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(57) Sang ché dé cap dén chat tuong ty Peptit Tyrosin-Tyrosin (PYY) bao gém
céc cai bién 1am ting thoi gian ban thai khi so sanh v6i PY'Y nguyén thé cua ngudi,
cling nhu céc cai bién bd sung lam tang hi¢u lyc va tinh chon loc ddi véi thy thé
NPY?2. Sang ché ciing dé cap dén duoc phadm bao gdm mot hodc nhiéu chat twong
tu PYY dugc mé ta & ddy trong chat mang duoc dung. Sang ché ciing dé cap dén
phuong phap diéu ché chét twong tu PY'Y. Chét twong tu PYY nay hiru ich dé diéu
tri bénh béo phi va cac bénh va rdi loan lién quan dén bénh béo phi nhu bénh tiéu

duong typ II.
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Linh vue k§ thuat dwgc dé cap

Sang ché dé cap chung dén linh vuc sinh hoc va y hoc, va cu thé hon 1a dé cap
dén céc chét tuong tu Peptit Tyrosin-Tyrosin (PYY) ¢c6 thé gén két thu thé peptit than
kinh Y (NPY) nhu thu thé NPY2, cling nhu dugc pham chira chiing va st dung chiing
trong diéu tri bénh béo phi va cac bénh va rdi loan lién quan dén bénh béo phi nhu bénh
tiéu duong typ II (T2DM).

Tinh trang ky thuit cia sang ché

PYY la mot thanh vién thudc ho polypeptit (PP) tuyén tuy va c6 lién quan dén
viéc diéu chinh mirc hép thu thirc an va muc tiéu thu nang luong sau bita an (xem,
Tatemoto (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. 79:2514-2518). PYY duoc tiét ra béi cac té bao
L cta dudng tiéu héa va c6 hai dang ndi sinh chinh 1a — PY Y136 (SEQ ID NO:1) va
PYY3.36 (SEQ ID NO:2). PYY1.36 chiém wru thé hon PYY3.36 trong khi nhin an, trong khi
d6 PYY3.36 chiém wu thé hon PYY1.36 sau khi an. Dipeptidyl peptidaza-IV (DPP-IV)
thity phan PYY1.36 & Pro>Ile? gén két dé san xuit PYY3.36, ma chon loc hon ddi véi thu
thé NPY2 so0 v6i PYY 1.6.

Nong d6 PYY3-36 trong huyét tuong thudng ting trong vong 15 phut sau khi an,
dat dinh trong vong 60-90 phit va van ting trong tdi da 6 gid trudce khi tré lai mirc ban
dau (xem, Adrian et al. (1985) Gastroenterology 89:1070-1077; va De Silva & Bloom
(2012) Gut Liver 6:10-20). Theo cach nay, tin rang PYY3.36 tic dong dén su thém an
thong qua tac dung trung tam truc tiép clia n6 va cling thong qua tac dong 1én nhu dong
rudt cia no (tic 1a tac dung gy chan an cia nd). Ngoai ra, tin rang PY Y336 1am trung
gian cho tinh nhay insulin, do d6 giup giam glucoza huyét (tc 12 hidu qua nhay cam
cua no).

PYY3.36 dd dugc nghién ciru lam tdc nhan diéu tri tiém ning dé diéu chinh thé
trong xét vé tac dung gay chan @n cua nd, dic biét 1a dé diéu tri bénh béo phi va cac bénh
va rdi loan lién quan, bao g6m bénh tiéu duong typ 2 va bénh tim mach (xem, vi dy,
Cong bd don qudc té s6 2002/47712; va Schwartz & Morton (2002) Nature 418:595-
597).
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Khoéng may 13, PYY3.36 dugc dung ngoai sinh ¢6 thoi gian ban thai ngan (vi du,
khoang 10-15 phiit) do proteaza va cac co ché thanh thai khac (xem, Lluis ef al. (1989)
Rev. Esp. Fisiol. 45:377-384; va Torang et al. (2016) Am. J. Physiol. Regul. Integr.
Comp. Physiol. 310:R866-R874), diéu nay dua ra nhitng thach thire khi st dung n6 lam
tac nhan didu tri. Vi thoi gian ban thai ngan nhu vy, PYY3.36 nén dugc sir dung it nhét
mdt 14n mdi ngay dé phat huy tac dung didu tri, diéu nay gdy bét tién cho c4 thé can diéu
tri. Do d6, cac nd luc da duge thyuc hién dé tang thoi gian ban thai ciia PYY3.36 va/hodc
dé tang tinh chon loc thy thé NPY?2 cua né. Vi du, Rubinstein ez al. md ta cac chét tuong
ty PYY c6 nhéom 9-fluorenylmetoxy-carbonyl (Fmoc) hodc 2-sulfo-9-fluorenyl-
metoxycarbonyl (FMS) dé tang thoi gian bén' thai (xem, Cong bb don qudc té s6 WO
2004/089279). Hon nita, DeCarr et al. mo ta cac chét tuong tr PYY c6 céc gbc PEG da
duoc lién két ddu tan cling véi amino dé ting thoi gian ban thai (xem, DeCarr ef al.
(2007) Bioorg. Med. Chem. Lett. 17:1916-1919; Xem thém, Ortiz et al. (2007) J.
Pharmacol. Exp. Ther. 323:692-700). Hon nita, Kofoed e al. m6 ta cac chét tuong tur
PYY c6 chudi bén gin két véi albumin, it nhét mot gbc da dugc cai bién gan vi tri phan
cét ctia PYY (vi du, chit twong tur axit amin N-metyl cua gbc axit amin quan tam), N-
glyxin va/hodc chét bit chudc arginin dé ting thoi gian ban thai (xem, Cong bd don
qubc té s6 WO 2011/033068).

Mic du su hiéu biét vé vai trd ctia PYY3.36 trong qua trinh trao d6i chat da ting
1én dang k&, van can céc chit tuong ty PYY bd sung, dic biét 1a cac chét tuong tu PYY

¢6 hiéu luc va tinh chon loc dugce cai thién tai thu thé NPY?2.

Ban chit k§ thuit clia sang ché
Nhu da luu ¥ trén day, can cac chét tuong tu PYY bd sung dé sir dung trong

didu tri. P& giai quyét nhu cau nay, trude tién, sang ché mo ta cac chit twong tw PYY
bao gbm trinh ty axit amin co ban (lién quan dén viéc danh s6 PYY1.36 nguyén thé cua
ngudi (SEQ ID NO:1)):

3PKPEX-PXoX10DASPEEX 17X1sRY YX22X2sLRHYLNX30LTRQRY?®  (Cong
thirc T), trong d6 X7 14 axit amin bat ky v6i nhom chirc sén c6 dé lién hgp va nhom chire
dugc lién hop véi axit béo Ci6-C22, X9 la E hodc G, Xio 12 E hodac K, Xj71a L hodc W,
Xi31aN hoic Q, X221a A hodc I, X23 1aE, D hodc S, va X3 la E hodac W (SEQ ID NO:3),
va trong do6 axit amin déu tn cung carboxy (d4u tan cung C) tuy ¥ duoc amit hoa.

2
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Trong cac truong hop nhét dinh, axit amin véi nhém chirc sdn c6 dé lién hop &
vi tri X7 ¢O thé 12 C, D, E, K hoic Q. Trong céc trudng hop dac biét, axit amin véi nhém
chirc s&n c6 dé lién hop & vi tri X7 1a K, va trinh tir axit amin c6 thé 1a mot trong cac
trinh tu sau:
3PKPEKPGEDASPEEWQRY YAELRHYLNWLTRQRY?® (SEQ ID NO:4),
3PKPEKPGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQRY?® (SEQ ID NO:5),
3PKPEKPEEDASPEEWQRY YIELRHYLNWLTRQRY?® (SEQ ID NO:6),
3PKPEKPGKDASPEEWNRYYADLRHYLNWLTRQRY?® (SEQ ID NO:7), hodc
3PKPEKPGEDASPEELQRY YASLRHYLNWLTRQRY? (SEQ ID NO:8).

Trong mdt sd trudng hop, axit béo Cie-Ca2 dugce lién hop voi axit amin véi
nhom chie sin c6 dé lién hop thong qua cau ndi. Trong cic trudng hop nhét dinh, axit
béo C16-Ca2 ¢ cAu tric 13 -CO-(CHz)a-CO2H, trong d6 o 1a s6 nguyén nam trong khoang
tir 16 dén 22. Trong cac trudng hop dic biét, axit béo la diaxit c6 18 nguyén tur cacbon
hodic diaxit c6 20 nguyén tir cacbon nhu axit palmitic, axit stearic, axit arachidic hoac
axit eicosanoic, dic biét 1 diaxit c6 18 nguyén tir cacbon hogc diaxit c6 20 nguyén tir
cacbon bdo hoa. Tuong tu va trong mot s truomg hop, ciu néi c6 thé 1a mot hoac nhidu
don vi cla axit [2-(2-amino-etoxy)-etoxy)]-axetic (AEEA), axit aminohexanoic (Ahx),
axit glutamic (E), axit y-glutamic (YE) hoac t6 hop ctia ching.

Trong cac treong hop dic biét, chét twong tw PYY ¢6 thé 1a mot trong cac chat

sau:

o_OH
0 H 0 H 0
HWK/NAVN Nkwijﬂ/\ﬁvN/\ﬂv\/»Amq
o H 0

HO"~0

3 36
PKPEH PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNWLTRQR Y—NH,
o

(SEQ ID NO:9),
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0] 0]

H
HoA A S SN o
0] H o
}WAVQ/mAvm(mAVQ/ﬂ 0)
0]

3 36
PKPEﬁ PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQR Y—NH,
o)

(SEQ ID NO:10),

o ’ HO_0O 4
HN/U\/O\/\O/\/N N)K/\/\/\/\/\/\/\/\(OH
0 H 0

36
3PKPE-II:I{ PEEDASPEEWQRYYIELRHYLNWLTRQRY—NH,
o

(SEQ ID NO:11),

0
HO
0 H 0] °
mﬂwp»/@”wﬂw/@/xpx/wj\/jfH
H
° HO” ~0
3 36
PKPE—H PGKDASPEEWNRYYADLRHYLNWLTRQRY—NH,
0]
(SEQ ID NO:12), hodc
O H @)
HO)J\/\/\/\/\/\/\/\/\/YN OH

@)
0] O HN” ~0
H H
HWKVQVAUAVNWAD”VpV/WJ\/jENfNVk?O
H
O HO OO OH

3 36
PKPE—” PGEDASPEELQRYYASLRHYLNWLTRQRY—NH,

@)

(SEQ ID NO:13).
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Trong mét sb trudng hop, cAu triic co ban cta chét trong tu PYY theo sdng ché
con ¢6 thé bao gém hai axit amin du tan cling amino (d4u tan cing N) ctia PY Y136
nguyén thé ciia ngudi (SEQ ID NO:1), ma sau d6 c6 thé duge xit Iy in vivo thanh chét
tuwong tu PY Y336 (tirc 1a, géc “YP” d4u tan cing N c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO:1
c6 thé duoc phan tach in vivo tlr chét bat ky trong s cac chét twong tu PYY).

Trong mot sb truong hop, chét twong tw PYY c¢6 dién tich 16n hon -2, dac biét
1a -3 hodc -4.

Trong mot s6 truong hop, chét turong tu PYY c6 ai luc gén két & thu thé NPY2
cta nguoi 16m hon i luc gin két ciia PY'Y3.36 cia ngudi (SEQ ID NO:2), nhu tlr 16n hon
khoang 2 1dn dén 16n hon khoang 10 14n, dic biét 12 16n hon khoang 2 1an dén 16n hon
khoang 3 1an. |

Trong mot s6 truong hop, chét twong tu PYY c6 thoi gian ban thai dai hon thoi
gian ban thai ctia PYY3.36 cia ngudi (SEQ ID NO:2), nhu dai hon tir khoang 5 gir dén
khoang 24 gi0, dic biét 1a dai hon khoang 12 gio.

Thir hai 13, dugc phdm duge mo ta chira it nhat mot chat twong tw PYY theo
sang ché hoiac mudi dugc dung ctia né (vi du, mudi trifloaxetat, mudi axetat hodc mubi
hydroclorua) va chit mang dugc dung. Trong mot sé trudong hop, duoc pham con c6 thé
chira chit mang, chét pha loang va/hodc ta dugc.

Hon nira, dugc phém 6 thé chira tac nhan diéu tri bd sung nhu, vi du, thude tri
tiéu duong hodc giam can khac, dac biét 1a incretin. Trong mot s6 trudong hop, incretin
c6 thé 1a glucagon (GCG) hodc chét trong tw GCG. Trong cac trudong hop khac, incretin
c6 thé 1a peptit-1 gidng glucagon (GLP-1), GLP-1 (7-36)amit hodc chét twong tur GLP-1.
Trong céc truong hop khac, incretin ¢6 thé 1a peptit trc ché da day (GIP) hoidc chét twong
tuw GIP. Trong céac truong hop khéc, incretin ¢6 thé 1a chét chu van thu thé kép nhu
oxyntomodulin (OXM) hodc chét twong tr OXM, GLP-1/GCG hogdc GIP/GLP-1. Trong
cac truong hop khéc, incretin ¢6 thé 1a chét twong tu incretin c6 hoat tinh ba thu thé (thc
1a cac chit twong tu incretin c6 hoat tinh & timg thu thé GIP, GLP-1 va GCG). Trong
cac truomg hop khac, tdc nhan diéu trj bd sung co thé 1a chét (rc ché DPP-IV.

Thir ba 1a, phuong phép dugc mo ta dé st dung chét tuong ty PYY theo séng
ché, dac biét 1a dé sir dung chét tuong tw PYY trong diéu tri bénh béo phi va cac bénh
va rdi loan lién quan dén bénh béo phi nhu T2DM. Phuong phép nay bao gbm it nhat
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budec cho ca thé can didu tri dung luong hitu hi¢u cua chét tuong tu PYY nhu dugc mo
ta & day hoac mubi dugc dung cuia ching.

Trong mot s6 truomg hop, chét tuong tu PYY c6 thé duoc dung dudi da (SQ)
cho c4 thé. Tuong tu, va trong mot sd truomg hop, chat twong tw PYY ¢6 thé duoc dung
hang ngay, cach ngay, ba 14n mot tuén, hai 14n mot tudn, mot 14n mot tudn (tic 13, hang
tuan), hai tudn mot lan (tic 13, cach tuan) hodc hang thang. Trong cac truong hop nhét
dinh, chit tuong tu PYY co thé duoc dung dudi da cach ngay, dudi da ba 14n mot tuan,
duéi da hai 1dn mot tudn, duéi da mot 1an mot tuan, duéi da cach tudn hodc dudi da mbi
thang mot 1an. Trong céc trudng hop dic biét, chét tuong tu PYY duoc dung dudi da
mot 1an mot tuan (QW).

Theo céch khéc, chit twong tu PYY c6 thé dugc dung qua duong miéng cho ca
thé. Nhu néu trén, chit trong tw PYY ¢6 thé dugc dung hang ngay, cach ngay, ba lan
mot tudn, hai 1an mot tudn, mot 1an mot tudn (tac 1a, hang tuén), hai tuin mot 1an (tre
13, cach tudn) hodc hang thang. Trong céac truong hop nhat dinh, chét twong tu PYY c6
thé dugc dung qua duong miéng cach ngay hodc két hop ba 1an mot tudn, hodc két hop
hai 1an mot tudn, hoic Kkét hop mot 14n mot tudn, hodc Két hop mdi tudn, hoic qua dudong
miéng mdi thang mot lan. Trong cac truong hop dic biét, chét twong tu PYY duogc dung
qua dudng miéng mot 1an mot tuan.

Phuong phéap nay cling c6 thé bao gdbm budc dung it nhat mot chat twong tu
PYY két hop véi lwong hitu hiéu cia tic nhan diéu tri bd sung nhur chét e ché DPP-IV
hodc incretin (vi du, GCG hodc chét twong tw GCG, GLP-1, GLP-1 (7-36)amit hodc chét
twong ty GLP-1, GIP hoic chit twong ty GIP, OXM hofc chat twong tw OXM, GIP/GLP-
1, GLP-1/GCG hodc incretin c6 hoat tinh ba thu thé). Chét trc ché DPP-IV hodc incretin
¢6 thé duge dung dong thoi, tach biét hodc 1an luot v6i chét tuong tw PYY.

Trong mdt s6 trudmg hop, chét trc ché DPP-TV hodc incretin ¢6 thé dugc ding
v6i tin suét gibng nhu chét tuong tu PYY (tuc 1a, cach ngay, hai 1An mot tuan, hodc
tham chi hang tudn). Trong céc truong hop khac, chét trc ché DPP-IV hoic incretin dugc
dung vdi tan suat khac biét voi chét twong tw PYY. Trong céc truong hop khac, chét \rc
ché DPP-IV hoic incretin dugc dung QW. Trong cac truong hop khac nira, chét twong
tw PYY duoc dung dudi da, va chét trc ché DPP-IV hoic incretin ¢6 thé duoc dung qua

duong miéng.
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Trong mdt s trudng hop, ca thé bi béo phi hodc thira can. Trong cac truong
hop khéc, c4 thé 1a ngudi méic bénh tiéu duong (PwD), dic biét la T2DM. Trong cic
truong hop nhat dinh, c4 thé béo phi mic bénh tiéu dudng typ 2 hodc ca thé thira can
méc bénh tiéu dudng typ 2.

Phuong phéap cling ¢o thé bao gdm céac budc nhu do hodc thu nhan thé trong
cia c4 thé va/hodc glucoza huyét va/hoic hemoglobin Alc (HbAlc) va so sanh cac gia
tri thu dugc nhu vy véi mot hodc nhiéu gid tri co s& hodc gia tri thu dugc trude do dé
danh gid hiéu qua cua viéc diéu tri.

Phuong phép cling c6 thé dugc két hop véi ché do an va tap thé duc va/hodc c6
thé dugc két hop v6i tic nhan diu tri bd sung ngoai cac tac nhan dugc mo ta trén day.

