM hai yéu t6, kiém dinh so sanh nhiéu cip Tukey

Bang 6: Tac dung cuia hop chét 1 dbi voi cac ndng do glucoza trong mau (mg/dL) trong

qué trinh OGTT sau 8 ngay diéu tri

Thoi gian sau thir nghiém glucoza (pht)

Pidutri  |Lidu luong|0 30 60 90 120 Téng AUC|Delta AUC

(nmol/kg) (mg/dL/120 phit) |(mg/dL/120 phut)
Chit mang [NA 14846  |227+15 (272412 |206£9 209+13 26492+ 1232 8702+ 1082
Hop chét 1 |0,1 1514 |21349 249+10 |186+11 19415 |24598+849 6433+677

0,3 137+6 19111  [208+10% |146+8* |160+8* [20786+728" 4379+364"

1,0 1175 146£9%  [203+10* [135+8* |136+5* |18285+769" 4319+522"

3,0 73+£11°  |120+5%  |149+10" |93+9° 101+£9* {13703+ 913" 5004+585
Dulaglutide |0,3 76+9" 151£14° |174=£17" |104+10% |119+9% |15758+ 1054° 6668+ 1846

Céc gia tri thé hién gié tri trung binh +SEM cho dit liéu tir 8 con vat theo thoi gian cho mdi nhém

*p<0,05, so v6i chét mang; phan tich ANOVA RM hai yéu t, kiém dinh so sanh nhidu cap Tukey cho céc gié tri
glucoza; phén tich ANOVA mot yéu t6, kiém dinh so sanh nhiéu cip Tukey cho AUC
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Bang 7: Tac dung cua hop chét 1 di vé6i cac ndng dd insulin (ng/dL) trong qua trinh OGTT

sau 8 ngay diéu tri

Thoi gian sau thir nghiém glucoza (pht)

Piéu tri Liéu luong | 0 30 90 Téng AUC

(nmol/kg) (mg/dL/120 phut)
Chét mang | NA 56+1,4 11,3430 4,0+0,6 711,4+164,1
Hop chat1 | 0,1 3,0+0,4 6,6=0,8% | 2,4+0,2 415,6 +44.2

0,3 2,3+0,2 4,0+0,6* 1,7+0,2 264,3+33,0%

1,0 1,3+0,2% 2,240,1* 1,1+0,2 151,6+12,5%

3,0 0,4+0,1* 1,2+0,1% 0,44+0,1* 73,949,0%
Dulaglutide | 0,3 0,6+0,1* 1,7+0,2* 0,7+0,2 108,8+12,3*

Céc gi4 tri thé hién gia tri trung binh +SEM cho dit liu tir 8 con vét theo thoi gian cho mdi nhém

*p<0,05, so véi chét mang; phan tich ANOVA RM hai yéu td, kiém dinh so sanh nhiéu cip Tukey cho céc gié tri
glucoza; phén tich ANOVA mét yéu td, kiém dinh so sénh nhiéu cip Tukey cho AUC

Bang 8: Tac dung cta hop chét 1 dbi vé6i cac ndng do glucoza trong mau (mg/dL) sau

an sau 8 ngay diéu tri

Piéu tri Liéu luong (nmol/kg) Glucoza trong méau (mg/dL)
Chét mang NA 180 +5
Hop chit 1 0,1 164 +6
0,3 160 £5
1,0 149 +6
3,0 105+12*
Dulaglutide 0,3 114£13*

Céc gi4 tri thé hién gi4 tri trung binh =SEM cho dif liéu tir 8 con vét theo thdi gian cho m&i nhom
*p<0,05, so v6i chat mang; phan tich ANOVA mét yéu té, kiém dinh so sénh nhiéu cip Tukey
Vi du 7: Phuong phép tdng hop @& diéu ché hop chdt mAb-oxyntomodulin (mAb-OXM)
Oxyntomodulin (OXM) nguai 1a peptit ndi tiét rudt chtra 37 axit amin (SO ID
TRINH TU" 23) dd duoc chitng minh 12 ¢6 tinh chat duoc 1y ¢6 lgi cho bénh nhén dai
théo dudng typ 2. Duge Iy hoc 1a két qua ciia co ché dong van & ca GLPIR va GCGR.
Céc nghién clu vé chat tuong tw OXM cho thay bién thé peptit da kiém soat duogc
glucoza va gidm cén tdt & mau dong vat gim nhdm. Thoi gian ban thai cia OXM trong
co thé song 1a khoang vai phat 6 ngudi. Do do, thiét ké bd sung cho OXM da dugc
thuc hién dé tao thoi gian ban thai twong xting véi lidu dung mdi tudn mot lan. Tang
thoi gian ban thai bing cach ting tinh bén cua peptit OXM ddi v6i sy phan giai protein
va bang cach ting thoi gian ban thai luu hanh cua peptit qua viéc gén két cong hoéa tri
v6i khang thé don dong (mAb). Giam thiéu sw phan giai protein bang DPP4 dbi v6i
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tai lugng peptit bang cach thay thé serin & vi tri 2 bang axit aminoisobutyric (Aib). On
dinh cAu truc lién két xodn ¢ cua peptit bang cach dua vao cdu muébi ré 1am hai nhanh
tir Q20R thanh S16E va Q24E, va giam thiéu nguy co oxy hoéa bang bién doi M27L.
mAb me, MSCB97 (dugc md ta & trén), dugc chon dé c6 lién két khang nguyén noi
sinh thap va dot bién diém isoleuxin thanh xystein trong ving HCDR3 (SO ID TRINH
TU: 18) ciia chudi ning (1102C) c6 vai trd 1am diém gan két cho tai lugng peptit tong
hop. Chirc nang thuc thi bi bat hoat bing cach sir dung 16p khang thé IgG4 PAA. Phin
dém oligoetylen glycol ngén dugc hop nhét gitra mAb va peptit dé dam bao peptit tiép
can dén GLP1R va GCGR ma khong bi can trs. Cac phan dém cling tao ra kha ning
hoa tan trong nuéc duge ua thich thuén lgi cho hoéa hoc li€n hop. Su gén két peptit-
phan dém vao mAb da dugc thuc hién bang cach dua nhém bromoaxetamit phan tng
tai diu xa cia phan dém glycol. Péu gin ciia phan dém dugc gén vao bién thé OXM
thong qua mach bén K30. Céc trinh ty axit amin cta glucagon va cua bién thé peptit
OXM 14n lugt duge cung cap theo SO ID TRINH TU’: 22 va 24. Su tiép hop da dugc
thuc hién bang phan tmg v6i nhém chire thiol cia dot bién diém xystein trong chudi
ning mAb. Céc trinh ty axit amin cua chudi nang va nhe mAb dugc cung cép theo SO
ID TRINH TU" 1an luot 1a 13 va 15.

Téng hop héa hoc hgp chit mAb-OXM

So dd téng hop tdng thé cho quy trinh sén xuit hop chit mAb-OXM dugc thé
hién trong Hinh 10.

Didu ché bién thé peptit oxyntomodulin (OXM): Peptit dugc bao vé bang lién két

nhya duge tdng hop bang cac axit amin 9-fluorenylmetyloxycarbonyl (Fmoc) chuén (ngoai
trir His dau N, No-Boc-His (Boc) -OH va Lys30, No-Fmoc-Lys (ivDDE) -OH) trén nhua
PAL-PEG-polystyren. Cac phuong phép hoat héa axit amin chuan va khir bao vé Fmoc da
dugc sir dung trong toan bd quy trinh. Sau khi hoan thanh trinh ty, mach bén cua lysin dau
C bi khir bao vé mét cach chon loc bang cach xir Iy bang hydrazin khan pha loang trong N,
N-dimetylformamit (DMF). Fmoc-dPEG12-CO>H dé dugc ghép v6i amin duoc giai phong
bang cach hoat héa diisopropylcarbodiimit (DIC)/etyl (hydroxyimino) -xyanoaxetat. Nh6m
Fmoc duoc loai bé va amin tao thanh dugc bromoaxetyl hoa stir dung dung dich anhydrit
bromoaxetic trong DMF.

