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Linh vire k¥ thuit dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén din xuét peptit glucagon, thé tiép hop chira din xudt peptit
glucagon nay, va dugc phdm chita ching dé didu tri hoi chimg chuyén héa, hdi ching ha

dudng méu, va hoi chimg tang insulin mau bam sinh.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Do ting trudng kinh té gin ddy va nhimg thay déi trong ché d6 dinh dudng, v.v.,
ty 1€ mic cac bénh lién quan dén hoi ching chuyén hoa Bao gém cac bénh khic nhau,
nhu bénh béo phi, hoi ching ting lipit mau, bénh ting huyét ap, hoi chimg xo cling dong
mach, hoi chimg ting insulin méu, bénh dai thao dudng, va bénh gan dang tdng nhanh.
Céc bénh nay co thé xuét hién mdt cach doc 18p nhung nhin chung cic bénh nay chu yéu

xudt hién trong moi lién chdt ch€ v6i nhau, kém thec cac triéu chirng khac nhau.

Tinh trang thira cn va bénh béo phi 1 nguyén nhén lam tang huyét 4p va ndng do
cholesterol va gdy ra hoic lam trAm trong hon cac bénh khac nhau, nhu bénh tim, bénh
dai thao dudng, bénh viém khop, v.v. Ngoai ra, vin dé nghiém trong ctia bénh béo phi
ciing 12 nguyén nhén chinh 13m ting ty 1¢ mic héi chimg xo cling déng mach, bénh tdng
huyét ap, hoi chimg ting lipit mau, hodc bénh tim & tré em hodc tré thanh thiéu nién cling

nhu ¢ nguoil trudng thanh.

Tuy nthién, khong dé diéu tri bénh béo phi, do bénh béo phi 1a bénh phuec tap lién -
quan dén co ché kiém so4t chimg thém an va chuyén héa ning lugng. Theo d6, viée didu
tri bénh béo phi khéng chi cén ¢6 nd luc cta dbi tuong bi bénh ma con can cb phuong
phép c6 thé diéu tri cac co ché bit thuong lién quan dén kiém soat ching thém #n va
chuyén héa ning Ivong. Do d6, nhidu nd luc da duge thyuc hién dé phat trién cac dugc

chat dé dicu tri cac co che bat thuong nay.

Két qua ciia cac nd luc nay 1a cac duoc chit, nhr Rimonabant® (Sanofi-Aventis),
Sibutramin® (Abbott), Contrave®™ (Takeda), Orlistat® (Roche), v.v. d dugc phat trién, tuy

nhién cac duge chat nay c6 nhugce di€ém 1a gdy ra cac tac dung khong mong mudn nghiém
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trong hodc tac dung chéng béo phi rat thép. Vi du, theo mdt bao céo, Rimonabant® ¢6 tac
dung khong mong mubn 13 gy ra rbi loan hé thin kinh trung wong, Sibutramin® va
Contrave® ¢6 tc dung khong mong mudn trén hé tim mach, va Orlistat® ¢6 tac dung lam

giam trong luong co thé chi khoang 4kg khi duoc sir dung trong mot nam.

Pdng thoi, glucagon duge san sinh boi tuyén tuy khi néng dé glucoza trong méau
giam do cic dugc phém hodc bénh khéac, hodc do thiéu hut hormon hoic enzym.
Glucagon truyén tin hiéu dé chuyén héa giycogen & gan, sau d6 giai phéng glucoza va
d6ng vai trd quan trong dé 1am ting ndng d6 glucoza trong méau vé mic binh thudng.
Ngoai ra, glucagon di duoc ghi nhan 13 hiru hidu dé diéu tri hdi chimg ha dudng mau.
T4c dung diéu tri hoi ching ha dudng méu glucagon 13 két qua clia qué trinh kich thich
chuyén hoa glycogen thanh glucoza (phén giai glycogen) hoidc ting san sinh glucoza
(sinh tbng hop glucoza) tir cAc tién chét axit amin din dén lam ting giai phong glucoza

khéi gan.

Ngoai thc dung lam ting ndng d6 glucoza mau, glucagon ciing ¢6 tic dung han ché
chimg thém #n va hoat héa lipaza nhay cim v6i hormon cia cac té bao tao md dé ting
cudng chuyén héa lipit, nhd d6 ¢6 tic dung chéng béo phi. Tuy nhién, viée sit dung
glucagon 1am hoat chét didu tri bénh bi han ché do glucagon c6 do hoa tan thép va két taa

& do pH trung tinh.

Theo d6, glucagon cé cac dac tinh dugc cai thién cd the dugc st dung riéng hiru
hiéu deé diéu tri hoi chirng ha dudng méu, bénh gan nhiém m& khong do rugu, rdi loan
m& mau thé nidng, v.v. do glucagon c6 tac dung hoat hda phan gidi va -oxy hda chat béo

¢ gan.

Mot trong sb cac din xuét glucagon, tirc 13 peptit twong tu glucagon-1 (GLP-1),
dang duogc phat trién dé diéu tri hoi ching tang glucoza mau & cac d6i tuong bi bénh dai
théo dudng. GLP-1 c6 hoat tinh kich thich bai tiét va téng hop insulin, trc ché bai tiét
glucagon, 1am cham tinh trang rdng da day, ting cudng sir dung glucoza, va c ché hép

thu dinh dudng.

Exendin-4, dugc didu ché tir noc doc cua thin lin va cé d6 trong dong axit amin
khoéng 50% so v6i GLP-1, cling dugc ghi nhén 1a c6 hoat tinh hoat héda thu thé GLP-1,

nhd d6 cai thién hoi ching ting glucoza méu & cac ddi tuong bi bénh dai thao dudng (J
2
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Biol Chem. 1992 Apr 15; 267 (11): 7402 - 5). Tuy nhién, cic dugc phim diéu tri bénh
béo phi chita GLP-1 dugc ghi nhén 1a c¢6 cac dung khéng mong mudn, nhu ndn va budn

ndn.

Do d6, dé thay thé& GLP-1, nhidu nd luc d3 tip trung vio oxyntomodulin, c6 thé
gén két voi ca hai thu thé ciia hai peptit GLP-1 va glucagon. Oxyntomodulin 1a peptit
duoc didu ché tir tién chit glucagon (tién glucagon), va c6 hoat tinh tc ché hép thu dinh
dudng va ting cudng tic dung giy no cia GLP-1, va c6 hoat tinh phén giai lipit tuong tu
glucagon, do d6 lam tang hi€u luc cua hoat chét nay trong phuwong phéap diéu tri bénh béo

phi.

Tuy nhién, oxyntomodulin hodc din xult ctia né c¢6 nhuoc diém 16n 12 luong du
dugc chit nay can dugc st dung hang ngdy do ching cé hiéu luc thip va thoi gian ban
thai in vivo ngén. Ngoai ra,ﬁ khi ca hoat tinh cia GLP-1 va glucagon c6 trong mdt peptit
duy nhat, thi ty 16 hoat tinh s& c6 dinh, do d6 khé sir dung chét chi van ddc hiéu kép &
cac ty 1é khac nhau. Theo 46, phuong phép diéu tri két hop c6 thé bang cach sir dung
various activity ratios bang cach diéu chinh ham lugng ctia GLP-1 va glucagon c6 thé
hitu hiéu hon. Tuy nhién, dé s dung trong phirong phép didu tri két hop, can cai thién .
dic tinh vat Iy cia glucagon, két tu & d pH trung tinh va két tia theo thoi gian, do dé ¢6
d6 hoa tan thép.

Ddng thoi, hoi chimg ting insulin mau bam sinh 12 mét trong sd cac nguyén nhin
phd bién nhat giy ra hoi ching ha dudng mau man tinh va nghiém trong & tré so sinh va
tré em. Insulin 14 hormon diéu hoa ndng @b glucoza trong mau trong co thé nguoi. Insulin
déng vai trd quan trong dé 1am giam ndéng d6 glﬁcoza trong man khi ndng do glucoza
trong mau ting do hip thu dinh dudng, v.v. Tuy nhién, trong hoi chimg ting insulin méu
bim sinh, insulin khong thé hién vai trd nay va tuyén tuy bai tiét insulin khong phu thudc -

vao nong do glucoza trong mau. K&t qua 1a, doi tugng s&€ bi hdi ching ha duong mau.

Khi héi chimg ha dirong méu xuét hién, néng d6 glucoza, keton, lactoza, v.v.,
duoc € bao ndo st dung nhiéu nhat, khéng thé duoc duy tri va qué trinh cung cAp niang
luong tir protein va chit béo trong co thé bi phong bé, dan dén tdn tuong té bao ndo va do
d6 gay ra 1én con, rdi loan tri tué, bai ndo, mu 1da, va thdm chi tir vong trong céc trudng

hop nghiém trong.
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Hoi chirng ha dudng mau co thé xuét hién tam thoi do bai tiét qua murc insulin.
Ngoai ra, hoi chimg ha dudong mau cling xuét hién & tré so sinh di bi suy thai. Mic du
nguyén nhan gy bai tiét qua murc insulin chua rd rang, nhung trong trudng hop nay hoi
chirng ha dudng méu cé thé dugc cai thién trong vong vai ngdy dén vai thang. Tré so sinh
c6 ngudi me bi bénh déi thao dudng c6 thé bi hoi chimg ha dudng mau tam thoi khi ndng
do 'duﬁmg khong dugc kiém soat t6t, tuy nhién hdi chitng nay khong tai phat khi qua trinh -
cung cép dinh dudng dugc cai thién t6t va hoi chiung ha dudng mau khong con xudt hién.
Mot nguyén nhan khac gdy ra hoi ching tang insulin mau mén tinh la do mot sb dot bién

| gen. DA biét ring, nguyén nhan giy ra hdi chung tang insulin mau do dot bién gen bao
odm dot bién gen SUR hofic gen Kir6.2 & nhifm sdc thé 11p15.1 hodc dot bién gen
glucokinaza (GK) & nhiém séc thé 7p15-p13, dot bién lam tang hoat tinh GK, ma lam
tang hoat tinh GK, va dot bién_ gen glutamat dehydrogenaza (GDH), hoat héa GDH va do

d6 1am tang ATP trong t& bio beta & dao tuy, v.v.

Theo d6, viée diu tri tirc thoi hoi chimg ha dudng méu 14 quan trong d& phong

ngira ton thuong ndo. Hoi ching ha dudng méu cb thé dugc didu tri bing cach udng do

‘uéng chira carbohydrat, tuy nhién trong truong hop nghiém trong, can tiém glucoza hoic
glucagon vao tinh mach. Muc tiéu cia phuong phap diu tri nay 13 cho phép tré em c6 thé

tu quan ly chu ky cung cép dinh dudng binh thudng bang thiét bi an toan. Vi dy, trong

trirdng hop cua tré so sinh mot nam tudi, ching c6 thé 1a duge phép nhin #n trong it nhat

14 gity dén 15 giv v6i duoc phdm do chiing nga ma khéng an trong 10 gitr dén 12 gios vao

ban dém.

_ Vi du vé cac dugc chét dugc st dung co thé bao gE‘)m diazoxide,. octreotide,
- glucagon, v.v. Diazoxide dugc st dung qua duong miéng hai hodc ba 14n mot ngay.
Diazoxide {rc ché bai tiét insulin bing céch hoat héa kénh K phy thudc ATP (KATP), do
, &6 diazoxide c6 thé hiru hiéu dé diéu tri hoi ching ting insulin mdu GK hodc hoi chirng
tang insulin mau GDH hyperinsulinism, tuy nhién diazoxide khong c6 tac dung diéu tri
hoi chirg tang insulin méau thé nhiém séc dién hinh dot bién lin gy ra béi dot bién trong
chu trinh KATP. Octreotide duoc sit dung qua dudng tiém dudi da. Khi octreotide duoc
sir dung, thi tAc dung cla octreotide dugc thé hién trong thdi diém ban dau, tuy nhién téc
dung cua octreotide giam sau m¢t khodng thoi gian nhét dinh. Glucagon ting cudng giai

phéng glicoza khdi gan va dugc sir dung qua dudng tiém dudi da hodc tiém tinh mach, -

4
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va d3 duoc bién 13 khi st dung qua dudng miéng thudng khong cé tic dung trong trudong

hop khin cap.

Trong sb cac hoat chét nay, glucagon hién dugc st dung & dang ché phdm déng
kh6 do glucagon c6 4o hoa tan thip va két tia & d6 pH trung tinh, do d6 gly bat tién do
cAn hoa tan hoat chit nay trong dung méi truéc khi sit dung. Hon nita, khi glucagon dugc
st dung dé diéu tri hoi ching ting insulin mau bém sinh, thi can thdi gian diéu tri kéo dai

do glucagon c6 thoi gian béan thai ngin, viéc glucagon bi han ché do tan sudt sir dung.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Theo mot muc dich, sang ché dé xuat ché pham chira din xuit glucagon hogc thé
tiép hop chira din xuat nay, va cu thé sang ché dé xuat duoc pham phong ngira hoac diéu
tri hoi ching ting insulin mau bam sinh, hdi ching ha dudng mau, hodc hé1 ching

chuyén hoéa chira din xuét glucagon hodc the tiép hop chira dan xuat nay.
Theo mét muc dich khac, sang ché dé xuit din xuat glucagon.

Theo mdt muc dich khac, sang ché d& xuét polynucieotit phan 18p mé héa dan xut
glucagon nay, vecto chira polynucleotit nay, va té bao phan lap chira polynuclectit hodc

vecto nay.

Theo mot muc dich khéc, sng ché @& xuét thé tiép hop phan lap chaa gdc peptit
va gbc hop chét trong thich sinh hoc duge lién két cong héa tri v6i gbc peptit ndy. Theo
mdt muc dich khéc, sang ché dé xudt kit chtra dAn xudt glucagon hoic thé tiép hop chira
dan xuit niy, va cu thé sang ché dé xuét kit phong nglra hodc didu tri hoi ching ting
insulin mdu bim sinh, hdi chimg ha dudng méu, hodc hdi ching chuyén héa chira din

xuat glucagon hodc thé tiép hop chia dan xuat nay.

Sang ché cling mé ta phuong phép phong ngira hodc diéu tri hdi chimg ting
insulin mau bam sinh bao gdm budc sit dung dén xuét glucagon hodc thé tiép hop chira

dan xuit glucagon nay hoic ché phdm chira ching cho dbi twong can didu tri.

Sang ché cling mé ta vide st dung din xudt glucagon hodc thé tiép hop chira din
xuét glucagon ndy hodc ché phim chtra ching trong san xuat thudc phong nglra hodc diéu

tri hoi chirmg tang insulin méu bam sinh.
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Sang ché ciing mo ta phuong phap phong ngira hodc diéu tri hoi chtng ha duong
mAu bao gém budc sir dung dan xuét glucagon hoic thé tiép hop chira dén xuit glucagon

nay hoic ché pham chira chung cho d6i turong can diéu tri.

Sang ché ciing mo ta viéc st dung dan xuit glucagon hoic thé tiép hop chira din
xut glucagon nay hoic ché phdm chira chiing trong sén xuét thubc phong ngira hodc didu

tri hoi chirng ha dudng mau.

Sang ché cling mo ta phuong phép phong ngira hodc didu tri hoi chung chuyén héa
bao gdm bude st dung dan xuét glucagon hoic thé tiép hop phéan l4p hodic ché phim chira

ching cho ddi tugng can diéu tri.

Sang ché ciing mo ta viéc st dung dan xuét glucagon hodc the tiép hop phén lép
chita dén xut ndy hodc ché pham chira chung trong sén xuat thuoc (hodc dugc pham) -

phong ngira hodc di€u tri hdi chimg chuyén hoa.

Theo mot khia canh, sing ché dé xuat ché pham chira dan xuat glucagon hoac thé
tiép hop chira dAn xuat ndy, va cu thé sang ché dé xuat duoc pham phong ngira hode didu
tri 11oi chimg ting insulin mau bam sinh, hdi ching ha duong mau, hodc hoi ching

chuyén héa chira din xuat glucagon hodc thé tiép hop chira din xuat nay.

Theo phuong 4n cu thé, sang ché dé cap dén ché phdm chira peptit dan xudt
glucagon chira trinh tu axit amin nhu néu trong cong thiic chung 1, va cu thé sang ché dé
xuét dwgc phdm phong ngira hodc diéu tri hoi chimg ting insulin mau bam sinh, hoi
chiing ha duong mau, hodc hoi chirng chuyén héa chira peptit dan xuit glucagon chira

trinh tir axit amin nhu néu trong cong thirc chung 1:

X1-X2-QGTE-X7-SD-X10-8-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18-X19-X20-X21-F-X23-
X24-W-L-X27-X28-X29-X30 (cong thirc chung 1, SEQ ID NO.45)

trong d6, X1 13 histidin (H), desamino-histidyl, N-dimetyl-histidyl, B-hydroxy
imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, B-carboxy imidazopropionyl, tryptophan (W), hoac
tyrosin (Y), hodc véng mat; X2 13 axit a-metyl-glutamic, axit aminoisobutyric (Aib),
| D-alanin, glycin (G), Sar (N-metylglycin), serin (S), hodc D-serin; X7 1a threonin (T),
valin (V), hoic cystein (C); X10 1a tyrosin (Y) hodc cystein (C); X12 la lysin (K) hodc

cystein (C); X13 12 tyrosin (Y) hodc cystein (C); X14 1a leucin (L) hodc cystein (C); X15
6
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13 axit aspartic (D), axit glutamic (E), hodc cystein (C); X16 la axit glutamic (E), axit
aspartic (D), serin (S), axit a-metyl-glutamic, hodc cystein (C), hodc ving mat; X17 13
axit aspartic (D), glutamin (Q), axit glutamic (E), lysin (K), arginin (R), serin (S), cystein
(C), hoac valin (V), hodc véng mit; X18 13 alanin (A), axit aspartic (D), axit glutamic (E),
arginin (R), valin (V), hodc cystein (C), hodc ving mit; X19 1 alanin (A), arginin (R),
serin (S), valin (V), hodc cystein (C), hodc ving mit; X20 12 lysin (K), histidin (H),
glutamin (Q), axit aspartic (D), arginin (R), axit a-metyl-glutamic, hoac cystein (C), hodc
- véng mat; X21 13 axit aspartic (D), axit glutamic (E), leucin (L), valin (V), hodc cystein
(C), hodc ving mat; X23 14 isoleucin (I), valin (V), hodc arginin (R), hodc vang mit; X24
13 valin (V), arginin (R), alanin (A), cystein (C), axit glutamic (E), lysin (K), glutamin
(Q), axit a-metyl-glutamic, hodc leucin (L), hodc ving mat; X27 1a isoleucin (I), valin
'(V ), alanin (A), lysin (K), metionin (M), glutamin (Q), hodc arginin (R), hoac vang mat;
X28 14 glutamin (Q), lysin (K), asparagin (N), hodc arginin (R), hodc ving miat; X29 13
lysin (K), alanin (A), glycin (G), hodc threonin (T), hodc ving mit; va X30 12 cystein (C),
~ hodc véng mit; trong cdng thirc chung 1; véi diéu kién 13 trinh tu axit amin c6 cdng thitc

chung 1 khong bao gdm trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1.
Céc phuong én cu thé bd sung theo sang ché dugc thé hién dudi day.

Theo phuong 4n cu thé néu trén, sang ché dé xudt dugc pham, trong d6 X1 1a
histidin (H), tryptophan (W), hoéc tyrosin (Y), hodc ving mit; X2 12 serin (S) hodc axit
 aminoisobutyric (Aib); X7 14 threonin (T), valin (V), hoge cystein (C); X10 la tyrosin (Y)
hoic cystein (C); X12 13 lysin (K) hodc cystein (C); X13 1a tyrosin (Y) hodc cystein (C);
X14 1a leucin (L) hoic cystein (C); X15 12 axit aspartic (D) hodc cystein (C); X16 1a axit -
glutamic (E), serin (S), hodc cystein (C); X17 l1a axit aspartic (D), axit glutamic (E), lysin
~ (K), arginin (R), serin (S), cystein (C), hodc valin (V); X18 la axit aspartic (D), axit
glutamic (E), arginin (R), hodc cystein (C); X19 12 alanin (A) hodc cystein (C); X20 1a
glutamin (Q), axit aspartic (D), lysin (K), hodc cystein (C); X21 1a axit aspartic (D), axit
glutamic (E), leucin (L), valin (V), hodc cystein (C); X23 1a isoleucin (f), valin (V), hodc
argim'n (R); X24 1a valin (V), arginin (R), alanin (A), axit glutamic (E), lysin (K),
glutamin (Q), hoic leucin (L); X27 14 isoleucin (I), valin (V), alanin (A), metionin (M),
glutamin (Q), hodc arginin (R); X28 1a glutamin (Q), lysin (K), asparagin (N), hodc
arginin (R); X29 1a threonin (T); va X30 1a cystein (C) hodc ving mit; trong céng thirc
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chung 1.

Theo phuong 4n bat ky trong s6 ~czic phuong 4n néu trén, sang ché @& xuét dugc
pham, trong d6 X1 12 histidin (H), tryptophan (W), hodc tyrosin (Y); X2 1a serin (S) hodc
axit aminoisobutyric (Aib); X7 1a cystein (C), threonin (T), hogc valin (V); X10 1a tyrosin
(Y) hoic cystein (C); X12 1a lysin (K) hodc cystein (C); X13 1a tyrosin (Y) hodc cystein
(C); X14 13 leucin (L) hodc cystein (C); X15 1a axit aspartic (D) hoic cystein (C); X16 la
axit glutamic (E), serin (8), hodc cystein (C); X17 la axit glutamic (E), lysin (K), arginin
(R), cystein (C), hodc valin (V); X18 1a arginin (R) hodc cystein (C); X19 1a alanin (A)
hodc cystein (C); X20 1a glutamin (Q) hodc lysin (K); X21 12 axit aspartic (D), axit
glutamic (E), valin (V), hodc cystein {C); X23 la valin (V); X24 la valin (V) hodc
glutamin (Q); X27 13 metionin (M); X28 la asparagin (N) hodc arginin (R); X29 la

threonin (T); va X30 ia cystein (C) hoac vang mit; trong cong thirc chung 1.

Theo phuong an bét ky trong s cac phuong 4n néu trén, sang ché d& xuit dugc
pham, trong d6 X1 1a tyrosin (Y); X2 1a axit aminoisobutyric (Aib); X7 1a cystein (C),
- threonin (T), hodc valin (V); X10 1a tyrosin (Y) hodc cystein (0); X12 1a lysin (K); X13
13 tyrosin (Y) hoic cystein (C); X14 la leucin (L) hogc cystein (C); X15 1a axit aspartic
(D) hoic cystein (C); X16 1a axit glutamic (E), serin (S), hodc cystein (C); X17 1a lysin
(K), arginin (R), cystein (C), hodc valin (V); X138 la arginin (R) hoic cystein (C); X19 1a
alanin (A) hoic cystein (C); X20 12 glutamin (Q) hodc lysin (K); X21 14 axit aspartic {D),
axit glutamic (E), hodc cystein (C); X23 1a valin (V); X24 la glutamin (Q); X27 1a
metionin (M); X28 14 asparagin (N) hogc arginin (R); X29 1a threonin (T); va X30 1a

cystein (C) hodc véng mit; trong céng thirc chung 1.

Theo phuong an bét ky trong sd cac phuong én néu trén, sang ché @& xuét dugc
pham, trong d6 X1 12 histidin (H), tryptophan (W), hodc tyrosin (Y), hodc vang miat; X2
13 serin (S) hoac axit aminoisobutyric (Aib); X7 12 threonin (T), valin (V), ho#c cystein
(C); X10 1a tyrosin (Y) hodc cystein (C); X12 la lysin (K) hodc cystein (C); Xi3 1a
tyrosin (Y) hodc cystein (C); X14 1a leucin (L) hodc cystein (C); X15 1a axit aspartic (D)
hodc cystein (C); X16 12 axit glutamic (E), serin (S), hodc cystein (C); X17 1a axit
aspartic (D), axit glutamic (E), lysin (K), arginin (R), serin (S), cystein (C), hodc valin
(V); X18 1a axit aspartic (D), axit glutamic (E), arginin (R), hodc cystein (C); X19 1a

alanin (A) hoic cystein (C); X20 1a glutamin (Q), axit aspartic (D), hodc lysin (K); X21 12
8
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axit aspartic (D) hoic axit glutamic (E); X23 la valin (V); X24 14 valin (V) hodc glutamin
(Q); X27 1a isoleucin (I) hodc metionin (M); X28 1a asparagin (N) hodc arginin (R); X29
12 threonin (T); va X30 1a cystein (C) hodc véng mit; trong cong thtrc chung 1.

Theo phuong an bét ky trong sd cac phuong an néu trén, sang ché @ xuit dugc
pham, trong d6 X1 1a tyrosin (Y); X2 la axit aminoisobutyric (Aib); X7 1a threonin (T);
X10 14 tyrosin (Y); X12 1a lysin (K); X13 1a tyrosin (Y); X14 13 leucin (L); X15 13 axit
_ aspartic (D) hogc cystein (C); X16 1a axit glutamic (E), serin (S), hodc cystein (C); X17 la
- 1ysin (K) hodc arginin (R); X18 14 arginin (R); X19 la alanin (A); X20 1a glutamin (Q),
cystein (C), hodc lysin (K); X21 1a axit aspartic (D), cystein (C), valin (V), hodc axit
glutamic (E); X23 14 valin (V) hogc arginin (R); X24 12 glutamin (Q) hodc leucin (L);
X27 1a metionin (M); X28 la asparagin (N) hoic arginin (R); X29 14 threonin (T); va X30

14 ving mit; trong cong thirc chung 1.

Theo phuong 4n bat ky trong so cdc phuong an néu trén, sang ché dé xuat dugc

pham chita peptit chira trinh tir axit amin nhu néu trong cong thirc chung 2:

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-Y-L-X1 5-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X24-W-L-M-
N-T-X30 (cong thirc chung 2, SEQ ID NO.46)

trong d6, X7 1 threonin (T), valin (V), hodc cystein (C); X10 1a tyrosin (Y) hodc
cystein (C); X12 1a lysin (K) hodc cystein (C); X15 la axit aspartic (D) hodc cystein (C);
X16 1a axit glutamic (E) hodc serin (S); X17 1a lysin (K) hodc arginin (R); X20 1a
glutamin (Q) hodc lysin (K); X21 1a axit aspartic (D) hoac axit glutamic (E); X24 1a valin
(V) ho#c glutamin (Q); va X30 12 cystein (C) hodc ving mit; trong cdng thirc chung 2.