Tht tu, viée st dung duge mo ta d6i v6i chat twong tu PYY theo sang ché trong
didu tri bénh béo phi va céc bénh va rbi loan lién quan dén bénh béo phi nhu T2DM, tiry
¥ ¢6 thé duge ding dong thoi, tich biét hode 1an lugt (tirc 14, két hop) v6i chit e ché
DPP-1V va/hoac incretin nhu GCG hodc chét trong tw GCG, GLP-1, GLP-1 (7-36)amit
hoac chét tuong tu GLP-1, GIP hodc chét tuong tu GIP, OXM hodc chét twong tu OXM,
GIP/GLP-1, GLP-1/GCG, hoic thim chi incretin c6 hoat tinh ba thu thé.

Th ndm, viéc st dung dugc mo ta d6i v6i chét tuong tw PYY theo sang ché
trong san xuét thudc dé diéu tri bénh béo phi va cac bénh va r6i loan lién quan dén bénh
béo phi nhu T2DM, trong d6 thude nay tiy ¥ 6 thé con chira chét wc ché DPP-IV
va/hoic incretin nhu GCG hodc chét twong tu GCG, GLP-1, GLP-1 (7-36)amit hodc chét
tuong tu GLP-1, GIP hodic chit twong tw GIP, OXM hofc chét trong tu OXM, GIP/GLP-
1, GLP-1/GCG, hoic tham chi incretin c6 hoat tinh ba thy thé.

Mot loi thé cia chét twong tu PYY theo sang ché 13 chiing khong chi ¢6 thé
giip gidm can ma con ¢ thé 1am giam glucoza. Theo cach nay, cic ca thé, dac biét 1a
céc c4 thé dé bi hoac méc bénh tiéu duong typ 2, c6 thé tri hodn su tién trién thanh
insulin ngoai sinh va co thé duy tri muc tiéu HbAlc dich. Hon nita, chét tuong tu PYY
theo sang ché c6 thé ting cudong kiém soat glucoza huyét bang cach cai thién tinh nhay
insulin. Két hop lai, GIP/GLP-1 va chét tuong tr PYY ¢o thé duoc st dung dé kiém soat
ca glucoza (incretin + chét nhay hoa insulin tiém nang) va giam can (hiép dong). Pic
biét, chit twong tw PYY theo sang ché mot minh c6 thé gy giam dén khoang 12% trong

lugng khi dugce dung cho ca thé ¢6 nhu ciu va c6 thé 1am giam dén khoang 25% trong
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lwong khi két hop véi téc nhan diéu tri bd sung nhu incretin khi dugc dung cho ca thé
¢6 nhu ciu nay.

Mot loi thé khac cua chét tuong tu PYY theo sang ché 1a chung co thé co thoi
gian ban thai 1én dén khoang 24 gio, nhd d6 cho phép ding mot 14n hang tuan.

Mbt loi thé khac nita ctia chit twong tw PYY theo sang ché 1a chung 1am ting
tinh &n dinh va twong hop hoa ly khi so sanh véi PYY3.36 nguyén thé ctia nguoi (SEQ
ID NO:2) va ting kha nang tuong hop & dang bao ché véi incretin khi so sénh v6i PY Y.
36 nguyén thé ctia ngudi (SEQ ID NO:2).

Mo ta chi tiét sang ché

Trir khi ¢6 quy dinh khac, tAt ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thudt dugc st
dung & day c6 cung nghia nhu thuong dugc hiéu bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat ma sang ché lién quan. Mic du phuong phap va vat liéu bét ky tuong
tu hodc twong dwong v6i cac phuong phap duge md ta ¢ day déu co thé duoc str dung
trong thyc hanh hodc thir nghi€ém chét twong tu PYY, duoc pham va cac phuong phap,
nhung cac phuong phéap va vat liéu duoc uu tién duge mo ta ¢ day.

Hon nita, vi€éc tham chiéu dén mot phﬁn tir trong mao tir khong x4c dinh tiéng
Anh “a” hodc “an” khong loai trr kha nang c6 nhidu hon mdt phan tir, trir khi ngit canh
yéu cAu rd rang rf?mg c6 mdt va chi mot phﬁn tir. Do d6, mao tir khong xac dinh “a” hodc

“an” thuong c6 nghia 1a “it nhat mot.”

Dinh nghia

Nhu dugc st dung & day, "khoang" c6 nghia la trong mot khoang c¢6 y nghia
théng ké ctia mot gia tri hodc cac gia tri nhu, vi du, néng do, do dai, khéi lugng phan tu,
pH, mtrc do dong nhét trinh tu, khung thoi gian, nhiét do, thé tich, v.v. dugc néu. Gia tri
hoic khoang nhu vay co thé ndm trong mot mirc 16n thuong trong khoang 20%, thong
thuong hon 14 trong khoang 10%, va thdm chi con thong thudng hon la trong khoang
5% cuia mot gia tri hodc khoang dugc néu. Sy bién thién cho phép dugc bao gdm bai tir
"khoang" s& phu thudc vao hé théng cu thé dang dugc nghién ciru va co thé duoc danh
gia dé dang boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay.

Nhu duge st dung & ddy, “axit amin” c6 nghia la phén tir, theo quan diém hoa
hoc, dugc dic trung bai sy ¢ mat cua mot hodc nhidu nhém amin va mot hodc nhiéu

8
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nhoém axit carboxylic va cé th& chira cac nhom chire khac. Nhu da biét trong linh vue k§
thuat nay, co mot tap hop gbm hai muoi axit amin dugc chi dinh 1a axit amin tiéu chudn
va duoc st dung lam khéi xay dung cho hau hét cac peptit/protein dugc tao ra bdi sinh
vat bat ky.

Nhu duge st dung & ddy, “axit amin v6i nhom chuc s&n c6 dé lién hop” ¢6
nghia 12 axit amin t nhién hodc khong tu nhién bét ky ¢6 nhém chie co thé dugc lién
hop vai axit béo bﬁng, vi du, ciu ndi. Vi du vé cac nhém chirc nhu vay bao gém, nhung
khong chi giéi han &, nhém alkynyl, alkenyl, amino, azido, bromo, carboxyl, chloro,
iodo va thiol. Ngoai ra, vi du vé axit amin tu nhién c6 cdc nhém chirc nhu vay bao gém
C (thiol), D (carboxyl), E (carboxyl), K (amino) va Q (amit).

Nhu dugce st dung & day, "chét trong tu" ¢6 nghia la mot hop chét, nhu peptit
hodc polypeptit tdng hop, hoat hoa thu thé dich va gay ra it nhét mét hiu qua in vivo
hoic in vitro dugc gay ra boi chit chu van nguyén thé dbi véi thu thé do.

Nhu duoc st dung & day, "hiéu qua gay biéng dn" c6 nghia 1a kha ning chét
tuong tu PYY theo sang ché trong viéc lam gidm su them an, din dén murc tiéu thu thirc
4n it hon va cubi cing din dén su giam can. Hiéu qua gay biéng an ciing c6 thé dé chi
kha nang cta chét tuong tu PYY theo sang ché trong viéc lam tang nhu dong ruot.

Nhu duoc st dung & ddy, “axit béo Ci6-C22” ¢6 nghia la axit carboxylic c6 tir
16 dén 22 nguyén t& cacbon. Axit béo Cie-Ca2 thich hop dé sir dung & day co thé 1a
monoaxit bio hoa hodc diaxit bdo hoa (“diaxit” c6 mot nhém carboxyl 6 mdi dau).

Nhu duge st dung & ddy, “AUC” c6 nghia la di¢n tich dudi duong cong (area
under the curve).

Nhu duge st dung & day, “lugng hitu hiéu” c6 nghia 1a luong, ndng dd hoic
lidu luong cia mot hodc nhiéu chit twong tu PYY theo sang ché, hoac mubi duoc dung
cia chung ma, khi dung mot lidu duy nhét hozc dung nhiéu liéu cho c4 thé can diéu tri
bénh nay, tao ra hiéu qua mong mudn & c4 thé nhu vay trong diéu kién chan doan hogc
diéu tri (tic 14, ¢ thé tao ra su khac biét co thé do dugc vé mit 14m sang vé tinh trang
cta ca thé nhu, vi du, gidm glucoza huyét, giam HbAlc, va/hodc giam thé trong hodc
md clia co thé). Luong hitu hiéu c6 thé d& dang dugc xac dinh bdi ngudi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay bang cach st dung cac k¥ thuét da biét va bing
cach quan sat cac két qua thu dugc trong cac truong hop tuong tu. Trong viéc xac dinh
luong hiru hiéu d6i v6i ca thé, mot sb yéu td duoc xem xét, bao gém, nhung khong chi
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gi¢i han 6, loai dong vat c6 vu, kich thudc, do tudi va strc khoe chung cta no, bénh hodc
r6i loan cu thé lién quan, mic do hoac su lién quan hodc murc do nghiém trong cua bénh
hodc rdi loan, dap tmg cla ca thé, chét trong tu PYY cu thé dugc dung, cach dung, céac
dic diém sinh kha dung cua dugc phém dugc dung, phéc d 1iéu luong di chon, viéc st
dung thudc dong thoi, va cac truong hop lién quan khac.

Nhu duoc sit dung & ddy, “ndng do hidu qué ban tdi da” hodc “ECs0” ¢6 nghia
la ndng do ctia hop chét din dén 1am hoat hoa/kich thich 50% diém cubi ctia thit nghiém,
nhu duong cong dap tng liéu lugng (vi du, cAMP).

Nhu dugc st dung & day, “két hop v6i” c6 nghia la viéc dung it nhit mot chét
tuong tu PYY theo sang ché ddng thoi, 1an luot hodc & dang bao ché két hop duy nhat
v6i mot hodc nhiéu tac nhan diu tri bd sung.

Nhu duge st dung & day, “chét twong tu incretin® nghia 1a peptit hodc
polypeptit co cac diém tuong ddng vé cdu triic, nhung c6 nhiéu diém khéc biét v6i mdi
trong sd GIP, GLP-1, GCG va OXM, dic biét la GIP, GLP-1, GCG va OXM nguyén
thé cua nguoi. Mot s6 chit twong tu incretin cling c6 ai lyc va hoat tinh & hai hoac tham
chi mdi trong sb cac thu thé GIP, GLP-1 va GCG (tic 14, hoat tinh chu van ¢ hai thu thé
nhu trong OXM, GIP/GLP-1 hoac GLP-1/GCG, hoic thdm chi hoat tinh chi van & ca
ba thu thé).

Nhu dugce st dung & day, “ca thé c6 nhu cAu” c6 nghia la dong vat c¢6 v nhu
nguoi, v4i tinh trang bénh, bénh 1y, 161 loan hodc triéu chimg can diéu tri hodc tri lidu,
bao g&‘)m, vi du, cac loai dugc liét ké ¢ day. Déc bi€t, ca thé dugc uvu tién duoc diéu tri
la nguoi.

Nhu dugc str dung & day, "tdc dong 1au dai" c6 nghia 1a ai luc gfn két va hoat
tinh ctia chét twong tu PYY theo sang ché tiép tuc trong mot khoang thoi gian dai hon
so vdi PYY1.36 nguyén thé ctia nguoi (SEQ ID NO:1) va/hodc PYY3.36 nguyén thé cua
ngudi (SEQ ID NO:2), cho phép dung lidu it nhat 1a kém thuong xuyén nhu mot 14n mdi
ngay hodc tham chi ba 1an mot tudn, hai 1an mot tudn, mot 14n mdi tudn hodc hang thang.
Profin tac dong theo thoi gian cua chét trong tu PYY theo sang ché ¢6 thé duogc do bang
cac phuong phép thir nghiém dugc dong hoc da biét nhu cac phuong phap duge mo ta
trong phan Vi du thyc hién sang ché duoi day.

Nhu duoc st dung & ddy, “axit amin khong tiéu chuén” nghia 14 axit amin c6
thé xut hién tu nhién trong té bao nhung khong tham gia vao qua trinh tdng hop peptit.
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Axit amin khong tiéu chuén c6 thé 12 thanh phan ctia mot peptit va thuong duoc tao ra
bang cach cai bién cac axit amin tiéu chuin trong peptit (tic 1, thong qua sy cai bién
sau dich ma). Axit amin khong ti€éu chuén c6 thé bao gdbm D-axit amin, c6 tinh déi ximg
tuyét doi trai nguge véi cac axit amin ti€u chuén néu trén.

Nhu duogc sit dung & day, "béo phi" hodc "su béo phi" c6 nghia la tinh trang
mdt ca nhan ¢6 chi sb khdi lugng co thé (BMD>30,0 kg/m*. Noi chung, xem
“Overweight & Obesity” cia Trung tam Kiém soat va Phong ngira bénh san co tai
cde.gov/obesity/adult/defining html; va “Definitions & Facts for Adult Overweight &
Obesity” ctia Vién Stc khoe Qudc gia tai iddk.nih.gov/health-information/weight-
management/adult-overweight-obesity/definition-facts.

Nhu duge st dung ¢ day, "bénh hoac rdi loan lién quan dén béo phi" c6 nghia
1a bénh hodc r6i loan bt ky bi gdy ra/tram trong thém do béo phi bao gém, nhung khong
chi gigi han &, con dau that nguc, bénh tim mach, viém tii mat, sO6i mat, suy tim sung
huyét, r6i loan lipit huyét, bénh gan nhiém m3, bién ching sinh sén, ching khong dung
nap glucoza, bénh gut, bénh cao huyét 4p, chimg suy gidp, chimg tdng insulin huyét,
chung khang insulin, bénh viém xwong khép, hdi ching budng trimg da nang (PCOS),
bién chung thai ky, roi loan tam ly, ching ngung thé khi ngt va cac vén @& ho héap khac,
dot quy tiéu khong kidm soat do cang thing, bénh tiéu duong typ 2, bénh soi than do
axit uric (s6i than), va ung thu vi, rudt két, ndi mac tir cung, thuc quan, tii mat, thén,
tuyén tién liét va truc trang.

Nhu duoc st dung & ddy, "thira cAn" c¢6 nghia 1a tinh trang trong d6 ca thé co
chi s6 BMI ndm trong khoang tir 25,0 kg/m? dén <30 kg/m?. Xem, id.

Nhu duge st dung & ddy, “PYY” c6 nghia la peptit YY thu duoc hodc c¢6 ngudn
gbc tir loai bat ky, nhu dong vat c6 va, dic biét 1a nguoi. PYY bao gdm ci PYY nguyén
thé (tirc 13, c6 chidu dai day du) va bién thé cua chung (tirc 13, dang bd sung, dang Khuyét
doan va/hodc dang thay thé PYY nguyén thé). PYY cu thé bao gom, nhung khong chi
gi6i han &, PYY1.36 nguyén thé cia nguoi (SEQ ID NO:1) va PYY3.36 nguyén thé cia
nguoi (SEQ ID NO:2).

Nhu dugc st dung ¢ day, “chét twong tu PYY” hodc “cac chét twong tw PYY”
nghia 1 peptit hodc polypeptit gidng PYY ma tao ra mot hodc nhiéu hiéu qua ctia PYY
nguyén thé & mot hodc nhiéu thu thé NPY nhu thu thé NPY2. Trong mot s6 truong hop,
chéit twong tu PYY theo sang ché co thé gén két vé6i thu thé NPY, dic biét 1a thu thé
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NPY?2 cia ngudi, voi i luc cao hon hodc thip hon nhung ching minh duge thoi gian
ban thai in vivo hodc in vitro dai hon khi so sanh v6i PY'Y nguyén thé, dic biét 1aPYY
ctia ngudi nhu PYY .36 nguyén thé cta nguoi (SEQ ID NO:1) va PYY3.36 nguyén thé
cia nguoi (SEQ ID NO:2). Theo céach nay, chét twong ty PYY theo sang ché 1a cac hop
chét tdng hop hoat dong nhu chét chii van thu thé NPY2.

Nhu duoc sir dung & ddy, “bdo hoa” c6 nghia 1a axit béo khong chura lién két
doi hodc lién két ba cacbon-cacbon.

Nhu dugc str dung & day, “hiéu qua nhay hoa” c6 nghia la kha nang cia chét
tuong tu PYY theo sang ché dé 1am tang hiéu qua cta insulin va nho do6 gitp lam giam
glucoza huyét.

Nhur duogc st dung & ddy, “diéu tri” hodc “dé diéu tri” c6 nghia 12 1am giam bét,
han ché, dao ngugc, lam cham hodc ngimg sy tién trién hodc muc dd nghiém trong cua
tinh trang bénh, bénh, ri loan hoic triéu ching hién co.

Mot sb tir viét tat nhat dinh dugc dinh nghia nhu sau: “ACR” dé chi ty 1&
albumin nuéc tidu/creatinin nude tiéu; “amu” dé chi don vi khéi lugng nguyén tu;
“tBoc” dé chi tert-butoxycarbonyl; “cAMP” dé chi adenosin monophosphat vong;
“DMF” dé chi dimetylformamit; “DMSO” dé chi dimetyl sulfoxit; “EIA/RIA” dé chi
thtr nghiém mién dich enzym/thir nghiém mién dich phéng xa; “hr” dé chi gio; “HTRF”
dé chi huynh quang phén giai thoi gian dbng nhat (homogenous time-resolved
fluorescent); “IV” dé chi duong dung tinh mach; “kDa” 8 chi kilodalton; “LC-MS” dé
chi shc ky 16ng-khéi phd; “MS” dé chi khdi phd; “OtBu” dé chi O-tert-butyl; “Pbf” dé
chi NG-2,2,4,6,7-pentametyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl; “RP-HPLC” dé chi sic ky
l6ng hiéu nang cao pha ddo ; “SQ” @& chi duéi da; “SEM” dé chi sai s6 chuin cla gid

tri trung binh; “TFA” d8 chi axit trifloaxetic; va “Trt” @& chi Trityl.