Peptit da duogc loai bd khéi nhua véi viéc tit ca cac nhom bao vé duoc khir

bao vé ddng thoi bang cach xt ly biang axit trifluoroaxetic (TFA) c6 chira phenol, nudc
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va triisopropylsilan lam chit chdng mudi. Peptit thd dugc phan lap bang cach két tua
lanh véi ete va duoc tinh ché bang phép sdc ky léng hiéu ning cao pha dao (RP-HPLC)
st dung axetonitril/nuéc voi TFA 0,1% lam dung mdi rira giai. Peptit tinh khiét dugc
thu thap dudi dang chét rin mau tring min sau khi déng kho va duoc bao quan & -
80°C. | |

Khir khang thé don dong MSCB97: Khang thé don dong dugc phan 1ap véi

disulfua don phan Cys102 duoc kién tao lién két v6i don phéan xystein hodc glutathion
bét dinh dugc rit ra tir chét dich bao twong hodc tir moi truong tang trudng. Do do, viée
khtr so bo cac disulfua nay sau khi loai bo xystein khong mong mubn 1a can thiét trude
khi tiép hop v6i bién thé peptit OXM. Hoan tit viéc khir mAb dugc c6 dinh trén hat
nhya protein A.

Chét khir (tricarboxyetyl phosphin, TCEP) dugc luu hanh qua cdt ¢ do pH
bing 5 cho dén khi qua trinh khir hoan tit (1 giv). Uu diém ciia TCEP lam chat khur
trong cac diéu kién nay 13 khir c6 hiu qua, véi viée tai tao lién két disulfua khong
dang k& khi & d6 pH thap hon. Sau khi rira sach céc san pham phu, protein bi hip phu
bi khtr dugc rira giai khéi cot, st dung dung dich dém c6 tinh axit (natri axetat & pH
3,5). mAb khtr duoc thAm tach hai 14n trong axit 3-(N-morpholino) propansulfonic
(MOPS) 50 mM & d6 pH 5,5

Céc 16 tham do nhé hon duoc diéu ché bang cach kht véi 2,5 duong lugng
TCEP cho mAb trong dung dich & do pH 5. Tién hanh khir trong 2 gid & nhiét do phong.
Loai bé san phdm phu phén tir nhé bang cach loc gel (cot PD10) va MSCBY7 da khir
dugc rira giai voi MOPS 10 mM, pH 5,5.

Diéu ché hop chit mAb-OXM: Dung dich MSCB97 khir dugc thém vao mot
luong gip 7.6 1an bién thé peptit OXM dong kho. Dung dich EDTA 1 mM dugc thém

vao d& bao vé cac thiol phan tng chdng lai qua trinh oxy hoa duogc xic tac bang kim
loai, va dd pH cua dung dich phan tng duoc nang lén 7,3 bang cach thém dung dich
dém MOPS (1 M, pH 8,1). Phan Uing dugc tién hanh trong 18 gid & nhiét do phong va
duoc khudy tron nhe nhang. Phén tng dugc dép tit bang cach diéu chinh dén khi dat
d6 pH 5,5 bang cach thém axit axetic 2 M va lién hop thd duge tinh ché bang cach hip
phu trén protein A kem rira dé loai bo peptit du, san pham bi dudi va sn pham phu.
Sau khi rira giai san phdm (natri axetat, pH 36), tién hanh thdm tach trong dung dich
dém axetat pH 5.
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Ba quy trinh tdng hop doc 1ap da dugc thyc hién bét dau véi 250 mg, 500 mg va
500 mg MSCB97, va cac san phim dugc két hop lai trong mdt 16 duy nhat.

Phan tich hop chdt mAb-OXM

Cic tinh chét ctia hop chit mAb-OXM di diéu ché duge phan tich bang cach st
dung (i) phuong phap sic ky trong tac ky nude phan tich (HIC), (i) phép do khdi luong
nguyén ven bing khéi phd ion héa phun dién tir sic ky 1éng (LC-ESIMS), (iii) sac ky
loai kich ¢& phan tich (SEC) va (iv) dién di trén gel SDS-polyacrylamit.

D0 bén trong huyét tvong ngudi va khi

OXM dugc chuyén héa nhanh chéng béi peptidaza trong huyét trong. Dé x4c dinh
tinh khang ctia hop chit mAb-OXM (“hop chét 2) (Hinh 11) déi véi sy phan giai bing
enzym trong huyét trong ngudi va khi, do bén ngodi co thé song cia hop chét 2 da duoc
danh gia. Hop chat 2 dugc 0 & ndng dd 20 nM véi huyét twong dugc chéng dong bang
heparin méi (khong dong lanh) ¢ 37°C trong khoang thoi gian 1én dén 168 gio. Thuc hién
phan tich sinh hoc bang cach str dung xét nghiém sinh hoc dua trén té bao chirc nang dé do
san lugng cAMP trong cac té bao HEK chuyén nhiém thy thé GLP-1 ngudi. Lugng cAMP
duoc tao ra ty 1€ thuan voi ndng do cia chét twong ty OXM hoat tinh va ndéng d6 cua chét
twong ty OXM hoat tinh trong cac mau 6n dinh dugc xac dinh trong xét nghiém nay béng
cach noi suy tir cdc mau chuin co ndng do da biét. Xét nghiém nay duoc st dung dé xép
hang d6 bén so véi chit déi chimg 1 6n dinh hon duge xée dinh truée d6, va chat d6i chimg
2 kém 6n dinh hon dugc xéc dinh trudc d6. Dit liéu dugce sir dung d8 xép hang d6 bén twong
ddi va duoc trinh bay trong Hinh 12 va 13.

Vi du 8: Nghién ctru trong ong nghiém: Hiéu lyc trong ong nghiém ctia hop chét 2 & thu
thé GLP1 va glucagon ngudi, chudt nhat, chudt va khi dudi dai.

Hiéu luc va tinh dac hiéu loai cia cac hop chét dugc dé cap, bao gdm hop chit 2,
duoc dic trung hda trong cac xét nghiém sir dung té bao HEK293 duoc chuyén nhiém dé
bidu hién én dinh ca thu thd GLP1 hoac GCG ngudi, khi dudi dai, chudt, hodc chudt nhét.
Déi voi mdi xét nghiém thu thé, cac té bao tao dong duoc gieo mam vao céc dia 384 giéng
vGi méat do thich hop tir 2000-5000 té bao/giéng. Cac hop chét dugc pha lodng trong HBSS
duge bd sung HEPES 5 mM, BSA 0,1% va IBMX 0,5 mM va dugc thém vao cac té bao.
Céc dia té bao duoc 01 & nhiét d6 phong trong 5 hodc 10 phut tiry thudc vao dong té bao
va sau do duoc ly giai dé do cAMP. Nong d6 cAMP duoc dinh lugng bang céach sir dung
kit LANCE cAMP véi dau doc dia EnVision. Cac dudng cong chudn dugc bao gdm trong
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mdi dia xét nghiém dé tinh lai ndng d6 cAMP. Pudng cong lidu-dap tmg duoc phan tich
va céc gia tri ECso cua hop chét dugc tinh bang Graphpad Prism hogc Crucible. Dit liéu
ECso duoc tong hop trong Bang 9-10.

Bing 9: Téng hop cac gid tri ECso (nM) tir céc xét nghiém cAMP thu thé GLP1 va glucagon

nguoi. |

Nguoi

GCGR GLPIR
Glucagon 0,05 +0,01 0,96 +0,21
Ser-8 GLP1 >100 0,07 £0,01
OXM 3,01 £0,35 2,40 £0,59
Hop chét 2 3,31 +0,22 0,43 0,02
Dulaglutide >100 0,17 +£0,04

Céc gia tri thé hién gid tri trung binh £SEM tir 3-7 thi nghiém.
Bang 10: Téng hop céc gia tri ECso (nM) tir cac xét nghiém cAMP thy thé GLP1 va

glucagon chudt nhét, chudt va khi dudi dai.