Thec phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, sang ché d& xuét duogc -
phim, trong d6 peptit nay co diém ding dién khac véi didm ding dién cua glucagon tu

nhién (6.8), vi du diém ding dién bing 6,5 hodc thép hon, hodc diém dang dién bing 7,0

-~ hodc cao hon.

Theo phuong an bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché @& xuét dugc
pham, trong d6 mdi axit amin trong it nhit mot cdp axit amin trong s6 céc cip axit amin
X10 va X14, X12 va X16, X16 va X20, X17 va X21, X20 va X24, va X24 va X28 trong

cong thirc chung 1 hodc 2 dugc thé twong tng bang axit glutamic hodc lysin, c6 kha ning

9
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tao ra vong.

Theo phuong 4n bit ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuét dugc
phém, trong d6 mdi axit amin trong cdp axit amin X12 va X16 hodc mdi axit amin trong
- cap axit amin X16 va X20 hoac mdi axit amin trong cdp axit amin X17 va X21 trong
cdng thire chung 1 hodc 2 dugc thé twong g bang axit glutamic hodc lysin, c6 kha ning

tao ra vong.

Theo phuong 4n bit ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sing ché @ xuét dugc
phém, trong d6 trong cong thirc chung 1 hodc 2, vong (vi du vong lactam) dugc tac ra
gifta mdi axit amin trong it nhét mdt cip axit amin trong s6 cac cap axit amin X10 va

X14, X12 va X16, X16 va X20, X17 va X21, X20 va X24, va X24 va X28.

Theo phuong 4n bit ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché @& xuét duge
phém, trong d6 trong cong thirc chung 1 hodc 2, X16 1a axit glutamic, X20 1a lysin, va

chc chudi mach bén ciia X16 va X20 tao ra vong lactam.

Theo phuong 4n bat ky trong s0 cac phuong 4n néu trén, séng che dé xuét duge

phédm d4u tin cing C cta peptit ndy duoc amit hoa hodc khong duge cai bién.

Theo phuong an bat ky trong sd cic phuong 4n néu trén, sang ché dé xuét duge
phdm, trong d6 peptit ndy 1a din xuit glucagon tu nhién c6 kha nang hoat hoéa thu thé

glucagon.

Theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché d& xuét dugc
phim, trong d6 peptit nay chia trinh tur axit amin dugc chon tr nhém bao gbm SEQ ID
NO.2 dén SEQ ID NO.44.

Theo phuong 4an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuét dugc
pham, trong d6 peptit ndy chira trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gom SEQ ID
NO.12, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, va SEQ ID NO.36 dén SEQ ID NO.44.

Theo phuong 4n bét ky trong so cac phuong an néu trén, sang che dé xuét duoc

pham, trong d6 peptit ndy chira trinh tur axit amin SEQ ID NO.37.
Theo phuong én bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sing ché @ xuit dugc

10
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pham, trong d6 peptit ndy 12 & dang thé tiép hop tac dung kéo dai, trong dé gbc hop chét
tuong thich sinh hoc dugc lién két v6i gbe peptit, va cu thé dugc lién két v6i gbe peptit

chira trinh tr axit amin cé cong thirc chung 1 hoac 2.

Theo phuong 4n bit ki trong sd cac phuong 4n néu trén, sing ché @ xuét dugc
phém, trong d6 gbc hop chit twong thich sinh hoc dugc chon tr nhém bao gbm polyme,
axit béo, cholesterol, albumin va manh chiic nidng cua no, hop chit gin két albumin,
polyme chira cac don vi ldp lai bao gdm céc trinh tir axit amin dac hiéu, khing thé, manh
khang thé, hop chét ga"m két thu thé Fc méi sinh, md lién két in vivo hodc din xuit ciia né,

nucleotit, fibronectin, transferrin, sacarit, heparin, va elastin.

Theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n néu trén, sang ché & xuét dugc
pham, trong d6 polyme dugc chon tir nhém bao 26m polyetylen glycol, polypropylen
glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu da chirc duge polyoxyetyl hoéa,
rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme ¢ thé phan hiy sinh

hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va t6 hop cia ching.

Theo phuong 4n bit ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuit duoc
pham, trong dé hop chét gin két thu thé Fc méi sinh 1 polypeptit chira ving Fc clia

globulin mién dich.

Theo phuong 4n bat ky trong sd céc phuong 4n néu trén, sang ché dé xuét duoc
phim, trong d6 gbc peptit va gbc hop chét twong thich sinh hoc dugc lién két v6i nhau

théng qua gbc lién két.

Theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuat dugc
pham, trong d6 gbc lién két duge chon tr nhdm bao gbm peptit, axit béo, sacarit, polyme,

hop chat khéi luong phan tir thip, nucleotit, va to hop cia ching.

Theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, sing ché dé xuit duoc
phim, trong d6 polyme dugc chon tir nhém bao gbm polyetylen glycol, polypropylen
glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, ruou da chuc duge polyoxyetyl hoéa,
rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan hity sinh
hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va t6 hop ctia chiing.

Theo phuong 4n bat ky trong s0 cac phuong 4n néu trén, sang ché d¢ xuét dugc
11
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phim, trong d6 gbc lién két 14 polyetylen glycol.

Theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuét dugc

phim, trong d6 ving Fc cua globulin mién dich khong dugc glycosyl héa.

Theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuit dugc
phim, trong d6 ving Fc cta giobulin mién dich dugc chon tir nhém bao gdm: (a) mién
CH1, mién CH2, mién CH3, v mién CH4; (b) mién CH1 v& mién CH2; (c) mién CH1 va
mién CH3; (d) midn CH2 vA mién CH3; (e) td hop giita mdt hodc it nhét hai mién trong
s cac midn CHI, midn CH2, mién CH3, va mién CH4, va ving ban 1€ ctia globulin mién
dich hodc doan chitc ning cia vung ban 18; va (f) dime gifta mdi mién cia ving hing

dinh chudi ning va vang hang dinh chudi nbhe.

Theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, sang ché dé xuat dugc

pham, trong d6 polypeptit chira ving Fc ciia globulin mién dich 12 & dang dime.

Theo phuong an bét ky trong sd cic phuong 4n néu trén, sang ché @& xuét duge
phém, trong d6 ving Fc cua globulin mién dich 13 dan xuét Fc tu nhién trong d6 ving cé
kha nang tao ra lién két disulfua dugc loai bo, dan xuat Fc tu nhién trong d6 mot doan
chira cic axit amin & dau tin cung N duge loai b, din xuit Fc trr nhién trong d6 géc
metionin duge bd sung vao dau tan cung N, din xuit Fc tir nhién trong d6 vi tri gén Két
b4 thé dugc loai bo, hodc din xuft Fc tu nhién trong d6 vi tri ¢6 hoat tinh gy doc té bao

qua trung gian té bac phu thudc khang thé duogc loai bd.

Theo phuong 4n bét ky trong sd cic phuong én néu trén, sang ché dé xuét duge
phim, trong d6 viing Fc cua globulin mién dich c6 ngudn gbe tir globulin mién dich dugce

chon tir thém bao gbém IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM.

Theo phwong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché @& xuit dugc

pham, trohg d6 ving Fc ctia globulin mién dich 12 ving Fc IgG4.

Theo phwong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuét duogc
phim, trong d6 ving Fc ctia globulin mién dich 13 viing Fc khong dugc glycosyl héa cé

ngudn gde tir IgG4 clia ngudi.

Theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuat dugc
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pham, trong d6 gbc lién két duoc lién két véi gbe cystein cua peptit chira trinh ty axit

amin c6 cong thirc chung 1 hodc 2.

Theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, sang ché dé xuit duoc

pham, trong d6 gbc lién két cua thé tiép hop dugc lién két tuong g véi gbc peptit va

| gbc hop chét twong thich sinh hoc théng qua cac lién két cong héa tri, duge tao ra tuong

(g khi mot dau ctia géc lién két dugc phan tmg v6i nhém amin hogc nhém thiol cia gbe

hop chit trong thich sinh hoc trong khi dAu con lai cia gbc lién két duge phan tmg véi

nhém amin hoic nhém thiol ctia gbc peptit chira trinh ty axit amin ¢ cong thirc chung 1
hoaé 2.

Theo mdt khia canh khéc, séng ché dé xuat dan xuét glucagon.

Theo phuong an cu thé, sang ché dé cap dén peptit phan 1ap chia trinh ty axit
amin c6 cong thirc chung 1 (SEQ ID NO.45).

Theo mdt phuong an cu thé khéc, sang ché dé cap dén peptit phan 1ap chira trinh

tir axit amin nhu néu trong cong thirc chung 2:

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-8-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X24-W-L-M-
N-T-X30 (cong thire chung 2, SEQ ID NO.46)

trong 46, X7 1a threonin (T), valin (V), hodc cystein (C); X10 la tyrosin (Y) hodc
cystein (C); X12 1a lysin (K) hodc cystein (C); X15 1a axit aspartic (D) hodc cystein (C);
X16 1 axit glutamic (E) hoic serin (S); X17 1a lysin (K) hodc arginin (R); X20 1a
glutamin (Q) hoc lysin (K); X21 13 axit aspartic (D) hodc axit glutamic (E); X24 13 valin
(V) hoic glutamin (Q); va X30 1a cystein (C) hodc véng mit; trong cong thirc chung 2.

Trong peptit phan 14p theo phuong an cu thé néu trén, cac peptit ¢6 trinh tr nhu
néu trong SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.49, va SEQ ID NO.50 ¢6 thé
duoc loai trir khoi peptit phan 14p chira trinh tir axit amin c6 cong thic chung 2.

Trong peptit phan 14p theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, X16
13 axit glutamic, X20 1a lysin, va cac chudi mach bén ctia X16 va X20 tao ra vong lactam;

trong cong thic chung 2.
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Trong peptit phan 14p theo phuong an bét k¥ trong s cac phuong an néu trén, dau
tan cung C cia peptit chira trinh tur axit amin ¢ cong thirc chung 2 dugc amit héa hodc

khong dugc cai bien.

Trong peptit phan 1dp theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén,

peptit nay 12 dén xuét glucagon c6 kha nang hoat hoa thu thé glucagon.

Trong peptit phén 1dp theo phuong an bt ky trong s6 cac phuong 4n néu trén,
peptit chira trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao g@)m SEQ ID NO.12, SEQ ID
NO.13, SEQ ID NO.15, va SEQ ID NO.36 dén SEQ ID NO.44.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét polynucleotit phan 14p ma héa peptit
phén 1ap (cu thé 13, peptit phan 1ap chira trinh tw axit amin c6 cong thirc chung 1 hodc 2),
vecto chtra polynucleotit phan 1ap, va té bao phan lap chira polynucleotit hodc vecto

nay.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuét thé tiép hop phén 1ap chia gbc peptit
va gbc hop chét twong thich sinh hoc dugc lién két cong hoa tri véi gbe péptit, trong do
gbc peptit c6 trinh ty axit amin twong tw nhu trinh ty axit amin ¢ cong thirc chung 1
hoic 2 hodc chira trinh ty axit amin tuong tu nhu trinh tu axit amin c¢6 cdng thue chung 1

hodc 2.

Theo phuong an cu thé, sang ché dé cap dén thé tiép hop phan lap chira gbe peptit
va gbc hop chét tuong thich sinh hoc dugc lién két cong héa tri v6i gbc peptit, trong d6
gbc peptit c6 trinh ty axit amin twong tu nhu trinh tur axit amin ¢ cong thic chung 1
hodc chira trinh tur axit amin tuong tu nhu trinh ty axit amin c¢6 cong thizc chung 1.

Theo phuong 4n cu th8, sang ché dé cap dén thé tiép hop phan iap chira gdc peptit
va gbc hop chét tuong thich sinh hoc dugc lién két cong hoa tri véi gbc peptit, trong d6
gbc peptit c6 trinh ty axit amin twong tu nhu trinh tu axit amin ¢ cong thirc chung 2
hoic chira trinh tyr axit amin tuong ty nhu trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 2.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n cu thé néu trén, gdc hop chét tuong thich sinh
hoc duge chon tir nhém bao gdm polyme, axit béo, cholesterol, albumin va méanh chirc
ndng cda no, hop chét gin két albumin, polyme chira cac don vi ldp lai bao gbm cac trinh

tu axit amin dac hiéu, khang thé, manh khang thé, hop chét gfm két thu thé Fc mdi sinh,
14
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md lien két in vivo hoic din xuit cia nd, nucleotit, fibronectin, transferrin, sacarit,

heparin, va elastin.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bit ky trong sb cac phuong 4n néu trén,
polyme dugc chon tir nhém bao gbm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme
etylen glycol-propylen glycol, rugu da chirc dugc polyoxyetyl héa, ruou polyvinylic,
polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme ¢ thé phan hity sinh hoc, polyme lipit,

kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va t6 hop cia chung.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, hop

chét gin két thu thé Fc méi sinh 13 polypeptit chira ving Fc ctia globulin mién dich.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong s§ céc phuong én néu irén, gbe

pepfit va gbc hop chét tuong thich sinh hoc dugc lién két v&i nhau thong qua gbc lién két.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sé cac phuong 4n néu trén, gbe
lién két dugc chon tir nhém bao g5m peptit, axit béo, sacarit, polyme, hop chat khdi

lwong phén tir thip, nucleotit, va t6 hop ctia chiing.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sd cic phuong én néu trén, gbe
lién két 13 polyme dugc chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol,
~ copolyme ‘etylen glycol-propylen glycol, rugu da chic dugc polyoxyetyl hoa, rugu
polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan hity sinh hoc,

polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va t6 hop ctia chiing.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét k¥ trong sb cac phuong 4n néu trén, gbc
hop chét twong thich sinh hoc 12 hop chit gén két thu thé Fc mdi sinh, va gbc hop chét
twrong thich sinh hoc dugc lién két voi gbe peptit thong qua gbc lién két duoc chon tir
nhém bao gdm peptit, axit béo, sacarit, polyme, hop chit khéi lwong phan tir thip,

nucleotit, va t6 hop clia chiing.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an néu trén, gbe
Jién két 1a polyetylen glycol.

Trong thé tiép hop theo phuong én bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, ving
Fc ctia globulin mién dich khéng dugce glycosyl héa.
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Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, ving

Fc cta globulin mién dich duge chon tir nhém bao gbm: (a) mién CHI, mién CH2, mién
CH3, v& mién CH4; (b) mién CH1 va mién CH2; (c) mién CH1 va mién CH3; (d) mién
CH2 vA mién CH3; (e) t6 hop gitta mot hoic it nhAt hai mién trong sb cac mién CHI,
mién CH2, mién CH3, vi mién CH4, va ving ban 18 ctia globulin mién dich hodc doan
chirc nang cua vung ban 18; va (f) dime gitta mbi mién cia ving hing dinh chudi ning va

ving hing dinh chudi nhe.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong én néu trén,
polypeptit chita ving Fc cta globulin mién dich 13 & dang dime.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong s6 cAc phuong 4n néu trén, ving
Fc ciia globulin mién dich 13 din xuét Fc tr nhién trong d6 ving ¢ kha ning tao ra lién
két disulfua dugc loai bo, dan xuét Fc tu nhién trong d6 mdt doan chira cac axit amin &
dAu tan cing N duoc loai bo, dan xuét Fc tu nhién trong 46 gbc metionin dugc bd sung
vao dau tan cing N, dan xuét Fc tu nhién trong d6 vi trf gén két bd thé dugce loai bs, hoic
dan xuit Fc tu nhién trong d6 vi trl c6 hoat tinh gy doc té bao qua trung gian t& bao phu

thudc khang thé dugc loai bd.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sb cac phirong 4n néu trén, ving
Fc cia globulin mién dich ¢6 ngudn gbc tir globulin mi€n dich dugc chon tir nhém bao

gb6m IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bat k¥ trong sd cac phuong 4n néu trén, ving

Fc ctia globulin mién dich 1 ving Fc IgG4.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, ving
Fc cta globulin mién dich 1a ving Fe khong dugc glycosyl hda cé ngudn gdc tir [gG4 cia

nguoi.

Trong thé tiép hop theo phuong 4n bat ky trong s6 cic phuong an néu trén, abe

lién két duogc lién két véi gbe cystein clia peptit.

Trong thé tiép hop theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, gbe
lién két coa thé tiép hop duoc lién két tuong tmg voi gde peptit va gbc hop chat twong

thich sinh hoc thong qua céc lién két cong hoa tri, dugc tao ra twong ng khi mot dau cia
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gbc lién két duge phan tng v6i nhém amin hodc nhém thiol clia gbc hop chit tuong thich
sinh hoc trong khi dau con lai ctia gbc lién két duge phan tng véi nhém amin hodc nhém

thiol ctia gbc peptit chira trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 1 hoic 2.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xudt dugc phim phong ngira hogc diéu tri
hoi chimg ha dudng méu chira din xuét glucagon hoic thé tiép hop chira dan xuit ndy va

ta dugce dugc dung.

Theo phuong 4n cu thé, sang ché dé& cap dén duoc phdm phong ngira hodc diéu tri
hdi chimg ha duong mau, chita peptit phan 14p hodc thé tiép hop phan lap, chua gbc
peptit, c6 trinh ty axit amin twong tu nhu trinh tr axit amin cla peptit phan 1ap hodc chira

“trinh ty axit amin trong tu nhu trinh ty axit amin cua peptit phéan l4p, va gbc hop chét

twong thich sinh hoc dugc lién két cong héa tri véi gbe peptit.

Theo mét khia canh khac, sang ché @& xuit duoc phim phong ngira hodc diéu tri
hoi chimg chuyén héa chira dan xuét glucagon hodc thé tiép hop chira din xuit ndy va ta

dugce duge dung.

Theo phuong 4n cu thé, sang ché dé cap dén dugc phim phong nglra hodc diéu tri
hoi chimg chuyén héa, chita peptit phan 14p; hodc thé tiép hop phan 1ap, chira gbc peptit,
¢4 #rinh tu axit amin twong tw nhu trinh ty axit amin cta peptit phan 14p hodc chda trinh
tu axit amin twong tu nhu trinh ty axit amin ctia peptit phan l4p, va gbc hop chét twong

thich sinh hoc duoc lién két cong héa tri véi gbe peptit.

Trong dugc phdm theo phuong 4n bét ky trong s cac phuong an néu trén, dugc -
phidm con chira it nhit mot hop chét hodc hoat chat khac ¢6 hoat tinh diéu tri hoi ching

chuyén héa.

Trong dugc phim theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong &n néu trén, hop
chét hodc hoat chit khac c6 hoat tinh diéu tri héoi chimg chuyén héa dugc chon tir nhém
bao gbm peptit kich thich san sinh insulin, chit chi van thu thé peptit twong tu
glucagon-1, chit chu van thu thé leptin, chét e ché dipeptidyl peptidaza, chét d6i khang
thu thé Y5, chit d6i khang thu thé hormon tich tu melanin, chit chi van thu thé Y2/4,
chét chit van thu thé melanocortin 3/4, chét Gc ché lipaza da day/tuy, chét chi van thy thé

5-hydroxytryptamin 2C dugc lién hop protein G, chét chu van thu thé B3A, chét chi van
17
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thu thé amylin, chét dbi khéng ghrelin, chit dbi khang thu thé ghrelin, chat chi van thu
thé alpha duoc hoat héa bdi chét tdng sinh peroxisom, chit chi van thu thé delta dugc
hoat héa bdi chét ting sinh peroxisom, chit chii van thy thé Farnesoid X, chét &c ché
axetyl-CoA carboxylaza, peptit YY, cholecystokinin, xenin, glicentin, obestatin, secretin,

nesfatin, insulin, va peptit kich thich san sinh insulin phu thudc glucoza.

Trong dugc pham theo phuong 4n bat ky trong s cac phuong an néu trén, peptit
Kich thich san sinh insulin dwgc chon tir nhém bao gdm peptit twong tu glucagon-1,
exendin-3, exendin-4, cht chu véan, din xut, manh chtc ning, bién thé, va td hop cua

ching.

Trong dugc phim theo phuong 4n bét ky trong s§ cac phuong 4n néu trén, peptit
kich thich san sinh insulin 13 dn xuét peptit kich thich san sich insulin trong d6 the
N-terminal histidin cta peptit kich thich sdn sinh insulin dugc thé bang gbc chuc duge
chon tr nhém bao gdm desamino-histidyl, N-dimetyl-histidyl, B-hydroxy

irnidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, va B-carboxy imidazopropionyi.

7 Trong dwgc pham theo phirong 4n bét ky trong sd cc phuong dn néu teén, peptit
kich thich san sinh insulin dugc chon tir nhém bao gém exendin-4 tu nhién; dan xuat
exendin-4 trong d6 nhém amin & dau tan cung N cua exendin-4 dugc loai bo; din xuét
exendin-4 trong do nhom amin & dau tan cung N cta exendin-4 dugc thé bang nhém
hydroxyl; dan xuét exendin-4 trong 6 nhém amin & diu tan cung N cia exendin-4 duge -
c&i bién bing nhém dimetyl; dan xuét exendin-4 trong d6 cacbon o cua axit amin thir
nhét histidin cta exendin-4 dugc loai bd; din xuit exendin-4 trong d6 axit amin lysin & vi
tr s& 12 cua exendin-4 duoc thé bang serin, va dan xuét exendin-4 trong d6 axit amin

lysin & vj trf s0 12 ctia exendin-4 dugc the bang arginin.

Trong dugc phadm theo phuong én bat ky trong sd cc phuong dn néu trén, peptit
kich thich san sinh insulin 13 & dang thé tiép hop tac dung kéo dai, chira gbc peptit, chira
trinh tu axit amin twong tir nhu trinh ty axit amin cta peptit kich thich san sinh insulin, va

gbc hop chét twong thich sinh hoc dugc lién két cong héa tri véi gdc peptit.

Trong dugc pham theo phuong dn bét ky trong s6 cac phuong én néu trén, gbc hop
chét tuong thich sinh hoc dugc chon tir nhém bao gém polyme, axit béo, cholesterol,

albumin va méanh chirc ning cta nd, hop chét gén két albumin, polyme chtra cac don vi
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15p lai bao gdm céc trinh ty axit amin dic hiéu, khing thé, manh khang thé, hop chét gin
két thu thé Fc méi sinh, mé lién két in vivo hoic din xuit cta nd, nucleotit, fibronectin,

transferrin, sacarit, heparin, va elastin.

Trong duoc pham theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, polyme
dugc chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen
glycol-propylen glycol, rugu da chitc dugc polyoxyetyl hoa, ruou polyvinylic,
polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme ¢ thé phan hity sinh hoc, polyme lipit,

kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va t6 hop ciia chiing.

Trong duoc pham theo phuong 4n bét ky trong sé cac phuong 4n néu trén, hop

- chét gén két thu thé Fc méi sinh 13 polypeptit chira ving Fc ctia globulin mién dich.

Trong duoc pham theo phuong 4n bat k¥ trong sb cac phuong 4n néu trén, gbe
peptit chira trinh tyr axit amin cta peptit kich thich san sinh insulin dugc lién két v6i gbe
hop chét tuong thich sinh hoc thong qua gbc lién két.

Trong dugce phim theo phurrong 4n bat k¥ trong sd cac phuong dn néu trén, gbe lién
két doc chon tir nhém bao gdm peptit, axit béo, sacarit, polyme, hgp chét khdi luong

phén tir thap, nucleotit, va t6 hop ctia chiing.

Trong duoc phdm theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong &n néu trén, gbc lién
két 13 polyme dugc chon tir nhém bao gbm polyetylen glycol, polypropylen glycol,
copolyme etylen glycol-propylen glycol, ruou da chirc dugc polyoxyetyl hoa, rugu
polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme ¢ thé phan hiy sinh hoc,

polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va t6 hop cia ching.

Trong dugc phdm theo phuong 4n bét k¥ trong sd céc phuong 4n néu trén, hodi
chimg chuyén héa dugc chon tir nhém bao gbm hoi chimg gidgm dung nap glucoza, hoi
chirng tang cholesterol huyét, rdi loan m& m4u, bénh béo phi, bénh dai thdo dudng, bénh
tdng huyét ap, bénh gan nhiém m& khong do ruou , hoi ching xo vita dong mach do rdi
loan m& méau, hdi ching xo vita dong mach, hoi chimg xo cing dong mach, bénh mach

vanh, bénh dot quy, v.v.

Trong dugc phdm theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, peptit

kich thich san sinh insulin dugc lién két v6i gbe hop chit tuong thich sinh hoc thong qua
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gbc lién két dugc chon tr nhém bao gbm polyetylen glycol, polypropylen glycol,
copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu da chiic duge polyoxyetyl hoa, ruou
polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan hiy sinh hoc,
nhwr axit polylactic va axit polylactic-glycolic, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, axit
béo, polyme, hop chat khéi lrong phan tir thip, nucleotit, va t6 hop ctia ching.

Trong dugce phim theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n néu trén, gbc hop
chét twong thich sinh hoc 12 hop chét gén két thy thé Fc méi sinh, va gdc peptit chira trinh
fy axit amin cta peptit kich thich san sinh insulin duoc lién két v6i gbe hop chét twong
thich sinh hoc théng qua gbc lién két peptit hodc gbc lién két khong peptit dugc chon tir
nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen
glycol, ruogu da chire dugc polyoxyetyl héa, rugu polyvinvlic, polysacarit, dexfran,
polyvinyl etyl ete, polyme cé thé phan huy sinh hoc, nhu axit polylactic va axit

polylactic-glycolic, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, va t6 hop ctia ching.

Trong dugc phdm theo phuong én bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, duge
phim nay cé thé chua ca (i) thé tiép hop chira gbc peptit chira trinh tir axit amin SEQ ID
NO.37, va géc hop chét tuwong thich sinh hoc dugc lién két cdng hoéa tri véi géc peptit; va
(ii) thé tiép hop chira gbc imidazo-axetyl exendin-4 trong d6 carbon o clia axit amin thir
nhét histidin cua exendin-4 duoc loai bé va géc hop chét teong thich sinh hoc duoc lién

két cong héa tri v6i gde imidazo-axetyl exendin-4 nay.