Chdt tuwong tw PYY

Chét tvong tu PYY theo sang ché c6 tinh tuong tr vé cdu tric, nhung ciing c6
nhidu diém khéc biét vé c4u tric, so véi peptit PYY nguyén thé. Vi du, khi so sanh vé&i
PYY1.36 nguyén thé ctia ngudi (SEQ ID NO:1) va/hode PYY3.36 nguyén thé clia nguoi
(SEQ ID NO:2), chét twong tw PYY dugce md ta & ddy bao gém cac cai bién & mét hodc
nhidu vi trf 3, 7, 9, 10, 17, 18, 22, 23, 30 va 31 lién quan dén viéc danh s6 cta PY Y136
nguyén thé clia ngudi (SEQ ID NO:1). Trong céc truong hop nhét dinh, trinh tu axit
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amin duoc ldy 1am vi du cua chét twong tu PYY theo sang ché bao gdm (céc thay dbi cu
thé lién quan dén gbc trong tmg ctia PYY nguyén thé ctia ngudi (SEQ ID NO:1) duogc
in dam):

3PKPEX7PXoX10DASPEEX17X1sRY Y X2:X23LRHYLNX3LTRQRY*®  (SEQ ID
NO:3),

3PKPEKPGEDASPEEWQRY YAELRHYLNWLTRQRY? (SEQ ID NO:4),
3PKPEKPGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQRY? (SEQ ID NO:5),
3PKPEKPEEDASPEEWQRYYIELRHYLNWLTRQRY?® (SEQ ID NO:6),
3pPKPEKPGKDASPEEWNRY YADLRHYLNWLTRQRY?® (SEQ ID NO:7), va
3PKPEKPGEDASPEELQRYYASLRHYLNWLTRQRY?® (SEQ ID NO:8).

Chét trong tu PYY theo sang ché din dén hoat tinh du & thy thé NPY2 cia
ngudi nhung hoat tinh khong du ¢ cac thu thé NPY1, NPY4 va NPY5. Tuong tu, chét
twong tu PYY theo sang ché c6 cac thudc tinh ¢6 1¢i lién quan dén kha ning phat trién
cua chung khi dung trong dilu tri, bao gdm cai thién do hoa tan trong cic dung dich
nudce, cai thién do on dinh cua dang bao ché héa hoc va vat Iy, mé rong profin dugc
dong hoc, va giam thidu tiém ning sinh mién dich.

Trong mot sb truong hop, chét tuong ty PYY theo sang ché duogc amit hoa &
axit amin dau tan cung C dé tac dong dén d6 6n dinh. Ngoai cac thay dbi dugc mé ta &
day, cac chét tuong tu co thé bao gém mot hoac nhidu cai bién axit amin bd sung, tuy
nhién, véi didu kién cac chat tuong tu duy tri kha nang gin két v6i va kha ning hoat hoa
thu thé NPY2 clia nguoi.

Chét twong tuw PYY theo sing ché con bao gbém axit béo dugc lién hop, vi du,
béng cau ndi v6i axit amin tu nhién hodc khong ty nhién véi nhom chire s&n c6 dé lién
hop (tic 14, “axyl hoa”). Trong mot s6 truong hop, axit amin vi nhom chire sin ¢ dé
lién hop ¢co thé 1a C, D, E, K va Q. Trong céc truong hgp dac biét, axit amin v6i nhom
chtrc sén c6 dé lién hop 1a K, trong d6 su lién hop 1a v6i nhom g-amino cta chudi bén
K.

O day, axyl hoa chét twong tu PYY 12 & vi tri 7 khi so sanh v6i PY Y1.36 nguyén
thé cua ngudi (SEQ ID NO:1). Theo cach nay, axit béo c6 thé hoat dong nhu cht két
dinh albumin dé tao ra cac chat twong tu tac dong 1au dai hon.

Vé axit béo, no co thé dugc lién hop héa hoc véi nhém chire cua axit amin san
¢6 d& lién hop bing lién két truc tiép hoac bing cu ndi. Do dai va thanh phan cta axit
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béo anh hudng dén thoi gian ban thai cta chét twong tu PYY, hiéu lyc in vivo cla chét
twong tu PYY, va d6 hoa tan va do 6n dinh cta chét tuong tu PYY. Su lién hop véi
monoaxit hoic diaxit béo bdo hoa Ci6-C22 nho do din dén chét tuong tw PYY c6 thoi
gian ban thai mong mudn, hiéu luc in vivo mong mudn, va dic tinh d6 hoa tan va do 6n
dinh mong mudn.

Axit béo C16-C22 bo hoa dugc ldy lam vi du dé sir dung & day bao gdm, nhung
khong chi giéi han &, axit hexadecanoic (tirc 13, axit palmitic, monoaxit c6 16 nguyén
tir cacbon), axit hexadecanedioic (diaxit c6 16 nguyén t& cacbon), axit heptadecanoic
(tirc 13, axit margaric, monoaxit ¢6 17 nguyén tir cacbon), axit heptadecanedioic (diaxit
c6 17 nguyén tir cacbon), axit stearic (monoaxit c6 18 nguyén tr cacbon), axit
octadecanedioic (diaxit c6 18 nguyén t&r cacbon), axit nonadexylic (toc la, axit
nonadecanoic, monoaxit c6 19 nguyén tir cacbon), axit nonadecanedioic (diaxit c6 19
nguyén tt cacbon), axit eicosanoic (trc 1a, axit arachidonic, monoaxit c6 20 nguyén tir
cacbon), axit eicosanedioic (diaxit c6 20 nguyén tir cacbon), axit heneicosanoic (tirc 1a,
axit heneicosylic, monoaxit ¢6 21 nguyén tir cacbon), axit heneicosanedioic (diaxit co
21 nguyén tir cacbon), axit docosanoic (tirc 1a, axit behenic, monoaxit c6 22 nguyén tir
cacbon), axit docosanedioic (diaxit c¢6 22 nguyén tir cacbon), va cac dan xuét mach
nhéanh va duoc thé ctia chung. Trong céac trudng hop nhét dinh, axit béo Ci6-C22 ¢6 thé
14 monoaxit bio hoa c6 18 nguyén tir cacbon, diaxit c6 18 nguyén ti cacbon béo hoa,
monoaxit bdo hoa c6 19 nguyén tir cacbon, diaxit bdo hoa c6 19 nguyén tir cacbon,
monoaxit bao hoa c6 20 nguyén tir cacbon, diaxit c6 20 nguyén tit cacbon bdo hoa, va
céc dan xuét mach nhanh va dugc thé cua chiing. Trong cac truong hop dic biét, axit
béo Ci6-Cx c6 thé 1a axit palmitic hodc axit hexadeconic, axit stearic hodc axit
octadeconic, ho#c axit arachidic hodc axit eicosanoic.

Pé hd tro lién hop axit béo vdi axit amin tu nhién hodc khong tu nhién v6i
nhém chiie sin c6 dé lién hop, chat twong tu PYY theo sang ché ¢6 thé bao gém cau
ndi. Trong mot s6 truong hop, cau ndi c6 thé 12 it nhat mot trong s AEEA, Ahx, E hoidc
vE, cling nhu td hop cia chiing.

Khi cAu ndi bao gdm axit amin, n6 c6 thé c6 mot dén bén gbe axit amin E hodc
vE. Trong mot sb trudong hop, cAu ndi c6 thé bao gdbm mdt hodc hai gbc axit amin E
va/hodc yE. Vi du, cau ndi c6 thé bao gdm mot hodc hai gbc axit amin E va/hodc yE.
Trong cac truong hop khac, cau ndi c6 thé bao gdm mot dén bén gbe axit amin (nhu, vi
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du, axit amin E hodc yE) dugc st dung két hop v6i AEEA hoac Ahx. Déc biét, cau ndi

6 thé 12 t6 hop cia cic gbc axit amin E va yE voi AEEA hodc Ahx. Trong cdc truong

hop khéc nita, cau ndi c6 the 1a t6 hop ciia mot hoic hai goc axit amin YE va mot hoac

hai AEEA hoic Ahx. Trong céc truong hop déc biét, cAu nbi co thé 1a gbc (AEEA),#yE,

gbc AhxE+yE, hodc gbc AEEAYE.

Géc cu ndi-axit béo duge 14y 1am vi du co thé bao gdm (AEEA),*yE+diaxit c6

20 nguyén tir cacbon, Ahx*EeyE-diaxit c6 18 nguyén tir cacbon, hoac AEEA-*yE-diaxit

¢6 18 nguyén tir cacbon. Céc ddc diem cau triic clia cac goc cau noi-axit béo nay dan

dén cAc chit tuong tu ¢6 thoi gian ban thai cai thién khi so sanh véi PYY1.36 nguyén thé

ctia nguoi (SEQ ID NO:1) hodc PYY3.36 nguyén thé ctia nguoi (SEQ ID NO:2).
Tbng hop lai, chét twong tw PYY dugc 14y 1am vi du la:
O._OH

0] H 0] H (0]
© Ho~0 ©

36
3PKPE-H PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNWLTRQR Y—NH,
o

(SEQ ID NO:9),
(0] (0]

H
HO)K/\/\/\/\/\/\/\/\/\D/N OH

o o
H
HN*/O\/\of\/N\nfo/\/o\/\H o
o

36
3PKPE-N PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQR Y—NH,
0

(SEQ ID NO:10),

o ’ HO_O
HNJK/O\/\O/\/N NJ\/\/\/\/\/\/\/\/\(OH
0 H o)

36
3PKPE-{:I| PEEDASPEEWQRYYIELRHYLNWLTRQR Y—NH,
(o)

(SEQ ID NO:11),
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o]
HO
o] H o] ©
HNJK/O\/\O/\/N\H/\O/\/O\/\N)J\/INH
H
© HO” ~0
3 36
PKPE—” PGKDASPEEWNRYYADLRHYLNWLTRQRY—-NH2
o]
(SEQ ID NO:12), hogc
o] H o]
HO/U\/\/\/\/\/\/\/\/\/\I(N OH

O
(0] H O H HN” ~0
H
o} HO X0 o OH

3 36
PKPE—H PGEDASPEELQRYYASLRHYLNWLTRQRY—NH,

0

(SEQ ID NO:13).

Mic di chét tuong tw PYY duge mo ta la c6 ba muoi tu axit amin giéng nhu cua
PYY3.36 nguyén thé ctia ngudi (SEQ ID NO:2), nhung duy tinh rang chét twong ty PYY
theo sang ché c6 thé ¢ trinh ty axit amin dva trén PY'Y1.36 nguyén thé cia ngudi (SEQ
ID NO:1). Tac 1a, chét teong tu PYY ¢o thé bao gém hai axit amin dau tdn cing N (ttc
14, cac gbe “YP” ctia cac vi tri 1 va 2 cia SEQ ID NO:1) ctia PY Y136 nguyén thé cta
nguoi (SEQ ID NO:1), ma sau do co thé dugc phan ct in vivo khi dugc ding cho ca thé
nhu s& xay ra khi PYY1.36 nguyén thé ctia ngudi (SEQ ID NO:1) duge gidi phong ndi
sinh.

Thoi gian ban thai cia chét tuong tw PYY theo sang ché c6 thé dugc do bang
cac ky thuat da biét trong linh vyc k¥ thuat nay bao gbm, vi du, cac k¥ thuat mo ta trong
phén Vi du thuc hién sang ché dudi ddy. Tuong tu, ai lyc cua chét twong tu PYY theo
sang ché d6i voi mbi thu thd NPY khac nhau ctia ngudi (vi dy, NPY2R, NPY5R) ¢o6 thé
dugc do bang cach st dung k¥ thuét da biét trong linh vuc k¥ thuét nay dé do muc gin
két thu thé bao gdm, vi du, cdc mirc gin két mo ta trong phan Vi du thyc hién sang ché
duoi day, va thuong duoc biéu thi dudi dang gia tri hing s tc ché (Ki). Hon nita, hoat
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tinh cta chét tuong tw PYY theo sang ché tai mdi thu thé cling c6 thé duoc do bang cach
st dung k¥ thuat da biét trong linh vuc k¥ thuét nay, bao gém, vi duy, thir nghiém hoat
tinh in vifro md ta duéi day, va thuong dugc biéu thi bang gia tri ECso.

Do céc cai bién duge mo ta trén day, chét twong tw PYY theo sang ché co thoi
gian ban thai dai hon so véi thoi gian bén thai cua PYY3.36 nguyén thé ciia ngudi (SEQ
ID NO:2). Vi du, chit twong tu PYY c6 thé c6 thoi gian ban thai tir khoang 5 gio dén
khoang 24 gio, tir khodng 6 gio dén khoang 23 gio, tir khoang 7 gidr dén khoang 22 gio,
tir khoang 8 gio dén khoang 21 gio, tir khoang 9 gio dén khoang 20 gio, tir khoang 10
gitr dén khoang 19 gio, tir khoang 11 gio dén khoang 18 giv, tir khoang 12 gio dén
Kkhoang 17 gio, tir khoang 13 gio dén khoang 16 gio, hodc thdm chi tir khoang 14 gio
dén khoang 15 gio. Theo cach khac, chét twong tw PPY & day co thé c6 thoi gian ban
thai 1a khoang 5 gio, khoang 6 gid, khoang 7 gio, khoang 8 gio, khoang 9 gio, khoang
10 gio, khoang 11 gio, khoang 12 gio, khoang 13 gio, khoang 14 gio, khoang 15 gio,
khoang 16 git, khoang 17 gio, khoang 18 gio, khoang 19 gio, khoang 20 gio, khoang
21 gio, khoang 22 gid, khoang 23 gio, hodc thdm chi khoéang 24 gio, dac biét 1a khoang
12 gio.

Tuong tu, chét twong tw PYY theo sang ché c6 4i luc gin két & thy thé NPY2 16n
hon so v6i ai luc gin két ctia PY Y3.36 nguyén thé ctia nguoi (SEQ ID NO:2), nhu nam
trong khodng tir 2 ]an dén khoang 10 14n. Theo céach khac, chit twong tw PYY theo sang
ché c6 thé 6 4i luc gin két 1én dén khoang 16n hon 2 14n, 16n hon khoang 3 1an, 16n hon
khoang 4 1an, 16n hon khoang 5 1an, 16n hon khoang 6 1an, 16n hon khoang 7 lan, 16n
hon khoang 8 1an, 16n hon khoang 9 1an, hodc tham chi 16n hon khoang 10 lan, dic biét
la 16n hon 2 14n dén 16n hon 3 lan, so v6i 4i luc gin két ciia PYY3.36 nguyén thé cia

nguoi (SEQ ID NO:2).

Duge phim

Chét tuong ty PYY theo sang ché c6 thé dugc bao ché duéi dang duge phém,
¢6 thé duge dung ngoai dudng tiéu hoa (vi du, qua duong tinh mach, trong phic mac,
trong bap, duéi da hodc qua da). Dugc pham nhu vay va k§ thuat dé bao ché chiing 1a
da biét trong linh vuc ky thuét nay. Xem, vi dy, Remington, “The Science and Practice
of Pharmacy” (D.B. Troy ed., 21 Edition, Lippincott, Williams & Wilkins, 2006).
Trong cac truong hop déc biét, chét trong tw PYY dugc dung dudi da. Theo cach khac,
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tuy nhién, chét twong tu PYY ¢6 thé duoc bao ché duéi cac dang cho cac dudng dung
duoc dung khac nhu, vi du, vién nén hodc cic dang rin khac dé ding qua dudng miéng;
vién nang giai phong theo thoi gian; va dang bét ky khac hién dang dugc sir dung, bao
gém kem, thube xtre, thudc hit va cac dang twong tu.

D& cai thién tinh twong hop va hiéu qua in vivo clia chung, chét tuong tu PYY
theo séng ché c6 thé dwgc phan tng voi mot s axit/bazo vo co va hitu co bit ky dé tao
thanh cac mubi cong axit/bazo dugc dung. Mudi duge dung va cac phuong phap chung
dé diéu ché chung la da biét trong linh vuc k§ thuit nay (xem, vi du, Stahl et al.,
“Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use,” 2nd Revised Edition
(Wiley-VCH, 2011)). Mudi dugc dung dé st dung & ddy bao gbm mudi natri,
trifloaxetat, hydroclorua va axetat.

Chét tuong tu PYY theo sang ché ¢6 thé dugce dung béi bac si diéu tri hodc tu
dung bang cach tiém. CAn hiéu rang kich thuéc may do va lugng thé tich tiém c6 thé
duoc x4c dinh dé dang boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.
Tuy nhién, lugng thé tich tiém c6 thé <khoang 2 mL hogc thdm chi < khodng 1 mL, va
thudc do kim c6 thé > khoang 27 G hodc tham chi > khoang 29 G.

Sang ché cling d8 xuét va do d6 bao ham céc chét trung gian méi va phuong
phap hitu ich dé tong hop chét twong tu PYY theo sang ché, hodc mudi duge dung cia
ching. Chét trung gian va chét twong tw PYY theo sang ché ¢6 thé duoc diéu ché bang
nhiéu phuong phap da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Vi du, phuong phap st dung
tdbng hop hoa hoc dugc minh hoa trong phan Vi du thuc hién sang ché duéi day. Cac
bude tdng hop cu thé cho timg con dudng dugc mo ta co thé duoc két hop theo nhidu
cach khac nhau dé diéu ché chit trong tw PYY mo ta ¢ day. Chét phan (ng va nguyén
liéu ban dau 1 sin c6 d6i voi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay.

Chét tvong tw PYY theo sang ché thuong c6 hiéu qua trén khoang lidu luong
rong. Liéu lugng duoc 14y 1am vi du vé chét tuong tu PYY theo sang ché hoic vé dugc
pham chira n6 ¢6 thé 1a lugng theo miligam (mg), microgam (ng), nanogam (ng) hodc
picrogam (pg) trén kilogam (kg) ciia mot ca thé. Theo cach nay, liéu hang ngay c6 thé
tir khoang 1 pg dén khoang 100 mg.

O day, lugng hitu higu cia chét twong tu PYY trong duoc phém c6 thé 1a lidu
luong tir khoang 0,25 mg dén khoang 5,0 mg. Tuy nhién, nguoi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuat nay can hiéu ré‘mg trong mot ) truong hop luong hitu hiéu (tire
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13, lidu dung/liéu lugng) c6 thé dué6i giéi han dudi cia khoang néu trén va day du hon,
trong khi trong céc truong hop khac lugng hitu higu co thé 1a liéu luong 16n hon va c6
thé duoc dung véi cac phan tmg phu ¢ thé chap nhan dugec.