Chudt nhat Chudt Khi duoi dai

GCGR GLPIR GCGR GLPIR GCGR GLPIR
Glucagon 0,09+0,01 |2,13+0,42 | 1,57+0,33 | 4,73+0,20 | 0,03+0,002 | 1,96+0,38
Ser-8 GLP1 >100 0,06 £0,005 | >100 0,14£0,03 | >100 0,08 0,002
OXM 6,31+2,58 | 1,90+0,31 12,74 £3,54 | 0,98+0,16 | 0,49+0,08 | 0,80 0,07
Hop chét 2 0,82+038 | 0,11+0,02 |590+1,46 |097+0,13 |2,03+0,14 | 0,40=0,03
Dulaglutide >100 0,035 0,002 | >100 0,13+0,03 | >100 0,18 +0,01

Céc gia tri thé hién gi4 trj trung binh £SEM tir 3-8 thi nghiém.
Vi du 9: Hiéu luc tai cac GPCR lién quan khéc

Hiéu luc cua hop chét 2 duoc danh gid trong cac xét nghiém sir dung céc té bao
biéu hién mot sé6 GPCR loai B. Hop chét 2 d3 dugc thir nghiém trong mdt bd gbm sau
xét nghiém cAMP trong 6ng nghiém sit dung cac té bao biéu hién CALCR, PTHRI,
PTHR2, CRHR1, CRHR2 va VIPR1. Céc xét nghiém duoc thyc hién theo quy trinh van
hanh tiéu chudn cta nha cung cip, c6 ddi ching duong cho timg thu thé duogc thi
nghiém.

Ngoai ra, hop chat 2 da dugc thir nghiém trong dong té bao én dinh biéu hién
thu thé GIP nguoi. Cac té bao dugce gieo mam vao céac dia 384 giéng va duge xtt 1y 24
gio sau do véi cac hop chét trong 5 phut & nhiét do phong. Nong d6 cAMP duge do
bang kit CisBio HTRF cAMP va két qua dugc phan tich bang GraphPad Prism. Dit
liéu duoc trinh bay trong Bang 11-12.
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Bang 11: Tong hop hiéu luc ctia hgp chét 2 trong xét nghiém cAMP.
Hop chat | Dich RCso (LM) Déc DPay  duong | Dinh dudng cong | Dép tmg t6i da
cong
Calcitonin | CALCR | 0,0007764259 | 1,5254 | -6,2187 105 101,04
PTH(1-34) | PTHR1 | 0,001080165 | 1,8672 | -5,9767 101 93,574
Sauvagine | CRHR1 | 0,0003082264 | 1,8133 | -3,2011 102,19 106,16 |
Sauvagine | CRHR2 | 0,003395158 | 1,3095 | -1,175 102,76 107,04
TIP-39 PTHR2 | 0,0003934505 | 1,1032 | -3,7746 100,33 100,71
VIP VIPR1 | 0,0003567715 | 1,9827 | -0,96244 105 104,01
Hop chit2 | CALCR | >0,1 0,070838
Hop ch4t2 | CRHR1 |>0,1 1,5625
Hop chét2 | CRHR2 | >0,1 0,928
Hop chit2 | PTHR1 | >0,1 0,86197
Hop chat2 | PThR2 | >0,1 2,2789
Hop chit2 | VIPRI | >0,1 0,60373
Bang 12: Hi¢u luc ctia hop chat 2 trong xét nghiém thy thé GIP nguoi

xét nghiém 1 xét nghiém 2

ECso (nM) R binh phuong ECso (nM) R binh phuong
GIP 2,31 1,00 1,28 0,99
Hop chit 2 >100 >100 >100 >100
Oxyntomodulin | >100 >100 >100 >100

Vi du 10: Nghién ctru trong co thé so”’ng: hi€u qué don liéu & chudt DIO

Luong thu nap thirc an, cdn ndng co thé, 4o dung nap glucoza va néng do FGF21
trong huyét tuong dugc danh gid & chudt DIO sau don lidu hop chét 2, hogc chét cha
van GLP1R, dulaglutide. Mot ngay trude khi cho liéu, cac con vat duogc can va lap nhom
theo can nang (BW). Chudt dugce cho lidu theo chi dinh bang cach tiém duéi da. Sang
hom sau, thirc dn duoc 14y di va 6 gio nhin do6i b4t ddu. BW va trong lugng thuc pham
(FW) da dugc ghi lai. Glucoza trong méu khi d6i duge do va mau dugce thu thép dé do
insulin lac 12 gio trua. Mot gio sau, chudt duoc tiém glucoza (1 g/kg, glucoza 20%,
5 ml/kg) trong mang bung. Thém 20 pL mau duoc thu thap ¢ dudi sau 10 phit dé do
insulin trong huyét twong. Noéng d6 glucoza trong méu dugc do bing may do duong
huyét & 10, 30, 60 va 90 phut sau khi thr nghiém glucoza. Chudt sau do dugce trg tir
bang CO; va cdc mau mau cubi dugc thu thip bang cach choc thung tim. Dit liéu dugc

trinh bay trong Bang 13-19.
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Bang 13: Téac dung ctua hop chat 2 va dulaglutide d6i v6i lugng thu nap thire an (gram)

& chuot DIO trong 18 gid sau khi diéu tri

Didu tri 24 gidy trude khi cho liéu 18 gio sau khi cho liéu
Chét mang 3,1%0,1 2,9+0,1

Dulaglutide (0,} nmol/kg) 3,1+0,1 1,5+0,1*7 |

Hop chat 2 (1,0 nmol/’kg) 3,24+0,1 2,50, 1%

Hop chét 2 (2,0 nmol/ke) 3,4+0,1 2,000, 1%

Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 3,240,1 1,7+0,1%~

Hop chit 2 (8,0 nmol/kg) 3,4+0,1 1,440,2%1

*p<0,01, so véi chat mang (18 gid sau khi cho liu); ~p<0,001, so v6i 24 gio truée khi cho liéu tuong tmg;
#p<0,0001, so v6i dulaglutide (0,3 nmol/kg) 18 gio sau khi cho lidu

Phan tich ANOVA hai yéu t6, kiém dinh so sanh nhidu cgp Sidak

Céc gi4 tri thé hién gia tri trung binh +SEM cho dit liéu tir 8 con vét theo timg thoi diém cho m&i nhém, ngoai
trir chat mang 24 gid trude khi cho lidu (n=7)

Bang 14: Téc dung cua hop chit 2 va dulaglutide ddi véi phan trim thay d6i c4n ning

co thé & chudt DIO 18 gio sau khi diéu tri

Diéu tri Thay d6i can ning (%)
Chét mang -0,7+0,3

Dulaglutide (0,3 nmol/’kg) -4,14+0,3*

Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) -1,9+0,3*"

Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) -2,8+0,4*"

Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) -4,4+0,3*

Hop chét 2 (8,0 nmol/kg) -5,240,3%/

*p<0,01, so véi chét mang; *p<0,05, so vé6i dulaglutide (0,3 nmol/kg)

Phan tich ANOVA RM hai yéu té, kiém dinh so sanh nhiéu cp Tukey. Dit liéu chi trinh bay cho thoi diém 18 gid

Phin trim c4n nang co thé duoc tinh so voi cin nang co thé vao ngay 0 (trudc khi cho liéu)

Céc gia tri thé hién gia tri trung binh £SEM cho dit liéu tir 8 con vét cho mdi nhém

Bang 15: Tac dung ctia hop chit 2 va dulaglutide d6i v6i lugng glucoza trong méu (mg/dL)
& chudt DIO trong IPGTT 24 gior sau khi diéu tri

Didu tri Thoi gian (phut)
0 10 30 60 90

Chét mang 21549 353420 436+19 424425 391425
Dulaglutide (0,3 nmol/kg) 140+7 264+18 26722 228+12 193+9
Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) 169+6 349+17 411430 41119 384+18
Hop chit 2 (2,0 nmol/kg) 13811 288+19 349+27 303+29 22920
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 114+8 235423 237+34 239430 195425
Hop chét 2 (8,0 nmol/kg) 96+7 206+13 168+22 166+19 131+12

Cac gia tri thé hién gia tri trung binh +£SEM cho dit liéu tir 8 con vét theo timg thoi diém cho mbi nhém
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khi diéu tri
Diéu tri AUC cua lugng glucoza thuc trong mau
Chét mang 165391400
dulaglutide (0,3 nmol/kg) 847 1i12q4*
Hop chat 2 (1,0 nmol/kg) 19214+1596"
" | Hop chét 2 2,0 nmolke) 13805+1840
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 9827+1046*
Hop chét 2 (8,0 nmol/kg) 6035+742%

*p<0,05, so v6i chét mang; ~p<0,05, so véi dulaglutide (0,3 nmol/kg) va INJ-64151789 (4,0 va 8,0 nmol/kg)
Phén tich ANOVA mét yéu t6, kiém dinh so sanh nhiéu cap Tukey

Céc gia tri thé hién gia tri trung binh =SEM cho dif liéu tir 8 con vét cho mdi nhém

Bang 17: Téac dung cua hop chét 2 va dulaglutide ddi véi luong glucoza (mg/dL) khi
nhin d6i 6 gid & chudt DIO, 24 gi sau khi diéu tri