Trong duoc phdm theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, gbe
peptit chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO.37 va gbc imidazo-axetyl exendin-4 dugc lién

két v6i gbe hop chét twong thich sinh hoc twong Gng cua chiing théng qua gbe lién két.

Trong dugc pham theo phuong 4n bét ky trong sb cdc phwong 4n néu trén, hop

chét gén két thy thé Fc méi sinh 14 polypeptit chira ving Fc ctia globulin mién dich.

Sang ché ciing mo ta phuong phap phong ngira hodc diéu tri hoi chimg ting
insulin mau bim sinh bao gdm budc st dung dan xuét glucagon hoic thé tiép hop chira

d&n xuét ndy hodc ché phim chira ching cho doi tuong can di€u tri.

Sang ché ciing mo ta viée str dung dan xuat glucagon hodc thé tiép hop chira dan

xult nay hodc ché phim chtra chiing trong san xuit thudc phong ngira hodc diéu tri hoi
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chimng tang insulin mé4u bam sinh.

Sang ché cling md ta phuong phap phong ngira hodc diéu tri hoi chimg ha duong
mau bao gdm budc st dung din xuét glucagon hoic thé tiép hop chira dan xuit ndy hoic

ché phim chira chiing cho d6i tuong cén diéu tri.

Sang ché ciing md ta viéc st dung din xuat glucagon hodc thé tiép hop chira dan
xuét nay hodc ché phim chira chiing trong san xuat thuéc phong ngira hodc diéu tri hoi

chirng ha dudng mau.

Sang ché ciing mo ta phuong phép phong ngtra hodc didu tri hoi ching chuyén héa
bao gdm bude sir dung din xuét glucagon hoic thé tiép hop chtra dan xuit nay hoac ché

pham chira ching cho doi tuong cén diéu tri.

Theo phuong an cu thé, phuong phap ndy con bao gbm budc st dung it nhat mot

hop chét hoic hoat chét khac ¢6 hoat tinh diéu tri hoi ching chuyén héa.

Trong phuong phép theo phuong 4n bét ky trong sd cic phuong 4n néu trén, dan
xuét glucagon hoic thé tiép hop chira din xuit nay va hop chit hoic hoat chét khéc ¢6
hoat tinh diéu tri hoi ching chuyén hoa dugc st dung ddng thoi, riéng 1€, hojc luAn -

phién.

Sang ché ciing mo ta viéc st dung dan xuit glucagon hodc thé tiép hop chira ddn
xuit ndy hodc ché phim chira chiing trong san xudt thube (hodc dugc phim) phong ngira

hoic diéu tri hoi chirng chuyén hda. -

Céc din xuét glucagon theo sang ché c6 cac dic tinh vat ly duge cai thién hon so
véi glucagon tu nhién, va c6 thé duoc sir dung hiru hiéu dé phong ngua va didu tri hoi
chung chuyén héa, nhu bénh béo phi, bénh dai thao duong, va bénh gan nhiém m& khong

do rugu , va hoi chirng ting insulin méu bam sinh.
MG ta van tat hinh vé

Fig.1 1a biéu db thé hién két qua d4nh gia mac do thay dbi trong luong co thé cua
cac chudt cbng thir nghiém bi béo phi, duge cho an ché d6 dinh dudng nhiéu chit béo,
khi duoc tiém lidu don hodc liéu két hop cla thé tiép hop peptit kich thich san sinh
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insulin tac dung kéo dai (tic 12 dAn xudt exendin-4 tac dung kéo dai) va thé tiép hop din
xuét glucagon tac dung kéo dai (ttrc 1a dan xudt tic dung kéo dai c6 trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.12) v6i lidu duge diéu chinh cho cac chudt cdng thir nghiém, trong
khoang thoi gian cach nhau 3 ngay trong 15 ngay.

Fig.2 12 bidu db thé hién két qua do ham lugng chit béo & mang rudt treo clia che
chuét cbng thir nghiém bi béo phi, dugc cho an ché do dinh dudng nhiéu chét béo, duge
do sau khi duoc tiém lidu don hoac lidu két hop clia thé tiép hop peptit kich thich san sinh
insulin tac dung kéo dai (ttrc 12 dAn xuét exendin-4 tac dung kéo dai) va thé tiép hop din
xuét glucagon tac dung kéo dai (tuc 1a dan xuit tac dung kéo dai c6 trinh tyr axit amin nhur
néu trong SEQ ID NO.12) v6i lidu duge didu chinh cho cac chudt cong thir nghiém trong
15 ngay (*p < 0,05 sc véi ta dugc dan thudc, **p < 0,01 so véi ta dugce dan thubc bing

phuong phép phén tich ANOVA 1 chiéu).

Fig.3 1a bidu dd thé hién muc do khac biét vé trong lugng gan cua cac chudt céng
thir nghiém bi béo phi, dugc cho n ché do dinh dudng nhiéu chét béo, duge do sau khi
duoc tiém lidu don hoic lidu két hop cla thé tiép hop peptit kich thich san sinh insulin tac
dung kéo dai (tc 1a dan xuét exendin-4 tic dung kéo dai) va thé tiép hop din xuit
glucagon tac dung kéo dai (tuc la dan xuét tac dung kéo dai cé trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.12) véi lidu duge diéu chinh cho cac chudt cng thir nghiém trong 15
ngay (***p < 0,01, ***p < 0,001 so vdi ta dugc dan thubc so véi ta dwoc dan thudce bang

phuéng phép phan tich ANOVA 1 chiéu).

Fig.4 1a bidu dd thé hién két qua danh gid mic 4o thay dbi trong luong co thé cua
~ céc chuot nhét thir nghiém bi béo phi, dugc cho dn ché d6 dinh dudng nhiéu chét béo, sau
khi dugc tiém liéu don vhoaflc lidu két hop cta thé tiép hop peptit kich thich san sinh
insulin tac dung kéo dai (tirc 1a din xut exendin-4 tac dung kéo dai) va thé tiép hop dan-
xuit glucagon tic dung kéo dai (tirc 1a dan xuét tac dung kéo dai ¢ trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.20) vé1 lidu duoc diéu chinh cho cac chudt nhét thir nghiém trong -
22 ngay.

Fig.5 1a biéu dd thé hién mirc do thay dbi ndng do cholesterol trong mau clia céc
chudt nhét thir nghiém bi béo phi, dugc cho an ché d6 dinh dudng nhiéu cht béo, sau khi
duoc tiém lidu don hoic liéu két hop cua thé tiép hop peptit kich thich san sinh insulin tac
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dung kéo dai (tirc 12 dan xuAt exendin-4 tac dung kéo dai) va thé tiép hop din xuét
glucagon tac dung kéo dai (ttc 1a dAn xuét tac dung kéo dai c6 trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.20) véi lidu dugc diéu chinh cho cac chudt nhét thir nghiém trong 22
ngay.

Fig.6 1a biéu b thé hién mirc d6 thay ddi trong lugng co thé, ndng do6 cholesterol -
trong mau, khéi Irgng chét béo, va hoi chimg giam dung nap glucoza cla cac chudt nhit
thir nghiém bi béo phi, dugc cho an ché do dinh dudng nhiéu chét béo, sau khi tiém lidu
don cua liraglutide (Novo Nordisk) va thé tiép hop peptit kich thich san sinh insulin tac
dung kéo dai (tic 1a dan xuft exendin-4 tac dung kéo dai), hodc lidu két hop cia thé tiép
hop peptit kich thich san sinh insulin tic dung kéo dai (téc 1a din xuit exendin-4 tac dung
- kéo dai) va thé tiép hop din xuit glucagon tac dung kéo dai (tirc 1a dan xudt tac dung kéo
dai c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37) véi lidu duge diéu chinh cho cac
chudt nhit thir nghiém trong 28 ngay. Cac tac dung so vdi t& duoc dan thudc (duoc st

dung véi ta dugce) duge thé hién.

Fig.7 12 bidu dd thé hién tic dung 1am giam hoi chimg ha dudng méu khi sir dung
thé tiép hop tic dung kéo dai chtra dAn xuét glucagon c6 trinh ty axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.37 & cac chudt cdng thir nghiém bi hoi chng ha dudng mau cAp tinh.

Fig.8 1a bidu dd thé hién tac dung 1am gidm hoi chimg ha dudng mau khi sir dung
thé tiép hop tic dung kéo dai chira dan xuét glucagon cé trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.37 & céc chudt cbng thir nghiém bi hoi ching ha dudng mau man tinh.
M& ta chi tiét sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét dugi day, trong d6 céc khia canh va phuong 4n cu
thé duoc boc 16 trong ban mo ta ndy co thé dugc ap dung cho céc khia canh va phuong 4n
cu thé khac. Tuc 13 toan bd cac t6 hop ctia céc yéu t6 khac nhau dugc bdc 1 trong ban
md ta nay cling nim trong pham vi clia sang ché. Hon nita, pham vi cla sang ché khong

bi giGi han boi cac phuong an dudi day.

Ngoai ra, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyrc ndy cé thé xac dinh dugc
nhidu bién thé twong duong ddi véi cac khia canh cu thé cua sang ché dugc boc 19 trong

ban md ta niy chi bang cach sit dung thir nghiém thong thudng; va cac bién thé tuong
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duong nay ciling nam trong pham vi ctia sang ché.

Trong toan bd ban md ta nay, khong chi cac ma mot chir cai va ba chir cai thong
thuong dugce st dung dé ky hiéu cac axit amin c6 trong tu nhién, ma cac ma ba chir cai
nay ciing dugc su dung dé ky hiéu céc axit amin khéc, nhu a-axit aminoisobutyric (Aib),
Sar (N-metylglycin). Ngoai ra, c4c axit amin duoc bdc 19 trong ban mo6 ta nay duoc viét

t4t theo quy tic danh phép ITUPAC-IUB nhu sau:

alanin (A) arginin (R)
asparagin (N) axit aspartic (D)
cystein (C) axit glutamic (E)
glutamin (Q) glycin ()
histidin (H) isoleucin (I)
leucin (L) lysin (K)
metionin (M) phenylalanin (F)
prolin (P) serin (S)
threonin (T) tryptophan (W)
tyrosin (Y) valin (V)

Theo mét khia canh, sang ché dé xuat ché pham chira din xuat glucagon hodc thé
tiép hop chira dan xuat ndy, va cu thé sdng ché dé xuat dugc pham phong ngira hodc diéu
tri hoi chimg ting insulin mau bam sinh, hoi chimg ha dudng mau, hoac hdi chimg

chuyén héa chira dn xuét glucagon hoic thé tiép hop chtra dan xuét nay.

Dan xuét glucagon theo sang ché bao gdm peptit cé it nhat mot khac biét vé trinh
tu axit amin so vdi glucagon tu nhién, peptit trong d6 trinh tu ctia glucagon tu nhién dugc
c4i bién bing cach cai bién glucagon tir nhién, va peptit c6 cAu tric twong tu glucagon tu

nhién c6 thé hoat hoa thu thé glucagon tuong tu glucagon ty nhién.

Dén xuit glucagon theo sing ché ¢6 thé 13 peptit c6 cac dic tinh vat ly dugc cai
thién do ¢6 diém dang dién dugc bién ddi so véi glucagon tu nhién. Ngoai ra, dan xuét
glucagon theo sang ché c6 thé 13 peptit c6 d0 hoa tan dugc cai thién ddng thdi c6 hoat

tinh hoat hoa thu thé glucagon, nhung khong chi giéi han & cac dac tinh nay.

Ngoai ra, din xult glucagon theo sang ché c6 thé 13 glucagon khong c6 trong tu
nhién.

Cu thé, glucagon ty nhién ¢4 trinh tir axit amin nhu sau:

His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-A
24



48946 25/100

la-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr (SEQ ID NO.1)

Thut ngit “diém ding dién” hodc “pI” dugc si dung trong ban md ta dé chi 46 pH
& d6 phan tir, nhu polypeptit hodc peptit khong mang dién (0). Trong truong hgp cla
polypeptit c6 cic nhém chirc mang dién khic nhau, dién tich toan phan cia polypeptit
toan phin bing “0” & didm c6 d6 pH bing pl. Dién tich toan phan cta polypeptit & d pH
cao hon pl s& 1 dién tich 4m trong khi d6 dién tich toan phan cua polypeptit & 40 pH thip

hon pl s& 1a dién tich duong.

Cac diém déng dién cb thé duge xac dinh trén gel gradien d6 pH dugc cb dinh
chira polyacrylamit, tinh bot, hodc agaroza bang phuong phép dién di dang dién, hoic ¢
thé dugc udc tinh tr trinh ty axit amin bing cach st dung céng cu pI/MW
(hitp://expasy.org/tools/pi_tool.html; Gasteiger et al., 2003) trén may chd EXPASy.

Thuit ng “didm déng dién dugc bién dbi” dirgc sit dung trong ban mo ta dé chi
diém ding dién khac véi diém ding dién cda glucagon ty nhién do thay thé mot phan
trinh tu axit amin cda glucagon tu nhién bang gbc axit amin cé dién tich &m hodc dién
tich duong, tirc 13 didm ding dién ting hodc giam. Peptit co diém ding dién dugc bién
ddi c6 thé c6 dd hoa tan va/hodc dod bn dinb & d6 pH trung tinh cao hon din xult

glucagon, nhung khong chi giéi han & cac ddc tinh nay.

Cu thé hon, dan xuét glucagon c6 thé ¢o diém déng dién dugc bién ddi, khac véi
diém dang dién cia glucagon tu nhién (6,8), va tham chi cu thé hon, diém ding dién nhé
hon 6,8, cu thé hon, 6,7 hodc nhd hon, cu thé hon 6,5 hodc nhd hon, va ngoai ra, diém
dang dién cao hon 6,8, 7 hodc cao hon, cu thé hon, 7,5 hodc cao hon, nhung khong chi
gi6i han & céc tri sd nay, va diém dang dién bét ky khéc véi diém déng dién ctia glucagon
tu nhién cling ndm trong pham vi cla sing ché. Cu thé, khi diém déng dién bét khac véi
di8m dfing dién ctia glucagon tu nhién thi peptit nay c6 d6 hoa tan dugc cai thién ¢ do pH
trung tinh hon so véi glucagon tur nhién, do d6 c6 mirc do két tu thap hon, ciing nim

trong pham vi cla sang che.

Cu thé hon, din xudt glucagon theo sing ché c6 thé c6 diém ding dién nim trong
khoang tr 4 dén 6,5 va/hodc nam trong khoang tir 7 dén 9,5, dac biét nim trong khoéang
tir 7,5 @n 9,5, va cu thé hon nim trong khoang tir 8,0 dén 9,3, nhung khong chi gidi han

& cac khoang tri s6 nay. Trong trudng hop ndy, do diém dang dién cao hon hodc thip hon
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so v6i diém déng dién cua glucagon ty nhién, 4 hoa tan dugc cai thién va do 4n dinh cao
& d6 pH trung tinh hon so véi glucagon tu nhién ¢6 thé dugc tao ra, nhung khong chi gii

han 6 cac dic tinh nay.

Cu thé 13, ‘dﬁn xuit ctia glucagon tur nhién cé thé duoc cai bién bing mét phuong
phap bat ky trong s6 céc phuong phap thé, phuong phép bd sung, phuong phap loai bo,
va phuong phép cai bién, hoic t6 hop clia ching trong mdt doan axit amin clia glucagon

tu nhién.

Vi du v& cac din xuat glucagon dugc didu ché bing t6 hop cia cac phuong phap
néu trén bao gdm peptit khac biét vé it nhit mot gbc axit amin ctia trinh ty axit amin so
vo1i trinh tur axit amin ctia glucagon tu nhién va géc axit amin & dau tan cung N dugc khu
amin héa, ¢6 hoat tinh hoat hda thu thé glucagon, nhung khong chi gi6i han ¢ peptit nay,
va cc din xudt glucagon tr nhién c6 thé dugc didu ché bing 6 hop ctia cac phuong phap

khac nhau dé diéu ché cac dan xuit nay.

Ngoai ra, phuong phép cai bién dé didu ché cac din xudt glucagon tu nhién c6 thé
bao gdm toan bd céc phuong phap cai bién st dung axit amin D hodc axit amin L,
va/hodc cac axit amin khong tu nhién; va/hodc phuong phap cai bién trinh tu tu nhién, vi
du phuong phép cai bién nhém chire, phuong phép lién két cong hoa tri ndi phan tir (vi
du phrong phép tao vong giffa cac chudi mach bén), phuong phép metyl hoa, phuong
phép axyl héa, phuong phap ubiquitin hoéa, phuong phap phosphoryl héa, phuong phap
gminohexan héa, phuong phép biotinyl hoa, v.v. Ngoai ra, phuong phap cai bién c6 thé

cﬁng bao gbébm phuong phép thé thanh céc hop chat khong tur nhién.

Ngoai ra, phuong phép cai bién cling c6 thé bao gom toan b cac peptit trong do
mdt hodc nhiéu axit amin dugc bd sung vao dau tdn cung amin va/hodc dau tan cung

carboxy ctia glucagon ti nhién.

Trong qua trinh thay thé hoac bd sung axit amin, khong chi 20 axit amin c6 trong
protein ctia ngudi, ma ca cac axit amin khong c6 trong ty nhién hodc khong dién hinh
¢ thé duoc st dung. Céc axit amin khong dién hinh c6 thé dugc mua tir cac nha cung
chp bao gdm Sigma-Aldrich, ChemPep Inc., va Genzyme Pharmaceuticals. Céc peptit
chtra c4c axit amin nay va céc trinh tu pepit dién hinh c6 thé duoc tbng hop va mua tir

c4c nha cung cép, vi du American Peptide Company, Bachem (USA), hodc Anygen
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(Korea).

Céc din xuét axit amin ciing ¢6 thé dugc diéu ché bang phuong phép tuong tu, vi

du axit 4-imidazoaxetic, v.v., ¢6 thé dugc st dung.

Do glucagon c¢6 d6 pH khoang 7, nén glucagon khong hoan tan trong dung dich c6
do pH sinh ly (46 pH nim trong khoang tir 4 dén 8) va c6 xu huéng két tia & @6 pH trung
tinh. Trong dung dich nudc c¢6 do pH béng 3 hoic thap hon, glucagon dugc hoa tan trong
thoi diém ban dAu nhung két tia trong vong mot gid bang cach tao gel. Do glucagon &
dang gel chi yéu cAu thanh tir cac soi dang phién B, nén khi tiém bang kim tiém hozc
tiém tinh mach glucagon két tha ndy s& 1am tic mach méau, do d6 khong thich hop dé tiém.
D4 1am chim qua trinh két taa, ché phim c6 tinh axit (46 pH nim trong khoang tir 2 dén

4) thudmg duge st dung, va glucagon ¢ thé duogc duy tri & trang thai khong két tu tuong
abi trong khoang thoi gian ngin. Tuy nhién, glucagon c6 thé tao thanh dang soi rat nhanh
& d6 pH thip, do @6 cac ché phim c6 tinh axit nay phai dugc tiém khi bao ché.

Pé khic phuc nhuge diém ndy cia glucagon, cac tac gia sang ché da phat trién céc
- dan xuét glucagon cé tac dung kéo dai béng cach cai bién diém ding dién cia glucagon
"ty nhién bang cach thay thé bing cac gbc axit amin c6 dién tich am va dién tich duong.
Do ¢6 diém dang dién dugc bién dbi khac véi diém dang dién cua glucagon ty nhién, nén
cac dan xuét glucagon theo sang ché c6 d6 hoa tan va/hodc dd bn dinh & 46 pH trung tinh

cao hon glucagon tu nhién.

Theo phuong 4n cu thé theo séng ché, din xuét glucagon theo sang ché c6 thé 1a

peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong cong thirc chung I:

X1-X2-QGTF-X7-SD-X10-8-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18-X19-X20-X21-F-X23-
X24-W-L-X27-X28-X29-X30 (cong thirc chung 1, SEQ ID NO.45)

trong d6, X1 1a histidin, desamino-histidyl, N-dimetyl-histidyl, B-hydroxy
imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, B-carboxy imidazopropionyl, tryptophan, hodc
tyrosin, hodc ving mit; X2 13 axit o-metyl-glutamic, axit aminoisobutyric (Aib), D-alanin,
glycin, Sar(N-metylglycin), serin, hodc D-serin; X7 la threonin, valin, hodc cystein; X10
1a tyrosin hodc cystein; X12 12 lysin hodic cystein; X13 14 tyrosin hodc cystein; X14 la-

leucin hodc cystein; X15 12 axit aspartic, axit glutamic, hodc cystein; X16 1 axit glutamic,
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axit aspartic, serin, axit a-metyl-glutamic, hoac cystein, hodc Véng mit; X17 1a axit
aspartic, glutamin, axit glutamic, lysin, arginin, serin, cystein, hodc valin, hodc Véng mit;
X18 13 alanin, axit aspartic, axit glutamic, arginin, valin, hodc cystein, hoidc Ve"lng mit;
X19 13 alanin, arginin, serin, valin, hodc cystein, hodc Véng mat; X20 1a lysin, histidin,
glutamin, axit aspartic, arginin, axit a-metyl-glutamic, hodc cystein, hodc ving mit; X21
13 axit aspartic, axit glutamic, leucin, valin, hodc cystein, hodc véng mat; X23 I3 isoleucin,
valin, hodc arginin, hodc ving mit; X24 13 valin, arginin, alanin, cystein, axit glutamic,
lysin, glutamin, axit a-metyl-glutamic, hodc leucin, hodc Véng mat; X27 1a isoleucin,
valin, alanin, lysin, metionin, glutamin, hodc arginin, hodc ving mit; X28 1a glutamin,
lysin, asparagin, hodc arginin, hodc Véng mat; X29 1a lysin, alanin, glycin, hodc threonin, -
hodc vang mat; va X30 14 cystein hodc véng mit; trong cong thirc chung 1; véi didu kién
13 trinh ty axit amin c6 coéng thic chung 1 khong bao gbm trinh ty axit amin nhir néu

trong SEQ ID NO.1.

Cu thé hon, trong cong thirc chung 1, X1 la histidin, tryptophan, hodc tyrosin,
~ hodc ving mit; X2 14 serin hodc axit aminoisobutyric (Aib); X7 la threonin, valin, hodc
cystein; X10 13 tyrosin hodc cystein; X12 14 lysin hodc cystein; X13 la tyrosin hodc
cystein; X14 1a leucin hodc cystein; X15 1a axit aspartic hodc cystein; X16 1a axit
glutamic, serin, hodc cystein; X17 1a axit aspartic, axit glutamic, lysin, arginin, serin,
~cystein, hodc valin; X18 1 axit aspartic, axit glutamic, arginin, hodc cystein; X19 1a
alanin hodc cystein; X20 1a glutamin, axit aspartic, lysin, hodc cystein; X21 Ia axit
aspartic, axit glutamic, leucin, valin, hodc cystein; X23 la isoleucin, valin, hodc arginin;
X24 12 valin, arginin, alanin, axit glutamic, lysin, glutamin, hodc leucin; X27 la isoleucin,
valin, alanin, metionin, glutamin, hodc arginin; X28 1a glutamin, lysin, asparagin, hoic
arginin; X29 1a threonin; va X30 Ia cystein hodc véng mit; voi dién kién 13 trinh tur axit
amin cb cdng thtc chung 1 khong bao gbm trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1.

Vi du, peptit theo sang ché c6 thé 13 peptit chta trinh tu axit amin dugce chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO.2 dén SEQ ID NO.44, va cu thé 14, peptit cAu thanh chi yéu
tir trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO.2 dén SEQ ID NO.44,
nhung khong chi gidi han & céc trinh tu nay.

Ngoai ra, mic du dugc md ta 1a “peptit cAu thanh tr SEQ ID NO cu thé” theo séng
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ché, nhung thuat ngit nay ciing bao gbm dot bién trong peptit c6 thé xut hién bang cach
bd sung trinh ty khong m3 héa nim truéc hodc ndm sau trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO tuong tng, hodc dot bién cé trong tu nhién trong SEQ ID NO tuong Ung,
hozic d6t bién 1an SEQ ID NO tuong tmng, mién 13 peptit c6 dot bién nay c6 hoat tinh
trong tu hodc twong duong véi hoat tinh cla peptit cAu thanh tu trinh tu axit amin nhu
* néu trong SEQ ID NO tuong tmg. Thim chi khi dot bién hogc dot bién b6 sung trinh tu

xuht hién, thi cac dot bién ndy cling ndm trong pham vi cia sing ché.

Phin mé ta néu trén c6 thé duoc ap dung cho cac phuong an hodc khia canh cu thé

khéc ctia sang ché, nhung khong chi gi6i han & cac phuong 4n nay.

Cu thé 13, trong cong thirc chung 1, X1 ¢6 thé 13 histidin, tryptophan, hodc tyrosin;
X2 ¢6 thé 13 serin hodc axit aminoisobutyric (Aib); X7 ¢o thé 12 cystein, threonin, hoic
valin; X10 c6 thé 14 tyrosin hodic cystein; X12 c6 thé 12 lysin hodc cystein; X13 c6 the 1a
tyrosin hodc cystein; X14 c6 thé 13 leucin hoic cystein; X15 ¢6 thé 13 axit aspartic hodc
cystein; X16 co thé 13 axit glutamic, serin, hodc cystein; X17 c6 thé 13 axit glutamic, lysin,
arginin, cystein, hodc valin; X18 ¢ thé 13 arginin ho#c cystein; X19 ¢¢é thé 13 alanin hoic
| ~cystein; X20 ¢ thé 13 glutamin hozc lysin; X21 c6 thé 13 axit aspartic, axit glutamic,
valin, hodc cystein; X23 ¢6 thé 1a valin; X24 ¢6 thé 13 valin hodc glutamin; X27 c6 thé 14
metionin; X28 c6 thé 13 asparagin hodc arginin; X29 c6 thé 12 threonin; va X30 c6 thé 1a

cystein hodc vang mat.

Vi du, peptit theo sang ché c6 thé 13 peptit chta trinh tur axit amin dugc chon tir
nhém bao gébm SEQ ID NO.3, SEQ ID NO. 11 dén SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19 dén
SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.33, va SEQ ID NO.35 dén
SEQ ID NO.44, va cu thé 13, peptit chu thanh chu yéu tir trinh tu axit amin dugc chon tir

-nhém bao gdm SEQ ID NO.3, SEQ ID NO. 11 dén SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19 dén
SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.33, va SEQ ID NO.35 dén
SEQ ID NO.44, nhung khong chi gi6i han ¢ céc trinh ty nay.