Ngoai chit trong tw PYY, duoc pham ciing c6 thé chtra tac nhan diéu tri bd
sung, dac biét 1a thudc tri tiéu dudong hodc giam can khac. Trong mot sb trudong hop, tac
nhan diéu tri bd sung co thé 1a it nhAt mot trong sb incretin hodc chét &rc ché DPP-IV.
Incretin duoc 14y 1am vi du bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, GCG, GLP-1, GLP-
1 (7-36)amit, GIP, OXM, chét twong tw GCG, chat twrong tw GLP-1, chat twong tu GIP,
chét twong tw OXM, GIP/GLP-1, GLP-1/GCG, hodc thdm chi chat twong ty incretin ¢6
hoat tinh ba thu thé.

Theo cach nay, duoc pham c6 thé chtra lwong hiru hiéu cua chét tuong tu PYY
¢c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:9 va incretin hodc chét e ché DPP-IV, luong hitu
hiéu cia chét twong tu PYY ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:10 va incretin hodc chat
tc ché DPP-IV, lugng hitu hiéu cia chét twong tu PYY c6 trinh ty néu trong SEQ ID
NO:11 va incretin hodc chat trc ché DPP-1V, lugng hitu hiéu cua chét twong tw PYY c6
trinh tw néu trong SEQ ID NO:12 va incretin hodc chét trc ché DPP-IV, hoic lugng hitu
hiéu cua chét trong tw PYY c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:13 va incretin hodc chét
tic ché DPP-IV.

Trong céc trudong hop trong d6 incretin la GLP -1 hodc chét twong tw GLP-1,
1n6 ¢6 thé 1a GLP-1 hodc chét twong tw GLP-1 nhu albiglutide, dulaglutide, liraglutide,

semaglutide, hodc td hop ctia chung, dic biét 1a dulaglutide.

Phurong phdp diéu ché va sir dung chat tuwong tw PYY

Chét tuong tw PYY theo sang ché c6 thé dugc tong hop qua mot s6 phuong
phap tong hop peptit da biét trong linh vuc k§ thudt nay bang cach st dung quy trinh
téng hop pha rin thu cong hodc tw dong tiéu chuén. B tdng hop peptit tu dong c6 sén
trén thi truong cua, vi du, Applied Biosystems (Foster City, CA) va Protein
Technologies Inc. (Tucson, AZ). Chét phan tng dé tong hop pha rén c6 s&n tir cac ngudn
thwong mai. B6 tong hop pha rén c6 thé duoc sir dung theo hudng dan clia nha san Xuét
dé phong bé cac nhém can thiép, bdo v€ cac axit amin trong qua trinh phan ung, két doi,

khir bao vé va gidi han cac axit amin chua phan tng.
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Thong thuong, axit amin dugc bao vé boi N-a-carbamoyl va axit amin dau tan
cung N trén chudi peptit dang phat trién duoc gin v6i mot loai nhwa dugce két d6i ¢ nhiét
do trong phong trong dung méi tro nhu DMF, N-metylpyrolidon hodc metylen clorua
v6i su c6 mit cia chit két doi nhu diisopropyl-carbodiimit va 1-hydroxybenzotriazol.
Nhoém bao vé N-a-carbamoyl dugc loai bo ra khoi nhua peptit thu dugce bang céach st
dung chit phan tmg nhw TFA hodc piperidin, va phan tmg két doi dugc 1ap lai voi axit
amin dugc bao vé N-a mong mudn tiép theo dé duoc bd sung vao chudi peptit. Cac
nhém bdo vé amin thich hop 1a da biét trong linh vuc k§ thudt nay va dugc mo ta, vi du,
trong Green & Wuts, “Protecting Groups in Organic Synthesis,” (John Wiley va Sons,
1991). Cac vi du dugc str dung phd bién nhét bao gdm tBoc va Fmoc. Sau khi tdng hop
xong, peptit dugc phan tach ra khoi nén pha rén véi viéc khir bao vé chudi bén dong thoi
bang céch st dung phuong phép xir Iy tiéu chuén trong diéu kién axit.

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& hiéu rang chudi
peptit mo ta & day dugc tdng hop véi mot carboxamit dAu tan cung C. Dé tong hop peptit
amit dau tn cuing C, nhua két hop Rink amit MBHA hodc ciu ndi Rink amit AM thudng
duoc stt dung v6i tong hop Fmoc, trong khi nhira MBHA thuong dugce sir dung voi tong
hop tBoc.

Peptit thd thuong dugc tinh ché bang cach sir dung RP-HPLC trén cot C8 hodc
C18 bing cach st dung gradient nudc-axetonitril trong TFA 0,05% dén 0,1%. Do tinh
khiét c6 thé dugc xac minh bang phan tich RP-HPLC. Nhén dién ctia peptit c6 thé duoc
x4c minh bang MS. Peptit c6 thé duoc hoa tan trong dung dich dém dang nudc trong
khoang pH rong.

Mot ing dung ciia chét twong tu PYY theo sang ché 1a dé lam giam glucoza
huyét va/hodc thé trong & cé thé, dac biét 1a ca thé thira can ho#ic béo phi va méc bénh
tiéu duodng typ 2. Viéc dung chét twong ty PYY nhu duoc md ta & dy co thé dan dén
viéc kiém soat dugc glucoza huyét bang cach cai thién sy nhay hoa insulin va giam cén.
Nhu vy, chit twong tu PYY theo sang ché cho thdy hiéu qua giam glucoza v6i loi ich
bo sung la giam can, dé cac ca thé c6 thé tri hodn su tién trién thanh insulin va duy tri
muc tiéu HbAlc dich.

Phuong phap cé thé bao gdm céac budc dugc md ta ¢ day, va cé thé, nhung
khong nhét thiét, dugc thuc hién theo trinh ty nhu duge mo ta. Tuy nhién, céc trinh tu
khac cling co thé hiéu dugc. Hon nita, budc riéng 1& hodc nhidu budce ¢ thé dugc thuc
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hién song song va/hoic trung 13p trong mot thoi gian va/hodc budc riéng I¢ hodc trong
nhiéu budc lip lai. Hon nira, phuong phap c6 thé bao gdbm cac budc bd sung, khong x4c
dinh.

Do d6, cac phuong phap nhu vay co thé bao gdbm buéc chon loc ca thé thira can
va mic bénh tiéu duong typ 2 hodc c6 khuynh huéng méc cac bénh nay. Theo cach khac,
phuong phap ¢6 thé bao gom buéc chon loc ca thé béo phi va méc bénh tiéu duong typ
2 hodc ¢6 khuynh huéng méc cac bénh nay.

Phuong phap cling ¢ thé bao gdbm buédc ding cho ca thé luong hitu hiéu cua it
nhat mot chét twong ty PYY nhu dugc md ta & déy, co thé 1a & dang duoc phém nhu
dugc mo ta ¢ day. Trong mot s trudmg hop, it nhat mot chét twong tw PYY/duoc pham
¢6 thé chira tac nhan diéu tri bd sung nhu incretin hodc chét tc ché DPP-IV.

Nong do/liéu dung/lidu Irong cua it nhét mot chit twong tw PYY va incretin
hoc chét tc ché DPP-IV tuy y dugc néu trong cac doan khéc trong ban md ta nay.

Lién quan dén duong dung, it nhat mot chét twong tu PYY hodc dugc phém
chira chung ¢6 thé duge dung phu hop véi cac phuong phéap da biét nhu, vi du, hodc qua
duong miéng; béng cach tiém (ttrc 13, trong dong mach, tiém tinh mach, trong phuc mac,
trong ndo, trong ndo tuy, ti€ém bép, ndi nhan, trong cdng hodc trong thuong tdn); bang
hé giai phong kéo dai, hoac bang thiét bi cay ghép. Trong cac truong hop nhat dinh, it
nhat mét chit twong tu PYY hosc duge phém chira ching ¢6 thé dugce ding dudi da
bﬁng céch tiém liéu 16n hodc lién tuc.

Lién quan dén tan suit dung lidu, it nhéat mot chét teong ty PYY hodc dugc
pham chira chung ¢6 thé duoc dung hang ngay, cach ngay, ba 1n mot tudn, hai 1an mot
tudn, mot lan mot tuln (tac 13, hang tu?ln), hai tudn mot lan (tic 1a, cach tudn mot 15n),
hoiic hang thang. Trong cac truong hop nhét dinh, it nhit mot chét twong tw PYY hogc
duoc phém chira chiing dugc dung dudi da cach ngay, dudi da ba 1an mot tuan, duéi da
hai 1An mot tudn, duéi da mot 14n mot tudn, dudi da cach tudn hoic dudi da hang thang.
Trong cac truong hop dic bi€t, it nhit mot chét trong ty PYY hodc dugc phém chira
ching dugc dung dudi da mot 1an mot tudn (QW). Theo cach khéc, it nhéit mot chét
trong tu PYY hodc dugc pham chira chung c6 thé dugc dung qua duong miéng. Nhu
néu trén, va lién quan dén tan sut dung lidu, it nhit mot chét tuong tu PYY hodc duoc
pham chtra chung ¢ thé duoc dung hang ngay, cach ngay, ba 1An mot tuén, hai 1an mot
tudn, mot 1an mot tudn (tac 13, hang tu?m), hai tudn mot 14n (tire 13, cach tu??m) hodc hang
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thang. Trong céac truong hop nhét dinh, it nhét mot chét tuwong ty PYY hodc duoc phém
chira chung duge ding qua duong miéng cach ngay, hodc qua dudong miéng ba 14n mot
tudn, hoic qua duong miéng hai 14n mot tudn, hodc qua dudng miéng mot 14n mot tudn,
hoic qua dudng miéng hai tuAn mot 1an. Trong cac trudng hop dac biét, chét twong tu
PYY dugc dung qua duong miéng mot 1An mot tuan.

Lién quan dén cac trudng hop trong do it nhat mot chit twong tu PYY hodc
duoc phém chira chung dugc dung Kkét hop v6i lugng hitu hiéu cua incretin, incretin ¢6
thé 14 GCG hodic chét tuong tw GCG, GLP-1, GLP-1 (7-36)amit hodc chat twong tw GLP-
1, GIP hodc chét twong tw GIP, OXM hogc chét twong tw OXM, GIP/GLP-1, GLP-
1/GCG., hodc tham chi incretin c6 hoat tinh ba thu thé. GCG, chat trong tw GCG, GLP-
1, GLP-1 (7-36)amis, chét twong tw GLP-1, GIP, chét twong ty GIP, OXM, chat tuong tw
OXM. GIP/GLP-1, GLP-1/GCG, hodc incretin ¢6 hoat tinh ba thu thé 6 thé dugc dung
ddng thdi, tach biét hodc 1an lugt véi it nhat mot chét twong tw PYY hodc dugc pham
chira chung.

Hon nira, GCG, chét twong tw GCG, GLP-1, GLP-1 (7-36)amit, chét tuong tu
GLP-1, GIP, chét twong tu GIP, OXM, chét twong ty OXM, GIP/GLP-1, GLP-1/GCG,
hodc incretin ¢6 hoat tinh ba thu thé ¢6 thé dugc dung véi tan sudt gidng nhu it nhét mot
chét twong tu PYY hodc dugc pham chtra chung (tirc 1a, cach ngay, hai 1An mot tudn
hodc thdm chi hang tudn). Theo cach khac, GCG, chét trong tw GCG, GLP-1, GLP-1
(7-36)amit, chét twong tw GLP-1, GIP, chét twong ty GIP, OXM, chat twong tw OXM,
GIP/GLP-1, GLP-1/GCG, hodc incretin c6 hoat tinh ba thu thé ¢6 thé dugc dung véi tan
sudt khac véi it nhat mot chit twong tu PYY hodc duge pham chira ching. Trong cac
truong hop khéc, GCG, chét twong tw GCG, GLP-1, GLP-1 (7-36)amit, chét tuong tu
GLP-1, GIP, chét tuong tu GIP, OXM, chét twong tw OXM, GIP/GLP-1, GLP-1/GCG,
hodc incretin ¢ hoat tinh ba thu thé dugc dung QW. Trong cac truong hop khéc nira,
chét twong tu PYY dugc dung dudi da, va GCG, chét twong tu GCG, GLP-1, GLP-1 (7-
36)ami, chét tuong tu GLP-1, GIP, chét twong ty GIP, OXM, chat twong ty OXM,
GIP/GLP-1, GLP-1/GCG, hoic incretin c¢6 hoat tinh ba thu thé c6 thé dugc dung qua
duong miéng.

Ciing du tinh tiép rang phuwong phap nay co thé dugc két hop véi ché @6 an va
tap thé duc va/hodc c6 thé duoc két hop véi tac nhan diéu tri bd sung ngoai cac tac nhan
dugc mo ta trén day.
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Vi du thyce hién sang ché
Céc vi du khong gi6i han pham vi cua sang ché sau day dugc cung cp nham
muc dich minh hoa, khong gi¢i han pham vi cia sang ché.
Vidul: Chét tuong tw PYY 1.
Mot chét tuong tu PYY két hop khai niém theo sang ché c6 thé co céu tric:
Oo._OH

@) H ) H 0]
HNJ\/\/\/N H NWMOH
O 7 Ho~o©
36
3PKPEH PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNWLTRQR Y—NH,
0]
(SEQ ID NO:9).

o) day, dau tan cung N 1a tu do, va axit amin dau tan cung C duge amit hoa dudi
dang amit bac mot dau tan cung C. K & vi tri 7 dugc cai bién hoa hoc thong qua su lién
hop v6i nhém g-amino cua chudi bén K & vi tri 7 v6i (Ahx-E~(YE)-CO-(CH2)16-COOH.

Chét tuong tw PYY theo SEQ ID NO:9 dugc tao ra bing cach téng hop peptit
pha ran bang cach st dung chién lugc Fmoc/t-Bu trén thiét bi téng hop peptit tw dong
SymphonyX (PTI Protein Technologies Inc.) bat dau tir nhya amit RAPP AM-Rink
(H40023 Polystyrene AM RAM, Rapp polymere GmbH). Viéc két ddi axit amin dugc
thuc hién bang cach st dung 10 dwong lrong axit amin, diisopropylcarbodiimit 0,9 M
(DIC) va Oxyma 0,9 M (ty 1é mol 1: 1: 1) trong DMF trong 3 gior & 25°C. Viéc khir bao
vé duge thuc hién bang cach sir dung dung dich piperidin 25% trong DMF.

Sau khi kéo dai peptit-nhya nhu duge mo ta trén day, nhom bao vé MTT c6 mit
trong K & vi tri 7 dugc loai bo bang cach sir dung Hexafloisopropanol 30% (HFIP) trong
diclometan (DCM). Chu trinh két doi/khir bao vé bd sung bang cach sit dung chién luge
Fmoc/t-Bu dé mo rong K & chudi bén vi tri 7 lién quan dén Fmoc-6-axit aminohexanoic
(Chem-Impex International Catalog#02490), Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OH)-
OtBu (ChemPep Catalog #100703) va HOOC-(CH2)1-COOtBu. Trong tht ca cac két
doi, 3 duong lugng cua khdi xay dung dugc st dung véi PyBOP (3 duong luong) va

DIEA (6 duong lugng) trong DMF trong 3 gi¢ ¢ 25°C.
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Su phéan tach ddng thoi khéi nhua va loai bdé nhom bao vé chudi bén duoc thuc
hién trong dung dich chtra TFA : triisopropylsilan : 1,2-etandithiol : metanol : thioanisol
80:5:5:5:5 (thé tich/thé tich) trong 2 gid & 25°C tiép theo la két tia voi ete lanh. Peptit
thd duoc tinh ché dén do tinh khiét> 99% (hiéu suét tinh khiét 15-20%) bang RP-HPLC
trén cot Phenyl Hexyl (Phenomenex, Luna; 5 um, 100A), tai do cac phan doan thich hop
duoc gobp lai va dong kho.

D6 tinh khiét ctia chit twong tu PYY dugce kiém tra bing RP-HPLC phan tich, va
su nhan dang dugc x4c nhin bang cach stir dung LC/MS (quan sat: M+3H"/3 = 1659,2
(+/-0,2); tinh toan: M+3H"/3 = 1659,2; quan sat: M+4H'/4 = 1244,6 (+/-0,2); tinh toéan:
M-+4H"/4 = 1244,6; quan sat: M+5H'/5 = 995,9 (+/-0,2); tinh todn: M+5H™/5 = 995.9).

Vi du 2: Chét twong tu PYY 2.
Mot chit twong tu PPY két hop khai niém theo sang ché c6 thé co cau tric:
0] H O
HO)K/\/\/\/\/\/\/\/\/\,(N OH
0] H o
0]

36
3PKPE-H PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQR Y—NH,
0

(SEQ ID NO:10).

Nhu trong Vidu 1, dau tan cung N 1a tu do, va axit amin dau tan cung C duogc
amit hoa dudi dang amit bac mot dau tan cung C. Tuy nhién, ngugc lai, K 6 vi tri 7 dugc
cai bién hoa hoc thong qua sy lién hop v6i nhém e-amino cua chudi bén K véi ([2-(2-
amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(YE)-CO-(CH2)1s-COOH.

Chét twong tw PYY theo SEQ ID NO:10 duorc tao ra bang peptit pha rén, tuong
tu voi phuong phap duge md ta trén ddy trong Vi du 1. Do do, FMOC-NHPEG:-
CH,COOH va HOOC-(CH2)1s-COOtBu dugc gén vao chudi bén sau khi phén tich MTT
bang cach st dung 3 dwong lugng cia khéi x4y dung véi PyBOP (3 duong lugng) va
DIEA (6 duong luong) trong DMF trong 3 gio ¢ 25°C.

Do tinh khiét cua chat trong tu PYY dugc kiém tra bang RP-HPLC phan tich,
va su nhan dang dugc xéc nhan bang cach sir dung LC/MS (quan sat: M+3H"/3 = 1665,4
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(+/-0,2); tinh toan: M+3H'/3 = 1665,5; quan sat: M+4H%/4 = 1249,3 (+/-0,2); tinh toan
M+4H"/4 = 1249.4; quan sat: M+5H"/5 = 999,7 (+/-0,2); tinh toan: M+5H"/5 = 999,7).

Vi du 3: Chét tuong tu PYY 3.
Mot chét tuong tu PYY két hop khai niém theo sang ché c6 thé co cau tric:

HO_O

O H O
HN)J\/O\/\O/\/N N/U\/\/\/\/\/\/\/\/\(OH
o] H 0

36
3PKPE-‘IEJl PEEDASPEEWQRYYIELRHYLNWLTRQR Y—NH,
O

(SEQ ID NO:11).