Didu tri Glucoza trong mau (mg/dL)
Chét mang 215+9

Dulaglutide (0,3 nmol/kg) 140+£7*

Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) 169+6*

Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) 138+11%

Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 114:+8*

Hop chét 2 (8,0 nmol/kg) 96+7*1

*p<0,05, so voi chét mang; p<0,05, so v6i dulaglutide (0,3 nmol/kg)

Phéan tich ANOVA mot yéu t, kiém dinh so sanh nhiéu cip Tukey

Céc gia tri thé hién gi4 tri trung binh £SEM cho dit liéu tir 8 con vat cho mbi nhém

Bang 18: Tac dung cua hop chét 2 va dulaglutide d6i voi ndng do insulin trong huyét
tuong (ng/dL) & chudt DIO trude thir nghiém glucoza (24 gio sau khi diéu tri) va 10
phut sau thtr nghiém glucoza trong qua trinh IPGTT

Diéu tri Insulin trong huyét twong (ng/mL)
Trudce thir nghiém glucoza 10 phut sau thir nghiém glucoza

Chét mang 2,7+0,4 2,0+0,3
Dulaglutide (0,3 nmol/kg) 1,6£0,2 1,7+0,2
Hop chat 2 (1,0 nmol/kg) 2,8+0,4 1,8+0,2
Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) 2,3+0,5 2,9+0,4
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 2,1+0,2 2,5+0,5
Hop chét 2 (8,0 nmol/kg) 1,5+0,4 2,7+0,3

Céc gia tri thé hién gié tri trung binh +SEM cho dit liéu tir 8 con vat cho mdi nhém
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Bang 19: Téc dung cua hop chit 2 va dulaglutide d6i v6i FGF21 trong huyét tuong (ng/dL)
& chudt DIO 26 gidr sau khi diéu tri

Piéu tri FGF21 trong huyét twong (ng/mL)
Chét mang 0,4+0,1

Dulaglutide (0,3 nmol/kg) | 0,8+0,2

Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) | 0,7+0,1

Hop chit 2 (2,0 nmol/kg) ‘% 1,5+0,3

Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 2,1+0,4"

Hop chét 2 (8,0 nmol/kg) 3,5+0,3%

*p<0,0001, s0 v6i tht ca cac nhém; ~p<0,03, so Véi tat ca cdc nhém trir hop chat 2 (2,0 nmol/kg)
Phan tich ANOVA mét yéu t6, kiém dinh so sanh nhiéu cap Tukey

Céc gié tri thé hién gi4 tri trung binh +SEM cho dit lidu tir 8 con vat cho mbi nh6m

Vi du 11: Nghién ctru trong co thé séng: Cho liéu lap lai & chudt DIO

Téc dung cua chit chi van kép GLPIR/GCGR, hop chit 2 va chét chu van
GLP1R, dulaglutide & chudt DIO dugc theo ddi trong thoi gian cho lidu lap lai trong
9 ngay. Dé kiém soat tin suét cho liéu, tit ca dong vat dugc cho lidu mdi ngay mot lan.
TAn suét cho lidu duge xé4c dinh dya trén dit lidu PK cta chudt DIO cho hop chat 2 va
dulaglutide. Pdng vat trong nhom dulaglutide nhan dugc thudc nay mdi ngay mot lan.
Céc dong vat duge diéu tri bing chit mang nhan duoc chit mang mdi ngay mot lan.
Nhitng dong vat dugc cho dung hop chét 2 & muc 1,0, 2,0 hoic 4,0 nmol/kg dugc cho
dung hop chét ba ngay mét 1an va nhan chit mang vao nhitng ngay ma chung khong
duogc tiém hop chét. Trong ngay trudce khi bit du cho liéu, cac con vat dugc can va lap
nhom theo cén nang. Tét ca chudt duge cho liéu theo chi dinh bé‘mg céach tiém dudi da
trong khoang 1-3 gio chiéu. Luong thu nap thirc &n va cin nang co thé dugc theo dai
hang ngay tur 1-3 gio chiéu trong cac nhém diéu tri nay.

Bét dau 24 gio sau lidu dau tién, ba nhém chudt duge cho an theo cip (PF), do
1a cac con chudt duogc diéu tri béng hop chat 2 voi liéu 1,0, 2,0 hoic 4,0 nmol/kg.
Luong thirc dn trong phéu ctia nhitng con chudt dugc cho an theo cap duge diéu chinh
dé phu hop véi lugng thite dn trung binh dugc tiéu thu trong 24 gio trude bdi nhiing
con chudt trong nhom diéu tri hop chét ma chung dugc ghép. Tat ca cdc nhom PF dugc
cho lidu chit mang mdi ngay mot 14n. Vao ngay tht chin (hodc ngay 10 d6i véi cac
nhém duoc cho dn theo cdp), chudt dugce cho nhin an trong 6 gio va dugce do can ning
co thé va glucoza khi d6i. Méau dugc thu thip dé do insulin, FGF21 va lipit trong huyét

tuong. Dt liéu lugng thu nap thic an, cén nang co thé, thanh phﬁn co thé, glucoza luc
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d6i, insulin lac doi, FGF21 luc doi va lipit trong huyét twong lic d6i dugce trinh bay

trong bang 20-26.

Bang 20: Téac dung cua hop chét 2 va dulaglutide d6i v6i lugng thu nap thire dn (gram)

hang ngay ¢ chudt DIO trong 9 ngay diéu tri

Thoi gian (ngéﬂ/) |
Diéu tri 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Chit mang  [2,7+0,1[2,9+0,0 |3,1+0,1 |2,9+0,1 [2,9£0,1 |3,0+0,1 |2,9+0,1 {3,0£0,1 |3,0£0,1 |2,9+0,1
Dulaglutide |3,1£0,2{1,5£0,2% [1,3+0,2% |1,7+0,3%(1,9+0,2% |2,1+0,2%|2,240,2* 2,3+0,2 {2,9£ 0,4 12,5£0,2
(0,3 nmol/kg)
Hop chét 2|3,1£0,1(2,3+0,1%# 2,5+ 0,1%#|2,6£0,2 |2,4+0,1# |2,7+0,2# 2,6:0,1#(2,9+0,2#(2,8+ 0,1# 2,7+ 0,1
(1,0 nmol/kg)
Hop chét 2|3,1+0,1|2,0£0,1% (2,0+ 0,1%/|2,7+0,17(2,5+0, 2"(2,3+0,1 |2,5+0,2 |2,7+0,1 2,8+£0,3 [2,7+0,1
(2,0 nmol/kg)
Hop chét 2|2,9+0,2|1,5£0,1* [1,5+0,2% |2,1+0,2%(1,7+0,1* |1,640,1*|1,6+0,1* 1,8+0,2%(2,2+ 0,3*%" 2,1+ 0,1*
(4,0 nmol/kg)

*p<0,05, so v6i chit mang; p<0,05, so véi dulaglutide (0,3 nmol/kg); #p<0,05, so v6i hop chit 2 (4,0 nmol/kg)

Phén tich ANOVA RM hai yéu t, kiém dinh so sanh nhiéu cap

Tukey

T4t ca cac nhém PF duoc nhén luong thu nap thic dn trung binh (dit liéu khong dugc trinh bay) cua cac nhém

duoc diéu tri tuvong Ung.