Cu thé 13, trong cong thirc chung 1, X1 c6 thé 1a tyrosin; X2 c6 thé 1a axit
- aminoisobutyric (Aib); X7 ¢6 thé 13 cystein, threonin, hodc valin; X10 ¢ thé 13 tyrosin
hodc cystein; X12 ¢6 thé 14 lysin; X13 c6 thé 12 tyrosin hodc cystein; X14 ¢6 thé 12 leucin

hodc cystein; X15 ¢o thé 13 axit aspartic hodc cystein; X16 c6 thé 13 axit glutamic, serin,
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hodc cystein; X17 co thé 13 lysin, arginin, cystein, hodc valin; X18 c6 thé 13 arginin hodc
cystein; X19 ¢6 thé 13 alanin hoiic cystein; X20 ¢6 thé 1a glutamin hogc lysin; X21 c6 thé
13 axit aspartic, axit glutamic, hodc cystein; X23 ¢ thé 13 valin; X24 c6 thé 13 glutamin;
X27 ¢6 thé 13 metionin; X28 c6 thé 13 asparagin hodc arginin; X29 c6 thé 13 threonin; va
X30 ¢6 thé 13 cystein hodc Véng mat, véi diéu kién 13 trinh ty axit amin c¢6 cdng thic

chung 1 khéng bao gdm trinh fir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1.

Vi du, peptit theo sang ché c6 thé 13 peptit chira trinh tu axit amin duoc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19 dén
SEQ ID NO.25,SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.29, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.35 dén -
SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.40 dén SEQ ID NO.42, va 44, va cu thé 13, peptit cdu thanh
chu yéu tir trinh tu axit amin duoc chon tor nhém bao g&‘)m SEQ ID NO.12, SEQ ID
NO.14, SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.19 dén SEQ ID NO.25,SEQ ID NO.27, SEQ ID -
NO.29, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.35 dén SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.40 dén SEQ ID
NO.42, va 44, nhung khong chi gidi han & cac trinh tu nay.

Cu thé 13, trong cong thirc chung 1, X1 ¢6 thé 1a histidin, tryptophan, hodc tyrosin,
hodc ving mit; X2 c6 thé 13 serin hodc axit aminoisobutyric (Aib); X7 ¢ thé 13 threonin,
valin, hodc cystein; X10 cd thé 13 tyrosin hodc cystein; X12 ¢6 thé 1 lysin ho#c cystein;
X13 ¢6 thé 13 tyrosin hodc cystein; X14 ¢ thé 13 leucin hodc cystein; X15 ¢6 thé 13 axit
aspartic hodc cystein; X16 co thé 13 axit glutamic, serin, hodc cystein; X17 ¢d thé 1 axit
aspartic, axit glutamic, lysin, arginin, serin, cystein, hodc valin; X18 co thé 13 axit
aspartic, axit glutamic, arginin, hogc cystein; X19 ¢ thé 14 alanin hodc cystein; X20 ¢
thé 13 glutamin, axit aspartic, hoac lysin; X21 c6 thé 13 axit aspartic hodc axit glutamic;
X23 ¢6 thé 1a valin; X24 ¢6 thé 13 valin hoic glutamin; X27 ¢6 thé 13 isoleucin hoic
metionin; X28 c6 thé 13 asparagin hodc arginin; X29 c6 thé 1a threonin; va X30 c6 thé 13
cystein hodc ¢6 thé ving mit, véi diéu kién 13 trinh tr axit amin ¢ codng thic chung 1

khong bao gdm trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1.

Vi duy, peptit theo sang ché c6 thé 1a peptit chia trinh ty axit amin dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO.2 d¢én SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17, SEQ
D NO.20 dén SEQ ID NO.24, SEQ ID NO.26 dén SEQ ID NO.30, va SEQ ID NO.32
dén SEQ ID NO.44, va cu thé 13, peptit cAu thanh chu yéu tir trinh tur axit amin dugc chon

tir nhém bao gdbm SEQ ID NO.2 dén SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.17,
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SEQ ID NO.20 dén SEQ ID NO.24, SEQ ID NO.26 dén SEQ ID NO.30, va SEQ ID
NO.32 dén SEQ ID NO.44, nhung khong chi gi6i han & céc trinh tu nay.

Cu thé 13, trong cong thirc chung 1, X1 c6 thé 14 tyrosin; X2 c6 thé 13 axit
aminoisobutyric (Aib); X7 c6 thé 12 threonin; X10 c6 thé 1a tyrosin; X12 ¢4 thé 1a lysin;
X13 c6 thé 14 tyrosin; X14 c6 thé 13 leucin; X15 c6 thé 1a axit aspartic hodc cystein; X16
¢6 thé 12 axit glutamic, serin, hodc cystein; X17 c6 thé 13 lysin hogc arginin; X18 ¢4 thé 1
arginin; X19 c¢6 thé 12 alanin; X20 c6 thé 13 glutamin, cystein, hodc lysin; X21 ¢6 thé 13
axit aspartic, cystein, valin, hodc axit glutamic; X23 ¢ thé 13 valin ho#c arginin; X24 c6
thé 13 glutamin hogc leucin; X27 ¢6 thé 12 metionin; X28 c6 thé 12 asparagin hodc arginin,

X29 ¢6 thé 14 threonin; va X30 c6 thé ving mit,

Vi du, peptit theo sang ché ¢4 thé 13 peptit chira trinh ty axit amin dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.16, SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.19, SEQ ID
NO.25, va SEQ ID NO.31, va cu thé 13, peptit cdu thanh chi yéu tir trinh tur axit amin
duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.16, SEQ ID NO.18, SEQ ID
NO.19, SEQ ID NO.25, va SEQ ID NO.31, nhung khong chi giéi han ¢ c4c trinh ty nay.

Cu thé hon, peptit theo séng ché c6 thé 13 peptit chira trinh tu axit amin nhu néu

trong cbng thirc chung 2:

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X24-
W-L-M-N-T-X30 (cong thtrc chung 2, SEQ ID NO.46)

trong cbng thic chung 2, X7 c6 thé 1a threonin, valin, hodc cystein; X10 cé thé 12
tyrosin hodc cystein; X12 co thé 13 lysin hodc cystein; X15 c6 thé 13 axit aspartic hozc-
cystein; X16 co thé 14 axit glutamic hogc serin; X17 c6 thé 13 lysin ho#c arginin; X20 ¢6
thé 14 glutamin hogc lysin; X21 c6 thé 12 axit aspartic hogc axit glutamic; X24 ¢6 thé 1

valin ho#c glutamin; va X30 c6 thé 1a cystein hodc c6 the vang mat.

Vi duy, peptit theo sang ché c6 thé 13 peptit chira trinh ty axit amin dugce chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, va SEQ ID NO.36 dén
A SEQ ID NO .44, va cu thé 13, peptit cAu thanh chi yéu tir trinh tu axit amin dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, va SEQ ID NO.36 dén
SEQ ID NO.44, nhung khéng chi gi6i han 6. Cu thé hon, peptit theo séang ché c6 thé 1a
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peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.20, hodc SEQ
ID NO.37, hodc cu thanh chi yéu tir trinh ty axit amin twong (mg, nhung khong chi gidi
han & céc trinh tu nay.

Cu thé 13, trong cong thirc chung 2, X7 ¢ thé 13 threonin, valin, hodc cystein; X10
c6 thé 1 tyrosin hodc cystein; X12 c6 thé 1a lysin; X15 c6 thé 1a axit aspartic; X16 c6 thé
13 axit glutamic hodc serin; X17 c6 thé 1a lysin hogc arginin; X20 cé thé 13 glutamin hogc
lysin; X21 c6 thé 13 axit aspartic hodc axit glutamic; X24 c6 thé 13 glutamin; va X30 ¢

thé 12 cystein hodc cd thé ving mat, nhung khong chi gi¢i han & cac trinh ty nay.

Vi du, peptit theo sang ché c6 thé 13 peptit chira trinh tu axit amin droc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.36 dén SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.40 dén
SEQ TD NG.42, va SEQ ID NO.44, va cu thé 13, peptit cau thanh chd yéu tir trinh tur axit
amin durge chon tir thém bao gdm SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.36 dén SEQ ID NO.38, -
SEQ D NO.40 d&n SEQ ID NO.42, va SEQ ID NO.44, nhung khong chi gi6i han & cac
trinh tu nay.

Tuy nhién, trong sb cac peptit phan 14p, cac peptit c6 trinh tur nhu néa trong SEQ
[D NO.2 dén SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.16 dén SEQ ID NO.35, SEQ
ID NO.49, va SEQ ID NO.50, va cu thé 13, cac peptit c6 trinh ty nhir néu trong SEQ ID
NO.19, SEQ ID N0.33, SEQ ID NO.49, va SEQ ID NO.50 co thé dugc loai trir khoi
'pham vi yéu cau bao ho cua sdng ché, nhung khong chi gi6i han ¢ cac trinh ty nay, va
toan bd céc peptit dugc mo ta trong bd yéu ciu bao ho phai ndm trong pham vi ctia sang

ché, trir khi ¢6 quy dinh khéc.

Dén xuit glucagon theo séng ché c6 thé chira cdu lién két ndi phan tir (vi du lién
kbt chéo cong hoa tri hodc lién két chéo khong cong héa tri), va cu thé 13, ¢6 thé 1a & dang
chira Vc‘mg. Vi dy, dan xuét glucagon c6 thé & dang trong d6 vong dugc tao ra gitra axit
amin & vi tri s8 16 va axit amin & vi trd s6 20 cua din xuét glucagon, nhung khong chi

giGi han & cac axit amin nay.

Vi du khong gi6i han vé vong ndy c6 thé bao gom lién ket chéo lactam (hodc vong

~ lactam).

Ngoai ra, dan xuét glucagon bao gom toan bd cac dan xuat dugc cai bien dé chua
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axit amin c6 kha ning tao vong & vi tri mong muon de€ tao ra vong.

Vong c6 thé duge tao ra gilra cac chudi mach bén clia c4c axit amin trong din xuat
glucagon (vi du & dang vong dugc tao ra gitra chudi mach bén cua lysin va chudi mach

bén cua axit glutamic), nhung khong chi gi6i han & c4c axit amin nay.

Vi du, peptit chira trinh ty axit amin c¢6 cong thirc chung 1 hodc 2 ¢6 thé 13 peptit
trong d6 mdi axit amin trong mdi cip axit amin trong sb cac cap axit amin X10 va X14,
X12 va X16, X16 va X20, X17 va X21, X20 va X24, va X24 va X28 trong cdng thuc
chung 1 hodc 2 ¢o thé duoc thé tuong tng bing axit glutamic hodc lysin, nhung khong
chi gi¢i han & cac cdp axit amin ndy. Trong X, (n la sb nguyén), n thé hién vi tri cla axit

amin tir dau tin cung N cta trinh ty axit amin duge d€ xuat.

Ngoai ra, peptit chira trinh trr axit amin c6 cong thirc chung 1 hodc 2 cé thé 1a
peptit trong d6 mdi axit amin trong mbi cip axit amin X12 va X16 hodc cdp axit amin
X16 va X20 hoic cip axit amin X17 va X21 dugc thé tuong ung béng axit glutamic hoac

lysin, ¢6 kha ndng tao ra vong.

Ngoai ra, trong cong thic chung 1 hodc 2, peptit ¢o thé 13 peptit trong d6 vong (vi
du vong Tactam) dugc tao ra gitta mdi axit amin trong mdi cip axit amin trong sd cac cap
axit amin X10 va X14, X12 va X16, X16 va X20, X17 va X21, X20 va X24, va X24 va

X28, nhung khdng chi gi6i han & cac cip axit amin nay.

Ngoai ra, trong cong thire chung 1 hode 2, X16 c6 thé 12 axit glutamic, X20 ¢4 thé
1a lysin, va cac chubi mach bén cia X16 va X20 cé thé tao ra vong lactam, nhung khong

chi giéi han & cac axit amin nay.

Ngoai ra, peptit theo sang ché c6 thé & dang trong d6 déu tan ctng N va/hodc dau
tAn cing C khong dugce cai bién, tuy nhién cac bién thé trong d6 d4u tdn cuing amino
va/hodc dau tin cung carboxy, v.v., cta peptit nay dugc cai bién hoa hoc hoidc bao vé
bing cac nhém hitu co, hodc cac axit amin dugc bd sung vao diu tin cing cla peptit dé
bao vé peptit nay khoi cac proteaza in vivo dbng thoi 1am ting G hoa tan cla nd, cling c6
thé nim trong pham vi cla cac peptit theo sing ché. Trong trzong hop & d6 dAu tin cling
C khong dugc cai bién, dau tAn cling clia peptit theo sang ché c6 thé c6 nhém carboxyl,

nhung khong chi gi6i han & nhém nay.
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Cu thé, trong trudng hgp cua peptit duoc tbng hop héa hoc, thi d4u tan cing N va
d4u tan cung C cua n6 duge mang dién, do do du tn cing N va dau tn cing C cua -
peptit co thé dugc axetyl hoa va/hoic amit hoa, nhung khong chi gi6i han & cac nhom

nay.

Trir khi ¢6 quy dinh khac trong sang ché, doan mé ta trong phin md ta chi tiét
sang ché hoic bd yéu cAu bao ho lién quan dén “peptit” hodc “thé tiép hop” theo sang ché,
trong d6 peptit ndy duoc lién két cong hoa tri v6i hop chét tuong thich sinh hoc, ¢ thé
duoc 4p dung cho cac dang, khong chi bao gbm peptit hoic thé tiép hop tuong tng ma
bao gdm ca cac mudi cta peptit hodc thé tiép hop tuong ung (vi du mudi dugc dung cla
chung), hodc solvat cua ching. Theo do, thém chi trong truong hop & do “peptit” hodc
“th& tiép hop” dugc md ta trong sang ché, thi phin mod ta nay c6 thé ciing duoc ap dung
tuong duong cho mudi cu thé, solvat cu thé, va solvat cu thé ctia mudi cu thé cia ching.
Cac mubi nay co thé & dang trong do6 mudi duge dung bét ky dugc sir dung. Mubi theo
sang ché khong bi gi6i han cu thé. Tuy nhién, t6t hon néu mudi nay 13 an toan va hiru

hiéu cho d6i tuong, vi du dong vat c6 va, nhung khong chi giéi han & d6i tuong nay.

Thuét ngit “dugc dung” dugce st dung trong ban moé ta dé chi hop chét c6 thé duoc
st dung hiru hiéu trong linh vuc dugce phim ma khong gy doc tinh qua murc, kich tng,

phan tmg di tng, v.v.

Thuét ngir “mudi dugc dung” dugc sir dung trong ban mo ta d8 chi mudi c6 ngudn
géc tir mudi vo co, mudi hitu co, hodc bazo dugc dung. Vi du vé mudi thich hop c6 thé
bao gébm mudi dugc dung thu duge tr axit hydrocloric, axit bromic, axit sulfuric, axit
nitric, axit percloric, axit fumaric, axit maleic, axit phosphoric, axit glycolic, axit lactic,
axit salixylic, axit sucxinic, axit toluen-p-sulfonic, axit tartaric, axit axetic, axit xitric, axit
metansulfonic, axit formic, axit benzoic, axit malonic, axit naphtalen-2-sulfonic, axit
benzensulfonic, v.v. Vi du v& cac mudi cé ngudn gdc tit bazo thich hop ¢6 thé bao gdm

kim loai kiém, nhu natri, kali, v.v.; kim loai kiém tho, nhu magie; amoni, V.v.

Ngoai ra, thuat ngit “solvat” dugc sir dung trong ban m6 ta d8 chi phuc chét dugc

tao ra gifta peptit, thé tiép hop theo sang ché, hodc mubi ciia chiing v6i phén tir dung moi.

Ngoai ra, peptit theo sang ché c6 thé dugc téng hop bing phuong phap da biét

trong linh vuc ndy, theo chidu dai ctia no, vi du bing hé thdng tdng hop peptit tu dong, va
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c6 thé duoc san xuét bing phwong phap thiét ké di truyén.

Cu thé 13, peptit theo sang ché c6 thé dugc didu ché bing phuong phap tdng hop
chuln, hé biéu hién ti t6 hop, hoic phuong phéap bét ky khac d3 biét trong linh vuc nay.
Theo d6, din xuét glucagon theo sing ché c6 thé duge téng hop bang cac phuong phép

khéc nhau bao gdm, vi du cic phwong phép dugc md ta dudi day:

(a) phuong phap tbng hop peptit bing phuong phép pha ran hoic pha Idng ting
budc hodc bang cach lap rap manh, sau d6 phan 14ap va tinh ché hop chét peptit cudi cing;

hodac

b) phuong phép biéu hién axit nucleic chu triic m3 héa peptit trong & bao vat chi
JP phap pep g

va thu nhin hop chat dugce bicu hién tir dich nudi cay té bao vat chii; hodc

(c) phuong phap thuc hién bidu hién tu do in vifro axit nucleic ciu tric mi héa
peptit trong t€ bao va thu nhan hop chét duoc biu hién tir d6; hodc phuong phép thu
nhan c4c méanh peptit bang t6 hop bét ky ciia cac phuong phap (a), (b), va (c), nhu nhén

peptit bang cach lién két cac manh peptit, sau d6 thu nhén peptit.

Theo phirong 4n wu tién hon, din xut glucagon mong mudn cé thé dugc san xuit -
bing phuong phép thiét ké gen, bao gbm budc diéu ché gen dung hop ma héa protein -
dung hop, bao gdm gbc lién két dung hop va din xuit glucagon, bién nap chu tric thu
dwoc vao t& bao vat chi, bidu hién & dang protein dung hop, va phan cit dan xuét
glucagon khdi protein dung hop bing cach st dung proteaza hodc hop chét c6 kha ning
phén cit protein, sau d6 phan tach. Déi véi muc dich ndy, vi du trinh ty ADN m3 héa axit
amin ¢ thé dwoc phan cét bang proteaza, nhu yéu t6 dong mau Xa hodc enterokinaza,
CNBr, hoiic hop chat, nhu hydroxylamin, c6 thé dugc chén & gitta gbc lién két dung hop

va polynucleotit mi héa dan xuét glucagon.

Theo phwong 4n uu tién hon, dan xuét glucagon, vi du peptit chira trinh ty axit
amin c6 cong thirc chung 1 hoic 2, c6 thé 1a & dang thé tiép hop tAc dung kéo dai trong
d6 gbc hop chét tuong thich sinh hoc ¢6 thé 1am tang thdi gian ban thai in vivo clia peptit
nay dugc lién két v6i peptit, nhung khong chi gi6i han & dic tinh nay. Thuét ngit “gbc
hop chét twong thich sinh hoc” va “chét mang” c6 thé duoc sir dung thay thé cho nhau.

Cu thé 13, thé tiép hop chira gdc peptit va gbc hop chét twong thich sinh hoc duge
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lién két cong héa tri vai gbe peptit, va gbc peptit cd thé 13 trinh tr ¢4 trinh tur axit amin
tuong tu nhu trinh ty axit amin ¢6 cong thirc chung 1 hodc 2, hodc peptit chira trinh tur

axit amin tuong tu.

Thuét ngit “thé tiép hop tic dung kéo dai” 12 & dang trong do gbc hop chit trong
thich sinh hoc hodic chit mang dugc lién két v6i hoat chét sinh 1y (vi du din xuat
glucagon, peptit kich thich san sinh insulin, v.v.), dugc sit dyng trong ban md ta dé chi
thé tiép hop c6 thoi gian hiéu lyc dugce ting cudng (vi du thoi gian ban théi in vivo tang)
so voi thoi gian hiéu luc hoat chét sinh 1y khong dugc lién két voi gbe hop chit twong
thich sinh hoc ho#c chit mang. Trong thé tiép hop tac dung kéo dai, gbc hop chét twong
thich sinh hoc hodc chit mang c6 thé 1a gbc dugc lién két cong hoéa tri v6i hoat chét sinh

1y, nhung khong chi gi6i han & hoat chat nay.

Theo phurong 4n cu the theo sang ché, thoi gian hiéu luc cua the tiép hop chira dan
xuit glucagon c6 thé cao hon glucagon tur nhién hodc din xuat glucagon khong dugc lién

két véi chat mang cua nd.

Thuat ngte “géc hop chét twong thich sinh hoc” dugc st dung trong ban mé ta dé
chi h@ chat c6 thé duge lién két véi hoat chit sinh 1y (vi du dan xuét glucagon, peptit
kich thich san sinh insulin, v.v.) va nhd d6 ting cuong thoi gian hiéu luc so véi hoat chét
sinh Iy khong dugc lién két v6i gbe hop chét tuong thich sinh hoc hodc. chat mang. Gdc
hop chat tuong thich sinh hoc co thé 12 12 géc duoc lién Kkét cdng hoa tri véi hoat chét

sinh 1y, nhung khong chi giéi han & hoat chit nay.

Vi du vé& gbc hop chit twong thich sinh hoc ¢6 thé bao gdm polyme, axit béo,
cholesterol, albumin va manh chirc néng cua no, hop chit gin két albumin, polyme chita
cac don vi 1dp lai bao gém céc trinh tu axit amin daflc hiéu, khang thé, manh khang thé,
hop chét gén két thu thé Fc mdi sinh, m6 lién két in vivo hodc dan xudt cia no6, nucleotit,
fibronectin, transferrin, sacarit, heparin, va elastin, nhung khong chi gi6i han & cac gbc

nay.

Vi du vé polyme cé thé 1 polyme dugc chon tir nhém bao gbm polyetylen glycol,
polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, ruou da chiic dugce
polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé

phan hiy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va t5 hop ctia
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chung, nhung khong chi gi6i han & cac polyme nay.

Polyetylen glycol bao gbm toan bd cic dang cua homopolyme cuaetylen glycol,
copolyme PEG, va polyme PEG dugc thé monometyl (mPEG), nhung khong chi gigi han

& céc polyme nay.

Ngodi ra, gbc hop chét twong thich sinh hoc ¢6 thé bao gbm axit poly-amin, nhu
poly-lysin, axit poly-aspartic, va axit poly-glutamic, nhung khong chi gi¢i han & cac axit

nay.

Ngoai ra, axit béo c6 thé 12 axit béo c6 4i luc gan két v6i albumin in vivo, nhung

khéng chi gidi han & axit béo nay.

Theo phuong 4n wu tién hon, hop chat gan két thu thé Fc méi sinh c6 thé 12 ving
Fc ciia globulin mién dich, va cu thé hon, ving Fc IgG, nhung khong chi gi6i han & cac

ving nay.

[t nhat mdt chudi mach bén axit amin trong peptit theo sang ché c6 thé dugc gin
vao gbc hop chét trong thich sinh hoc dé 1am ting do hoa tan va/hodc thoi gian ban thai
in vivo, va/hodc hodc lam ting d sinh kha dyung cta ching. Cac cai bién nay c6 thé 1am

giam d0 thanh thai cua dugc chét protein va peptit.

Géc hop chét turong thich sinh hoc ¢6 thé 12 hop chat hoa tan (vira than nude vira

ky nuéc hodc than nudc) va/hodc khong doc va/hode duge dung.

Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay hiéu réng dan xudt glucagon
dugc cai bién thu dugc co tac dung diéu tri bénh cao hon rat nhiéu so véi glucagon tu
nhién. Theo d6, c4c bién thé cia din xuat glucagon mo ta néu trén ciing nim trong pham

vi ctia sang ché.

Géc hop chét twong thich sinh hoc ¢6 thd duge gin truc tiép vao dan xuét
glucagon hodc dugc lién két voi dan xuét glucagon théng qua gbc lién két. Khi gbe hop
ch_ét tuong thich sinh hoc dugc lién két voi din xuét glucagon truc tiép hodc théng qua

gbc lien két, gbe lién két 6 thé 12 lign két cong héa tri.
Cu thé 13, gbc lién két cé thé 14 gbc lién két peptit hodc gbc lién két khong peptit.
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Khi gbc lién két 13 gbc lién két peptit, thi gbc lién két nay c6 thé chira mot hodc
nhidu axit amin, vi du 1 dén 1000 axit amin, nhung khong chi gi¢i han & sd lugng nay.
Trong sang ché, cic gbc lién két peptit khac nhau da biét c6 thé duge sir dung (vi du bao
¢dm gbc lien két [GS]x, gbc lién két [GGGS]x, va gbe lién két [GGGGS]x, v.v., trong d6
x 12 s8 tu nhién it nhit bang 1), cac gbc lién két peptit khong chi giéi han & cac gbc ndy.

Thuét ngit “gbc lién két khong peptit” dugc st dung trong ban mé ta dé chi
polyme tuong thich sinh hoc trong dé it nhét hai don vi l3p lai duoc lién két. Cac don vi
1ap lai duge lién két v6i nhau bing lién két cong héa tri bét ky thay vi lién két peptit. Goc
lién két khong peptit ¢6 thé 1a gbc lién két cAu triic tao ra gbc chirc clia thé tiép hop tac

dung kéo dai theo sang ché.

Thuat ngir “gbe lién két khong peptit” va thudt ngit “polyme khong peptit” co thé

dugc st dung thay thé cho nhau.

Theo phuong 4n cu th8, gbc hop chét trong thich sinh hoc va peptit co thé dugc
lién két cong héa tri théng qua gbe litn két khéng peptit chira nhém phéan Gng cé thé
duoc lien két véi gbe hop chit tuong thich sinh hoc (cu thd 13, ving Fc cita globulin mién

dich) va peptit tuong Ung & ca hai dau cia nod.

Cu thé 13, gbc lién két khong peptit c6 th8 13 gde lién két duge chon tir nhém bao
gdm axit béo, sacarit, polyme, hop chét khéi lugng phan ti thip, nucleotit, va t6 hop cla

chung.

Mic du khong bi gidi han cu thé, nhung khéi huong phan t ctia polyme khong
peptit dugc st dung trong sang ché c6 thé nim trong khoang tir 0 kDa dén 100 kDa, cu
thé 12 ndm trong khoang tir 1 kDa dén 100 kDa, va cu thé hon nim trong khoang tir 1 kDa
dén 20 kDa, nhung khong chi gi6i han ¢ cic khoang tri s6 nay.