Nhu trong Vidu 1, dau tan cung N 1a tu do, va axit amin dau tan cung C dugc
amit hoa dudi dang amit bac mot dau tan cung C. Tuy nhién, nguoc lai, K & vi tri 7 duoc
cai bién hoa hoc thong qua sy lién hop v6i nhom g-amino cua chudi bén K voi ([2-(2-
amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)-(yE)-CO-(CH2)16-COOH.

Chét twong tu PYY theo SEQ ID NO:11 dugc tao ra bang peptit pha rén, tuong
tu voi phuong phap nhu duge mo ta trén day trong Vi du 1. Do d6, FMOC-NHPEG:-
CH,COOH va HOOC-(CH2)16-COOtBu dugc gin véi chudi bén sau khi phan tich MTT
bang cach st dung 3 duong luong cia khdi xay dung v6i PyBOP (3 duong lugng) va
DIEA (6 duong lugng) trong DMF trong 3 gio ¢ 25°C.

D6 tinh khiét ciia chét twong tw PYY duoc kiém tra bing RP-HPLC phan tich,
va su nhan dang dugc xac nhan bé‘mg cach sir dung LC/MS (quan sat: M+3H'/3 =1664,7
(+/-0,2); tinh toan: M+3H"/3 = 1664.9; quan sat: M-+4H"/4 = 12489 (+/-0,2); tinh toan:
M-+4H"/4 = 1248.9; quan sat: M+5H"/5 = 999,3 (+/-0,2); tinh toan: M+5H%/5=999,3).

Vi du 4: Chét twong tu PYY 4.
Mot chét trong tu PYY két hop khai niém theo sang ché ¢ thé c¢6 chu tric:
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o

3 36
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0]
(SEQ ID NO:12).

Nhu trong Vi du 1, d4u tan cung N 1a ty do, va axit amin déu tan cung C dugc
amit hoa dudi dang amit bac mot d4u tan cung C. Tuy nhién, nguoc lai, K & vi tri 7 duge
cai bién hoa hoc thong qua su lién hop véi nhém e-amino cua chudi bén K véi ([2-(2-
amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(YE)-CO-(CH2)16-COOH.

Chét twong tu PYY theo SEQ ID NO:12 duoc tao ra bang peptit pha rin, tuong
tu v6i phuong phap nhu duge mo ta trén day trong Vidu 1. Do d6, FMOC-NHPEG:-
CH,COOH va HOOC-(CH2)16-COOtBu dugc gin v6i chudi bén sau khi phan tich MTT
bang cach st dung 3 duong luong cla khéi x4y dung véi PyBOP (3 dwong luong) va
DIEA (6 duong lugng) trong DMF trong 3 gio ¢ 25°C.

D6 tinh khiét ciia chat twong ty PYY duogc kiém tra bang RP-HPLC phan tich,
va sy nhan dang dugc xac nhan bang cach st dung LC/MS (quan sat: M+3H"/3 =1664,8
(+/-0,2); tinh toan: M+3H"/3 = 1665,5; quan sat: M+4H"/4 = 1248,9 (+/-0,2); tinh toan:
M+4H*/4 = 1249,4; quan sat: M+5H'/5 = 998,9 (+/-0,2); tinh toan: M+5H"/5 = 995.7).

Vi du 5: Chét twong tu PYY 5.
Mot chit twong tu PYY két hop khai niém theo sang ché c6 thé c6 chu tric:

0 @)

N
HOJ\/\/\VAv”\/\/\véw/\/\r OH

(¢}
0] 0 HN” ™0
H H
HWLVOV/n/\/mWAOAMp\/\N Nm/\/kfo
0 H 0 OH
HO” ™0

3 36
PKPE—” PGEDASPEELQRYYASLRHYLNWLTRQRY—NH,

0]
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(SEQ ID NO:13).

Nhu trong Vidu 1, d4u tan cung N 1a tu do, va axit amin dau tan cung C dugc
amit hoa dudi dang amit bac mot déau tan cung C. Nguoc lai, tuy nhién, K & vi tri 7 dugc
cai bién hoa hoc théng qua sy lién hgp véi nhom e-amino cua chudi bén K véi ([2-(2-
amino-etoxy)-etoxy]-axetyl)2-(YE)3-CO-(CH2)1s-COOH.

Chét tuong tu PYY theo SEQ ID NO:13 dugc tao ra bang peptit pha ran, tuong
tu v6i phuong phap nhu dugc md ta trén day trong Vi du 1. Do do, FMOC-NHPEG:-
CH,COOH va HOOC-(CHz)15-COOtBu dugc gén v6i chudi bén sau khi phan tach MTT
bang cach sir dung 3 duong luong cua khéi x4y dung véi PyBOP (3 duong luong) va
DIEA (6 duong lugng) trong DMF trong 3 gio ¢ 25°C.

Po tinh khiét ctia chit twong tw PYY dugc kiém tra bing RP-HPLC phén tich,
va s nhan dang dugc xéc nhan bﬁng cach stir dung LC/MS (quan sat: M+3H/3=1732,2
(+/-0,2); tinh toan: M+3H"/3 = 1732,3; quan sat: M+4H"/4 = 1299.,4 (+/-0,2); tinh todn:
M+4H*/4 = 1299,5; quan sat: M+5H"/5 = 1039,7 (+/-0,2); tinh toan: M+5HY/5 =
1039,8).

Vi du 6: Hoat tinh in vifro cua chét tuong tw PYY.
(1) Gén két in vitro v6i thu thé hNPY1, hNPY2, hNPY4, va hNPY5

Muc dich:

Dé danh gié 4i luc gan két in vitro (K;) cta chat twong ty PY'Y cua Vi du 1 dén
5 khi khong ¢6 mit ciia albumin huyét thanh bo (BSA) déi véi cac thu thé (h) clia ngudi
sau day: hNPY 1R, hNPY2R, hNPY4R va hNPY5R. Thir nghiém gén két pho tir phong
xa canh tranh v6i cadc mang dugc tao ra tir cac dong té bao biéu hién qua mirc timg thu
thé t4i td hop va peptit dugc dan nhan ['21]- lién quan dugc sir dung trong phwong phap
thir nghiém gan nhdp nhay (SPA - scintillation proximity assay). Ai luc gin két cho
peptit nguyén thé lién quan, PYYi36 (SEQ ID NO:1), PY Y336 (SEQ ID NO:2) va
Polypeptiti-36 tuyén tuy (PP1-36; SEQ ID NO:14), dugc xdc dinh trong mdi thtr nghiém
lam déi ching.
Phuong phap:

Chét tvong tu PYY, PYY1.36 nguyén thé ctia ngudiva PYY3.36 d6i chung duoc
téng hop tai Lilly Research Laboratories (Indianapolis, IN, USA) va dugc dac trung hoa
bing phan tich LC/MS, NMR, va LC/UV (d9 tinh khiét 99,5%). Ham luong peptit dugc
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wée tinh bing 80% khéi lugng bot. Peptit duge chudn bi dudi dang dung dich gbc 10
mM trong 100% DMSO va duoc giit dong lanh ¢ -20°C cho dén ngay trudc khi thi
nghiém trong céc thir nghiém.

Péi véi ANPYIR, bidu hién qua mirc tam thoi duogc thue hién bing cach s
dung té bao CHO. Dong té bao da chuyén nhiém 4n dinh duge chuin bi cho hNPY2R
va hNPY4R bing tich dudi dong vo tinh cDNA thu thé vao plasmit biéu hién pcDNA3.1
va chuyén nap vao té bao than phdi nguoi (HEK) 293 tiép theo 1a chon loc véi Geneticin.
Viéc tach dong vo tinh hNPYSR duoc thye hién tai Multispan, Inc. (Hayward, CA).

Pé didu ché mang té bao thd hNPY1R, hNPY2R, mNPY2R va hNPY4R, hai
phuong phép khac nhau (m6 ta dudi day) duoc st dung. Mang hNPY5R dugc mua tur
Multipan, Inc. #MCG1275).

Phuong phép 1 - D6i véi mang hNPY2R va hNPY4R, vién t€ bao dong lanh
duoc ly giai trén da trong 10 mL dung dich dém ddng nhat héa nhuge trwong chira 50
mM Tris HCL, pH 7.5, va chat tc ché proteaza Roche Complete™ véi EDTA
(#1169749001) trén mdi gam huyén phu ddc chta té bao u6t. Huyén phu chtra té bao
dugc pha vo bang céach st dung thiét bj dong nhét hoa Potter-Elvehjem bang thuy tinh
duoc trang bi chay Teflon® cho 25 lan gid. San phim dong nhét duoc ly tAm & 4°C &
1100 x g trong 10 phut. Phan ndi trén bé mit duge thu gom va cat giit trén d4 trong khi
cac vién két duge tai tao huyén phu trong dung dich dém ddng nhét héa va ddng nhét
hoa lai nhu duoc mo ta trén day. San phim dong nhét dugc ly tim & 1100 x g trong 10
phit. Phin ndi trén bé mit tht hai dugc két hop v6i phan noi trén bé mat thi nhit va ly
tam & 35000 x g trong 1 gio & 4°C. Vién két mang thu duge dugc tao lai huyén phu
trong dung dich dém dong nhit hoa chira chit rc ché proteaza & muc xép xi 1 dén 3
mg/mL, déng lanh nhanh trong nito 16ng, va dugc bao quan dudi dang cac luong nho
trong ti dong -80°C cho dén khi sir dung. Nong do protein dugc xéc dinh bang cach st
dung kit thir nghiém protein BCA (Pierce, # 23225) v6i BSA lam tiéu chuan.

Phuong phép 2 — Db6i voi mang hNPY 1R, vién té bao dong lanh dugc ly giai
trén d4 trong 5 mL dung dich dém d6ng nhat héa nhugc truong chira 25 mM Tris HCL
pH 7.5, 1 mM MgCly, 25 don vi/mL DNaza I (Invitrogen, #18047-019) va chét trc ché
proteaza Roche Complete™ khong c6 EDTA (# 1 1836170001) trén mdi gam huyén phu
dac chira té bao uot. Huyén phu té bao dugc pha vo bang cach sir dung thiét bi dong
nhit hoa Potter-Elvehjem bang thiy tinh dugc trang bi chay Teflon® cho 25 lan gid.

28



48355 29/64

San phim dbng nhat dugc ly tim & 4°C ¢ 1800 x g trong 15 phut trong 6ng hinh nén
dung tich 50 mL. Phan ndi trén bé mit dugc thu gom va ct giit trén da trong khi cac
vién két duoc tai tao huyén phu trong dung dich dém ddng nhat héa va tai dbng nhét hoa
nhu duoc md ta trén ddy, ngoai trir DNaza [ khéng duoc sit dung trong dung dich dém
dong nhit hoa. San pham ddng nhét duge ly thm & 1800 x g trong 15 phut. Phan ndi trén
bé mat tht hai duge két hop véi phin ndi trén bé mit thir nhét va ly tAm & 25000 x g
trong 30 phut & 4°C. Vién két mang thu duge dugce tai tao huyén phu trong dung dich
dém ddng nhit hoa chira chét rc ché proteaza & mirc xép xi 2 mg/mL, dugc phén udc,
va dugc bao quan trong ti dong -80°C cho dén khi st dung. Nong dd protein duge xéac
dinh bang cach sir dung kit nghiém protein BCA (Pierce, # 23225) voi BSA lam tiéu
chuin.

Phuong phap thtr nghiém gin két chung — Céc hing s6 phan ly can bang (Ka)
dbi véi cac tuong tac thyu thé/phbi tir phong xa khac nhau dugc xac dinh tir phén tich gin
két bdo hoa bang cach sir dung cung chét phan tng va dung dich dém nhu dugc mo ta
duéi day dé thir nghiém hop chét. Gia tri Kq duoc xac dinh cho cac dang diéu ché thu
thé duoc st dung trong nghién ctru nay 1a nhu sau: hNPY2R, 0,0047 nM; hNPY 1R, 0,07
nM; hNPY4R, 0,084 nM; va hNPY5R, 0,896 nM.

Quy trinh gin két thy thé hANPY 1R — Ai luc gén két thu thé (K;) cua peptit tuong
tr PYY va PYY .36 d6i véi ANPY IR dugc xac dinh tir thir nghiém gén két phoi tir phong
xa canh tranh v6i ['Z1]-PY Y1.36 tai t6 hop ctia nguodi (#NEX341, 2200 Ci/mmol) thu
duoc tir Perkin Elmer (Waltham, MA). Thir nghiém dugc thyc hién voi phuong phap
SPA bing cach st dung cdc giot SPA két d6i voi agglutinin cua mim lua my
polyvinyltoluen (PVT) (#RPNQO001, Perkin Elmer). Dung dich dém thir nghiém (25
mM HEPES, pH 7.5, 1 mM MgCl, 2,5 mM CaCl, va 0,2% khéi luong/thé tich
Bacitracin (RPI, #32000)) dugc su dung dé didu ché chat phan tng. Chét twong tu PYY
va PYY1.36 duoc rd dong va dugc pha loang theo chudi 3 1an trong DMSO 100% (duong
cong dép tmg néng do 10 diém) bang cach sir dung bo xir ly chét 16ng Tecan Evo. Pha
loang peptit theo tung budc 20 1an thanh dung dich dém thir nghiém duoc thuc hién dé
lam giam muc DMSO va ndng do peptit trudc khi bd sung vao dia thir nghiém. Tiép
theo, 5 uL peptit dugc pha lodng theo chudi hoic DMSO dugc chuyén vao dia thir
nghiém day trong subt Corning® 3632 chira 45 uL dung dich dém thur nghiém hodc mau
déi chimg PYY1.36 khong dugc dan nhan (gén két khong dic higu hogc NSB, & nong do
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cubi 10 nM). Sau 6, 50 pL ['%1]-PY Y136 (ndng do cudi 0,05 nM) va 50 puL. mang
hNPY1R (1,0 ug/16) dugce b6 sung. Phan bd sung cubi cling 1a 50 puL giot WGA SPA
(50 ng/18). Ndng d6 DMSO cudi ciing 12 0,125%. Cac dia dugc ddy kin va tron trén may
lac dia (cai dat 6) trong 1 phut va doc bing may dém nhép nhay PerkinElmer Trilux
MicroBeta® sau thoi gian 10 gio w/lang giot & nhiét do trong phong. Khoang ndng do
thir nghiém cudi cling dbi voi peptit duge thir nghiém trong dudng cong dap ung la:
Chét twong tu PYY (2,5 uM dén 0,13 nM) va PYY1.36 (10 naM dén 0,5 pM).

Quy trinh gin két thu thd hNPY2— Ai luc gin két thu thé (K;) cua peptit tuong
fr PYY va P13 d6i véi hNPY2R duge xéc dinh tir thir nghiém gan két phdi tir phong
xa canh tranh nhu dugc mo ta trén day d6i v6i hNPY 1R. Khoang nong do thir nghiém
cubi cung d6i voi cac peptit duge thir nghiém trong cac duong cong dap Ung la: Chét
twong tu PYY (0,1 pM dén 5 pM) va PY Y336 (10 nM dén 0,5 pM).

Quy trinh gan két thu thé hNPY4R — Ai luc gin két thu thé (K;) ctia peptit twong
tw PYY va PP1.36 d6i v6i hNPY4R duge xac dinh tir thir nghiém gin két phdi tir phong
xa canh tranh nhu dugc mo ta trén day d6i v6i hNPY1R. Khoang nong do thir nghiém
cubi cung dbi vé6i peptit duoc thir nghiém trong duong cong dap ung la: Chét twong tur
PYY (2,5 uM dén 0,13 nM) va PYY1.36 (10 nM dén 0,5 pM).

Quy trinh gén két thy thé hNPY5R — Ai lyc gén két thu thé (K;) ciia peptit twong
tw PYY va PYY1.36 d6i véi hNPYSR dugce xac dinh tir thi nghiém gén két phdi tir phong
xa canh tranh nhu dugc mo ta trén day d6i v6i hNPY1R. Khoang nong do thir nghiém
cubi cing ddi véi peptit duge thir nghiém trong duong cong dap ung la: Chét twong tu
PYY (1 M dén 10 pM) va PY Y136 (1 pM dén 10 pM).

Phan tich dit lidu déi v6i thir nghiém gén két thu thé NPY — Dt ligu dém thd
trén moi phut (CPM) dbi v6i cac duong cong ndng do clia chét twong tw PYY, PY Y136,
PYYs3.36, hodc PP1.36 dugc chuyén ddi thanh phén tram e ché cu thé bang céch trur gin
két khong dic hiéu (NSB (non specific binding), ghn két v6i sy co mit cia lan luot
PYYi.6, PYY3.36, hodc PP13¢ du khong dugc dén nhan) ra khoi cac gia tri CPM riéng
1¢ va chia cho tong tin hiéu gan két, ciing duogc hiéu chinh bang cach trr di gin két khong
dic hiéu, nhu thé hién trong phwong trinh dudi day:

% mirc rc ché dac hiéu = 100 —

[CPM d6i véi chit twong tw hodc chit doi chirng—CPM ddi véi NSB %10 0]
CPM d6i véi téng gan két—CPM d6i véi NSB )

30



48355

Dit liéu dugc phan tich bang cach st dung quy trinh hdi quy phi tuyén bén tham
s6 (dudng cong tdi da, dudong cong ti thiéu, 1Cso, dd dbc Hill) (Genedata Screener,
phién ban 13.0.5, Genedata AG, Basal, Thuy SY). Al luc (K;) duoc tinh toan tir gia tri
ICso twong dbi dua trén phuong trinh K= ICso/(1 + D/K4) trong d6 D =ndng do ciia phoi
ttr phong xa trong thir nghiém, ICso la ndng do giy tc ché gin két 50%, va Kq 1a hang
s 4i luc gin két can bang cua phdi tir phong xa xac dinh tir phén tich gin két bao hoa
(liét ké trén day). DAu hiéu dinh tinh (>) chi ra rang dit li¢u da khong dat dén muc Gc
ché 50%, so voi gén két tbi da khi khong c6 mit cuia ddi tha canh tranh, theo d6 Kj dugc
tinh bang cach sir dung ndng do cao nhat cia hop chat dugc kiém tra trong thir nghiém.