Céc gia tri thé hién gi4 tri trung binh =SEM cho dit liéu tir 6-10 con vét theo thoi diém cho mdi nhém

Bang 21: Tac dung cua hop chét 2 va dulaglutide d6i v6i phan trim thay d6i can ning

co thé & chudt DIO trong 9 ngay diéu tri

Thoi gian (ngay)
T|0 |1 2 3 4 5 6 7 8 9
v]0,0[-0,1£0,2{-0,1£0,2*|-0,2+0,2* {-0,7+0,3*  |-0,5+0,3* 0,2+0,5* 0,1+0,6* 0,0+0,5%* -1,7+0,6*
1/0,0|-3,7+0,3|-6,2+0,6 |(-7,8+0,8 1-9,2+0,8 -10,1+0,8 -10,2+0,8 -10,7+1,0 -11,1£0,9 -13,1£1,1
210,0(-1,9+0,4|-2,9+0,5"|-3,2+0,4" |-4,4+0,7 "& |-4,7£0,8"& |-4,5+0,8"& -5,3£1,00&  [-5,2+1,1"&  |-6,6£1,17&
310,0|-1,6£0,3|-2,7+0,4"|-3,5+0,4"|-3,8+0,3~  |-3,8+0,4" -3,94+0,5" -3,5+0,5" -3,4+0,5" -4,5+0,5"
410,0{-2,8+0,4|-4,7+0,5 |-4,9+0,6"|-7,1£0,7 -8,0+0,8 -8,0+0,8 -9,14+0,8# -10,0+0,9%# [-11,5+0,9#
510,0{-3,0+0,4{-4,5+0,4 |-5,1+0,5"|-5,3£0,5" |-5,8+0,5" -6,1£0,5" -5,8+0,5" -6,2+0,4" -6,9+0,4"
610,0]-3,7+0,3|-6,8+0,3 |-8,8+0,5%|-11,6+0,6#$ |-14,2+0,7"#$ -15,6+0,9"4#$ |-18,4+1,2"#$(-20,4+1,5"#$|-21,9+1,6"#$
710,0]-3,6+0,1|-5,6+0,1 |-6,9+0,1 {-7,9+0,2 -9,1+0,2 -10,5+0,3 -11,4+0,3 -12,3+0,3 -13,3+0,3

T: diéu tri; V: chit mang; 1: dulaglutide (0,3 nmol/kg); 2-3: hop chit 2 (1,0 nmol/kg); 4-5: hop chit 2

(2,0 nmol/kg); 6-7: hop chét 2 (4,0 nmol/kg)

*p<0,01, so v6i t4t ca didu tri khac; ~p<0,05, so v6i dulaglutide (0,3 nmol/kg); #p<0,05, so vdi nhom PF tuong
tmg; $p<0,05, so véi INJ-64151789 (1,0 va 2,0 nmol/kg); &p<0,05, so v6i INJ-64151789 (2,0 nmol/kg);

Phan tich ANOVA RM hai yéu t6, kiém dinh so sanh nhiéu cap

Tukey.

% thay dbi can ning duoc tinh so v6i cAn ning co thé vao ngay 0 (truéc khi cho liéu)

Céac gia tri thé hién gi4 tri trung binh +SEM cho dit liéu tir 10 con vat theo timg thoi diém cho mbi nhom
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Béang 22: Téc dung ctia hop chét 2 va dulaglutide déi véi thanh phén co thé (khdi luong

va phan trim cin ning co thé) & chudt DIO sau khi cho lidu lap lai

Thoi gian (ngay)

Khéi lugng (g) % cén nang co thé
Didu trj Nac M& Nac : M
Chét mang 24,0+0,2 10,640,5 | 57,5+0,8 25,4+0,8
Dulaglutide (0,3 nmol/kg) 2,1203*% | 76511 | 61,0417 | 22,8412
Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) 23,1+0,5 9,5+1,3 57,4425 23,142,5
Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) PF 23,940,3 10,640,3 | 57,7+0,7 25,5+0,5
Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) 22,240 4% 8,2+0,7 59,7+1,1 22,0+1,6
Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) PF 23,4+0,1 9,8+0,4 58,5+0,8 24,4+0,8
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 20,940,3% | 7,4+0,7 61,942.4 21,6+1,1
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) PF 21,4+0,6 9,3+0,5 56,8+1,4 24,7+1,0

*p<0,05, so v6i chét mang

Phan tich ANOVA mét yéu td, kiém dinh so sanh nhiéu cap Tukey

Céc gia tri thé hién gia tri trung binh =SEM cho dit liéu tir 5 con vét cho mdi nhém

Bang 23: Téac dung cua hgp chit 2 va dulaglutide d6i véi lugng glucoza (mg/dL) khi

nhin d6i 6 gio & chudt DIO, sau khi cho lidu 1ap lai

Diéu tri Glucoza trong mau (mg/dL)
Ch4t mang 170+5

Dulaglutide (0,3 nmol/kg) 123+5%*

Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) 16445~

Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) PF 168+77

Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) 140£7*

Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) PF 155+6"

Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 98+4*#

Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) PF 133+6*

*p<0,05, so voéi chét mang; "p<0,05, so v6i dulaglutide (0,3 nmol/kg); #p<0,05, so voi INJ-64151789

(4,0 nmol/kg) PF

Phén tich ANOVA mdt yéu td, kiém dinh so sanh nhiéu cip Tukey

Céac gia tri thé hién gia tri trung binh +SEM cho dif liéu tir 10 con vét mdi nhém

Bang 24: Tac dung cta hop chét 2 va dulaglutide d6i v6i luong insulin trong huyét

twong (ng/mL) khi nhin d6i 6 gio & chudt DIO sau khi cho lidu lap lai

Didu tri Insulin trong huyét tuong (ng/mL)
Chét mang 3,0+0,4

Dulaglutide (0,3 nmol/kg) 1,4+0,2*

Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) 2,0+0,3

Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) PF 2,0+0,1*
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Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) 1,1£0,1%7
Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) PF 2,3+0,3
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 0,5+0,1*
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) PF 1,2+0,1*

*p<0,05, so v&i chét mang; "p<0,05, so v6i hop chét 2 (2,0 nmol/kg) PF

Phan tich ANOVA mét yéu t6, kiém dinh so sanh nhiéu cip "[Lukey

Céc gia tri thé hién gia tri trung binh £SEM cho dif liéu tir 10 con vat mdi nhém

Bang 25: Téac dung cua hop chét 2 va dulaglutide ddi vé6i luong FGF21 trong huyét
twong (ng/mL) khi nhin d6i 6 gio' & chudt DIO sau khi cho lidu 1ap lai

Didu tri FGF21 (ng/mL)
Chit mang 0,7£0,1
Dulaglutide (0,3 nmol/kg) 0,5+0,1

Hop chat 2 (1,0 nmol/kg) 0,7+0,2

Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) PF 0,4+0,1

Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) 0,6+0,1

Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) PF 0,2+0,1

Hop chit 2 (4,0 nmol/kg) 1,5+0,3*"

Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) PF 0,3+0,1

#p<0,05, so V6i tht ca cac nhém; ~ p<0,05, so véi hop chat 2 (4,0 nmol/kg) PF
Phan tich ANOVA mét yéu td, kiém dinh so sanh nhiéu cip Tukey

Céc gié tri thé hién gid trj trung binh £SEM cho dit liéu tir 10 con vat mi nhém, trir hop chét 2 (1,0 nmol/kg) va
hop chét 2 (4,0 nmol/kg) PF trong d6 N=9

Bang 26: Tac dung cta hop chét 2 va dulaglutide dbi véi lipit trong huyét twong & chudt
DIO sau khi cho lidu lap lai

Thoi gian (ngay)
Diéu tri Axit béo tu | Glyxerol tu | Tri-glyxerit Cholesterol tong

do (umol/L) | do (mmol/L) | (mg/dL) (mg/dL)
Chét mang 66,243,9 0,6+0,0 30,122,8 142,1+5.2
Dulaglutide (0,3 nmol/kg) 73,2+12,0 0,5+0,1 24,123 146,133
Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) 71,8+5.4 0,5+0,0% 32,5+4,5 149,1£2.3
Hop chét 2 (1,0 nmol/kg) PF 58,8+6,1 0,6+0,1 33,7+4,1 161,4+2,0
Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) 73,8+4,6 0,5+0,0* 30,4+3,4 128,0+6,6#
Hop chét 2 (2,0 nmol/kg) PF 84,8+253 0,6£0,0* 34,5+3,3 149,9+4 4
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) 71,2+6,4 0,4+0,0% 16,1+2,0$ 85,7+4,9"
Hop chét 2 (4,0 nmol/kg) PF 102,6+14,5 | 0,7+0,0 31,8+1,1 137,8+5,7

*p<0,05, 50 v6i hop chét 2 (4,0 nmol/kg) PF; ~p<0,05, so v6i tht ca cac nhom khéac; #p<0,05, so v6i hop chét 2
(1,0 nmol/kg) va hop chét 2 (2,0 nmol/kg) PF; $p<0,05, so véi t4t ca cac nhom trir dulaglutide (0,3 nmol/kg)
Phan tich ANOVA mét yéu t8, kiém dinh so sanh nhiéu cap Tukey
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Céc gia tri thé hién gi4 tri trung binh +SEM cho di liéu tir 10 con vat mdi nhém déi véi axit béo tur do, 8-10
con vat mdi nhém déi véi glyxerol tu do, 9-10 con vat mdi nhom dbi véi triglyxerit va cholesterol tong
Vi du 12: Nghién ctu trong co thé séng: hidu quéa don lidu & khi dudi dai