Mic di khong b gisi han cu thé, nlumg gdc lién két khong peptit c6 thé 1a gbe
lién két duoc chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme
etylen glycol-propylen glycol, ruou da chitc dugc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic,
polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan hiy sinh hoc, nhu axit
polylactic va axit polylactic-glycolic, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit,

va t0 hgp cta ching.
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Theo phuong 4n uu tién hon, polyme khong peptit co thé 13 polyetylen glycol,
nhung khong chi gi6i han & pblyme nay polyme ndy. Ngoai ra, cac din xuét da biét trong
Iinh vuc ndy va cic dan xudt c6 thé dugc didu ché d& dang dat tidu chudn k¥ thuat cling

nim trong pham vi cla sng ché.

Géc lién két khong peptit duge st dung trong sang ché c6 thé 13 polyme bét ky ¢
kha ning khang proteaza in vivo, nhung khéng chi gi6i han & déc tinh nay. Khéi luong
phén tr cua polyme khong peptit c6 thé nim trong khoang tir 0 kDa dén 100 kDa, cu thé
nam trong khoang tir 1 kDa dén 100 kDa, va cu thé hon ndm trong khoang tr 1 kDa dén
20 kDa, nhung khong chi gi¢i han & céc khoang tri s6 nay. Ngoai ra, gdc lién két khong
peptit theo sang ché, duoc lién két v6i polypeptit chira ving Fc cia globulin mién dich, -
| c6 thé bao gdm khong chi mét loai polyme duy nhit ma ciing bao gbdm td hop clia cac

loai polyme khac nhau.

Thuit ngit “khoang” duge st dung trong ban mo ta dé chi khodng bao gbém toan
bo céc tri s6 = 0,5, = 0,4, £ 0,3, £ 0,2, £ 0,1, v.v., va bao gom toan bd céc tri s6 trong
duong véi céc tri sO xuat hién ngay sau thuét nglt “cao hon” hodc céc tri sO trong khoang

tuong tu.

Cu thé 13, gbc lién két c6 thé 1a gbc lién két duge lién két twong tmg v6i gde peptit
va gbc hop chét twong thich sinh hoc théng qua cac lién két cong héa tri, duoc tao ra
tuong ung khi mot dAu cta gbc lién két duge phan Gmg véi nhém amin hogc nhém thiol
cta gbc hop chét twong thich sinh hoc trong khi du con lai coa gbe lién két duge phin
{rng v6i nhém amin hogc nhém thiol cua gbc peptit (tc 12 gbc peptit chira trinh ty axit

amin cd cong thirc chung 1 hodc 2).

Theo phuong 4n cu thé, mot ddu caa gdc lién két khong peptit c6 thé dugc lién két
v6i nhém amin hodc nhém thiol ctia ving Fe cua globulin mién dich trong khi diu con lai
cia gbc lién két khong peptit c6 thé duge lién két v6i nhém amin hodc nhém thiol cia
dan xuét glucagon. Cu thé 13, polyme khéng peptit c6 thé bao gdm nhém phan (mg tuong
ung & cé hai dAu ctia né, ¢ thé duoc lién két véi gbe hop chét tirong thich sinh hoc, dic
biét 12 ving Fec cta globulin mién dich, v dan xuit glucagon; vi dy, nhém phan Gng c6
~ thé tuong tmg tao ra lién két cong héa tri dé lién két voi gbe hop chét tuong thich sinh

hoc va din xuit glucagon bang cach phén tmg voi nhom amin & dau tan cung N hodc
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lysin ciia dAn xuét glucagon, hodc nhém thiol clia cystein ciia din xudt glucagon, nhém
amin & dau tdn ciing N hogc lysin cua gbc hop chit trong thich sinh hoc hodc nhém thiol
cla cystein cua gbc hop chit trong thich sinh hoc (vi du ving Fc clia globulin mién dich),

nhung khong chi giéi han 6.

Ngoai ra, nhém phén tng tdn cing cia polyme khong peptit ¢d thé dugc lién két
v6i gbe hop chét tirong thich sinh hoc, dic biét 1a ving Fc cta globulin mién dich va din
* xuht glucagon c6 thé 13 duge chon tir nhém bao gdm nhém aldehyt, nhém maleimit, va -

din xuét sucxinimit, nhung khong chi gidi han & cdc nhom nay.

Vi du vé nhom aldehyt c6 thé bao gdbm nhém propionaldehyt hodc nhém
butyraldehyt, nhung khong chi giéi han &.

Vi du vé din xuft sucxinimit cé thé bao gdm sucxinimidyl valerat, sucxinimidyl
metylbutanoat, sucxinimidyl metylpropionat, sucxinimidyl butanoat, sucxinimidyl
propionat, N-hydroxysucxinimit, hydroxy sucxinimidyl, sucxinimidyl - carboxymetyl,
hodc secxinimidyi carbonat cé thé duoc sit dung, nhung khong chi gi6i han ¢ cac dan

xudf nay.

Ngoai ra, hgp chét cudi cing dugce tao ra bing phan tng amin héa khir thong qua
lién két aldehyt &n dinh hon hop chét cudi cing dugc lién két bang lién két amit. Nhom
aldehyt phéan ung phan Gng chon loc véi d4u tan cang N & @6 pH thip dbng thoi 6 thé -

tao ra lién két cdng hoa tri voi géc lysin & d6 pH cao, vi du d6 pH = 9,0.

Céc nhom phan tng & ca hai dau cua gbc lién két khong peptit cb thé giéng nhau
hoic khac nhau, vi du nthém maleimit phan ung co thé duoc bd trf & mot dau va nhém
aldehyt, nhom propionaldehyt, hodc nhém butyraldehyt cé thé dugc bd tri & dau con lai.
Tuy nhién, khi ving Fc ciia globulin mién dich va dén xuét glucagon c6 thé duge tiép
hop & mét dau cla gbc lién két khong peptit, thi vang Fc cia globulin mién dich khéng bi

gidi han cu thé & phuong dn nay.

Vi du, polyme khong peptit c6 thé c6 nhém maleimit & mot dau va nhom aldehyt,
nhom propionaldehyt, hodc nhém butyraldehyt & dAu con lai.

Khi polyetylen glycol c6 nhém hydroxy phdn Ung & ca hai ddu cia né dugc st

dung 123m polyme khong peptit, thi nhém hydroxy co6 thé dugc hoat hoa thanh cic nhom.
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phan tmg khac nhau bing cac phan g hda hoc da biét, hoic polyetylen glycol c6 nhém
phan g dugce cai bién cé ban trén thi trudng cé thé duge sir dung dé diu ché thé tiép

hop protein tdc dung kéo dai theo sang ché.

Theo phuong 4n cu thé, polyme khong peptit c6 thé 13 polyme cé thé duoc lién két
~ v6i gbe cystein clia din xuét glucagon, va cu thé hon, lién két véi nhém -SH cua cystein,
nhung khong chi giéi han & cac gbc nay. Cu thé, polyme khong peptit cd thé 1a
polyetylen glycol, nhung khong chi gidi han & polyme nay polyme nay, va cac loai khac

ctia cac polyme khong peptit mo ta néu trén cling nam trong pham vi ctia sang cheé.

Theo phuong 4n cu thé, thé tiép hop c6 thé 1a thé tiép hop trong d6 peptit chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.20, hogc SEQ ID NO.37 dugc lién két voi
vung Fc cta globulin mién dich thong qua polyme khéng peptit, va cu thé, polyme khong
peptit cé thé 13 polyme dugc lién két véi gbe cystein & vi tri s6 30 cua trinh ty axit amin
SEQ ID NO.12, gbc cystein & vi trf s8 17 ciia trinh tu axit amin SEQ ID NO.20, hodc gbc
cystein & vi tri s 30 cua trinh tu axit amin SEQ ID NO.37, nhung khong chi giéi han &
cac gdc nay. Cu thé, polyme khong peptit c6 thé 1a polyetylen glycol, nhung khoéng chi
gidi han & polyme ndy, va céc loai khac ciia cac polyme khong peptit mo ta néu trén cling

néra trong pham vi cia séng ché.

Khi maleimit-PEG-aldehyt dugc st dung, thi nhdm maleimit ¢ thé dugc lién két
v&i nhém -SH ciia din xudt glucagon thong qua lién két thioete va nhém aldehyt c6 thé
duge 1ién két voi -NH, ctia Fe cua glubolin mién dich théng qua phan ng amin hda khi,

- nhung khong chi gi6i han & cic phuong an nay.

Ngoai ra, trong thé tiép hop néu trén, nhém phén tmg cta polyme khdng peptit c6
thé duge lién két véi NH, nim & ddu tan cung N cta ving Fc cia globulin mién dich,

nhung khong chi gidi han & cac phuong 4n nay.

Trong sang ché, “ving Fc clia globulin mién dich” dugc st dung trong bin mo ta
& chi ving bao gdbm ving hing dinh chudi ning 2 (CH2) va/hoic ving hing dinh chudi
ning 3 (CH3), khong bao gbm ving thay dbi chudi ning va ving thay d6i chudi nhe cta
globulin mién dich. Ving Fe ciia globulin min dich c6 thé 1a gbc lién két céu tric tao ra

goc chirc ctia thé tiép hop protein theo sang ché.
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Vimg Fe cita globulin min dich ¢6 thé bao gdm ving ban 1& trong vimng hang dinh
chudi ning, nhung khong chi giéi han & ving nay. Ngoai ra, viung Fc cia globulin mién
dich theo sang ché c6 thé 13 ving Fc dugc kéo dai bao gdm mdt phan hoic todn b ving
hing dinh chudi ning 1 (CH1) vi/hodc ving hing dinh chubi nhe 1 (CL1), khong bao
gbm ving thay dbi chudi ning va ving thay dbi chudi nhe cta globulin mién dich, mién
12 viing Fc ctia globulin mién dich c6 hoat tinh gan nhu trong duong hodc duoc cai thién
hon so vé6i ving Fc tu nhién. Ngoai ra, ving Fc cua globulin mién dich theo sang ché cé
thé 12 viing trong d6 mdt doan kha dai cla trinh tir axit amin trong tmg véi CH2 va/hodc
CH3 dugc loai bd.

Vi du, ving Fc ciia globulin mién dich theo sang ché c6 thé 12 1) mién CH1, mién
~ CH2, mién CH3, va mién CH4; 2) mién CH1 va mién CH2; 3) mién CHI va mién CH3;
4) mién CH2 va mién CH3; 5) t6 hop giita mot hodc hai hodc nhidu mién trong s cac
midn CHI, mién CH2, mién CH3, va mién CH4 v& ving ban I& cta globulin mién dich
(hodc doan chtc ndng cta vung ban 18); va 6) dime gitta mbi mién cia ving hing dinh

chudi ning va ving hing dinh chudi nhe, nhung khong chi gi¢i han & cdc vung nay.

Ngoai ra, theo phuong an cu th8, ving Fc caa globulin mién dich c6 thé & dang
dime, va mot phan tir cia dan xuét glucagon c6 thé 13 dugce lién két cong hoa tri véi viing
Fc & dang dime, va cu thé, ving Fc cia globulin mién dich va din xuét glucagon c6 thé
duoc lién két ndi phan tir théng qua polyme khdng peptit. Hon nita, two molecules cta
dan xuét glucagon c6 thé ¢6 thé duoc tiép hop theo cach d6i xtng véi m@t» vung Fc duy
nhét & dang dime. Cu thé, ving Fc ciia globulin mién dich va dén xudt glucagon hogc
peptit kich thich san sinh insulin ¢c6 thé duoc lién két ndi phan tir théng qua gbc lién két

khong peptit, nhung khong chi gidi han & phuong én néu trén.

Ngoai ra, ving Fc cta globulin mién dich theo séng ché khong chi bao gdm trinh
tu axit amin tu nhién nhung cling bao gém dAn xuét trinh tr cta nd. Thuit ngit “dAn xudt
trinh tu axit amin” dugc st dung trong ban mo ta dé chi trinh tu axit amin c6 khac biét vé
it nhAt mot gbe axit amin do dot bién loai bo, dot bién chén thém, dot bién thay thé khong

bao thi hodc bao tha, hodc tb hop cta ching.

Vi dy, cac gbe axit amin & cac vi tri 214 dén 238, 297 dén 299, 318 to 322, hoac

327 to 331, da bibt 13 c6 thé gin két v6i ving Fe ciia globulin mién dich, ¢6 thé duge st
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dung céc vi tri thich hop dé cai bién.

Vi du vé cac din xuit khac nhau khac bao gém din xuét c6 dot bién loai bd vung
c6 kha nang tao ra lién két disulfua, hodc dot bién loai bé mot sd géc axit amin & dau tan
cing N ciia ving Fc tur nhién hodc dot bién bd sung gbc metionin & dau tin cing N cua
vung Fc tu nhién. Hon nita, dé loai bo céc hoat tinh tac dong, dot bién loai bd c6 thé xuét
hién & vi trf gin két bd thé, nhu vi tri gén két yéu t6 bd thé C1q va vi trf c6 hoat tinh gay
doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé. Cac phuong phap diéu ché cic din
xuét trinh tir ndy cta ctia ving Fc ctia globulin mién dich dugc boc 10 trong WO97/34631,
WO96/32478, v.v.

Céc dot bién thay ddi axit amin trong céc protein va peptit, khong 1am bién déi
hoat tinh ctia c4c protein hodc peptit, d3 biét trong linh vuc nay (H. Neurath, R. L. Hill,
The Proteins, Academic Press, New York, 1979). Cac d6t bién thay ddi phd bién nhét
bao gE‘)m Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly,
Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Lew/lie, Leu/Val, Ala/Glu, va Asp/Gly, theo ca hai
chidu. Ngoai ra, khi can, ving Fc ¢6 thé dugc cai bién bing phuong phap phosphoryl héa,
phuong phép sulfat héa, phuong phéap acryl héa, phuong phép glycosyl héa, phurong
phép metyl héa, phuong phap farmesyl hoa, phuong phép axetyl hdéa, phuong phap amit

héa, v.v.

Céc d4n xut Fc néu trén ¢6 hoat tinh sinh hoc twong dwong véi ving Fc theo sang

ché va ¢6 dd on dinh cadu truc dugce cai thién trong dicu kién nhiét, do pH, v.v.

Hon nira vang Fc cia globulin mién dich c6 thé thu duge tir cac dang tir nhién
dugc phan 1ap in vivo tir ngudi hodic dong vat, nhu bd, dé, lon, chudt nhit, thd, chudt
'déng, chudt céng, chuét lang, v.v., hoafic c6 thé 12 bién thé tai tb hop hodc dan xuét cla no,
thu duoc tir té bao dong vat hodc vi sinh vét chuyén gen. Theo do, viung Fc c6 thé 13 thu
duoc tir globulin min dich tir nhién bang cich phan l4p globulin mién dich toan phan tir
co thé séng ngudi hodc dong vat va xir Iy globulin mién dich phan 14p véi proteaza. Khi
duoc xir 1y bing papain, thi globulin mién dich toan phin dwoc phan cét thanh ving Fab
va ving Fc, trong khi d6 khi globulin mién dich toan phan dugc xir 1y bing pepsin, thi
globulin mién dich toan phan dugc phin cit thanh manh pF’c va manh F(ab),. Méanh Fc

hoic pF’c ¢6 thé dugc phan l4p bang cach sir dung phrong phép sic ky loai c¢&, v.v. Theo
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phuong 4n uu tién hon, ving Fc ¢6 ngudn gdc tir ngudi 12 ving Fe tai t6 hop ca globulin

mién dich thu dugc tir vi sinh vat.

Ngoai ra, ving Fc cda globulin mién dich ¢ thé c6 cac giycan tu nhién, cac
glycan tang hodc giam so v6i loai tu nhién, hodc & dang dugc khir glycosyl héa. Qua
trinh ting, gidm, hodc loai bd cac glycan cta Fc glubolin mién dich ¢ thé dat dugc bé“ing
cc phuong phap thong thuong, nhu phuwong phép héa hoc, phuong phép enzym, va
phuong phap thiét ké di truyén bang cach st dung vi sinh vét. Vung Fc ctia globulin mién
dich thu dugc bang cach loai bd cac glycan khoi ving Fe ¢6 hoat tinh gin két véi yéu tb
bd thé Clq giam déng k& va 1am giam hodc 1am mét hoat tinh gdy doc té bao phu thudc
khang thé hoic hoat tinh gy doc t& bao phu thuodc bd thé, do d6 khong gy dap ing mién
dich khéng mong muén in vivo. V& vén d& nay, viung Fc cia globulin mién dich trong
ving Fe ciia globulin mién dich duge khir glycosyl hoa hodc khong duoc glycosyl hoa ¢d

thé1a dang 4n dinh hon d8 str dung 1am chit mang dugc dung theo sing ché.

Thuét ngt “khir glycosyl hoéa” dugce st dung trong ban moé ta dé chi qua trinh loai
'bd bing enzym céc goc dudng khéi ving Fe, va thuat ngt “khong duge glycosyl hoa”
duoc st dung trong ban mo ta dé chi ving Fe chua dugc glycosyl héa dugc san sinh

trong sinh vat nhan thét, cu thé hon, E. coli.

Dong thoi, ving Fc cua globulin mién dich c6 thé 12 ¢b ngudn gdc tir nguodi hodc
dong vat bao gom bo, dé, lon, chudt nhat, thd, chudt dong, chudt cong, va chudt nang.

Theo phurong 4n tru tién hon, ving Fc cta globulin mién dich ¢ ngudn goc tir ngudi.

Ngoai ra, ving Fc cta globulin mién dich c6 thé 1a c6 ngudn gbc tir IgG, IgA, IgD,
IgE, IgM, hodc t hop hoac thé lai héa ctia chiing. Theo phuong 4n uu tién hon, ving Fe
ctia globulin mién dich c6 ngudn gbe tir IgG hodc IgM, 12 mdt trong sb céc protein cé
nhidu nhét trong méu ngudi, va theo phuong 4n uu tién hon, ving Fc cta globulin mién
dich ¢4 ngudn goc tir IgG, dé 1am ting thoi gian bén thai clia protein gén két phdi tir.
Theo phuong 4n uu tién hon, vung Fc cta globulin mién dich 12 ving Fc 1gG4, va theo
" phuong én wu tién nhit, ving Fc 1gG4 1a ving Fc khong duoc glycosyl héa cé ngudn gbc
tir IgG4 ctia ngudi, nhung khong chi giéi han ¢ vung nay.

Thuét ngit “td hop” dugc sir dung trong ban md ta dé chi cac polypeptit ma héa

cac ving Fe chudi don ciia globulin mién dich c6 cing nguén goc dugc lién ket véi
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polypeptit chudi don c6 ngudn gbc khac dé tao thanh dime hodc multime. Ttc 13, dime
hodc multime c6 thé duoc tao ra tir hai hodc nhiéu méanh dugc chon tir nhém bao gém

manh Fc IgG, manh Fc IgA, manh Fc IgM, manh Fc IgD, va manh Fc IgE.

Ché pham theo séng ché c6 thé dugc sir dung phong ngira hodc diéu tri hoi ching

téng insulin miu bam sinh, hoi ching ha dudong mau, hodc hdi chimg chuyén héa.

Thuét ngir “phong ngtra” dugc st dung trong ban mo ta dé chi toan bd cac bién
phép @& e ché hodc 1am cham khéi phat cla bénh cn diéu trj (vi du hoi ching ting -
insulin mau bim sinh, hoi chimg ha dudng méu, hodc hdi chimg chuyén héa) bang cach
st dung dan xuit glucagon, thé tiép hop chira din xuét nay, hodc ché phim chira ching,
v thudt ngit “didu tri” dugc st dung trong ban mo t @& chi toan bd cac bién phap & cai
thién hogc bién dbi ¢6 Ioi céc triéu chimg cia bénh cin diéu tri (vi du hoi chirng ting -
insulin mau bim sin’h, hoi ching ha dudng méu, hodc hgi chirng chuyén hoa) bf.:fmg cach

str dung din xuat glucagon, thé ti€p hop chira dan xuat ndy, hodc ché phim chira chiing. -

Thuét ngir “st dung” duge sir dung trong ban mo ta dé chibién phép dua hop chat
Cu thé vao ddi tugng bi bénh biang phuong phap thich hop. Ché phdm ¢6 thé dugc sit
dung bang dudng dua thudc thong thuong cho phép phan phéi ché phdm vao md dich in
vivo, vi du duong tiém mang bung, dudng tiém tinh mach, dudng tiém bép, dudng tiém
duréi da, duong trong da, duong miéng, dudng khu tri, dudng trong mili, dudng hod hép,

va dudng true trang, nhung khong chi giéi han ¢ cac dudng dua thudc nay.

Thuét ngit “hdi chimg ha dudng mau” dugc st dung trong ban md ta d2 chi tinh
-trang stic khde, trong d6 ndng do glucoza trong méau thdp hon ndng do glucoza mau cla
ngudri binh thudng, va thudt ngir ndy duogc st dung trong ban mé ta dé chi tinh trang stc
~ khée khi ndng d glucoza trong méau bang 50mg/dL hozc nho hon, nhung khéng chi gidi
han & ndéng d9 nay. Hoi chimg ha dudng méu thudng xuAt hién khi mdt ngudi ding thude
ha dudng méu hodc insulin d3 an it hon binh thuong hodc di thuc hién cac hoat dong
~ hoic tap thé duc nhiéu hon binh thuong. Ngoai ra, hoi chimg ha duong mau ¢6 thé xut
hién do uéng ruou, st dung dugc chit 1am gidm néng do glucoza, bénh ning, thiéu hut
hormon, nhu hormon voé thugng than va glucagon, khdiu & tuy san sinh insulin, bénh tu
mién insulin, d6i twong bi cét da day, t6i loan chuyén hoa carbohydrat bém sinh, v.v. -

Trong sang ché, hoi ching ha dudng mau bao gom ca hdi chiing ha dudng mau
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cAp tinh va hoi chimg ha dudng mau mén tinh.

C4c triéu ching cua hdi ching ha duong mau bao gbm yéu mét, run rdy, da nhot
nhat, md héi lanh, chéng mit, ting dong, lo Au, tim d4p nhanh, rong da day, dau dau, mét
moi, v.v. Trong trudng hop man tinh, hoi chimg ha duong mau ¢ thé dan dén co giat

hoic 1én con, va c6 thé giy soc, do d6 gay ngét xiu.

Cu thé hon, hoi chiitng ha dudng méu cé thé gy ra béi hoi chimg ting insulin mau
mén tinh do dot bién gen. Vi du v& cac nguyén nhan da biét gay ra hoi chimg ting insulin
mau man tinh do dot bién gen cd thé bao gém dot bién gen SUR hodc gen Kir6.2 nam &
rhiém sic thé 71pI5.1, hoic ting hoat tinh glucokinaza (GK) do dot bién gen GK nam &
nhidm sic thé 7pl5-pI3, ting ATP trong cic té bao dao tuy do dot bién gen glutamat

dehydrogenaza (GDH), v.v.

Ddng thoi, hdi chirng ting insulin mau b&m sinh 12 mot trong sb cac nguyén nhin
gy ra hoi ching ha dudng mau mén tinh va nghiém trong & tré so sinh va tré em. hoi
~ chimng ting insulin mau bém sinh ¢6 thé gay ra boi chirc ning bét thudng cuia té bao tuy
- do tang bai tiét insulin tam thdi hodc dot bién gen & tré so sinh nhe cin hodc tré so sinh
c6 ba me bi bénh dai thao dudng, v.v. Da biét ré'mg glucagon c6 thé duoc st dung dé diéu

~ tri hoi chitng tang insulin méu bam sinh.

Ngoai ra, dan xuat glucagon hodc thé ti€p hop chira dan xuit ndy c6 thé duogc st

dung phong ngira hodc diéu tri hoi chimg ha dudng mau.

Ngoai ra, din xudt glucagon hodc thé tiép hop chira din xuét nay theo sang ché c6
7 thé duoc st dung 1am thudc khong chi ¢ ngin ngira ting trong lugng co thé, ting cuong
giam trong luong co thé, giam tinh trang tang trong lugng co thé qua muc, va didu tri
bénh béo phi bao gdm bénh béo phi qua mire (vi du bing cach kiém soat ching thém n,
qua trinh tiéu thy dinh dudng, hép thu dinh dudng, hép thu ning lugng, vd/hoic tiéu thu
nang lugng), va cling dé diéu tri tinh trang viém lién quan dén béo phi, bénh thi mat lién
quan dén béo phi, va ching ngung thd khi ngd do béo phi, nhung khong chi giéi han &
cé;;benh nay, va c6 thé dugc sir dung dé diéu tri cdc bénh hodc tinh trang stc khoe lién
quan. DAn xuét glucagon theo sang ché hodc thé tiép hop chira din xuat ndy ciing ¢6 thé
duge st dung dé didu tri hoi chimg chuyén héa khong phai 1a bénh béo phi, tirc 12 bénh
lién quan dén béo phi, nhu hoi chitng gidm dung nap glucoza, hoi chimg ting cholesterol

46



48946 47/100

huyét, 61 loan m& mau, bénh béo phi, bénh dai thao duong, bénh tang huyét ap, bénh
viém gan khong do rugu, hdi ching xo vita dong mach do r6i loan m& mau, hoi chimg xo
vita dong mach, hoi chimg xo ctmg déng mach, bénh mach vanh, bénh dot quy, v.v. Tuy
nhién, céc tic dung cla peptit theo sang ché c6 thé lién quan toan bd hodc mot phan dén
cac tac dong tur trong lugng co thé mo ta néu trén hoic c6 thé khéng phu thude vao cac

tac dong nay.

Thuét nglt “hdi chimg chuyén hoéa” dugc st dung trong ban md ta dé chi triéu
chimg & d6 cac bénh khac nhau xuét hién do 61 loan chuyén héa min tinh xuit hién
riéng hoic két hop. Cu thé, vi du vé cac hdi chirng chuyén héa c6 thé bao gém hoi chimg
giam dung nap glucoza, hoi ching ting cholesterol huyét, r6i loan m& mau, bénh béo phi,
bénh déi thao duong, bénh ting huy'ét ap, bénh gan nhiém m& khong do rugu , hoi chimg
xo cung dong mach do o1 loan m& mau, hoi chimg xo vita ddng mach, hoi chimg xo
cirng dong mach, bénh mach vanh, bénh dot quy, v.v., nhung khong chi giéi han & céac
bénh nay.