Céac gia tri dugc bao céo cho Ki dugc tinh bang gia tri trung binh hinh hoc nhu
‘duoc thé hién dudi day:

Gi4 tri trung binh hinh hoc = 1 0(Gid tri trung binh s§ hoc cia gia tri Log10 Ki)

Sai s chudn cia gia tri trung binh (SEM) dugc tinh toan bang cach sir dung
phuong phap delta nhu dugc thé hién dudi day:

s N \ SD cta dit lidu dwoc chuyén déilo
SEM = Gi4 tri trung binh hinh hoc x —— Y € xIn(10),

Can bac hai cian

trong d6 SD 1a do léch chudn, n 12 sd lan chay ddc lap, va In(10) 1a logarit tw
nhién cua 10.

Tinh chon loc cua peptit d6i véi hNPY2R (Y2) va hNPYSR (Y5), hNPY4R (Y4),
va/hodc hNPY 1R (Y1) dugc tinh bang céach chia cho két qua hNPY2R theo nM.
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Két qua:
Bang 1: Gén két in vitro (Ki) véi ANPY 1R, hNPY2R, hNPY4R va hNPY5R.
Peptit | hNPY2R | ANPY5R [ hNPY4R [hNPYIR | Sélan | SO lan S6 lan
(nM) (nM) (nM) mM) | (Y5/Y2) | (Y4/Y2) | (Y1/Y2)
PP136 -- -- 0,07 -- -- -- --
PYYi136 0,007 0,37 5 0,06 52 714 8,6
PYY, 0,008 3,6 27 7 450 3375 875
Vidul 0,011 59 626 256 5363 | 56909 | 23272
Vidu?2 0,070 | >1000 | >1840 | >1460 | >14285 | >26286 | >20857
Vidu3 0,009 36,4 112 >1550 | 4044 | 12444 |>193750
Vidu4 0,005 ND 280 >148 NA 56000 | >29600
Vidu5s 0,030 ND 560 >1530 NA 18666 | >51000
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Tham 0,016 189 -- -- 11812 -- -
chiéu 1*

Tham 0,021 112 - -- 5333 -- --
chiéu 2°

Tham 0,013 469 -- -- 36076 -- -
chiéu 3"

* Chal tuong tu PYY da bidt dé so sanh; xem, Cong bd don qudc té s6 WO 2016/198682,
trong d6 Tham chiéu 1 twong duong voi Hop chét 4 trong cong bd don nay, Tham chiéu
2 twong duong voi Hop chét 21 trong cong bd don nay, va Tham chiéu 3 twong duong
v6i Hop chét 32 trong cong bb don nay.
ND - khong dugc phat hién
NA - khong kha dung

Nhu dugc thé hién trén day, chét tuong tu PYY cta Vi du 1-5 rat chon loc cho
thy thé hNPY?2, tham chi con chimg minh viéc gidm &i lyc gan két v6i cac thy thé
hNPY5, hNPY4 va hNPY1 so v6i PYY3.36 nguyén thé ctia nguoi (SEQ ID NO:2).
(2) Hoat tinh CAMP i vitro d6i v6i thu thé NPY2 clia ngudi
Muc dich:

Dé x4c dinh hoat tinh chirc nang in vitro cia chét tuong tu PYY cta cuia Vi du
1 dén 5 so v&i PY Y336 nguyén thé cua ngudi bang cach do sy trc ché san xuit cAMP noi
bao do forskolin gy ra ¢ cac té bao HEK 293 biéu hién qua muc thu thé NPY?2 tai t6
hop ctiia nguoi.
Phuong phap:

Chét tuong tu PYY va PY Y3.36 cia nguoi (SEQ ID NO:2) duogc tong hop, duoc
xéc dinh dic diém va cét gitt nhu dwgc mo ta trén dy trong thir nghiém gén két thy thé.

Té4ch dong vo tinh thu thé — Dong té bao da dugc chuyén nap 6n dinh dugc tao
ra thu thé hNPY2 bing céch tach dudi dong vo tinh cDNA thu thé vao plasmit biéu hién
pcDNA3.1 va chuyén nap n6 vao té bao HEK 293 tiép theo 1a chon loc voi Geneticin.
Céac phan uéc té bao (1 x 107 té bao/mL) & 1in cdy chuyén thit 9 duoc tao ra va giit dong
lanh trong pha hoi ctia thung nito 1éng. Cac phén ugedong lanh nay duogc st dung tai
thoi diém thi nghiém. Té bao duy tri kha nang ton tai hon 95% trong vai thang.

Thtr nghiém cAMP hNPY2R - Ut ché san xuit cAMP gy ra bai forskolin nho
chat tuong tu PYY hodc PYY3.36 duge do béng cach st dung té bao HEK 293 biéu hién
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qua mirc hNPY2R tai t6 hop. Cac phan uGeté bao dong lanh duge gid dong trong bé
nuée 37°C. Té bao duge chuyén vao dng dung tich 50 mL v6i 10 mL mdi trudng nudi
chy (Mbi trudng nudi cdy té bao MEM tir Life Tech 11090-081 véi FBS 10% tir Life
Tech 10082-147, 1 mM L-Glutamin tir Life Tech 25030-081, IXNEAA tir Life Tech
11140-050, 1 mM natri pyruvat tir Life Tech 11360-070, 1x chét khang sinh-chét diét
nam tir Life Tech 15240-062) va dugc ly tdm 5 phit ¢ tdc d6 1500 vong/phut trong may
ly tam dat ban Beckman. Phan ndi trén bé mit duge loai bd va vién két té bao duoc tai
tao huyén phti trong 10 mL méi truong nudi cy té bao tiép theo 1a di qua bd loc 40 pm.
Pém chinh x4c sb t& bao va kha ning ton tai cia té bao dugc xac dinh bang cach sir dung
thiét bi phan tich Vi-Cell tir Beckman-Coulter (Vi-Cell XR 2.03). 8000 té bao trén mbi
15 dugce dan vao dia thir nghiém 384 16 mau tring (Corning, dugc pht Poly-D-Lysin,
mau tring/duc, cat# 356661) bing cich sir dung thiét bi phan tan Combi-Tip (Thermo
Scientific). Cac dia duoc ly tam 1 gidy ¢ 1000 vong/phut va u 18 dén 20 gio & 37°C
trong ti 4m c6 kidm soat CO» 5%. Mai truong nudi cay duogc loai bo ra khéi dia thir
nghiém bang cich vubt nhe trén khan gidy. 10 pL dung dich dém thir nghiém [1X HBSS
(Hyclone, #SH3026801), 20 mM HEPES, pH 7,5 (Hyclone #SH30237,01), 0,1% khdi
lwong/thé tich Cazein (CTL Scientific Supply Corp., #440203H), 500 pM IBMX
(Sigma-Aldrich #15876)] dugc bd sung vao cac 15 bang cach st dung thiét bi phan tdn
Combi-Tip tiép theo 1a ly tAm trong 10 gidy véi tdc d6 1500 vong/phut. Puong cong
dap ung ndng do (20 diém) & do pha loang 2 lan duoc tao ra trong DMSO 100% bang
cach st dung cong nghé phén tan bang am thanh (Labeyte Echo 550). Céc té bao duoc
xir y bing chit twong tu PYY hodc PY Y336 clia nguoi trong 45 phit ¢ 37°C (ndng do
DMSO cudi ciing = 1%), sau d6 dugc kich thich bang 1 uM forskolin (Sigma-Aldrich,
#F6886) trong 45 phit & 37°C. CAMP ndi bao duge dinh luong bang cach st dung kit
CisBio cAMP-G; Dynamic (#62AM9PEB). Tém lai, mitc cAMP trong t€ bao dugc phat
hién bang céach st dung chét phan tmg kit HTRF bing cach bd sung thé lién hop cAMP-
d2 trong dung dich ly giai té bao (10 pL) tiép theo 1a bd sung khang thé khang cAMP -
Eu?*-Cryptate, ciing trong dung dich ly giai té bao (10 pL). Thir nghiém canh tranh thu
dugc dugc U trong it nhét 60 phut & nhiét do trong phong, sau do doc trén thiét bi
PerkinElmer Envision™ véi kich thich & 320 nm va phat xa ¢ 665 nm va 620 nm.
Khoang ndng dd thir nghiém cubi cing d6i véi peptit duge thir nghiém trong dudng
cong dap tmg 1a: Chét twong tw PYY (0,1 pM dén 0,2 pM) va PY Y3.36 cia ngudi (10 nM
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dén 0,02 pM). Dudmg cong tiéu chuén cta nong do cAMP da biét (0,5 uM dén 1 pM)
duoc tao ra trong dung dich dém thir nghiém. Cac 16 khi khong ¢6 mit cua chét canh
tranh da dugc bd sung hodc véi mot lugng du clia PYY3.36 cia nguoi da duoc bd sung
duoc bao gom trén mdi dia 1in lugt dudi dang dbi ching dép tmg t6i da va d6i chung
tic ché.

Phan tich dit lidu déi v6i thir nghiém cAMP thu thé hNPY2 — Phét xa huynh
quang phén giai theo thoi gian duge st dung dé tinh toan ty 1¢ huynh quang (665 nM/620
nm), ty 1& nghich v6i lugng cAMP ¢6 mét. Céc tin hiéu dbi voi chét twong tw PYY va
PYY3.36 clia ngudi duge chuyén dbi thanh nM cAMP trén mdi 16 bang cach st dung
duong cong chuin cAMP dugc v& dudi dang céc don vi dap tmg tuong dbi (phat xa &
665 nm/620 nm * 10.000, truc y) theo néng dd cAMP (truc x).

Luong cAMP dugc tao ra (nM) trong mdi 15 duge chuyén dbi thanh phén tram
cua déap tng t61 da quan sat dugc chi voi forskolin nhur duge thé hién trong phuong trinh
dudi day:

Mtrc peptit—Mtrc ddi chirng chit &rc ché

% muc &c ché dac hiéu =
: . Mtrc d4p ng t6i da—Mtrc d6i ching chit trc ché

trong d6 Murc d6i chimg chit e ché 1a cAMP duoc tao ra v6i sy ¢ mat cua
luong du PYY3.36 ciia nguoi da dugc bd sung, Mirc ddp tng tdi da 1a cAMP dugc tao ra
chi v6i su ¢6 mit cia forkolin, va murc peptit 1a cAMP dugc tao ra v41 su ¢6 mat cua
peptit thir nghiém.

Phan trim e ché dic hiéu (truc y) dugc vE biéu dd theo néng dd cua chit canh
tranh (truc x) va dugc phan tich bang cach st dung quy trinh hdi quy phi tuyén bbn tham
s6 (dinh dudng cong, ddy duong cong, ICso, dO dbc Hill) (Genedata Screener, phién ban

13.0.5, Genedata AG, Basal, Thuy S§) nhu dugc xac dinh dudi day:
dinh—-day
« \Dodac Hill*
1+(i55)

y = day +

Gid tri ICso twong ddi dai dién cho ndng do gy ra mirc (rc ché 50% sy san xuat
cAMP cam tng boi forskolin.
Céc gi4 tri dugc bao céo cho ICso dugc tinh lam gia tri trung binh hinh hoc nhu
duoc thé hién dudi day:
Gi4 tri trung binh hinh hoc = 10(Gié tri trung binh s& hoc cia céc gid tri Log10 1C50)
Sai sb chudn cua gia tri trung binh (SEM) dugc tinh toén bang cach st dung phuong

phap delta nhu dugc thé hién duéi day:
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o . s SD cha dit lidu da chuyén déil
SEM = Gia tri trung binh hinh hoc x clia cr Tn &2 Ty 22 % In(10),

Cin bichaician
trong d6 SD 1a do léch chuén, n 1a s6 1an chay doc 1ap va In (10) la logarit tur

nhién cua 10.

Két qua:
Bang 2: Hoat tinh cAMP in vitro d6i v6i thu thé hNPY2.
Peptit hNPY2R ECso
(nM)
PYYi36 0,12
PYY, 5 0,15
Vidu 1 0,07
Vidu?2 1,23
Vi du 3 0,15
Vi du 4 0,06
Vidu5 0,55
Tham chiéu 1 * 0,30
Tham chiéu 2 * 0,23
Tham chiéu 3 * 0,32

* Chét tuong tw PYY da biét dé so sanh; xem, Cong bd don qudc t€ 56 WO 2016/198682,
trong d6 Tham chiéu 1 twong duwong v6i Hop chét 4 trong céng b6 don nay, Tham chiéu
2 tuong duong vé1 Hop chit 21 trong cong bd don nay, va Tham chiéu 3 twong duong

v6i Hop chét 32 trong cong bb don nay.

Nhu dugc thé hién trén day, két qua tir thir nghiém cAMP chiing minh hoat tinh
chitc ning ciia chat twong tw PYY cua Vi du 1-5 déi véi thu thé hNPY2, véi Vidu 2 thé
hién hidu luc yéu nhat & hiéu luc thap hon 12 1an so v&i PYY3.36 clia ngudi.

(3) Hoat tinh GTPYS in vitro d&i v6i thy thé hNPR2
Muc dich:

Pé danh gia sy hoat hoa qua trung gian thu thé ctia G-proteins bang chét tuong
tw PYY cia Vidu 1 dén 5. Su hoat hda qua trung gian thu thé c6 thé duoc do béng cach
stt dung chét twong ty GTP khong thily phan duge, GTPy[**S]. Su kich thich qua trung

gian chit chu véan cta thu thé dugc két doi protein G dAn dén su hoat hoa phirc hop
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heterotrime Gofy-protein dugc lién két voi mang. Day 1a budce dau tién trong viéc tai
nap céc tin hiéu ngoai bao dé cai bién cac con dudng nodi bao. O day, thir nghiém chirc
ning GTPy[>5S] dugc sir dung dé danh gia higu lyc cua cdc chét twong tu PYY khic
nhau & thu thé hNPY2.

Phuong phép:

Chét tuong tu PYY, PYY 136 cita ngudi (SEQ ID NO:1) va peptit PY Y3.36 doi
chimg (SEQ ID NO:2) dugc tong hop, dugce xc dinh dic diem va ct gitt nhu dugc mod
ta trén day trong thir nghiém gén két thu thé.

Déi voi mbi peptit thir nghiém, duong cong dép tmg nong do (CRC) v6i d pha
lodng 1/3 log (néng d6 logarit tir -6,52 dén -12,52) dugce hoan thanh véi thiét bi xur ly
chit 16ng Hamilton NIMBUS trong dung dich dém thir nghiém (20mM HEPES, pH 7.4,
100mM NaCl, 6mM MgCl,, 1 mM EDTA) duoc bd sung 0,2% Bacitracin (U.S.
Biologicals #11805) va 0,5% DMSO. Nong do thir nghiém cudi cung ciia Bacitracin va
DMSO I4n luot 12 0,05% va 0,125%. Mang hNPY2R (Multispan #HTS066M) dugc tao
ra dén ndng d6 7,5ug/mL trong dung dich dém thur nghiém dugc bd sung 20 uM GDP
(Sigma #G-7127) va 6 ug/mL Saponin (Sigma #S-4521) va mang hNPY2R dugc u ¢
nhiét d6 trong phong trong 20 phut trudc khi bd sung vao thit nghiém. GTPyS[**S]
(PerkinElmer #NEG030H) dugc chuén bi trong dung dich dém thir nghiém dén néng do
0.6nM. Céc giot WGA SPA (PerkinElmer #RPNQ0001) dwgc chudn bi & ndéng do 1a
12mg/mL trong dung dich dém thir nghiém. Thir nghiém dugc thyc hién trong dia 96 16
(Costar #3604) béng cach bd sung trude tién 100 uL vao mang hNPY2R, sau do6 50 ulL
dung dich CRC, sau d6 1a 50 uL dung dich GTPyS[35S] dé thé tich cuoi cing 1a 200 uL.
Dia dugc day va dat trén may lic quy dao (175 vong/phut trong 45 phut) ¢ nhiét do trong
phong. Sau do, 25 uL giot SPA dugc bd sung va dia dugc bit kin lai va xody dé tron, sau
d6 dat trd lai may lic quy dao trong 3 giv ¢ nhiét do trong phong. Sau do, dia duogc ly
tim trong 5 phut véi tdc do6 500 vong/phut va duoc dém trén thiét bi dém vi dia
PerkinElmer 2450 trong 1 pht trén mdi 15. Mirc gan két co ban (CPM) dugc x4c dinh
khi khong c6 mdt cua chét twong tw PYY hodc PYY3.36 clia nguoi va duoc st dung dé
tinh toan phan trim trén gia tri co ban cho mdi ndng dd cua peptit voi phuong trinh sau:
(CPM cta chét trong tw PYY, hodc ctia PYY3.36 clia ngudi, — CPM co ban)/(CPM co
ban)*100. Gia tri ECso (nM) duge xédc dinh bang cach dua logarit cta ndng d6 va phan
trim gia tri co ban vao phén tich hdi quy phi tuyén tinh (log (chét chi van) so v6i dép
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ung - do déc thay doi (bbn tham s6)) trong GraphPad Prism 7.0 bang cach st dung
phuong trinh:

Y=DPay+ (Dinh-Day)/(1+10"((LogECs0-X)*D0 dbc Hill)).

Gié tri trung binh hinh hoc va sai s6 chuén cua gia tri trung binh dwgc tinh todn
tu cac gia tri ECso (nM) bang céach st dung chic niang théng ké cot trong GraphPad
Prism 7.0.

Két qua:
Bang 3: Hoat tinh GTPYS in vitro ddi vé6i thy thé hNPY2.
Peptit hNPY2R ECso
(nM)
PYY1.36 0,42
PYY, 0,43
Vidu 1 0,08
Vi du 2 1,83
Vidu3 0,06
Vidu 4 0,04
Vidu5 0,16
Tham chiéu 1* 0,22
Tham chiéu 2* 0,13
Tham chiéu 3* 0,11

* Chat twong tu PYY da biét dé so sanh; xem, Cong bd don qudc t€ s6 WO 2016/198682,
trong d6 Tham chiéu 1 twong duwong v6i Hop chét 4 trong céng b6 don nay, Tham chiéu
2 twong duong voi Hop chit 21 trong coéng bd don nay, va Tham chiéu 3 tuong duwong

v6i Hop chét 32 trong cong bd don nay.