Khi dudi dai chua dugc didu tri bang thude sinh hoc dugc theo ddi hang ngay
vé lugng thu nap thtic 4n trong ba tudn trude khi didu tri. Khi bt dau diéu tri, dong
vat dugc dat trong bén nhom dé %‘Iat dugc trong lugng co thé trung binh twong tu (n‘=
8-9, trong lugng co thé trung bi;’lh 7,4-7,9 kg, cho mdi nhém). Pong vat trong mgi
nhém nhan duoc lidu don tiém dudi da twong tng véi 1, 3, 5 hodc 7,5 nmol/kg hop
chét 2. Luong thuc pham tiéu thu duoc theo ddi hang ngay thém 14 ngay nita. Can
ning co thé duge do vio ngiy cho lidu va 4, 7, 10, 14 va 21 ngay sau khi cho lidu. Su
thay ddi ty 1& phan tram trong lugng thu nap thic &n dugc xac dinh hang ngay bing
cach so sanh luong thu nap thirc an trong ngay do6 voi lugng thu nap thirc an hang ngay
trung binh trong bay ngay trudc khi dung thudc. Céc két qua dugc trinh bay trong Hinh
14 va 15.
Vi du 13: Dugc dong hoc (PK), phan tich dugc dong hoc (PK)/duoc luc hoc (PD)

PK & chudt nhit DIO

Su thay déi hoat tinh theo thdi gian ciia hgp chit 2 dugc danh gid & chudt DIO
(Bang 27). Bong vat (n=3/thoi diém) duoc cho lidu 10 nmol/kg dudi da.
Bang 27: Su thay ddi phoi nhidm theo thoi gian di véi hop chét 2 trong huyét tuong

duoc danh gia bang xét nghiém sinh hoc va xét nghiém mién dich

Thoi gian (gid) Phoi nhi®m trong huyét twrong (nM)
Xét nghiém sinh hoc Xét nghiém mién dich
0 N/A N/A
7 6,9+2,0 16,7+6,7
24 32,6£3,5 71,0+£8.,9
48 55,5+2.4 111,9+16,4
72 45,3+4,0 95,7+9,7
96 42,3+14.5 86,8+6,8
120 26,5+£6,9 58,1142
Céc gi4 tri thé hién gia tri trung binh £SEM cho dir liéu tir 3 con vat theo thoi diém cho mdi nhém
PK & chudt

Céc thong sd dugc dong hoc cia hop chit 2 duoc danh gia & chudt Sprague-
Dawley. Pé xac dinh cac thong s6 duoc dong hoc (Bang 28), phoi nhiém duge xéc
dinh bing xét nghiém sinh hoc dugc sir dung tlr cdc mau dugc thu thap & cac thoi diém
0,24, 48,72, 144, 216, 312, 408 va 504 gid sau khi cho liéu.
| 7 |



Bang 28: C4c thong s6 duge dong hoc ciia hop chét 2 ¢ chudt Sprague-Dawley
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Thoéng s6 Duéi da Tinh mach
Cmax (M) 5,742,1 N/A

Tamax (g10) 64,0£13,9 N/A
AUCo. (nM*gi0) 456+154 865+185
ti, (gid) ‘ 38,5+12,8 26,262

Dit liéu 1a gi4 trj trung binh +/- d 1éch chuén, xét nghiém sinh hoc phoi nhiém

80/111

PK ¢ khi dudi dai

Céc thong sb duge dong hoc ctia hop chét 2 dugc danh gia & khi dudi dai. Cac
con vat dugc cho lidu 6,45 nmol/kg trong tinh mach hogc duéi da. Dé x4c dinh cac thong
sb duoc dong hoc (Bang 29), phoi nhiém duge xé4c dinh bang xét nghiém sinh hoc dugc
st dung tir cic mau dugc thu thap & cac thoi diém 0, 1, 6, 24, 48, 72, 120, 240, 336, 432,
va 528 gid sau khi cho liéu.

Bang 29: Thong sé duge dong hoc cua hop chét 2 & khi duoi dai

Théng s6 Duéi da Tinh mach
Cax (M) 89,1+8,7 N/A

Tmax (g10) 56,0+13,9 N/A

AUCq. (nM*gi0) 11.700+1380 14.700+5260
ti (gi0) 51,9+6,2 55,9+41,7

Gié tri 1a gid tri trung binh +/- d6 léch chuén

Nguoi c6 trinh d6 binh thuong trong nganh sé hiéu 12 c6 thé c6 nhitng phuong
an thay dbi so v6i cac phuong 4n duge mo ta & phén trén ma khong tach roi y tudng
chung ctia sang ché. Do do, can hiéu ring sang ché nay khong bi giéi han trong cac
phuong an cu thé dugc boc 16, ma sang ché du kién bao gdm ca cac phuong an cai
bién nhung van thudc y tuéng va pham vi cia sang ché, nhu duoc néu trong ban mod
ta nay.

T4t ca céc tai liéu duge trich dan trong tai liéu nay déu c6 trong phan tham khao.
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YEU CAUBAO HO
1. Khang thé don dong dugc phan 18p hodc manh gin khang nguyén cla no bao
odm ving xéc dinh bd sung chudi nang 1 (HCDR1), HCDR2, HCDR3 va ving xéc
dinh bd sung chudi nhe 1 (LCDR1), LCDR2 va LCDR3, ¢6 cac trinh ty polypeptit c6
SO ID TRINH TU: lan luot 12 16, 17, 18, 19, 20 va 21. |
2. 1 Khang thé don dong duoc phan 14p hodc manh gan khang nguyén cta n6 theo
diém 1, trong d6 khang thé don dong duge phan lap bao gbm mién bién d6i chudi ning
(VH) c6 trinh ty polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 12 va mién bién doi chudi nhe (VL)
¢6 trinh tu polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU" 14.
3. Khang thé don dong dugc phan 1ap theo diém 1, con bao gdm phén Fe.
4, Khang thé don dong dugc phan 1ap theo diém 3, bao gébm chudi ning (HC) c6
trinh tu polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU" 13, va chudi nhe (LC) ¢6 trinh tw polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU" 15.
5. Axit nucleic dugc phan 1dp ma hoa khang thé don dong hodc manh gin khang

nguyén cua n6 theo diém 1.

6. Vecto bao gom axit nucleic duge phén 14p theo diém 5.
7. Té bao chu bao gdbm vecto theo diém 6.

8. Phuong phap san xuit khéng thé don dong dugc phan 1ap hodc méanh gén khang
nguyén cia no, phuong phéap bao gdm budc nudi cdy té bao chu theo diém 7 trong cic
didu kién san xuit khang thé don dong hoic méanh gin khang nguyén cua nd, va budc
thu hdi khang thé hozc manh gan khang nguyén cua no tir té bao hodc tir qué trinh nuoi
céy.

9. Lién hop bao gdm khang thé don dong hodc méanh gin khang nguyén ctia né theo
diém 1 va it nhat mo6t phan hoat tinh dugc 1y duoc tiép hop vao khang thé nay.

10.  Duogc phdm bao gdm lién hop theo diém 9 va chit mang duogc dung.

11. Phucrng phép san xuét ché pham bao g6m lién hop theo diém 9, phuong phap nay
bao gbm khéang thé don dong hodc méanh gin khang nguyén cua n6 véi chat mang duoc
dung dé thu duoc ché pham nay.

12.  Lién hop theo diém 9, trong d6 phan hoat tinh dugc 1y 1a peptit diéu tri.

13.  Lién hop theo diém 12, trong d6 peptit diéu tri nay dugc tiép hop véi khéng thé don
dong hodc méanh gan khang nguyén ctia né ¢ vi tri don phén xystein c6 SO ID TRINH TU"
18.
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14.  Lién hop theo diém 12, trong do peptit diéu tri nay dugc tiép hop v6i khéng thé
don dong hodc manh gin khang nguyén cua né qua cau ndi.

15. Lién hgp theo diém 14, trong d6 cau nbi bao gdm cau nbi peptit, cau nbi
hydrocarbon, ciu ndi polyetylen glycol (PEG), cau ndi polypropylen glycol (PPG), cau nbi
polysacarit, cau ndi polyeste, hoic cAu ndi hén hop bao gdm PEG va di vong duge nhing
Vao.