Thuit ngir “bénh béo phi” dugc su dung trong ban md ta dé chi tinh trang stc
khée tich tu qua nhidu chit béo va déi twong dugc chudn doén 1a bi bénh béo phi khi chi
sb co thé (BMI = trong lugng co thé (kg)/chiéu co thé? (m)) bang 25 hodc cao hon. Bénh
béo phi thudng gy ra boi su mAt cén bang ning luong do hép thu qua nhiéu dinh dudng
so voi tiéu thu ning luong trong thoi gian dai. Bénh béo phi, 1a bénh chuyén héa anh
hudng dén toan bd co thé, 1am ting ngu co tién trién bénh dai thdo dudong va hdi chimg
tang lipit mau, tdng nguy co méc réi loan chirc ning sinh duc, bénh viém khép, va bénh

tim mach, va lién quan dén tién trién bénh ung thu trong mot so truong hop.

Dan xuét glucagon theo sang ché ¢6 diém ding dién duge bién dbi, do d6 co thé
c6 d6 hoa tan va d6 on dinh cao hon & do pH trung tinh so véi glucagon ty nhién. Ngoai
ra, din xuit glucagon theo sang ché c6 thé c6 hoat tinh hoat héa thu thé glucagon, do d6
¢ thé dugc st dung hiru hiéu phong ngira hodc didu tri cac bénh mong mudn bao gdm -
hoi ching ha duong mau, hoi chimg chuyén héa, va hoi chimg ting insulin mau bam

sinh.

Duoc phim theo sang ché c6 thé chira chat mang, t4 dugc, hodc ta dugc pha loang

duoc dung. Thuat ngir “dugc dung” duge st dung trong bén mo ta dé chi cac dic tinh cia
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ctia thanh phan c6 lugng du dé tao ra tac dung diéu tri bénh va khong giy cac tac dung
khong mong muén, va c6 thé duge xac dinh dé dang bdi ngudi cd hidu biét trung binh
trong linh virc nay dua trén céc yéu to da biét trong linh vrc ndy, nhu loai bénh can diéu
tri, d0 tubi, trong lugng co thé, tinh trang strc khoe, gioi tinh, do mAn cam cua dbi tuong
bi bénh v6i dirge chét, duong dua thudc, phuong phép st dung, tAn suit sir dung, thoi

gian diéu tri, dugc chét khac dugc phdi hop hodc st dung ddng thoi, v.v.

Dugc pham chira peptit theo sang ché hoic thé tiép hop chira din xult ndy cé thé
con chira chit mang dugc dung. Chét mang dugc dung dé st dung qua dudng miéng co
thé bao gf‘)m ta duge dinh, ta duoc gly trugt, ta duge 1, ta duge, ta dugc hoa tan, ta duge
phan tan, ta dugc bn dinh, chét gay tham &n dinh, chat mau, chét thom, v.v.; dé sir dung"
qua duong tiém, ta dugc dém, chét bao quan, t4 dugc giam dau, t4 dugc hoa tan, ta duoc
dfmg trrong, ta dugce 4n dinh, v.v., cb thé dirgc st dung Két hop; va dé sir dung khu tr, ta
duge nén, ta dugce, ta duge tron, chét bao quan, v.v., mic du khdng chi gi6i han ¢ cacta

dugc nay.

Dang bao ché cia ché pham theo sang ché c6 thé dugc bao ché bing cach két hop
chét mang dugc dung md ta néu trén. Vi duy, dé st dung qua duong miéng, ché phim c6-
thé duoc bao ché thanh vién nén, vién ngim, vién nang, cdn thude, hdn dich, si-rd, vién
nhén, v.v. Dé st dung qua dudng tiém, ché phim c6 thé duoc bao ché thanh dng tiém don
lidu hode db chua da lidu. Ché pham c6 thé ciing duoc bao ché thanh dung dich, hdn dich,

vién nén, vién nang, va che pham giai phong kéo dai.

Déng thoi, vi du vé chit mang, t4 dugc, va ta dugc dugc dung thich hop co thé
bao gﬁ‘)m lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol, erythritol, maltitol, tinh bét,
gém acacia, alginat, gelatin, canxi phosphat, canxi silicat, xenluloza, metyl xenluloza,
xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, nuéc, metyl hydroxybenzoat, propyl
hydroxybenzoat, talc, magie stearat, déu khoang, v.v. Ngodi ra, ché phém c6 thé con chira
t4 dugc don, t& dugc chéng dong tu, td dugce tron, ta dugc lam Am, chét thom, chét bao

quan, v.v.

Ngoai ra, dugc pham theo sang ché cé thé dugc bao ché thanh dang bat ky dugc
chon tir nhém bao gdm vién nén, vién tron, thude bot, cém thudc, vién nang, hdn dich,

thubc dang léng dé dung bén trong co thé, nhil twong, si-rd, dung dich thudc tiém vo
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tring, dung dich thudc khong chira nuée, ché phim dong kho, va thubc dan.

Ngodi ra, ché pham c6 thé duoc bao ché thanh dang bao ché don liéu thich hop dé
stt dung cho co thé cua ddi twong bi bénh, va cu thé 13 ché phém theo sang ché dugc bao
ché thanh dang thudc thich hgp cho cac duge chét peptit theo cac phuong thong thuong
d3 biét trong linh vuc nay dé sir dung qua duong miéng hodc dudng ngoai ti€u hoa, nhu
dudng qua da, tiém tinh mach, ti€ém bép, tiém dong mach, tiém vao tiy sbng, tiém vao
ndi ty mac, ti€ém vao nao that, duong hd hép, tiém qua da, tiém dudi da, tiém mang bung,
qua mfli, trong da day, khu tra, dudi ludi, &m dao, hoic truc trang, nhung khong chi gidi

han & cac duong dua thudc nay.

Ngoai ra, peptit hoac thé tiép hop co thé dugc st dung bang cach tron voi cac chét
‘mang dugc dung khac nhau, nhu dung dich nude mudi sinh 1y hoic dung mdi hiru co. bé
lam tang do dn dinh hoic kha ning hép thu, carbohydrat, nhu glucoza, sucroza, hoac
dextran; chit chéng oxy hoda, nhu axit ascorbic hodc glutathion; chét tao phirc chelat;

protein khéi luong phan ti thép; hodc cac chit 8n dinh khac co thé duoc st dung.

Lidu s&t dung va tan suét sir dung cta dugc pham theo sing che duge xac dinh theo
loai hoat chat, cling v6i cac yéu t6 khac nhau, nhu bénh cén diéu tri, duong dua thuoc,
gidi tinh, d9 tudi cua doi tugng bi bénh, va trong luong co thé, va mirc d6 nghiém trong

ctia bénh.

Maic du khong bi gidi han cu thé, dugc phdm theo séng ché c6 thé chira hoat chét

v6i ham lugng ndm trong khoang tix 0,01% dén 99% (khdi luong/thé tich).

Lidu hiru hiéu tdng sb cia ché pham theo sang ché c6 thé dugc xac dinh bho ddi
tuong bi bénh & liéu don, hoic cb thé duge str dung trong thoi gian dai véi da lidu theo
phac dd diéu tri gian doan. Trong dugc pham theo sing ché, ham luong cta céc hoat chét
c6 thé rat thay dbi phu thudc vao mirc 4 nghiém trong ctua bénh. Cu thé 13, liéu vu tién
hang ngay tbng sb cla peptit hodc thé tiép hop theo sang ché c6 thé nam trong khoang tir
0,0001 g dén 500mg/1kg trong lugng co thé cta dbi tuong bi bénh. Tuy nhién, liu hiru:
hiéu ctia peptit hodc thé tiép hop dugc xac dinh phu thudc vao céc yéu td khéc nhau bao
odm do tudi, trong luong co thé, tinh trang stc khoe, gi6i tinh ctia doi tugng bi bénh,
mirc dd nghiém trong cua bénh, ché @ dinh dudng, va tdc d6 thai trr, ngoai dudng dua

thudc va tin sudt diéu tri cia duoc pham. Vé van dé nay, nguoi cd hicu bict trung binh
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trong linh vuc nay cé thé d& dang x4c dinh dugc lidu hitu hiéu thich hop & st dung duoc
pham theo séng ché. Dugc pham theo sang ché khong bi gi6i han cu thé & dang bao ché,
dudng dua thudc va phuong phap st dung, mién 12 dugc phim ndy cé cac tac dung theo

sang ché.

Dugc phim theo sang ché 6 thé ¢ thoi gian hiéu luc in vivo va ham lugng dugc
chit c6 hoat tinh rat cao, do d6 so 1an va tan suat stt dung c6 the duge gidm dang ke so

v&i cée duge pham khac, nhung khong chi gidi han & cac dic tinh nay.

Cu thé, do dugc phdm theo séng ché chira hoat chét 13 din xuit glucagon c6 diém
ddng dién dugc bién dbi khac v6i diém ding dién ctia glucagon tu nhién, nén duogc pham
theo sang ché ¢6 do hoa tan va/hodc do 4n dinh cao & didu kién pH cia dung dich thude
thu dugc, do d6 dugce p‘hém theo sang ché ¢6 thé dugc st dung hitu hiéu trong bao ché
ché phim glucagon dn dinh dé diéu tri cac bénh mong mudn bao gbm hdi ching ting

insulin mau bam sinh, hdi ching ha dudng méau, hodc hoi chimg chuyén héa.

Lién quan dén dugc phim phdng ngira hoic didu tri hoi ching chuyén héa, hoic
phuong phép phong ngira hodc didu tri hoi ching chuyén hoa, dwoc phim c6 thé con
chira hop chit hodc hoat chét khéc ¢ hoat tinh diéu tri hoi chimg chuyén héa, va phuong

phap didu tri c6 thé con bao gdom budce sir dung hop chat hodc hoat chat néu trén.

Vi du v& hop chét hoic hoat chét khac ¢6 hoat tinh diéu tri héi ching chuyén héa
dé str dung két hop trong ché phdm theo séng ché c6 thé bao gdm peptit kich thich sén
sinh insulin, chét chu van thu thé peptit tuong tu glucagon-1, chit cha van thu thé leptin,
chét @rc ché dipeptidyl peptidaza, chét dbi khang thu thé Y5, chat dbi khang thu thé
hormon tich tu melanin, chat chi van thu thé Y2/4, chét chi van thu thé melanocortin 3/4,
chét wre ché lipaza da day/tuy, chét chu vén thu thé 5-hydroxytryptamin 2C (SHT2C), chat
chii vén thu thé B3A, chét chi van thu thé amylin, chat d6i khang ghrelin, chét déi khang
thu thé ghrelin, chét chu van thu thé alpha dugc hoat héa boi chét ting sinh peroxisom,
chat cha van thu thé delta duoc hoat héa bsi chét ting sinh peroxisom, chit chu vén thu
thé Farnesoid X, chét ¢rc ché axetyl-CoA carboxylaza, peptit YY, cholecystokinin, xenin,
glicentin, obestatin, secretin, nesfatin, insulin, va peptit kich thich san sinh insulin phu
thude glucoza, nhung khong chi giéi han 6. Ngodi ra, toan bd céc thubc hitu higu dé diéu

tri bénh béo phi va céc thudc ¢6 hoat tinh e ché tinh trang viém gan va xo gan ¢ thé
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dugc st dung.

Cu thé 13, peptit kich thich san sinh insulin c6 thé 12 dugc chon tir nhém bao gdm
peptit tuong tu glucagon-1, exendin-3, exendin-4, chét chu vén, dan xuft, manh chirc

ning, bién thé, va to hop cta ching.

Cu thé hon, peptit kich thich san sinh insulin cé thé 12 din xuét peptit kich thich
sin sinh insulin trong d6 gdc histidin & du tdn cing N cia peptit kich thich san sinh
insulin dwoc thé bang gbc chic duge chon tir nhém bao gbm desamino-histidyl,
N-dimetyl-histidyl, B-hydroxy imidazopropionyl, 4-imidazoaxetyl, va [-carboxy
imidazopropionyl, nhung khong chi gi6i han & céc gbc nay. Cu thé, peptit kich thich san

sinh insulin c6 thé 14 GLP-1, exendin-3, hoic exendin-4.

Tham chi cu thé hon, peptit kich thich san sinh insulin c6 thé 14 duge chon tir
nhom bao gf)m exendin-4 ti nhién; din xuét exendin-4 trong d6 nhém amin & dau tan
cung N ctia exendin-4 dugc loai bo; din xuét exendin-4 trong d6 nhém amin & dau tan
cung N cua exendin-4 duoc thé bang nhém hydroxyl; dan xuit exendin-4 trong d6 nhém
amin & ddu tin cing N cta exendin-4 dugc cai bién bang nhom dimetyl; dan xudt
exendin-4 trong d6 cacbon a cla axit amin thir nhAt histidin ciia exendin-4 dugc loai bo;
din xuét exendin-4 trong d6 axit amin lysin & vi tri s6 12 cua exendin-4 dugc thé bing
serin, va din xuét exendin-4 trong do axit amin lysin & vi tri s6 12 cta exendin-4 dugc

thé bing arginin, nhung khong chi giéi han & céc peptit nay.

Dong thoi, peptit kich thich san sinh insulin khac hodc thé tiép hop tac dung kéo
dai chira peptit nay duoc mod ta trong Don Patent Hoa Ky 56 2010-0105877 duoc két hop
vao sang ché bang cach vién din, nhung khong chi gidi han & cac peptit va thé tiép hop

nay.

Ngodi ra, peptit kich thich san sinh insulin ¢6 thé 1a & dang thé tiép hop chua goc
peptit, chira trinh tyr axit amin cua peptit kich thich san sinh insulin néu trén, va gbc hop
chét tuong thich sinh hoc dugc lién két véi gbe peptit, nhung khong chi giéi han & cac
 peptit nay. Cu thé 13, khéc biét & chd, gbc peptit chira trinh tw axit amin cua peptit kich
thich san sinh insulin 13 gbc peptit & dang thé tiép hop dugc lién két cong hoéa tri véi goc
h@ chét tuong thich sinh hoc théng qua gbc lién két, nhung khong chi gidi han & cac gbce

peptit nay. Thé tiép hop cta peptit kich thich san sinh insulin c6 thé 14 thé tiép hop tac
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dung kéo dai, va cac thuét ngft lién quan dén dang bao ché tac dung kéo dai dugc md ta

tuong tu néu trén.

Péi v6i toan bd cac ddu hiéu lién quan dén thé tiép hop, cu thé, gbc hop chat
tuong thich sinh hoc (Fc cta globulin mién dich) va gdc lién két (vi du polyme khong
peptit), toan by ndi dung md ta néu trén s& dugc ap dung. Vi du, gbc lién két c6 thé 13 gbe
lién két duoc lién két trong Ung voi gbc peptit va gbc hop chét tuong thich sinh hoc
théng qua céc lién két cdng héa tri, dugc tao ra tuong mg khi mot d4u cla géc lién két
duge phan tng v6i nhém amin hodc nhém thiol cia gbc hop chét turong thich sinh hoc
trong khi dAu con lai cua gbe lién két dugc phan (mg v6i nhém amin hodc nhém thiol cia

gbc peptit.

Theo phuong an cu thé, mot ddu cia gde lién két khong peptit co thé phan tmg véi.
nhém amin hodc nhém thiol ciia ving Fc cia globulin mién dich trong khi dau con lai
ctia gbc lién két phan mg v6i nhém amin hodc nhém thiol cla peptit kich thich sdn sinh

insulin va nhd d6 twong tng tao ra lién két cong hoa tri.

Theo phuong én uu tién hon, ché pham hodc phuong phong ngira hodc didu tri hoi
chimg chuyén héa néu trén ¢ thé 1a ché phdm hoic phuong phép chira hodc st dung
peptit chira trinh ty axit amin ¢6 cong thirc chung 2 hodc thé tiép hop gbc hop chét trong
thich sinh hoc duoc lién két cong héa tri véi peptit, nhung khéng chi gidi han & cac peptit

va thé tiép hop nay.

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-8-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X21-F-V-X24-W-L-M-
N-T-X30 (cong thtrc chung 2, SEQ ID NO.46)

trong d6, trong cong thirc chung 2, X7 1a threonin, valin, hodc cystein; X10 1a
tyrosin hogc cystein; X12 1a lysin hodc cystein; X15 la axit aspartic hodc cystein; X16 1a
axit glutamic hodc serin; X17 1a lysin hodc arginin; X20 1a glutamin hodc lysin; X21 1a
axit aspartic hodc axit glutamic; X24 1a valin hodc glutamin; va X30 1a cystein, hozc véng

mat.

Peptit theo phuong an cu thé néu trén, khi trinh tu axit amin c6 cong thirc chung 2
14 giéng hét nhu trinh tu bt ki trong s6 c4c trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.19, SEQ
ID NO.33, SEQ ID NO.49, va SEQ ID NO.50, thi toan b hoic mot doan cia cac peptit

52



48946 53/100

nay ¢6 thé duoc loai trir.

Cu thé hon, dugce phdm nay cé thé chua ca (i) thé tiép hop chia gbc peptit chira -
trinh tr axit amin SEQ ID NO.37, va gbc hop chit twong thich sinh hoc dugc lién két
cOng hoa tri v6i gbc peptit; va (ii) thé tiép hop chira gbc imidazo-axetyl exendin-4 trong
d6 carbon o ctia axit amin thir nhét histidin ciia exendin-4 dugc loai b6 va gbc hop chét
tuong thich sinh hoc dugc lién két cong héa tri véi gbc imidazo-axetyl exendin-4.
Tham chi cu thé hon, gbc peptit chira trinh ty axit amin SEQ ID NO.37 va gbe
imidazo-axetyl exendin-4 c6 thé duoc lién két vai cac gbe hop chét twong thich sinh hoc
tuong Gng cta chung thoéng qua gbc lién két, nhung khong chi gidi han & cac thé tiép hop

nay.

Liéu st dung ciia hgp chit hoic hoat chét khac c6 hoat tinh didu tri hoi chimg
chuyén héa, dic biét 1a thé tiép hop trong d6 peptit kich thich san sinh insulin dugc lién
két voi gbe hop chét twong thich sinh hoc, ¢6 thé ndm trong khoang tir 0,0001 ug dén 500

mg/ikg trong lwong co thé ctia d6i tirong bi bénh, nhung khong chi gidi han &.

Ngoai ra, dugc phém theo sang ché c6 thé chira cac hoat chit néu trén dé sir dung
Kkét hop, tic 1a, hop chit hoic hoat chét khéac c6 hoat tinh diéu tri hoi chimg chuyén hoa
va din xult glucagon hogc thé tiép hop chira dan xuét nay (hoic mdi thanh phin trong s6
c4c hoat chit néu trén dé sir dung két hop), & ham hrong ndm trong khoang tr 0,01% dén

99% (khéi lugng/thé tich).

Béng thoi, theo mot khia canh, hgp chit hodc hoat chit khac co hoat tinh diéu tri
hoi chimg chuyén héa va din xuét glucagon hodc thé tiép hop chira dan xuét nay, dic biét
14 thé tiép hop & d6 gbc hop chét tuong thich sinh hoc dugc lién két v6i peptit kich thich
san sinh insulin (vi du thé tiép hop peptit kich thich san sinh insulin-PEG-IgFc) va thé
tiép hop & d6 gbc hop chét tuong thich sinh hoc duoc lién két véi dan xuit glicagon cé
thé dugc st dung & ty 16 nim trong khoang tir 1:0,01 dén 1:50, nhung khong chi gi6i han

0.

Theo mot khia canh khéac, sang ché dé xuat kit chira din xuat glucagon hodc thé
tiép hop chtra dan xuat nay, va cu thé sang che de xuat kit phong ngira hodc diéu tri hoi
chimg tang insulin méu bam sinh, hdi chimg ha duong méau, hodc hoi chimg chuyen héa

bao gbm dan xuit glucagon hodc thé tiép hop chira din xuét nay.
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Dan xuét glucagon, hoic thé tiép hop chira din xuét nay, hoi ching ting insulin
méu bm sinh, hoi chimg ha dudng méu, hoi chimg chuyén hoéa, phuong phép phong
ngira, hodc phuong phéap diéu tri 1 twong tu nhu néu trén. Cac loai hoat chit c6 thé con
dugc chira trong kit theo sang ché c6 thé bao gdm toan bo cac hoat chét c6 thé dugc chia

~ trong ché pham md ta néu trén.

Cu thé, khi kit 13 kit phong ngira hodc diéu tri hoi chimg chuyén héa, thi kit ndy co
thé chtra ca (i) din xudt glucagon, dic biét 1a peptit chira trinh tu axit amin cO cong thirc
chung 1 hodc 2, hoic thé tiép hop chira din xuat nay, va (i) peptit kich thich san sinh
insulin, cu thé GLP-1, exendin-3, exendin-4, hodc din xuét caa nd, hodc thé tiép hop

chira peptit ndy, nhung khoéng chi gidi han & cac hoat chét nay.
Theo mot khia canh khac, sdng ché d2 xuht din xuét glucagon.
Dén xuit glucagon 1a twong ty nhu mo ta néu trén.

Cu thé hon, khac biét & chd din xudt nay 1a peptit phan 1ap chira trinh tu axit amin
¢6 cong thire chung 1 (SEQ ID NO.45) md ta néu trén. D4i v6i phan giai thich va t6 hop
- lién quan dén peptit phan 1ap chira trinh tir axit amin ¢ cong thic chung 1, toan b cac

ndi dung mo ta néu trén s& duge 4p dung.

Khac biét & chd dan xuét nay 13 peptit phan 14p chira trinh ty axit amin nhu néu

trong cbng thirc chung 2.

Y-Aib-QGTF-X7-SD-X10-S-X12-Y-L-X15-X16-X17-R-A-X20-X2 1-F-V-X24-W-L-M-
N-T-X30 (cong thirc chung 2, SEQ ID NO.46)

trong d6, trong cong thic chung 2, X7 1a threonin, valin, hodc cystein; X10 1a
tyrosin hodc cystein; X12 14 lysin hodc cystein; X15 la axit aspartic hodc cystein; X16 la
axit glutamic hoic serin; X17 12 lysin hodc arginin; X20 la glutamin hodc lysin; X21 Ia
axit aspartic hoic axit glutamic; X24 13 valin hogc glutamin; va X30 la cystein, hodc vang

mat.

Khi trinh tir axit amin c6 cong thic chung 2 1a gidng hét nhu trinh tu bét ky trong
sb cac trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.49, va SEQ
1D NO.50, thi trinh tu axit amin nay co thé duoc loai trir.
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Cu thé hon, trong peptit chira trinh tw axit amin c¢6 cong thirc chung 2, X16 ¢6 thé
12 axit glutamic, X20 c6 thé 13 lysin, va céac chudi mach bén ctia X16 va X20 may tao ra

vong lactam, nhung khong chi giéi han & cdc axit amin nay.

Ngoai ra, dau tin cing C clia peptit chira trinh tu axit amin c6 cong thirc chung 2

co Vthé 13 amit héa hogic khong duoc cai bién, nhung khong chi gidi han & phuong 4n nay.

Ngoai ra, peptit co thé 12 din xuét glucagon c6 kha ning hoat héa thu thé glucagon,

nhung khong chi gidi han & dic tinh nay.

. Cu thé hon, peptit cé thé bao gbém trinh tir axit amin dugc chon tir nhém bao gbm
SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.15, va SEQ ID NO.36 dén SEQ ID NO.44,

nhung khéng chi gidi han & céc trinh tu nay.

Theo mdét khia canh khéc, sang ché dé xuét polynucleotit phan 14p ma hoa dan
xuat glucagon ndy, vecto chira polynucleotit nay, va t& bao phan lap chtra polynucleotit

hodc vecto nay.
Dén xuét glucagon 13 twong ty nhur md ta néu trén.

Cu thé 13, din xult ndy c6 thé 13 peptit phan 14p chira trinh tr axit amin ¢ cong
thirc chung 1 (SEQ ID NO.45) md ta néu trén. Péi véi phan gidi thich va t hop lién quan
dén peptit phan 14p chta trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 1, toan bo cac ndi dung
mé ta néu trén s& dugc ap dung. Ngoai ra, cu thé 13, dAn xuét nay c6 thé 12 peptit phan 1ap
chtra trinh tu axit amin cé cdng thirc chung 2 (SEQ ID NO.46) md ta néu trén. Dbi v6i
phan giai thich va t6 hop lién quan dén peptit phan 14p chua trinh ty axit amin ¢ cong

thirc chung 2, toan bd cac ndi dung md ta néu trén s€ duge ap dung.

Thudt ngir “do tuong ddng” dugc st dung trong ban md ta dé chi do twong dong
trinh tu v6i trinh ty axit amin thé dai hodc trinh tu nucleotit thé dai, va do tuong déng cd
thé duge so sanh bing mit thuong hodc bang céch sir dung chirong trinh méy tinh ¢6 ban
trén thi trudng. Bing cach st dung chuong trinh méy tinh c6 ban trén thi truong, do
tuong déng gitta hai hodc nhiéu trinh tu c6 thé dugc biéu dién dudi dang ty 1€ phén tram-
(%), va d0 trong ddng (%) gitta cAc trinh tur lién ké ¢6 thé dugc tinh ton.

Thuét ngt “vecto tai t5 hop” duoc sir dung trong ban md ta dé chi chu tric ADN
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bao gdm trinh ty cia polynucleotit ma héa peptit dich, vi du dan xuét glucagon, duoc lién
Kkét didu khidn voi trinh tr didu hoa thich hop dé cho phép biéu hién peptit dich, vi du dan

xuét glucagon, trong té bao vat chi.

Trinh tu diéu hoa bao gdm ving khéi d4u c6 kha ning hoat hoa phién ma, trinh tu
didu khidn bt ky dé didu hoa phién m, trinh ty md héa mién gin két ARN thong tin
ribosom thich hop, va trinh tir didu hoa két thic phién ma va dich ma. Vecto téi t6 hop,
sau khi duoc bién nap vao t& bao vat chii thich hop, ¢6 thé dugc tai ban hodc khong phu -
thudc vao chitc ning cua bd gen cla vat chi, hodc ¢ thé dugc tich hop vao bd gen cla

chinh vat cha.