Nhu duoc thé hién trén day, két qua tir thir nghiém chirc nang GTPy[**S] ching minh
hoat tinh ciia chét tuong ty PYY déi v6i thu thé hNPY2, vé6i Vi du 2 thé hién hiéu luc
yéu nhat & muc hiéu luc thap hon 4 14n so véi PYY3.36 cia ngudi.

(4) Dugc dong hoc

Muc dich:

Pé diéu tra cac dic tinh duoc dong hoc clua chét tuong tw PYY.

Phuong phap:
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LC/MS — Nong do huyét turong cia céc chét twong tw PY'Y khac nhau dugc xac
dinh bing phuong phap LC/MS. Phuong phép do toan bo hop chét; peptit cong véi phan
mé rong thoi gian duoc lién két. D6i vi thir nghiém nay, chét tuong tw PYY va tidu
chuén noi bd duge chiét xudt tir huyét twong chudt nhét, chudt dong hodc khi (50 pL)
bang cach sir dung metanol véi axit fomic 0,1%. Cac mau dugc ly tAm va phan nbi trén
bé mat duogc chuyén sang dia Kkét tua protein nhiét. Cac mau duogc nap trén dia Sep-Pak
tC18 SPE uElution, dia nay dugc diéu hoa v4i metanol va axit fomic 0,1% trong nudc.
Céc cot SPE dugc rua hai lan bang axit formic 0,1% trong nuée. Cac hop chét sau d6
duoc rira giai bang cach sit dung Axit formic/Nude/Axetronitil (0,1:15 :85), sau d6 duogc
]am kho va hoan nguyén trude khi tiém phén wée (10 pl) vao cot bay Thermo Acclaim
PepMap100 C18, 300 pm x 5 mm va cot Thermo Easy Spray PepMap C18, 75 pm x 15
cm dé phan tich LC/MS. Dong thoat ra tir ¢t dugc dan vao thiét bi do khdi phé Thermo
Q-Exactive Plus dé phét hién va dinh lugng.

Duoc dong hoc ciia chét trong tw PYY & chudt nhit CD-1 — Duge dong hoc
huyét twong cla chét tuong tw PYY duoc danh giad ¢ chudt nhét duc CD-1 sau khi tiém
mdt lidu duy nhit dudi da 200 nmol/kg. MAu méu duge thu thap tir 2 con vat mdi thoi
diém trong 168 gio. Do viéc 14y mau khong theo kidu chudi duge sit dung dé danh gia
déng hoc cua chét twong tu PYY & chudt nhét, dir liéu ndng do trung binh theo thoi gian
duoc st dung dé 1ap bang cac thong sb duogc dong hoc dbi voi chat twong tu PYY sau
mdt liéu duy nhat duéi da 200 nmol/kg. Nong do huyét twong cla chét tuong tu PYY
dugc phat hién qua 120 gid sau mot lan tiém dudi da 200 nmol/kg.

Dugc dong hoc cua chét tuong tu PYY & chuot déng SD — Duogc dong hoc
huyét twong cia chét twong tu PYY dugce danh gia & chudt ddng Sprague Dawley duc
sau khi tiém mot liéu duy nhét duéi da 50 nmol/kg. MaAu méau dugc thu thap tir 2 con vat
mdi thoi diém trong 168 giv. Do viée 14y mau theo kidu chudi dugce sir dung dé dénh gia
dong hoc cua chét tuong tu PYY & chudt dong, dit lidu vé ndng do trong dong vat riéng
ré theo thoi gian dugce st dung dé 1ap bang céc thong sé duge dong hoc ddi véi chat
tuong ty PYY sau mot lidu duy nhit duéi da 50 nmol/kg. Nong do trong huyét twong
ctia chit twong tu PYY duoc phat hién qua 120 gio sau khi tiém dué6i da mot 1an 50
nmol/kg.

Duogc dong hoc cua chét twong tur PYY & khi Cynomolgus — Dugc dong hoc
huyét twong ctia chét twong tw PY'Y dugc danh gia ¢ khi Cynomolgus duc va cai sau khi
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tiém mot liéu duy nhat duéi da 50 nmol/kg. MAau mau dugc thu thap trong hon 504 gio.
Do viéc lay mau theo kiéu chudi duoc sir dung dé danh gia dong hoc cua chét tuong tu
PYY 6 khi, dir liéu néng d6 trong dong vt riéng & theo thoi gian dugc st dung dé lap
bang cac thong s6 dugc dong hoc d6i voi chit twong tu PYY sau mot liéu duy nhéat dudi
da 50 nmol/kg. Nong do trong huyét tuong cta chét tuong tw PYY duoc phat hién qua
504 gio sau mot ]an tiém dudi da 50 nmol/kg.

Két qua:

Bang 4: Céac thong s6 dugce dong hoc trung binh sau mot lidu tiém dudi da cho chudt

nhét duc CD-1.

Peptit Liéu T2 | Tmax | Cmax AUCint CL/F
luong (gi0) (gid) | (nmol/L) | (gio*nmol/L) | (mL/gio/kg)
(nmol/kg)
Vidul 200 15 6 1140 29795 6,71
Vidu?2 200 27 12 1014 56198 3,56
Vidu3 200 26 12 1360 52751 3,79
Vidu4 200 15 12 916 31257 6,40

Cac tr vidt tat: AUCInf = dién tich dudi duong cong tir 0 dén v cung; CL/F = d¢ thanh
thai chia cho mirc sinh kha dung (F); Cmax = ndng do ti da; Tmax = thoi gian & ndng

d6 ti da; T1/2 = thoi gian ban thai.

Bang 5: Céc thong s6 dugc dong hoc trung binh sau mot liéu tiém duéi da cho chudt

dong duc SD.

Peptit Liéu Tiz | Tmax Cmax AUCint CL/F
lugng (gi0o) (gid) | (nmol/L) | (gio*nmol/L) | (mL/gio/kg)
(nmol/kg)
Vidul 50 22 12 221 8621 5,83
Vidu3 50 38 12 399 21094 2,39
Vidu4 50 19 8 219 8289 6,41

Céc tir viét tat: AUCinf = dién tich duéi duong cong tr 0 dén vo cung; CL/F = do thanh
thai chia cho murc sinh kha dung (F); Cmax = ndng d6 toi da; Tmax = thoi gian & nong

d6 tdi da; T1/2 = thoi gian ban thai.
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Bang 6: Cac thong s6 dugc dong hoc trung binh sau mét lidu tiém dudi da cho khi

Cynomolgus.
Peptit Liéu Tiz | Tmax Comax AUCint CL/F
lwong (gi0) (gio) | (nmol/L) | (gio*nmol/L) | (mL/gio/kg)
(nmol/kg)
Vidul 50 101 9 500 64552 0,775
Vidu2 50 131 18 583 123173 0,408
Vidu3 50 148 9 599 105839 0,509

Céc tir viét tat: AUCInf = dién tich du6i duong cong tir 0 dén vo cung; CL/F = d¢ thanh
thai chia cho mic sinh kha dung (F); Cmax = ndng d6 t6i da; Tmax = thoi gian & noéng

do toi da; T1/2 = thoi gian ban thai.

Két qua:

Céc dir liéu nay chirng minh rdng cac hop chit néu trén c6 dic diém duoc dong hoc thich
hop dé sir dung moi tudn mot lan.

(5) Do hoa tan & d¢ 6n dinh

Muc dich:

Dé x4c dinh khoang pH hoa tan va do 6n dinh cta chét tuong tw PYY

Phuong phéap:

DPanh gia khoang gia tri hoa tan truc quan — Bot chét tuong ty PYY dong kho
dugc hoan nguyén trong nudc & ndng d6 4 mg/mL, va do pH dugc didu chinh bang axit
xitric/dung dich dém photphat dén do pH 4. D6 pH cita hé théng dwoc chuan do 1én dén
d6 pH 8 bang NaCl 0,5 N va sau do chudn do xudng dén pH 4 bang HC10,5 N.

Panh gia do 6n dinh nhiét — Dung dich chét twong tr PYY trong natri phosphat
10 mM hodc 20 mM, dd pH 7,0 & néng do 1 mg/mL hodc 2 mg/mL dugc chuin bivau
& 4°C va 40°C trong 4 tudn. Cac mau & thoi diém 4 tudn dugc phan tich bang sic ky loai
trr kich thude (SEC) va RP-HPLC.

Phuong phdp SEC — dugc thyc hién bé‘mg cach st dung cot TOSOH
TSKgelG2000SWxl, 7,8 mm ID x 30 cm, 5 um, v&i thanh phén pha dong 1a 50 mM natri
phosphat, 300 mM NaCl, 6 pH 7,0 véi axetonitril 20% trong 30 phut v6i toe do dong
0,5 mL / phuat, A — 214 nm.
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Phuong phap RP — dugc thuc hién béng cach str dung cdt Cortecs C18, 2,7 um,
4,6 x 50 mm, 20% - 45% axetonitril / nuéc véi 0,085% TFA trong 10 phut voi tbc do
dong 1 mL / phut, A - 214 nm.

Két qua:
Bang 7: D0 hoa tan va do 6n dinh nhiét ctia chét tuong tw PYY.
Peptit | Dohoatan | Do n dinh nhiét (Phosphat 10 hodc 20 mM, do pH
(khoang 7,0)
gia tri pH) % dinh chinh RP % dinh chinh SEC
4°C 40°C 4°C 40°C
Vidul >5,7 95,8 92,9 98.9 95,7
Viduy?2 >35,5 99,7 99,3 99,9 99.6
Vidu3 > 6,1 99,5 97,1 95,2 92,4
Vidu4 > 6,8 96,8 97.5 99,6 98,7
Vidu5 > 5,8 96,8 95,2 99,7 97,5

Nhu duoc thé hién trén day, tit ca cac peptit déu hoa tan & pH> 7,0. Do 6n dinh,
dugc danh gia boi RP va SEC, cho thdy ring cac peptit ndy twong d6i 6n dinh trong didu

kién Urng suét nhiét manh.

Vi du 7: Hiéu qua in vivo cua PYY.
(1) Hiéu qua in vivo déi v6i mire hép thu thic an va thé trong & chudt nhét binh thuong
Muc dich:

Dé so sanh tac dung cua chét twong tu PYY cua Vi du 1 dén 5 trong viéc lam
giam thé trong va trc ché mirc hap thu thire &n & chudt nhét binh thudng sau mot lan tiém
duy nhét.

Phuong phép:

Chuot nhit dwc C57Bl/6 tir Envigo RMS (Indianapolis, IN) dugc duy tri theo
ché d6 an chow (5008; LabDiet, St. Louis, MO) va dugc nht mot minh trong diéu kién
¢6 kidm soét nhiét do (74,0°F; 23,3°C) v6i chu ky dnh séang binh thuong 12: 12 gid va
tiép can thic an va nudce uéng tu do. & 9-10 tuan tudi, thé trong khong nhin an va khéi
lugng thuc phém ban du duogc ghi lai, va cac con chudt duge dung mot mii tiém duoi
da duy nhét ctia t4 dugc hoac peptit, tiép theo 1a do hang ngay cia thé trong va mic hap
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thu thtrc an trong 3 ngay sau khi dung lidu. Phan tich dién tich dudng cong (AUC) dugc
tinh toan déi véi ca thé trong va muc hap thu thic n so v6i ta duge. Vi du 4 ¢ 30
nmol/kg dugc st dung lam ti€u chuén danh gia hiéu qua 100% d6i v6i thé trong va muc
hép thu thirc an trong mdi 14n chay cua thit nghiém.

Két qua:

Bang 8: Céac thay dbi vé thé trong va mirc hép thu thirc an trong 3 ngay ¢ chudt C57 /
B16 sau mot lidu ding duy nhét chit tuong tu PYY.

Peptit Liéu luong A Thé trong A Mitc hap thu thirc
(nmol/kg, SC) (%)** an
(Yo)**

Vidu 1 30 89 103
100 108 105

Vi du?2 100 71 71
300 117 78

Vidu3 30 98 93
100 111 100

Vi du 4 3 22 12
10 41 48
30 100 100

Vidu5 100 70 99
300 129 118

Tham chiéu 100 87 79
1* 300 127 104
Tham chiéu 100 62 67
2 300 110 85
Tham chiéu 100 50 78
3% 300 104 99

* Chat twong tu PYY da biét dé so sanh; xem, Cong bd don quoc & s6 WO 2016/198682,
trong d6 Tham chiéu 1 twong duong v6i Hop chét 4 trong d6, Tham chiéu 2 twrong duong
voi Hop chét 21 trong d6, va Tham chiéu 3 twong duong v6i Hop chét 32 trong do.

#% Vi du 4 & 30 nmol/kg (AUC) dugc dat ¢ hiéu qua 100%
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Nhu dugc thé hién trén day, su giam vé ca thé trong va muc hép thu thirc in
chimg minh hiéu qua cua chét twong tu PYY in vivo, trong d6 so sanh v& lidu luong can
thiét d& ¢6 hiéu qua diy di chimg minh su cai thién v& hiéu qua.

(2) Hiéu qué in vivo ddi véi mite hép thu thirc &n va thé trong & chudt nhit béo
phi do ché d6 an udng
Muc dich:

D& diéu tra hiéu qua cta viéc dung lidu hang ngay chét trong tw PY'Y cta Vi
du 1-5 trong viéc lam giam thé trong, hodc mdt minh hodc két hop véi chéit chii van thu
thé GLP-1, trong khoang thoi gian hai tudn & chudt béo phi do ché @6 an (DIO) gy ra.
Phuong phép:

Chuét nhét duc C57B1/ 6 DIO (Taconic) & 20 tudn tudi dugc duy tri ché d6 an
60% chit béo khi dua dén (D12492; Research Diets, New Brunswick, NJ). Cac con
chudt duoc nhét riéng ré trong diéu kién c6 kiém soat nhiét do (74,0°F; 23,3°C) v6i chu
ky sang/téi 12 gior (den vao 22:00) va dugc tiép can thirc an va nudce ubng tur do. Sau
khoang thoi gian mot tuan 1am quen v6i liéu luong ta dugce hang ngay, thé trong khong
nhin an duoc do, va cac con chudt dugc phéan loai ngiu nhién theo thé trong thanh cac
nhém thir nghiém (n=6) va tiém du6i da hang ngay: ta dugc, chat ch van thy thé GLP-
1 (GLP-1 RA; SEQ ID NO:15), chéat tuong tu PYY, hodc hdn hop cua chét tuong tu
PYY cong véi GLP-1 RA. Sau 2 tuln ding lidu, thé trong khong nhin an dugc ghi lai
va cac thay dbi vé thé trong trung binh so vdi ta duge duge tinh toan. Dé xac dinh hiéu
qua bd sung hoic hiép dong cta chét tuong tu PYY két hop voi GLP-1 RA, hiéu qua
cao hon hiéu qua ciia GLP-1 RA mot minh (hiéu qua thuc) duogc tinh toan.

Két qua:

Bang 9: Céc thay ddi vé thé trong trong nghién ctru kéo dai 2 tudn vé chudt béo phi do
ché d6 an voi chét twong tu PYY mdt minh hodc két hop véi chét cht van thu thé GLP-
1.

Peptit Liéu luong A Thé trong (%)
(nmol/kg, SC) Mot minh PYY PYY + GLP-1RA*
Vidul 1 -4 -18
3 -6 -26
10 -15 -31
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Vidy2 3 ND -1
10 ND -6
30 2 -11
Viduy3 1 -3 -16
3 -6 -28
10 -23 -30
Vidu4 0,3 0 -3
1 -1 -12
3 -4 -17
10 -12 -21
Vidu5 1 -2 -2
3 0 -11
10 -2 -18
30 -3 ND

* Hiéu qua cao hon hiéu qua cua chét chi van thu thé GLP-1 (GLP-1 RA)

Nhu duoc thé hién trén day, su giam vé thé trong véi chét twong tuw PYY, ca
mot minh va két hop v6i GLP-1 RA, ching minh hiéu qua cua chét twong tu PYY in
vivo, trong d6 céac so sanh vé murc dd gidm cén duoc thyc hién.

(3) Hi¢u qua in vivo dbi v6i thé trong va glucoza & chudt nhit méc bénh tiéu duong va
béo phi (db/db)
Muc dich:

Dé diéu tra hiéu qua cta viéc dung liéu hang ngay chét twong tw PYY cia Vi
du 1 dén 5 trong viéc lam giam thé trong va mirc glucoza huyét trong thoi gian muoi
ngay & chudt nhét méc bénh tiéu dudng va béo phi (db/db).

Phuong phap:

Chudt nhét duc Lepr®® (db/db) tir Envigo RMS (Indianapolis, IN) dugc duy
tri theo ché d6 an kiéu chow (5008; LabDiet, St. Louis, MO) va nhét 5 con moi 16ng
trong diéu kién c6 kidm soat nhiét do (74,0°F; 23,3°C) v6i chu ky dnh sang binh thuong
12: 12 gio va tiép can thirc an va nude ubng tur do. & 8-9 tudn tubi, thé trong va mirc
glucoza huyét dugc do bing cach sir dung Accu-Check® Glucometers (Roche Diabetes

Care, Inc., Indianapolis, IN), tiép theo 1a tiém dudi da hang ngay ta dugc hodc peptit.
44



48355

45/64

Sau 10 ngay dung lidu, thé trong va mirc glucoza huyét dugc do va cac thay d6i so véi

viéc xu ly béng ta dugc dugc tinh toan.

Két qua:

Bang 10: Hi€u qua dbi véi thé trong va glucoza huyét & chudt nhit db/db dugc xur ly

trong 10 ngay.

Peptit Liéu lwong A Thé trong A Glucoza
(nmol/kg, SC) (%) (%)
Vidul 1 -1 7
3 -1 -10
10 -10 -56
30 -14 -59
Vidu2 30 -5 -40
100 -9 -60
300 -17 -67
Vidu3 1 0 0
3 -5 -7
10 -9 -50
30 -15 -53
Vidu4 3 -2 -23
10 -12 -61
30 -17 -62
Vidu5 10 -4 -24
30 -11 -59
100 -17 -66

Nhu dugc thé hién trén day, sy giam veé thé trong va muc glucoza huyét voi

chit tuong tu PYY ching minh hi¢u qua cta chét tuong tu PYY in vivo, trong d6 cac so

sanh vé mtrc do giam can va giam glucoza dugc thue hién.