16. Lién hop theo diém 12, trong dé peptit diéu tri dugc chon tir nhém bao gém
oxyntomodulin, peptit gidng nhu glucagon 1 (GLP1), exendin (exenatide), amylin
(pramlintide), hormon kich thich té bao héc t6 alpha (MSH), san phim phién mi diéu
hoa boi cocain va chat kich thich (CART), chit dbi khang thu thé neuropeptit Y Y1
(NPY1), chat d6i khang thu thé neuropeptit Y Y5 (NPY5), neurotensin S, neuropeptit
B, neuropeptit W, ghrelin, thu thé gibng bombesin 3 (BRS3), galanin, cholecystokinin
(CCK), orexin, hormon tich tu hic tb (MCH), oxytoxin, va stresscopin.

17.  Lién hop theo diém 16, trong d6 peptit diéu tri 1a oxyntomodulin bao gbm trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU’ 24.

18.  Phuong phép san xuét lién hop bao gb6m khéang thé don dong hoic manh gin khang
nguyén cua nd va peptit diéu tri, trong d6 phuong phéap nay bao gb6m buéc cho phén tir ua
dién tir, duoc dua vao mach bén cua peptit diéu tri, phan tng v6i nhom sulfhydryl c6 don
phan xystein ¢ SO ID TRINH TU: 18 cua khang thé don dong hodc manh gin khang
nguyén cua n6 theo diém 1.

19.  Phuong phap theo diém 18, trong d6 phan tir ua dién tir 1a bromoaxetamit hodc
maleimit.

20. Phuong phap lam tang thoi gian ban thai cua peptit diéu tri trong dbi tugng, phuong
phap nay bao gom buéc tiép hop ngoai co thé sdng cua peptit diéu tri nay v6i khang thé
don dong hodc manh gin khang nguyén ctiia n6 bao gdm ving xac dinh bb sung chudi
nang 1 (HCDR1), HCDR2, HCDR3 va vung xéac dinh b6 sung chudi nhe 1 (LCDR1),
LCDR2 va LCDR3, ¢6 céc trinh tu polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU: lan luot 1a 16, 17,
18, 19, 20, vi 21, trong d6 peptit didu tri nay dugc tiép hop v6i khéng thé don dong hodc
manh gén khéng nguyén ciia n6 & vi tri don phan Cys ¢6 SO ID TRINH TU" 18.

21. Phuong phép theo diém 20, trong d6 peptit didu tri dugc chon tir nhém bao gdm
oxyntomodulin, peptit gidng nhu glucagon 1 (GLP1), exendin (exenatide), amylin

(pramlintide), hormon kich thich té bao hic td alpha (MSH), san pham phién ma diéu
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hoa boi cocain va chét kich thich (CART), chét d6i khang thu thé neuropeptit Y Y1
(NPY1), chit d6i khang thu thé neuropeptit Y Y5 (NPY5), neurotensin S, neuropeptit
B, neuropeptit W, ghrelin, thu thé giéng bombesin 3 (BRS3), galanin, cholecystokinin

(CCK), orexin, hormon tich tu hic t6 (MCH), oxytoxin, va stresscopin.
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Hinh 1

o)
HN)J\/X
SH
NH2 < I N N N .
pepti t—ﬁ vung v-Cys (trong CDR) — viing v — vung hang dinh mAb
Hinh 2

VH PH9H5 (SO ID TRINH TU: 4)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYDGIYGELDFWGQGTLVTVSS

VL PHO9L3 (SO ID TRINH TU: 3)
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Hinh 4
PK chuét dwoc cho lidu SC tinh bang LC-MS
(nhém 3 con)
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Hinh 5
PK khi dwoc cho liéu IV, SC tinh bang LC-MS
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Lwong thu nap thirc an & chudt DIO sau khi dung hop chéat 1

-
1

w
1

Lwong thu nap thirc an (g)
Y N

=]

OO+ ke

Hinh 7

0 24 48 72

s6 gi® sau khi cho liéu
ANOVA RM HAI yéu t6, kiém dinh Tukey
*p<0,05 chat mang so voi tat ca cac nhom
#p<0,05 chat mang so vé&i hop chéat 1
1,0, 3,0 va 7,5 nmol/kg

Chéat mang

Hop chat 1 0,1 nmol/kg
Hop chéat 1 0,3 nmol/kg
Hop chét 1 1,0 nmol/kg
Hop chat 1 3,0 nmol/kg
Hop chét 1 7,5 nmol/kg
Dulaglutide 0,3 nmol/kg

Thay déi can nang co’ thé (BW) & chudt DIO sau khi diung hop chat 1

5

ang (%)

0i can nang

10+

Thay dé

-154

Bd¢ 4t we

s6 gi® sau khi cho liéu

ANOVA RM HAI yéu t6, kiém dinh Tukey
*n<0,05 chat mang so va&i tat ca cac nhém
#p<0,05 chét mang so véi hop chét 11,0, 3,0,
7,5 nmol/kg va Dulaglutide & p<0,05 chat mang
SO V0 tat ¢a cac nhém ding hop chét 1

Chéat mang

Hop chat 1 0,1 nmol/kg
Hop chat 1 0,3 nmol/kg
Hop chat 1 1,0 nmol/kg
Hop chét 1 3,0 nmol/kg
Hop chét 1 7,5 nmol/kg
Dulaglutide 0,3 nmol/kg
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Hinh 8

Lwong thu nap thirc 3n & chudt DIO sau khi dung hop chat 1

@3’& e~ Chatmang

5 301 = Hop chat 10,1 nmolikg
§2,5- -+ Hop chét 10,3 nmolikg
% 2,0- -~ Hop chat 1 1,0 nmol/kg
£ 45 — Hop chat 1 3,0 nmol/kg
2 1’0 B8 Dulaglutide 0,3 nmol/kg
o’ n=8 tat ca cac nhém triv

n=7 cho Hop chét 1 3,0 nmol/kg
va dulaglutide

c

b' 0,5 A

3

- 0,0 I I I I ANOVA RM HAI yéu t6, kiém dinh Tukey
*p<0,05 chat mang so v&i Hop chét 1 3,0 nmollkg

6 1 2 3 4 5 6 7 8 va dulaglutide ,
S6 ngay sau liéu dau tién #p<0,05 chat mang so v&i Hop chét 11,0 nmol/kg

&p<0,05 chat mang so v6i Hop chét 1 0,3 nmol/kg
Ap<0,05 chét mang so v6i Hop chét 10,1 nmol/kg

Hinh 9

Thay déi can ning co’ thé (BW) & chudt DIO sau khi dung hop chat 1

5 ‘ ‘ A ]
14 0 1 ? ? ‘I' ? ? T SL e~ Chét mang
S 0- = Hop chat 1 0,1 nmol/kg
D -5- -+ Hop chét 1 0,3 nmol/kg
o 8 7
£ .10- # -~ Hop chat 1 1,0 nmol/kg
S 45 ~ Hop chét 1 3,0 nmol/kg
g & Dulaglutide 0,3 nmol/kg
%-20 i Mdi tén chi viéc cho liéu hop chét 1
I-E (3 ngay mét an)
-25- % Dulaglutide dugc cho liéu méi ngay mét lan
A Ja can ndng dugc do vao budi séng trude
-30- khi cho nhin doi

S6 ngay sau liéu dau tién o
ANOVA RM HAI yéu t6, kiém dinh Tukey
*p<0,05 chét mang so véi hop chét 10,3, 1,0,
3,0 nmol/kg va dulaglutide
#p<0,05 chat mang so véi hop chét
10,1 nmol/kg
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Hinh 10

S/R
|
S

TCEP, pH5-6
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Hinh 12
Xét nghiém cAMP cho GLP-1R ngu&i vé d on dinh cua lién
hop OXM-mAb trong huyét twong nguéi ngoai co thé séng
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Hinh 13

Xét nghiém cAMP cho GLP-1R ngwoi vé dé én dinh cua lién
hop OXM-mAb trong huyét twong khi ngoai co’ thé séng
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Hinh 14

% thay déi trong lweng thu nap thirc an

. -@ 1 nmolfkg

3 nmol/kg

4 5 nmol/kg
= 7,5 nmol/lkg

& )
(=] on L]
1 1 1

thoi diém khéi diém)_

"
o
L

% thay d6i trong Iwong thu
nap thirc an (so véi lwong

trung binh trong 1 tuan trwéc

Hinh 15

%BW
o £ £ 21 v
S €@ | - 1 nmolikg
8o < 3 nmolik
552 °
SESTE A 5 nmolkg
c D0 ~D :
c S 3% ¥ 7,5 nmollkg
SETE
oy ¢ =
BEE™
ST
£%y
* o [
Reg