Vecto tai td hop duge st dung trong sang ché khong bi gidi han cu thé mién 1a
vecto nay c6 kha nidng tai ban tfon.g t& bao vat chi, va vecto nay cd thé dugc thiét ké
bing cach sir dung vecto bét ky da biét trong linh vire ndy. Vi du vé vecto thuong duge
st dung cé thé bao gém plasmit ty nhién hodc plasmit tai tb hop, cosmit, virut, va thuc
khuén thé. Cac vecto duoc st dung trong sang ché ¢6 thé 12 vecto bidu hién bt ky di biét

trong iinh vure nay.

Vecto tai to hop duoe st dung dé chuyén gen té bao vat chu dé san xuét cac dan
xuit glucagon theo sang ché. Ngoai ra, cac té bao chuyén gen nay c6 thé duge s dung dé
khuéch dai cac manh axit nucleic va vecto, hodc ¢ thé 14 t€ bao hodc dong € bao ducc
nudi cdy dugce sit dung trong qué trinh san xudt tai td hop cac dan xuit glucagon theo

sang ché.

Thuét ngtt “chuyén gen” dugc st dung trong ban mo ta dé chi qua trinh dua vecto
t4i t6 hop chita polynucleotit m& héa protein dich vao t€ bao vt chl, nhd d6 cho phép
biéu hién protein mi héa boi polynucleotit trong té bao vat chi. Dbi v6i polynucleotit -
duoc bién nap, khong quan trong 1a polynucelotit nay duge chén vao va nim trong nhiém
' she thé ciia té bao vat chi hay nim ngoai nhidm séc thé, mién 12 polynucelotit nay c6 thé
duoc biéu hién trong t& bao vat chu, va ca hai truong hop ciing nim trong pham vi cla

sang ché.

Ngoai ra, polynucleotit bao gdbm ADN va ARN mai héa protein dich. Polynucleotit
¢6 thé duoc chén & dang bt ky mién 1a polynucleotit niy c6 thé duge dua vao va biu

hién trong t€ bao vat chu. Vi duy, polynucleotit ¢d thé duogc dua vao té bao vét chu & dang
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cat-xet biéu hién, 13 gen cAu tric bao gE‘)m toan bd cac doan thiét yéu cAn dé tu biéu hién.
Cat-xet biéu hién c6 thé bao gébm ving khoi diu dugc lién két didu khién véi
polynucleotit, tin hiéu két thic phi€n ma, mién gin két ribosom, va tin hiéu két thuc dich
ma. Cat-xet bidu hién c6 thé 1a & dang vecto biéu hién c6 thé tr tai ban. Ngoai ra,
polynucleotit ¢6 thé duoc dua nguyén ven vao té bao vat chu va dugc lién két didu khién
v6i trinh tu thiét yéu dé biéu hién trong té bao vat chi, nhung khong chi giéi han &

phuong 4n nay.

Ngodi ra, thudt nglt “duoc lién két dicu khién” dugc su dung trong badn mo ta dé
chi két ndi chic ning gitta trinh ty ving khoi dau, hoat héa va dicu hoa phién ma

polynucleotit md hda peptit dich theo sang ché, va trinh tu gen néu trén.

Vat chu thich hop dugc st dung trong sang ché khong bi giéi han cu thé mién I3
vat chi nay c6 thé biéu hién polynucleotit theo sang ché. Vi du v& vat chu thich hop ¢6
thé bao gdm vi khuin thudc chi Escherichia, nhu E. coli; vi khuan thudc chi Bacillus,
nhu Bacillus subtilis; vi khun thudc chi Pseudomonas, nhu Pseudomonas putida; nm
men, nhu Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, va Schizosaccharomyces pombe, té
bio con tring, nhu Spodoptera frugiperda (S9), va té bao dong vat, nhu CHO, COS, va
BSC.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét thé tiép hop phan 1ap trong d6 dan xuét
glucagon dugc lién két véi gbe hop chat tuong thich sinh hoc ¢6 thé 1am tang thoi gian
ban thai in vivo cia dan xudt glucagon. Thé tiép hop c6 thé 12 thé tiép hop tac dung kéo
dai.

Cu thé 13, sang ché dé xuét thé tiép hop phan lap chira gbc peptit va gbc hop chét

tuong thich sinh hoc, va gbc peptit ¢ trinh ty axit amin trong tw nhu trinh ty axit amin
¢ cdng thitc chung 1 hodc 2, hodc peptit chira trinh ty axit amin tuong tu.

Lién quan dén din xut glucagon, trinh ty axit amin c6 cong thirc chung 1 hodc 2,
gbc hop chét twong thich sinh hoc, va chu tric cua thé tiép hop, toan bd cac phin mo6 ta

néu trén dugc &p dung

Cu thé 13, din xuit ndy c6 thé 12 peptit phan 14p chia trinh ty axit amin c6 cong
thire chung 1 (SEQ ID NO.45) md ta néu trén. D8i voi déu hiéu va tb hop lién quan dén
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peptit phan 18p chira trinh ty axit amin c¢6 cong thirc chung 1, toan bd cac phan md ta néu

trén dugc ap dung

Ngoai ra, cu thé 13, din xult ndy c6 thé 12 peptit phan 14p chira trinh tyr axit amin
¢6 cong thirc chung 2 (SEQ ID NO.46) md ta néu trén. Dbi voi déu hiéu va t6 hop lién
quan dén peptit phan 14p chira trinh tu axit amin c6 cong thirc chung 2, toan b cac phin

mo ta néu trén dugc ap dung

Cu thé 13, gbc hop chét twong thich sinh hoc ¢6 thé 12 dugc chon tir nhém bao gdm
polyme, axit béo, cholesterol, albumin va manh chirc nang cia n6, hop chét gin két
albumin, polyme chira cic don vi ldp lai bao g@)m cac trinh tir axit amin ddc hi€u, khéng
thd, manh khang thé, hop chit gén két thy thé Fc méi sinh, md lién két in vivo hodc din -
xaht clia nd, nucleotit, fibronectin, transferrin, sacarit, heparin, va elastin, nhing khéng
chi giéi han &. Cu thé, polyme c6 thé 13 dugc chon tir nhém bao gbm polyetylen glycol,
polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu da chtc duge
polyoxyetyl hda, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme co6 thé
phan hiy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va tb hop cia

chting, nhung khong chi giéi han & cac hop chat nay.

Cu thé hon, hop chét gin két thu thé Fc méi sinh c6 thé 1a polypeptit chira ving Fc
ciia globulin mién dich, nhung khong chi gi6i han 6. Phin mb ta twong tu lién quan dén

ving Fc ctia globulin mién dich 14 cling dugc ap dung cho khia canh nay.

Thé tiép hop phan 1ap ¢ thé 14 thé tiép hop trong d6 gbc din xudt glucagon, dic
biét 12 gbc peptit chira trinh ty axit amin ctia peptit dan xuét glucagon, va gbe hop chat
twong thich sinh hoc dugc lién két v6i nhau thong qua gbc lién két. Phdn mo A tuong tu

lién quan dén gbc lién két 12 cling duoc 4p dung cho khia canh nay.

Ngoai ra, gbc dan xuét glucagon, dic biét 1a gbc peptit chira trinh ti axit amin cla
peptit dan xuét glucagon, c6 thé duoc lién két véi gbe hop chét twong thich sinh hoc by
gbc lién két duoc chon tr nhém bao gbm polyetylen glycol, polypropylen glycol,
copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu da chic dugc polyoxyetyl hda, ruqu
" polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan hiy sinh hge,
nhu axit polylactic va axit polylactic-glycolic, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, axit

béo, polyme, hop chéat khéi luong phén tir thip, nucleotit, va tb hop clia ching, nhung
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khong chi gii han & cac goc nay.

Ngoai ra, gbc hop chét twong thich sinh hoc ¢6 thé 13 hop chét gin két thu thé Fc
mdi sinh, va peptit phan 14p c6 thé dugc lién két véi gbc hop chat tuong thich sinh hoc by
gbc lién két peptit hoic gbc lién két khong peptit dugc chon tir nhém bao gbém
polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu da
chire duge polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete,
polyme cd thé phéan hity sinh hoc, nhu axit polylactic va axit polylactic-glycolic, polyme

lipit, kitin, axit hyaluronic, va t6 hop ctia ching, nhung khdng chi gidi han & cac gbc nay.

Cu thé, hop chit gin két thu thé Fc méi sinh c6 thé 13 polypeptit chira vimg Fc cia
globulin mién dich va gbc lién két co thé 1a polyetylen glycol, nhung khong chi gidi han

& cac goc nay.

Ngoai ra, gbc lién két c6 the 1a goc lién két duoc lién ket véi goc cystein cta dan

xuét glucagon, nhung khong chi gii han & cac gbc nay.

Ngodi ra, gbe lidn két ¢6 thé 1a gbe lién két duoc lisn két twrong g v6i din xudt
glucagon va gbc hop chat twong thich sinh hoc thong qua céc lién két cong hoéa tri, duge
tao ra twong Ung khi mét dau cua gbc lién két duge phan Umg voi nhém amin hodc nhém

‘thiol cua gbc hop chat trong thich sinh hoc trong khi dAu con lai cia gde lién két dugc
phan ng voi1 nhém.amin hoiic nhém thiol ctia gbc peptit, nhung khong chi gidi han & cac

goc nay.

Sang ché ciing mé ta phuong phép phong ngilra hodc diéu tri hoi chimg ting
insulin m4u bam sinh, hdi chimg ha dudng mau hodc hdi chimng chuyén héa, bao gbm
bude sit dung din xudt glucagon, thé tiép hop chira din xuit niy, hodc ché pham chira

ching cho déi tuong.

Dan xuét glucagon, thé tiép hop chira din xult nay, ché phim chira ching, hoi
chimg tang insulin mau bim sinh, hoi ching ha dudng mau, hoi ching chuyén hoa,

phong ngira, va diéu tri 1a twong tu nhu néu trén.

Trong sang ché, thuit ngit “dbi tugng” dugc st dung trong ban mo ta dé chi dbi
teong duoc chudn doan bi hoi chiing ting insulin méu bdm sinh, hdi chimg ha duong

mau hodc hdi chiing chuyén héa, tirc 1a dong vat c6 vi bao gém nguoi, chudt nhét, va gia
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sic cb hoi ching ting insulin méau bam sinh, hdi chimg ha dudng mau, hodc hdi chimg
chuyén héa hodc c¢6 nguy co bi hdi chimg ting insulin mau bam sinh, hdi ching ha
dudng mau, hodc hoi chung chuyén hoéa. Tuy nhién, dbi tugng bét ky cin didu tri bang
dAn xuét glucagon theo séng ché hoic ché phim chira dAn xuét nay cling nim trong pham
vi ctia sang ché, nhung khong chi giéi han & cac déi trong nay. Hon nita d6i twong duge
chuén do4n bi hoi chiing ting insulin mau bam sinh, héi chimg ha dudng mau, hoic bénh
béo phi c6 thé duoc didu tri hitu hiu bing cich sit dung duoc phim chita dan xudt
glucagon theo sang ché. Hdi ching ting insulin mau bam sinh, hoi chimg ha dudng mau,

va bénh béo phi 1a twong tu nhu néu trén.

Phuong phép theo sang ché c6 thé bao gdm bude st dung dugc pham chira peptit
& luong dugc dung. Lidu hang ngay tong s6 can dugc xac dinh trong phac dd diéu tri
thich hop véi chuyén gia y té, va dugc st dung mot hodc nhiéu 1n trong cac lidu chia.
Lién quan dén céc muc dich theo séng ché, t&t hon néu lidu hitu hidu cu thé déi voi dbi
tegng bi bénh cu thé bt ky co thé duoc 4p dung khac nhau, phu thudc vao cac yéu td
khéc nhau d3 biét trong linh vuc ndy, bao gdm loai va mirc d0 ctia dép tng can dat dugc, -
ché phim cu thé c6 chira hoat chit khac hay khéng tiy y duge sir dung hay khéng, do
tudi, trong luong co thé, tinh trang strc khée chung, gidi tinh va ché d6 dinh dudng cla
d6i tuong bi bénh, thdi gian sit dung va dudng dua thube, toe dd thai trir cia ché pham,
thoi gian diu tri, cac duge chit khéc duoc sit dung két hop hodc ddng thoi véi ché pham

theo sang ché, va cac yéu td twong tu di biét trong linh vuc nay.

Ddng thoi, phuong phap phong ngira hodc diéu tri hoi chimg chuyén héa co thé 13
14 phuong phép st dung két hop sir dung con chira it nhit mot hop chit hoic hoat chét ¢
hoat tinh diéu tri hoi ching chuyén héa, mic du phuong phap nay khong bi gidi han cu

thé & phuong 4n nay.

Thuét nglt “su dung két hop” dugc st dung trong ban mo ta dé chi phuong phép
str dung ddng thoi, riéng 1€, hodc luan phién. Khi sir dung la sir dung ludn phién hodc
riéng ré&, thi khoang thoi gian d8 sir dung hoat chat thit hai phai 1a khoang thoi gian khong

1am mét tac dung c6 loi ctia viée st dung ket hop.

Séang ché cling mo ta viéc sir dung dan xuét glucagon hodc thé tiép hop phéan 13p

hodc ché phadm trong sin xuit thubc (hodc dugc phidm) phong ngira hodc didu tri hoi

60



48946 61/100

chirg tang insulin mau bam sinh, hoi chimg ha dudng méau, hodc héi chimg chuyén héa.

Din xuit glucagon, thé tiép hop phén 1ap, ché phdm, hdi chimg ting insulin mau

bém sinh, hoi chimg ha duong mau, va hdi chirng chuyén héa 13 turong tu nhu néu trén.
Vi du thwc hién sdng ché

Sang ché s& duge md ta chi tiét hon thong qua céac vi du sau. Tuy nhién cic vi du

nay chi nhim muc dich minh hoa chira khong giéi han pham vi cua sang ché.
Vi dy 1: San xuét dong té bao biéu hién dép tmg AMP mach vong véi glucagon

Phan tng PCR dugc thuc hién bing cach st dung ving tuong tng véi khung doc.
mi m& (ORF) trong ADN bd sung (OriGene Technologies, Inc., USA) clia khudn 1a gen.
thu thé glucagon clia ngudi cing voi doan mdi xudi va doan mdi nguge dudi ddy (twrong

tmg 12 SEQ ID NO.47 va SEQ ID NO.48), chira mdi vi tri giéi han EcoRI va Xhol .

Cu thé, phan tmg PCR dugc thye hién trong tbng cong 30 chu trinh trong cac didu
kién sau: bién tinh & nhiét do 95°C trong 60 gidy, gan mdi ¢ nhiét do 55°C trong 60 gidy,
va khuéch dai & nhiét d6 68°C trong 30 gidy. CAc san phim PCR duoc khuéch dai duge

- dién di trén gel agaroza 1,0% va thu duoc bang c6 kich c& 450bp bang cach rira giai.
Poan mdi xudi (SEQ ID NO.47):
5’-CAGCGACACCGACCGTCCCCCCGTACTTAAGGCC-3’

Poan mdi ngugc (SEQ ID NO.48):
5"~CTAACCGACTCTCGGGGAAGACTGAGCTCGCC-3’

San phim PCR dugc tach dong vao vecto biéu hién té bio dong vt dd biet,

x0GC/dhfr, dé thu dugc vecto téi td hop x0GC/GCGR.

Dong té bao CHO DG44 dugc nudi chy trong mdi truong DMEM/F12 (chtra 10%
FBS) duoc chuyén nhim véi vecto tai t& hop x0GC/GCGR bang cich si dung
Lipofectamin®, vad nudi cdy trong mdi trudng chon loc chia G418 (Img/ml) va
methotraxat (10 nM). Cac dong té bao don duge chon loc tir d6 bing phuong phép pha
lo2ng téi han, va dong té bao biéu hién dép tng AMP mach vong rit manh véi glucagon
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theo co ché phu thudc néng d6 duoc chon loc cudi cung tir do.

Vi du 2: Téng hop dan xuit glucagon

62/100

D& tdng hop cac din xuét glucagon with céc dic tinh vat ly dugc cai thién, trinh tu

axit amin cua glucagon tu nhién SEQ ID NO.1 dugc thé bang céc gbc axit amin cé dién

tich duong va dién tich 4m, va nh¢ d6 thu duoc cac dan xuit glucagon nhu dugc thé hién

trong Bang 1. Céc hoat tinh in vitro trong d8i dugc md ta dudi ddy duge do bang phuong

phéap dugc mo ta trong vi du 4.

Bang 1: C4c trinh ty axit amin cta glucagon tu nhién va cac dan xuat glucagon

Piém| BHoat tinh in vitro
SEQ iD NO Trinh tu pepit Tao vong ding| twong dbiso véi
dién | SEQ IDNO.1 (%)
SEQIDNO.1 | HSOGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT - 6,8 100
SEQ ID NO.2 | HSOGTFTSDYSKYLDCDRAQDFVQWLMNT - 4,56 0,6
—SEQ IDNO.3 | HSQGTFTSDYSKYLDCERAQDFVQWLMNT - 4,66 6,1
SEQ ID NO.4 | HSQGTFTSDYSKYLDSCDAQDFVQWLMNT - 413 <0,1
SEQ ID NO.5 | HSQGTFTSDYSKYLDSCEAQDFVQWLMNT - 422 0,3
SEQID NO.6 | HSQGTFTSDYSKYLDSCEADDFVQWLMNT - 4,03 <01
~SEQ ID NO.7 YSQOGTFTSDYSKYLDSCEADDFVQWLMNT - 3,71 <0,1
SEQ ID NO.8 | YXQGTFTSDYSKYLDSCDAQDFVQWLINT - 3,77 <0,1
SEQID NO9 | YXOGTFTSDYSKYLDSCDAQDEFVVWLINT - 3,77 <0,1
SEQ ID NO.10 | YXQGTFTSDYSKYLDSCDADDEFVVWLINT - 3;66 -<0,1
SEQ ID NO.11 | YXOGTFTSDYSKYLDEKCAKEFVQWLMNT - 4,78 4.6
SEQ ID NO.12 | YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNTC | vong dugc tao ra| 6,20 56,3
SEQ ID NO.12 | YXOGTFTSDYSCYLDSRRAQDFVQWLMNT - 4,43 5,2
SEQ ID NO.14 | YXQOGTFTSDYSKYLDCKRAKEFVQWLMNT - 8,12 18,1
SEQ ID NO.15 | YXOGTFTSDYSKYLCEKRAQDFVVWLMNT - 6,11 i,1
SEQID NO.16 | YXOGTFTSDYSKYLDCRRAQVFVQWLMRT - 9,11 42
SEQ ID NO.17 | YXOGTFTSDYSKYLDCVRAQDFVQWLMRT - 6,03 . 232
SEQ ID NO.18 YXQGTFTSDYSKYLDSRRACDFRLWLMNT - 8,15 <0,1
SEQ ID NO.19 | YXQGTFTSDYSKYLCEKRAKEFVQWLMNT |vong dugc taora) 8,12 12,1
SEQ ID NO.20 | YXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFVOQWLMNT |vong dugc tao ra 4,78 299,7
SEQ ID NG.21 | YXQGTFTSDYSKYLDEKCAKEFVQWLMNT |vong dugc taoraj 4,78 57,8
SEQ iD NO.22 | YXQGTFTSDYSKYLDEKRCKEFVQWLMNT |vong dugc taora| 6,20 147,8
SEQ ID NO.23 | YXQGTFTSDYSKYCDEKRAKEFVQWLMNT |vong dugc taora| 6,20 76,8
SEQ ID NO.24 | YXQGTFTSDYSKCLDEKRAKEFVQWLMNT |vong dugc tao ra| 6,21 58,0
SEQ ID NO.25 | YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKCFVQWLMNT |vong dugc taora| 8,12 46,9
SEQ ID NO.26 | WXQGTFTSDYSKYLDECRAKDFVQWLMNT |vong dugc tao ra| 4,68 1,0
SEQ ID NO.27 | YXQGTFVSDYSKYLDECRAKDFVQWLMNT |vong dugc tao ra| 4,68 93,6
SEQ ID NO.28 | WXQGTFVSDYSKYLDECRAKDFVQWLMNT |vong dugc tao ra 4,68 <0,1
SEQ ID NO.29 | YXQGTFTSDYSKCLDERRAKDFVQWLMNT |vong dugc taora| 6,15 61,3
SEQ ID NO.30 | WXQGTFTSDYSKCLDERRAKDFVQWLMNT |vong dugc tao ra| 4,44 0,3
SEQ ID NO.31 | YXQGTFTSDYSKYLDCKRAKEFVQWLMNT |vong dugc taora| 8,12 6,3
SEQ ID NO.32 | -SQGTFTSDYSKYLDECRAKEFVQWLMNT |vong dugc tao ra| 4,78 0,7
SEQ ID NO.33 | YXQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT - 6,04 108,2
SEQ ID NO.34 | WXQGTFTSDYSKYCDERRAKEFVQWLMNT |vong dugc tao ra| 6,21 0,2
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SEQ ID NO.35 | YXQGTFTSDYSKYCDERRAKEFVQWLMNT |vong dugc taora| 6,2 17,7
SEQ ID NO.36 | YXQGTFTSDCSKYLDERRAKEFVOWLMNT |vong dugc taora| 6,21 9,9

SEQ ID NO.37 | YXQGTFTSDYSKYLDERRAKEFVQWLMNTC | vong dugc taora| 6,21 2255
SEQ ID NO.38 | YXQGTFCSDYSKYLDERRAKEFVQWLMNT |vong dugc tao ra 6,15 167,3
SEQ ID NO.39 | YXQGTFVSDCSKYLDERRAKDFVQWLMNT |vong dugc taora) 6,15 37

SEQ ID NO.40 | YXQGTFVSDYSKYLDERRAKDFVQWLMNTC | vong dugc taora) 6,15 40,8
SEQ ID NO.41 | YXQGTFCSDYSKYLDERRAKDFVQWLMNT |vong dugc taoraj 6,03 452
SEQ ID NO.42 | YXQGTFCSDYSKYLDSRRAQDEVQOWLMNT - 6,03 37,9
SEQ ID NO.43 | YXQGTFTSDCSKYLDSRRAQDFVQWLMNT - 6,03 1,6

SEQ ID NO.44 | YXQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTC - 6,21 75,4

Trong céc trinh tu duge mod ta trong Bang 1, axit amin dugc ky hiéu bang X 12 axit
aminoisobutyric (Aib), 12 axit amin khéng c6 trong tir nhién; cac axit amin dugc gach
chan thé hién su tao vong lactam gitra cac chudi mach bén clia cic axit amin twong ung,
va ky hiéu “-” trong trinh tr axit amin ¢6 nghia la gbc axit amin khong c6 mat & vi tri
twong ng. Ngoai ra, frong cac hang lién quan dén tao vong, ky hiéu “-” cé nghia la vong

khong dugc tao ra trong cac trinh ty tuong ¥ng.
Vidu 3: Do diém dang dién cua cac dAn xuat glucagon

Dé do céc dic tinh vat Iy dugc cai thién cla cac dan xudt glucagon duoc téng hop
trong vi du 2, cdc diém déng dién duoc tinh toan dya trén céc trinh ty axit amin béng
cach st dung cong cu p/Mw (http.//expasy.org/tools/pi_tool.html; Gasteiger et al.,2003)

trong may chi ExPASy.

Nhu duge thé hién trong Bang 1, trong khi glucagon ty nhién ¢4 trinh ar axit amin-
nhu néu trong SEQ ID NO.I ¢6 diém déng dién bing 6,8, thi mdt s6 din xuit glucagon
theo sang ché co cac diém ding dién nam trong khoéang tir 4 dén 6. Do ¢6 cac diém ding
dién thdp hon hodc cao hon diém ding dién cla glucagon tir nhién, nén cac din xuét

" glucagon theo sang ché c6 thé c6 do hoa tan va dd on dinh cao hon & 49 pH trung tinh so

voi glucagon tu nhién.

Theo d6, khi dugc st dung dé diéu tri bénh mong mudn, nhw hoi ching ting
insulin mau bam sinh, hoi chirng ha dudng mau, v.v., thi cac dan xuit glucagon theo sang
ché ¢6 thé cii thién d tun thi ciia déi trong bi bénh, va ciing thich hop dé sir dung ket
hop vai cac hoat chét chbng béo phi hodc hoat chét chéng dai thdo dudng khac, do d6 cac
dan xudt glucagon theo sang ché c6 thé duge st dung hiru hiéu dé diéu tri hoi chimg ha
dudng mau va céc hdi chimg chuyén héa bao gdm bénh béo phi, bénh dai théo dudng,
bénh gan nhiém md khéng do rugu,, 61 loan m& méu, va bénh mach vanh.
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Vi du 4: Do hoat tinh AMP mach vong cua cac dan xuét glucagon

7 Hoat tinh cta cac din xuét glucagon dugc tbng hop trong vi du 2 dugce do trong
c4c dong té bao c6 cac thu thé glucagon cua ngudi dugc san xuét trong vi du 1. Cu thé 13,
dong té bao di dugc chuyén nhiém dugc nudi cly cép hai 3 dén 4 13n mot tuan, chuyén
vao dia 384 giéng & mat do bing 6x10° dong t& bao/giéng, va nudi chy trong 24 gid.
Glucagon tu nhién va cic dan xuat glucagon dugc tao hdn dich trong dung dich mubi
dém cén bang Hank (HBSS) chta 0,5mM 3-isobutyl-1-metylxanthin (IBMX), 0,1%
albumin huyét thanh bd (BSA), va 5mM axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonic
(HEPES) véi céc té bio nudi cdy, & ndng do tuong tmg bing 200nM va 1600nM, pha
loang lién tiép 10 14n & hé s6 pha lodng bang 4, phén tich bang kit dinh lrong AMP mach
vong (kit LANCE cAMP 384, PerkinElmer), va bd sung vio cac té bao nudi cdy, va mat
d6 huynh quang ctia chung dugc do. Khi do, mat do huynh quang cao nhit duoc thiét lap
béng 100%, sau do6 cac tri s6 ECsocia dan xuét glucagon dugc tinh todn dya trén mat dd
huynh quang va so sanh véi tri s6 ECs, cuia glucagon tu nhién. Céc két qua duogc thé hién

trong Bang 1.