Két luan, chit twong tw PYY theo sang ché thé hién tinh chon loc dbi véi

NPY2R. Ching cling cho thay giam thé trong phu thudc vao lidu lwong, nhu duge phan
4nh & chuét binh thudng, chudt béo phi do ché do ché d6 an va chudt db/db, ciing nhu
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cai thién glucoza huyét phu thudc vao lidu lwgng & chudt db/db, voi chit tvong tw PYY

ciia Vi du 1, 3 va 4 dat hiéu qua nhat, phu hop véi profin in vitro.
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TRINH TU
SEQ ID NO:1 — PYY|.36 cia nguoi
YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY

SEQ ID NO:2 — PYY3.36 cia nguoi
IKPEAPGEDASPEELNRY YASLRHYLNLVTRQRY

SEQ ID NO:3 — Chét tuong tu PYY
PKPEX7PXoX10DASPEEX17X1sRY Y X2 X23LRHYLNX3LTRQRY

SEQ ID NO:4 — Chét tuong tuw PYY
PKPEKPGEDASPEEWQRYYAELRHYLNWLTRQRY

SEQ ID NO:5 — Chét tuong tw PYY
PKPEKPGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQRY

SEQ ID NO:6 — Chét tuong tu PYY
PKPEKPEEDASPEEWQRYYIELRHYLNWLTRQRY

SEQ ID NO:7 — Chét tuong tu PYY
PKPEKPGKDASPEEWNRYYADLRHYLNWLTRQRY

SEQ ID NO:8 — Chét twong tw PYY
PKPEKPGEDASPEELQRYYASLRHYLNWLTRQRY
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SEQ ID NO:9 — Chét tuong tu PYY

0. OH
(e} H H (0]
Hwk/\/\ﬂ N*vélm(\/\/wAvﬂ/\/\/»*oH
0 Ho S0 ©

3 36
PKPEH PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNWLTRQR Y—NH,
o

SEQ ID NO:10 — Chét tuong tu PYY

0 O

H
HOLVN/\/\/\AVAVNJ\/NN OH

o O
H
HN/U\/O\/\O/\/N\H/\O/\/O\/\H o
(0]

3 36
PKPEﬂ PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQR Y—NH,
O

SEQ ID NO:11 — Chét twong tu PYY

o H HO Oo
}min/@AvN Nkv\/xﬂvN/\ﬂvﬂ/\pH
0 H 0

36
3PKPE-H PEEDASPEEWQRYYIELRHYLNWLTRQR Y—NH,
o
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SEQ ID NO:12 — Chét twong tw PYY
(@]

HO
0] H 0] ©
HNJJ\/O\/\O/\/N\H/\O/\/O\/\N)K/\A[N H
H
° HO

o

3 36
PKPE—{:I| PGKDASPEEWNRYYADLRHYLNWLTRQRY—NH,

o)

SEQ ID NO:13 — Chét tuong tw PYY

@) @)

N

0
o) H 0 ’ HN"S0
o H o) OH

HO X0

3 36
PKPE—m PGEDASPEELQRYYASLRHYLNWLTRQRY—NH,

O

SEQ ID NO:14 — PP1.36
APLEPVYPGDNATPEQMAQYAADLRRYINMLTRPRY

SEQ ID NO:15 - GLP-1 RA
HGEGTFTSDVSSYLEEQAAKEFIAWLVKGRGGGGGSGGGGSGGGGSESKYGP
PCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGL
PSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSLG
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YEU CAU BAO HOQ

1. Chét twong tu Peptit Tyrosin-Tyrosin (PYY) bao gOm trinh tu axit amin:
PKPEX7PXoX10DASPEEX 17X 1sRY YX22 X3 LRHYLNX30LTRQRY (Cdng thtre I),
trong do X7 la axit amin bat ky véi nhom chire s&n c6 dé lién hop va nhém chirc nay
duoc lién hop véi axit béo Ci6-Ca, trong d6 axit béo Cie-Cz2 dugc lién hop v6i axit amin
v6i nhém chire sin co dé lién hop thong qua cAu ndi, va trong d6 ciu nbi c6 thé 1a mot
hodc nhiéu don vi dugc chon tir nhém bao gbm axit [2-(2-amino-etoxy)-etoxy)]-axetic
(AEEA), axit aminohexanoic (Ahx), axit glutamic (E), axit gamma glutamic (YE) va tb
hop cta ching,

trong d6 Xo 1a E hodc G,

trong d6 Xio 1a E hodc K,

trong d6 Xi71a L hodc W,

trong d6 Xig la N hodc Q,

trong d6 X2z 1a A hodc I,

trong d6 X»3 1a E, D hoéc S,

trong d6 X3o 12 E hoac W (SEQ ID NO:3), va

trong do6 axit amin déu tan cung C tuy y dugc amit hoa.

2. Chét tuong tw PYY theo diém 1, trong d6 X7 duge chon tir nhém bao gé)m C,D,E, K
va Q.

3. Chét tuong tw PYY theo diém 1, trong d6 X7 1a K va su lién hop véi axit béo Cis-Ca2

14 thong qua nhém epsilon-amino cia chudi bén K.

4. Chét twong tu PYY theo diém 1, trong d6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhoém bao
gom:
PKPEKPGEDASPEEWQRYYAELRHYLNWLTRQRY (SEQ ID NO:4);
PKPEKPGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQRY (SEQ ID NO:5);
PKPEKPEEDASPEEWQRYYIELRHYLNWLTRQRY (SEQ ID NO:6);
PKPEKPGKDASPEEWNRYYADLRHYLNWLTRQRY (SEQ ID NO:7); va
PKPEKPGEDASPEELQRYYASLRHYLNWLTRQRY (SEQ ID NO:3).
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5. Chét twong tw PYY theo diém 1, trong d6 axit béo Cis-C22 duge chon tr nhém bao
gdbm axit hexadecanoic, axit hexadecanedioic, axit heptadecanoic, axit
heptadecanedioic, axit steafic, axit octadecanedioic, axit nonadexylic, axit
nonadecanedioic, axit eicosanoic, axit eicosanedioic, axit heneicosanoic, axit
heneicosanedioic, axit docosanoic, axit docosanedioic, va cac din xuit mach nhanh va

dugc thé cua ching.
6. Chét twong tw PYY theo diém 5, trong d6 axit béo Ci6-Ca2 1a axit béo Cis-Cao.

7. Chét twong tu PYY theo diém 6, trong d6 axit béo Cis-Cao la axit béo mach thing ¢
cong thirc CO-(CH2)x-CO2H, va trong do x 1a 16 hodc 18.

8. Chét twong tw PY'Y theo diém 1, trong d6 axit béo Cis-C22 dugc chon tir nhom bao

gbm axit palmitic, axit stearic, axit arachidic va axit eicosanoic.

9. Chét twong tu PYY theo diém 1, trong d6 trinh tu axit amin la:

Oo._OH
H 0 H )
HNJMN MJ\/INWW\N\/\/\)LOH
° Ho~0©

36
3PKPE-” PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNWLTRQRY—NH,
o

(SEQ ID NO:9).

10. Chét tuong tu PYY theo diém 1, trong d6 trinh tu axit amin la:
@) )

H
HOW/WV\M(N OH

0] H S
0

3 36
PKPE-” PGEDASPEEWQRYYAELRHYLNELTRQR Y—NH,
o]
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(SEQ ID NO:10).

11. Chét tuong tw PYY theo diém 1, trong do trinh ty axit amin la:
HO_O

' (0] H O
HN)K/O\/\O/\/N NJ\/\/\/\/\/\/\/\/\(OH
0 H 0

36
3PKPE-|I_\I_I PEEDASPEEWQRYYIELRHYLNWLTRQR Y—NH,
o

(SEQ ID NO:11).

12. Chét tuong tu PYY theo diém 1, trong d6 trinh ty axit amin la:
o)

\ o
H 0

o
HN/U\/O\/\O/\/N\H/\O/\/O\/\N/U\/INH
H
° HO

o

3 36
PKPE—‘I:I| PGKDASPEEWNRYYADLRHYLNWLTRQRY—NH,

o

(SEQ ID NO:12).

13. Chét twong tu PYY theo diém 1, trong d6 trinh tu axit amin la:
o} 0

N
HO/U\/\/\/\/\/\/\/\/\/\[( OH

o
0 0] HN” ™0
H H
HNJK/O\/\O/\/NWK\O/\/O\/\N/LK/INMO
H
0 HO N0 (o) OH

3 36
PKPE—}I:I| PGEDASPEELQRYYASLRHYLNWLTRQRY—NH,

O

(SEQ ID NO:13).
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14. Chét tuong tu PYY theo diém 1, trong do6 cAu nbi va axit béo cung nhau dugc chon
tir nhom bao gdm (AEEA),+yE-diaxit ¢6 20 nguyén tir cacbon, AhxeEesyEediaxit c6 18

nguyén ti cacbon, va AEEA<yE«diaxit c6 18 nguyén tu cacbon.

15. Dugc phdm chira:
it nhAt mot chat twong tur Peptit Tyrosin-Tyrosin (PYY) theo diém 1 hodc mudi
cua nod; va

mdt hogc nhiéu chét mang, chat pha lodng va ta dugc duoc dung.

16. Dugc pham theo diém 15, trong d6 dugc phim nay con chira tac nhan diéu tri bd

sung.

17. Dugc pham theo diém 16, trong d6 tac nhan didu tri b6 sung 1a incretin dugc chon
tir nhom bao gdm glucagon (GCG), chét tuong tu GCG, peptit-1 gidng glucagon (GLP-
1), GLP-11.36amit, chét twong tw GLP-1, peptit trc ché da day (GIP), chét tuong tu GIP,
oxyntomodulin (OXM), chit twong ty OXM, GIP/GLP-1, GLP-1/GCG, hodc chét tuong

tu incretin c6 hoat tinh ba thu thé.

18. Dugc phim theo diém 16, trong do6 tac nhan diéu tri bd sung 14 chat G ché dipeptidyl
peptidaza-IV (DPP-IV).

19. Chét twong tw PYY theo diém 14, trong d6 (AEEA)*yE«diaxit ¢6 20 nguyén tu
cacbon 13 (AEEA),-(YE)-CO-(CH2)15-COOH, trong d6 AhxeEeyE-diaxit c6 18 nguyén
tir cacbon 1a (Ahx-E-(yE)-CO-(CH2)1s-COOH, va trong d6 AFEAe«yEediaxit c6 18
nguyén tir cacbon la (AEEA)-(YE)-CO-(CH2)16-COOH.
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DANH MUC TRINH TU
<110> El1i Lilly and Company

<120> CHAT TUONG TU PEPTIT TYROSIN-TYROSIN VA DUQC PHAM CHUA
CHAT NAY

<130> X21917
<160> 15

<170> PatentIn version 3.5

<210> I
<211> 36
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 1
Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu

1 5 10 15

Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu Val Thr
20 25 30

Arg Gln Arg Tyr

35
<210> 2
<211> 34
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 2
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>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

3
34
PRT

Trinh tu nhan tao

Ciu trtc tdng hop

DAU HIEU HON
(5)..(5)
Xaa & vi tri

dé lién hop va nhém

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>

DAU HIEU HON
(7)..(7)

Xaa & vi tri

DAU HIEU HON
(8)..(8)

Xaa & vi tri

DAU HIEU HON
(15)..(15)
Xaa & vi tri

DAU HIEU HON
(16)..(16)
Xaa & vi tri

DAU HIEU HON
(20) .. (20)
Xaa & vi tri

DAU HIEU HON
(21)..(21)
Xaa & vi tri

HOP
5 1a

chtc

HOP

HOP

HQP

15 1la

HOP

16 1la

HQP

20 la

HOP

21 la

HOP

axit amin bAt ky véi nhém chic céd sdn
nay duoc lién hop véi axit béo Clo-C22

48355

E hoadc K

L

A

hodc W

hodc I

D, hodc S
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<222> (28)..(28)
<223> Xaa & vi tri 28 1la E hodac W

<400> 3
Pro Lys Pro Glu Xaa Pro Xaa Xaa Asp Ala Ser Pro Glu Glu Xaa Xaa

1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Xaa Xaa Leu Arg His Tyr Leu Asn Xaa Leu Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
<210> 4
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> C&u truc tdng hop

<400> 4
Pro Lys Pro Glu Lys Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Trp Gln

1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Glu Leu Arg His Tyr Leu Asn Trp Leu Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
<210> 5
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> C&u trac tdng hop

<400> 5



Pro Lys Pro Glu Lys Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Trp Gln
1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Glu Leu Arg His Tyr Leu Asn Glu Leu Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
<210> 6
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> C&u truc tdéng hop

<400> ©
Pro Lys Pro Glu Lys Pro Glu Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Trp Gln

1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ile Glu Leu Arg His Tyr Leu Asn Trp Leu Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
<210> 7
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> C&u truac tdng hop

<400> 7
Pro Lys Pro Glu Lys Pro Gly Lys Asp Ala Ser Pro Glu Glu Trp Asn

1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Asp Leu Arg His Tyr Leu Asn Trp Leu Thr Arg Gln
4
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20 25 30

Arg Tyr
<210> 8
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> C&u truc tdng hop

<400> 8
Pro Lys Pro Glu Lys Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Gln

1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Trp Leu Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
<210> 9
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> C&u truc tdng hop

<220>
<221> GOC BIEN DOI
<222>  (5)..(5)

<223> Lys & vi tri 5 dugc bién d@di héa hoc bdng su lién hop
ctia nhém epsilon-amino cua chudi bén Lys véi Ahx-axit glutamic-
axit gamma glutamic-CO-(CH2)16-CO2H

<220>
<221> GOC BIEN POI
<222>  (34)..(34)

<223> AMIT HOA
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<400> 9
Pro Lys Pro Glu Lys Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Trp Gln

1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Glu Leu Arg His Tyr Leu Asn Trp Leu Thr Arg Gln
20 25 30

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> C&u truc tdng hop

<220>

<221> GOC BIEN BOI

<222> (5)..(5)

<223> Lys & vi tri 5 dugc bién ddi hoéa hoc bang su lién hogp
cila nhém epsilon-amino chudi bén Lys vdi (AEEA)2-axit gamma
glutamic-CO- (CH2)18-CO2H

<220>
<221> GOC BIEN POI
<222>  (34)..(34)

<223> AMIT HOA
<400> 10

Pro Lys Pro Glu Lys Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Trp Gln
1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Glu Leu Arg His Tyr Leu Asn Glu Leu Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
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<210> 11
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> C&u truc tdng hop

<220>
<221> GOC BIEN DOI
<222> (5)..(5)

<223> Lys & vi tri 5 dugc bién dbi héa hoc bang su lién hop
cta nhém epsilon-amino cua chudi bén Lys vdi AEEA-axit gamma
glutamic—CO—(CHZ)lG—COZH

<220>
<221> GOC BIEN POI
<222> (34)..(34)

<223> AMIT HOA
<400> 11
Pro Lys Pro Glu Lys Pro Glu Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Trp Gln

1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ile Glu Leu Arg His Tyr Leu Asn Trp Leu Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
<210> 12
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> C&u truc tdéng hop

<220>
<221> GOC BIEN POI
<222>  (5)..(5)
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<223> Lys & vi tri 5 dugc bién ddi héa hoc bang su 1lién hogp
ctua nhém epsilon-amino cua chudi bén Lys véi (AEEA)2-axit gamma
glutamic—CO-(CH2)l6-C02H

<220>
<221> GO6C BIEN POI
<222> (34)..(34)

<223> BAMIT HOA
<400> 12
Pro Lys Pro Glu Lys Pro Gly Lys Asp Ala Ser Pro Glu Glu Trp Asn

1 5 10 | 15

Arg Tyr Tyr Ala Asp Leu Arg His Tyr Leu Asn Trp Leu Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
<210> 13
<211> 34
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> CAu truc tdéng hgp

<220>
<221> GOC BIEN POI
<222> (5)..(5)

<223> Lys & vi tri 5 duoc bién dbéi héa hoc bdng su lién hop
ctiia nhém epsilon-amino cua chudi bén Lys vdi (AEEA) 2- (axit gamma
glutamic)B—CO—C18—CO2H

<220>
<221> GO6C BIEN POI
<222>  (34)..(34)

<223> AMIT HOA
<400> 13

Pro Lys Pro Glu Lys Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Gln
1 5 10 15
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Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Trp Leu Thr Arg Gln

Arg Tyr

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

<400>

20

14
36
PRT

25 30

Nguoi hién dai

14

Ala Pro Leu Glu

1

Met Ala Gln Tyr

20

Arg Pro Arg Tyr

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

<220>
<223>

<400>

35

15
274
PRT
Trinh tu

Ciu truc

15

His Gly Glu Gly

1

Gln Ala Ala Lys

20

Gly Gly Gly Ser

35

Pro Val Tyr Pro Gly Asp Asn Ala Thr Pro Glu Gln
5 10 15

Ala Ala Asp Leu Arg Arg Tyr Ile Asn Met Leu Thr
25 30

nhén tao

téng hop

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Ser
40 45



Lys

Gly
65

Ile

Glu

His

Arg

Lys

145

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
225

Tyr

50

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

130

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

210

Leu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

115

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

195

Ser

Asp

Pro

Val

Thr

Glu

100

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

180

Leu

Asn

Ser

Pro

Phe

Pro

85

Val

Thr

Val

Cys

Ser

165

Pro

Val

Gly

Asp

Cys

Leu

70

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

150

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
230

Pro

55

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

135

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

215

Ser

48355

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

120

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

200

Glu

Phe

Cys

Pro

Cys

Trp

105

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

185

Tyr

Asn

Phe

10

Pro

Lys

Val

90

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

170

Met

Pro

Asn

Leu

Ala

Pro

75

Val

Val

Gln

Gln

Gly

155

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
235

Pro

60

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

140

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

220

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

125

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

205

Thr

Ala

Thr

Val

Val

110

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

190

Ala

Thr

Leu

Ala

Leu

Ser

95

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

175

Val

Val

Pro

Thr

Gly

Met

80

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

160

Val

Ser

Glu

Pro

Val
240

63/64



48355 64/64

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
245 250 255

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
260 265 270

Leu Gly

11