{\é& *n<0,05, so v&i thoi diém khéi diém twong tng
< *p<0,05, so v&i 7,5 nmollkg
ANOVA RM HAl yéu to, kiém dinh Tukey
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<120>

<130>

<150>
<151>
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<151>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>
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<400>
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27

Phién ban sang ché 3.5
T

34

PRT

Homo sapiens (Ngudi théng minh)

1

Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Asn

1

5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu Val Thr Arg Gln

20 25 30

Arg Tyr

<210> 2

<211> 35

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223>

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

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

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

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

<400>

Hop chét 1
Ala
(1)..(1)

Ala duoc bién

Lys
(10)..(10)

Lys duoc bién

Cys
(30)..(30)
Cys, trong doé

hoc nhu mé ta

Arg
(34)..(34)

Arg dugc bién

45741

dd4i héa hoc nhu md

ddi héa hoc nhu md

Cys la homoxystein

trong ban mdé ta

déi hoéa hoc nhu mé

Ala Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Lys

1

Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr

5

20

Gln Arg Tyr

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

35

3
107
PRT

Homo sapiens

10

25

(Nguoi théng minh)

ta trong ban mé ta

ta trong ban mé ta

duoc bién &bdi hoa

ta trong ban md ta

Ala Ser Pro Glu Glu Leu
15

Leu Asn Leu Cys Thr Arg
30

83
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<400>

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

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

<400>

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

3

Val Leu

Ala Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

4
119
PRT

Homo sapiens

Thr Gln
5

Leu Ser

Gln Gln

Asn Arg

Thr Asp

70

Val Tyr
85

Gly Thr

5

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

45741

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

(Ngudi théng minh)

10

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

15

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

84
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Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Leu

<210>
<211>

<212>
<213>

<400>

20

Ser Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Tyr Asp
100

Val Thr
115

5
10
PRT

45741

25

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
40 45

Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala
55 60

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
70 75

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
85 90

Gly Ile Tyr Gly Glu Leu Asp Phe Trp
105

Val Ser Ser

Homo sapiens (Ngudi théng minh)

Tyr Asp Gly Ile

1

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

6
115
PRT

Trinh tu

Tyr Gly Glu Leu Asp Phe
5 10

nhan tao

85

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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<223>

<400>

Glu Val

Ser Leu

Ala Met

Ser Ala
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Val Ser

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

<400>

Chudi néi IGHV3-23*01 va

®

éln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ala

Ser

115

7
98
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Glu
100

45741

Leu Glu Ser Gly Gly Gly

Ser Cys Ala Ala Ser Gly
25

Val Arg Gln Ala Pro Gly
40

Gly Ser Gly Gly Ser Thr
55

Thr Ile Ser Arg Asp Asn
70

Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90

Tyr Phe Gln His Trp Gly
105

Homo sapiens (Ngudi théng minh)

IGHJ1*01

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gln

86

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu

110

Gly?Gly
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Val Thr
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Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

vVal

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

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

<400>

Ala Glu Tyr Phe Gln His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

1

Ser

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

8
17
PRT

Homo sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Gly Ser

Thr Ile

70

Ser Leu

85

5

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

45741

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

(Ngudi théng minh)

10

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

87

Val

Tﬁr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

15

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys
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<210> 9
<211> 107

<212> PRT I !

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Chudi néi IGKV3-11*01 va IGKJ1*01l

<400> 9

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 10
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens (Ngudi théng minh)
88



<400>

Glu Ile

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

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

<400>

Trp Thr
1

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

45741

10

Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
55 60

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
70 75 80

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro
85 90 95

11
12
PRT

Homo sapiens (Ngudi théng minh)
11

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

12
119
PRT

Trinh ty nhdn tao

89
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<220>

<223>

<400%> 12

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Ser Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Lys Tyr

Thr Leu Val
115

<210> 13

<211> 446

<212> PRT

<213>

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

VH cua MSCB97

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Cys

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Trinh ty nhan tao

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Glu
105
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Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

90

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Trp

)
Pro:

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Tyr

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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<223>

<400>

Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly
145

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Leu

Leu

130

Cys

13

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Tyr

Val

115

Ala

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Pro

Val

HC CUA MSCB97

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

vVal

Cys

Lys

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Cys

Ser

Ser

Asp
150

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Arg

135

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Thr

Pro
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Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

155

91

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gly

Ser

140

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp
160
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Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys
325

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

vVal

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Val

Ser

185

Thr

Val

Ala

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ser
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His

170

Ser

Cys

Glu

Ala

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

92

Phe

vVal

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Ala

vVal

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Val

175

Pro

Lys

Pro

val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
335

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser
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Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

His

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

<220>
<223>

<400>

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

Lys

Glu
355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

14
107
PRT

Trinh ty nhén tao

14

Gly

34p

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

VL CUA MSCB97

5

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

440

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

45741

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

vVal

Leu

10

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

93

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Leu

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

15

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His
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Glu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

15
214
PRT

Trinh ty nhé&n tao

LC CUA MSCB97

15

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

5

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

45741

Ala Ser
25

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

10

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Val Ser
30

ArgiLeu

45

Arg Phe

Ser Leu

Asn Trp

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr

20

25

94

30
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Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

45741

Gln

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

95

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Leu

Phe

Leu

Trp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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45741

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 16 ?
211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MSCB97 HCDR1

<400> 16

Ser Tyr Ala Met Ser

1 5
<210> 17

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> MSCB97 HCDR2

<400> 17

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
96
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45741

<223> MSCB97 HCDR3

<400> 18

I
Tyr BAsp Gly Cys Tyr Gly Glu Leu Asp Phe

1 i 5 10
<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MSCB97 LCDRI1

<400> 19

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10
<210> 20

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MSCB97 LCDR2

<400> 20

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1 5
<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MSCB97 LCDR3
97
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<400> 21

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1

<210> 22
<211> 29
<212> PRT

<213> Homo

<400> 22

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> 23
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo

<400> 23

His Ser Gln

1

Arg Arg Ala

Arg Asn Asn
35

<210> 24

<211> 30

5

45741

sapiens (Ngudi théng minh)

5

20

25

10

sapiens (Ngudi théng minh)

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

5

Gln Asp Phe Val
20

Ile Ala

Gln Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn

25

10

98

30
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Bién th& OxM 1

<220>

<221> Xaa

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (alpha, alpha dimetylglyxin)

<220>
<221> Lys
<222>  (30)..(30)

<223> Lys duoc bién d8i hoéa hoc nhu md tad trong ban md ta
<400> 24
His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Asp Phe Val Glu Trp Leu Leu Asn Thr Lys
20 25 30

<210> 25
<211> 29
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Bién thé OXM 2

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

<223> Xaa la axit aminoisobutyric (alpha, alpha dimetylglyxin)

<220>

<221> Lys
99
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<222>
<223>

<400>

45741

(29)..(29)

Lys duoc bién &3i héa hoc nhu md ta trong ban mé ta

25

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

1

5 10 15

Arg Arg Ala Arg Asp Phe Val Glu Trp Leu Leu Asn Lys

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

20 25

26
30
PRT

Trinh tu nhén tao

Bién thé OxXM 3

Xaa
(2)..(2)

Xaa la axit aminoisobutyric (alpha, alpha-dimetylglyxin)

Leu
(27) ..(27)
Leu, trong dé leu la norleuxin dugc bién ddi hoéa hoc nhu

mdé ta trong ban mé ta

Lys
(30)..(30)

Lys duogc bién d6i héa hoc nhu mé ta trong ban md ta

26

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

1

5 10 15

100
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Arg Arg Ala Arg Asp Phe Val Glu Trp Leu Leu Asn Thr Lys

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

<220>
<223>

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

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

<400>

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

1

20 25 30

$ 27

30
PRT

Trinh ty nhdn tao

Bién th& OXM 1/Hop chit 1

Xaa 14 axit aminoisobutyric (alpha, alpha-dimetylglyxin)

Lys
(30)..(30)

Lys dugc bién ddi héa hoc nhu mé ta trong ban md ta

27

5 10 15

Arg Arg Ala Arg Asp Phe Val Glu Trp Leu Leu Asn Thr Lys

20 25 30
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