Vi du 5: Didu ché thé tiép hop chira dan xuét glucagon va ving Fc ctia globulin
mién dich (thé tiép hop chira SEQ ID NO.12 hogc SEQ 1D NO.20-vung Fc ciia globulin

mién dich)

" Pé gén PEG c6 khéi lugng phan tir bang 10kDa va c6 nhém maleimit va nhém
aldehyt, trong ung & ca hai dAu (tc 13 “maleimit-PEG-aldehyt”, 10 kDa, NOF, Japan)
vao gbc cystein ciia din xuét glucagon (SEQ ID NO.12 hogc SEQ ID NO.20), cac din
xuit glucagon va maleimit-PEG-aldehyt duoc phan ung & ty 1€ mol nam trong khoang tir
1:1 dén 5, & ndng do protein nam trong khoang tr 3mg/mL dén 10mg/mL & nhiét 4§ thip
trong 1 dén 3 gio. Cu thé,' phan mg dugc thuc hién trong moi truong c6 bd sung
- isopropanol v&i ham luong nam trong khoang tir 20% dén 60%. Khi két thiic phan ung,
“cAc chét phan tng dugc dién di trén gel sepharoza SP HP (GE healthcare, USA) dé tinh

* ché c4c dAn xuit glucagon duge gan mono-PEG & goc cystein.

~ Sau do, cac dan xuét glucagon dugc gan mono-PEG dugc tinh ché va ving Fc cia
globulin mién dich duoc phéan ing & ty 18 mol nim trong khoang tir 1:2 dén 10, & ndng do

protein nam trong khoang tir 10mg/mL dén 50mg/mL & nhiét 4o nam trong khoang ti
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4°C dén 8°C trong 12 git dén 18 gid. Phan (ng dugc thuc hién trong mdi trudng trong d6
natri xyanoborohydrua (NaCNBHj3) va isopropanol v6i ham lugng nim trong khoang tir
20% dén 60% dugc bd sung vao dung dich dém canxi phosphat 100mM (d6 pH = 6,0). ‘
Khi két thic phan tng, cac chét phan tmg dugc nap vao cdt tinh ché butyl sepharoza FF
(GE healthcare, USA) va cot tinh ché Source ISO (GE healthcare, USA) dé tinh ché thé

tiép hop chira cac din xuét glucagon va ving Fe cia globulin mién dich.

Sau khi didu ché, do tinh khiét dugc phan tich bing phuong phap sic ky pha dao,
phuong phép sic ky loai ¢&, va phuong phép sic ky trao ddi ion 1a bang 95% hoic cao

hon.

Cu thé, thé tiép hop trong d6 din xuét glucagon cé trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.12 va viung Fc cua globulin mién dich duge lién két bing PEG dugc
goi 12 “thé tiép hop chira din xuét glucagon cé trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.12 v vang Fc ctia globulin mién dich”, “thé tiép hop tac dung kéo dai 6 trinh tyr axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.12” hoic “dain xuét tac dung kéo dai cé trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.12”, va cac thudt ngit nay co thé dugc st dung thay thé
cho nhau trong sang ché.

Cu thé, thé tiép hop trong d6 dan xuét glucagon c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.20 va vung Fc cia globulin mién dich duoc lién két bing PEG duge
goi 1a “thé tiép hop chta dan xuét glucagon c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
- NO.20 va vung Fc ctia globulin mién dich”, “thé tiép hop tac dung kéo dai c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.20” hodc “din xuét tic dung kéo dai c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.20”, va cac thuét ngt nay c6 thé duoc sir dung thay thé
cho nhau trong sang ché.

Vi du 6: Didu ché thé tiép hop chira din xuét exendin-4 va ving Fe cua globulin

mién dich

PEG c6 khéi lugng phén tir bang 3,4kDa va c6 nhom propicnaldehyt & ca hai dau,
tic 1a PEG 3,4k PropionALD (2), dugc phan tmg véi Lys cia CA exendin-4 bang cach
st dung imidazo-axetyl exendin-4 trong d6 cacbon alpha cua histidin & d4u tan cing N
dugc loai bd (CA exendin-4, AP, USA), va pic ddng phan & d4u tin cing (Lys27) gitta

hai pic Lys, phan ung nhanh va cach biét 10 rang voi dong phan dau tan cung N, dugc
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phan tach. Sau d6, phan tmg ghép cip duoc thuc hién bang cach sir dung chit ddng phan
peptit-PEG.

Phan tng ghép cdp duoc thuc hién bing cich cho peptit imidazo-axetyl
“exendin-4-PEG néu trén phan tng v6i ving Fc cua globulin mién dich & ty 1& mol bang
1:3, & ndng do protein tdng s6 bing 60mg/mL & nhiét d6 4°C trong 20 gid. Chat phan
{mg 13 K-P 100mM (40 pH = 6,0) va chit khir (SCB 20mM), dugc bd sung vao. Cac chat
phén ng ghép cdp dugc tinh ché bing hai cot tinh ché. Trudce tién, lugng 16n ving Fc
cta globulin mién dich khéng tham gia vao phan tng ghép cap dugc loai b6 bang cach sir
dung c6t SOURCE Q (XK-16mL, Amersham Biosciences). Khi 4p dung gradien n@)ng do
mudi bang cach str dung NaCl 1M trong Tris 20mM (d9 pH =7,5) s€ rlra giai ngay lap toc
vung Fc cia glubclin raién dich, c6 ¢6 4i luc gin két tuong d6i yéu, sau d6 1a rtra gidi
ngay exendin-4-Fc cda globulin nﬁén dich. Ving Fc cua globulin mién dich duoc loai bd
dén mirc d6 nhét dinh bing cot tinh ché so cép nay, tuy nhién qué trinh phan tach boan. -
toan khong dat dugc bang cot trao dbi ion do c6 khac biét mot chit veé & luc gén Kkét gitra
ving Fe cia giobulin mién dich va exendin-4-Fc cla globulin mién dich. Theo do, buéc
tinh ché thir cép duogc thuc hién bang cach st dung dic tinh ky nudc cta hai vat liéu khac
nhau. Mau dugc nap vao cot tinh ché so ce‘ip, duoc gén két véi SOURCE ISO (HR16 mL,
~ Amersham Biosciences) bing cach st dung Tris 20mM (d6 pH = 7,5) va amoni suifat
1,5M, va sau d6 dugc ria giai ddng thoi ndng do clia amoni sulfate dugc gidm tir tlr. Két
qua 13, vung Fc cta globulin mién dich, ¢6 ¢6 4i luc gin két yéu dbi vai cot HIC, dugce
rira giai trude tién, tiép theo mau exendin-4-Fc cia globulin mién dich, ¢6 4i luc gin két
manh v&i ddu tin cing dugc rira giai. Qua trinh phén tich ndy duge thyuc hién dé dang

hon cdt trao ddi ion do khéc biét 16n vé ddc tinh ky nude.
Cot: SOURCE Q (XK 16 mL, Amersham Biosciences).
Téc d6 dong: 2,0 mL/phiit.
Gradient: A0 ->25% 70 phut B (A: Tris 20mM, d6 pH = 7,5, B: A+ NaCl 1M).
Cot: SOURCE ISO (HR 16 mL, Amersham Biosciences).
Téc d6 dong: 7,0 mL/phtt.

Gradient: B 100 -> 0% 60 phtit B [A: Tris 20mM (d6 pH = 7.5), B: A + amoni
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sulfat 1,5M ((NH,),SO4)].

Thé tiép hop thu dugc, trong d6 dan xuét exendin-4 va ving Fc ctia globulin mién
dich dugc lién Két b?mg PEG, dugc goi la “dan xuit exendin-4 tac dung kéo dai”, hodc
“dan xuit exendin tic dung kéo dai” va céc thudt nglt nay cd thé dugc st dung thay thé

cho nhau trong sang ché.

Vi du 7: Didu ché thé tiép hop chia dan xuét glucagon va vung Fc cua globulin
mién dich (thé tiép hop chira SEQ ID NO.37-ving Fc ciia globulin mién dich).

Dé gin PEG c¢6 khéi lugng phan tr bang 10kDa va c6 nhém maleimit va nhém
aldehyt, trong Gmg & ca hai dau (tic 13 “maleimit-PEG-aldehyt”, 10 kDa, NOF, Japan)
vao gbc cystein cua din xuit glucagon (SEQ ID NO.37), cac dan xuit glucagon va
maleimit-PEG-aldehyt dugc phan tmg & ty 1€ mol nam trong khoang tr-1:1 dn 5, & ndng
dd protein nam trong khoang tr 3mg/mL dén 10mg/mL & nhiét do thip trong 1 dén 3 gio.
Cu thé, phan tng duge thuc hién trong moi trudéng cd bd sung isopropanol véi ham lugng

“nim trong khoang tir 20% dén 60%. Khi két thiic phan tng, cic chét phan g duoc dién
di trén gel sepharoza SP HP (GE healthcare, USA) @ tinh ché cac din xuit glucagon

dugc gan mono-PEG & goc cystein.

Sau d6, cac dan xuét glucagon dugc gin mono-PEG dugc tinh ché va ving Fc cla
globulin mién dich dugc phan Gmg & ty 1€ mot nam trong khoang tir 1:2 dén 10, & ndng do
protein nam trong khoang tir 10mg/mL dén 50mg/mL & nhiét do nim trong khoang tur
4°C dén 8°C trong 12 gio dén 18 gio. Phan tng dugc thuc hién trong moi trudng trong do
natﬁ xyanoborohydrua & ndng d6 nim trong khoang tir 10mM dén 50mM (chét khir,
NaCNBHj;) va isopropanol véi ham luong nam trong khoang tr 20% dén 60% dugc bd
sung vao dung dich d&ém canxi phosphat 100mM (d9 pH = 6,0). Khi két thiic phan mg,
cac chét phén ung dirgc nap vao cot tinh ché butyl sepharoza FF (GE healthcare, USA)
va cét tinh ché Source ISO (GE healthcare, USA) dé tinh ché thé tiép hop chtra cac dan

xuht glucagon va ving Fc cta globulin mién dich.

Sau khi diéu ché, d6 tinh khiét dugc phéan tich bang phuong phép sic ky pha ddo,
phuong phap sic ky loai ¢&, va phuong phap sic ky trao dbi ion 12 bang 95% hodc cao

hon.
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Cu thé, thé tiép hop trong d6 din xuét glucagon c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.37 va ving Fc cla globulin mién dich dugc lién két bang PEG dugc
goi 1a “th& tiép hop chira dan xut glucagon c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.37 va ving Fe cia globulin mién dich”, “thé tiép hop tac dung kéo dai c6 trinh tur axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.37” hodc “din xuét tic dung kéo dai co trinh tur axit
amin nhw néu trong SEQ ID NO.37”, va céc thust ngit ndy c6 the dugc sit dung thay thé

cho nhau trong sang ché.

Vi du thtr nghiém 1: Tac dung lam gidm trong lugng co thé trong cac-chudt cng
bi bénh béo phi do ché do dinh dudng nhidu chét béo

| Trong tht nghiém nay, cac chudt cbng bi bénh béo phi do ché d6 dinh dudng
nhidu chét béo, dugc st dung rong rai lam mo hinh ddng vat bi bénh béo phi, dugc su
dung. Cu thé 13, cac dong vat gam nhim thir nghiém duge cho &n ché d dinh dudng
nhiéu chét béo 12 cac md hinh dong vat dugce st dung phé bién nhét dé danh gi4 tac dung
12m giam trong luong co thé tién 14m sang cua cic hoat chét dién tri bénh béo phi va céc
mo hinh duogc thiét ké nhur sau. Khi cac chudt céng hodc chudt nhit binh thudng duge
cho an thitc an chin nudi cé ¢ ham lugng chat béo bang 60% trong 4 tudn (chudt cong) |
hodc 6 thang (chudt nhit), thi trong lugng co thd ctia cac chudt cong thir nghiém ting
khoang 600g va trong luong co thé cua cac chudt nhit thir nghiém ting khoang 55g so
véi trong luong co thé cua ching trudce khi duge cho 4n ché @0 dinh dudng nhidu chét
béo, va ndng do lipit trong mau ciing tdng, do dé thé hién tinh trang béo phi nhu & nguoi.
Trong luong co thé cia cac chudt cdng thir nghiém duge sir dung trong vi du thir nghiém
ndy truge khi tiém cac hoat chét thir nghiém bang khoang 600g. Cac chudt cbng thir
nghiém duogc nhdt riéng trong qué trinh thir nghiém va dugc cho ubng nuée dly du. Arh

sang khong duge cung cap tir 6 git chieu deén 6 gio sang.

Cac nhom thr nghiém dugc cho &n ché d6 dinh dudng giau chit béo bao gdm:
nhém 1 duge tiém ta duge dan thubc khong chira glucagon tac dung kéo dai (lidu luong:
2mL/kg; tiém 3 ngay mot 14n); nhom 2 dugc tiém dan xuit exendin tac dung kéo dai theo
vi du 6 & liéu lugng bang 3,3nmol/kg (tiém 3 ngay mot 14n); nhom 3 duge tiém dan xuit
tac dung kéo dai c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ 1D NO.12 & lidu lugng bing
1,6nmol/kg (tiém 3 ngay mot 14n); nhém 4 dugc tiém dan xuit tac dung kéo dai c6 trinh

tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 & lidu lrong bang 3,3nmol/kg (tiém 3 ngly
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mot lﬁ‘m); nhém 5 dugc tiém din xuét tac dung kéo dai c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.12 & lidu Iuong bing 6,6nmol/kg (tiém 3 ngay mot 1an); nhém 6 dugc tiém
din xuit exendin tac dung kéo dai theo vi du 6 & lidu luong béng 3,3nmol/kg + din xuét
tac dung kéo dai ¢ trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 & lidu lugng bing
-1,6nmol/kg (twong Ung tiém 3 ngay mot 14n); nhém 7 duoc tiém dan xuit exendin tac
dung kéo dii theo vi du 6 & lidu luong bing 3,3nmol/kg + din xuét tic dung kéo dai c6
trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 & lidu lugng bang 3,3nmol/kg (tuong
tmg tiém 3 ngay mot 14n); nhém 8 dugce tiém din xuét exendin tac dung kéo dai theo vi
du 6 & lidu lugng bing 3,3nmol/kg + dan xuét tac dung kéo dai c6 trinh tir axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.12 & lidu lugng bing 6,6nmol/kg (twong tmg tiém 3 ngay mot 14n);

nhém 9 duge cho n theo cip véi nhém 4; va nhém 10 duge cho an theo cap vGinhom 7.

Thir nghiém nay duoc két thac sau 15 ngay, va mac do thay dbi trong lugng co thé
clia cac chudt cdng thir nghiém trong mdi nhém duge do 3 ngay mot l4n trong qué trinh
thtr nghiém. Khi két thac thir nghiém, ham lugng chit béo & mang rudt treo va trong

lugng gan duge do bang phuong phédp gidi phiu. Phan tich thong ké dugc thue hién dé so
sanh gitta nhém dugce ti€m ta dugce (ta dugc din thuéc) va cac nhom thir nghiém ba“'mg,

phuong phap ANOVA mot chiéu.

Két qua dénh gi4 mirc do thay ddi trong lugng co thé, nhur dugc the hién trén Fig.1
cho thdy cdc nhém duge tiém riéng dAn xuAt exendin tac dung kéo dai hogc din xudt tac
dung kéo dai c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 c¢6 trong lugng co thé
giam -8% va tu -7% dén -22%, so v6i trude khi tiém cac hoat chét thtr nghiém, trong khi
d6 & cac nhém dugc tiém két hop din xuit exendin tc dung kéo dai va dan xuét tic dung
kéo dii ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12, tic dung lam giam trong -

lugng co thé cling dugc cai thién tir -22% dén -35%.

Ngoai ra, khi tic dung 1am gidm trong lugng co thé & nhom duogc tiém riéng dan
xudt tc dung kéo dai cé trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 va nhém duoc
tiém két hop dan xuét exendin tac dung kéo dai va dan xuét tac dung kéo dai c6 trinh tur
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 dugc so sanh tuong Umg vdi tac dung lam gidm
trong lugng co thé & nhém duoc cho in theo cdp, thi mic do khac biét tuong tng l1a
khoang -11% va khoang -17% cho thiy ring tac dung lam giam trong lugng co thé dugc

thé hién khi dugc tiém din xuét glucagon riéng hodc két hop, béi cac tac dung khéac vdi
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hép thu dinh dudng.

Tt 13, két qua thir nghiém cho thdy ring dan xuit glucagon tac dung kéo dai theo
sang ché co tic dung 1am gidm trong lugng co thé ngoai tac dung ngodi tc dung gidm

cam giac them an.

- Ngoaira, két qua do ham luong chét béo & mang rudt treo va trong lugng gan, nhu
duoc thé hién trén Fig.2 va Fig.33, viéc sir dung két hop dén xuét exendin tac dung kéo
dai va din xuit tic dung kéo dai cé trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 da
lam gidm dang ké ham luong chét béo trong co thé va trong lugng gan so v6i nhdm duge
str dung véi ta duge. Cu thé, tac dung ting/giam trong lugng gan thudng do tac dung
tang/giam ham lugng chét béo cé trong gan, va tac dung 1am giam trong luong gan thé
hién tac dung lam gidm ham luong chét béo trong gan. Theo d6, tac dung lam gidm ham
luong chét béo trong gan cb thé dugc do dudi dang phuong phép dénh gia tic dung didu
tri hoi chiing chuyén hoa, nhir bénh béo phi, bénh dai thio duong, bérh viém gan khong

do ruou, v.v.

Vi dy thir nghiém 2: Tac dung 1am gidm trong luong co thé trong cac chugt nhitbi . -
bénh béo phi do ché d6 dinh dudng nhidu chit béo

Trong thit nghiém ndy, cac chudt nhit bi bénh béo phi do ché d6 dinh dudng nhidu
chét béo, dugc st dung rong rii 1am mo hinh dong vét bi bénh béo phi, duge st dung.
- Trong lugng co thé ciia cac chudt nhit trude khi tiém hoat chat thit nghiém bang khoang
55g. Cac chuot nhit (7 chudt nhit/nhém) dugc nhét trong chudng trong qua trinh thir
nghiém va dugc cho ubng nu6e dy di. Anh sang khong duge cung cp tir 6 gior chidu

dén 6 gid sang.

Cac nhom thir nghiém dugc cho an ché d6 dinh dudng gidu chit béo bao gbm:
nhém 1 dugc tiém ta dugce dan thude khong chira glucagon tic dung kéo dai (lidu luong:
SmL/kg; ti€m hai ngay mot 14n); nhém 2 duge tiém dan xuét exendin tac dung kéo dai
theo vi du 6 & lidu lugng bang 4,3nmol/kg (tiém hai ngay mot 14n); nhém 3 duoc tiém
din xuft tic dung kéo dai c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.20 & lidu
lwong bang 4,4nmol/kg (tiém hai ngdy mot 14n); nhém 4 duoc tiém din xuét tac dung kéo
dai ¢o trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.20 & lidu luong bang 8,8nmol/kg

(tiém hai ngay mot 14n); nhém 5 duge tiém dan xuét exendin tac dung kéo dai theo vi du
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6 & liéu luong bang 4,3nmol/kg + dAn xudt tAc dung kéo dai ¢6 trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.20 & lidu luong bang 4,4nmol/kg (tiém hai ngay mot I?m);rnhém 6
duoc tiém din xuét exendin tac dung kéo dai theo vi du 6 & lidu lugng bang 2,1nmol/kg +
dAn xuit tac dung kéo dai co trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.20 & lidu
lwgng bing 6,6nmol/kg (tiém hai ngdy mét 1dn); va nhém 7, dan xuét exendin tdc dung
kéo dai theo vi du 6 & lidu lrong bing 0,8nmol/kg + din xuit tac dung kéo dai co trinh tur
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.20 & lidu lugng bing 8,0nmol/kg (tiém hai ngay mot

14n).

Thir nghiém nay dugc két thiac sau 22 ngdy, va mitc do thay doi trong luong co thé
clia cac chudt nhit thir nghiém & modi nhom duge do 2 ngdy mot l4n trong quéi trinh tha
nghiém. Khi két thiic thir nghiém, trong lwong gan ctia chudt nhat duoc do sau khi gidi

phau.

Két qua danh gid mtc do thay dbi trong luong co thé, nhu dugc thé hién trén Fig.4,-
cho thdy mdi nhém dugc tiém riéng din xuat tic dung kéo dai 6 trinh tir axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.2C (8,8nmol/kg, tiém hai ngay mot 14n) c6 trong lugng co thé
giam twong tmg -25% va -29%, so véi trude khi tiém cac hoat chét thir nghiém. Ngoai ra,
tac dung lam giam trong luong co thé dugc tiép tuc gia ting khi dugc tiém két hop véi

‘dAn xuét exendin tac dung kéo dai. Két qua thir nghiém ciing cho thdy ring viéc str dung
két hop din xuét exendin tac dung kéo dai va dan xuét tac dung kéo dai c6 trinh tur axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.20 ¢ ty 1€ bang 1:1, 1:3, va 1:10 cling lam ting tac dung
lam giam trong lugng co thé bang -50% hodc cao hon. Ngoai ra, tic dung lam gidm trong
lugng co thé theo ty 1€ gitra dAn xuét exendin tac dung kéo dai va dan xudt tac dung kéo
dai cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.20 khong déng ké, tuy nhién tac dung
giAm cam gi4c thém &n cao hon clng véi tang ty 1¢ phén trim cla dan xuit exendin tic
dung kéo dai, do d6 dan xuét glucagon tic dung kéo dai theo séng ché c6 tac dung 1am

giam trong luong co thé ngoai tac dung ngoai tac dung gidm cam gidc thém an.

Ngoai ra, két qua do ndng dd cholesterol tdng sb trong mau, nhu dugc thé hién
trén Fig.5, cho thdy mdi nhém dugc tiém dAn xuét exendin tac dung kéo dai (4,4nmol/kg,
tiém hai ngay mét 1an) va din xuét tac dung kéo dai c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.20 (8,8nmol/kg, tiém hai ngay mot 14n) c6 ndng do cholesterol tdng s6 trong

méu gidm tuong tmg -35% va -71%. Do d6, két qua thir nghiém cho thiy ring din xudt
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glucagon tac dung kéo dai theo sang ché c6 tac dung 1am gidm ndéng d6 cholesterol tbng
sb trong méu ngodi tac dung giam cam gidc thém an. Phén tich théng ké dugc thuc hién
dé so sanh giita nhém dugc tiém t4 duogc (ta duoc dan thudc) va cac nhém thtr nghiém

bang phuong phap ANOVA mot chiéu.

Vi du thir nghiém 3: Tac dung cua din xuét exendin tac dung kéo dai dugc st
dung két hop v6i thé tiép hop tic dung kéo dai c6 trinh tw axit amin nhw néu trong SEQ
ID NO.37 trong céc chudt nhat b bénh béo phi do ché d6 dinh dudng nhiéu chat béo

Trong thtr nghiém nay, cac chudt nhét bi bénh béo phi do ché do dinh dudng nhiéu
chit béo, duoc st dung rong rai lam md hinh ddng vat bi bénh béo phi, dugc st dung.
Trong luong co thé cta c4c chudt nhit trude khi tiém hoat chét thir nghiém bing khoang
55g. Cac chudt nhét (7 chudt nhit/nhém) dugc nhdt trong chudng trong qué trinh thtr
nghiém va duoc cho ubng nudc day di. Anh sang khong duge cung chp tir 6 gioy chidu

dén 6 gid sang.

Cac nhém thir nghiém dugce cho an ché 46 dinh dudng giau chét béo bao gdm:

nhém 1 duoc tiém ta duge dan thudc khong chia glucagon tac dung kéo dai (lidu luong:-
5mL/kg; tiém hai ngay mot 14n); nhém 2 dugc tiém liraglutide (Novo Nordisk) & lidu

| luéng bing 50nmol/kg (tiém hai 1An mot ngdy); nhom 3 duge tiém dan xuét exendin tac
dung kéo dai theo vi du 6 & lidu lugng bing 4,3nmol/kg (tiém hai ngdy mot 14n); va nhém
4, dan xuit exendin tac dung kéo dai theo vi du 6 & lidu lugng bang 4,3nmol/kg (tiém hai
ngay mot 14n) + dan xuét tac dung kéo dai cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID

NO.37 & lidu lugng bing 2,2nmol/kg (tiém hai ngay mot 14n).

Thtr nghiém nay dugc két thiic sau 28 ngady, va thir nghiém dung nap glucoza
duong tiém mang bung (IPGTT) dugc do. Mic 6 thay ddi trong luong co thé cia cac
* chudt nhit thir nghiém & mdi nhém duge do 2 ngay mot 14n trong qué trinh thir nghiém.
Khi két thtc thir nghiém, néng d6 cholesterol trong mau va trong lugng gan cia chudt

nhét dugc do sau khi giai phau.

Két qua do mirc o thay dbi trong lugng co thé, nhu dugc thé hién trén Fig.6, cho
thdy mbi nhém dugc tiém riéng liraglutide (Novo Nordisk) & lidu lwong bang 50nmol/kg
(tiém hai 14n mot ngay) hodc dan xuét exendin tac dung kéo dai theo vidu 6 & lidu lwong

bang 4,3nmol/’kg (tiém hai ngay mot 14n) c6 trong lugng co thé giam tuong Ung bing
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222% va -32% so v6i nhom dugc tiém ta dugc din thubc, va nhém duoc tiém Kkét hop dan
xuét din xuit exendin tac dung kéo dai & Jidu luong bing 4,3nmol/kg (tiém hai ngay mot -
14n) + din xuht tac dung kéo dai c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 ¢
lidu luong bing 2,2nmol/kg (tiém hai ngdy mot 14n) ciing c6 tac dung lam gidm trong

lugng co thé tir -32% dén -62% so v6i nhém duge tiém té duge dan thude.

Téc dung lam gidm khdi luong chét béo ciing duge gia ting & nhom dugc tiém Kkét
hop din xuét exendin tac dung kéo dai & lidu lugng bang 4,3nmol/kg (tiém hai ngay mot
14n) + din xut tac dung kéo dai c6 trinh tir axit amin nhu oéu trong SEQ ID NO.37 ¢
lidu Iugng bing 2,2nmol/kg (tiém hai ngay mot 1an) tir -62% dén -88% so véi nhém dugc
tiém riéng dan xuét exendin tac dung kéo dai & lidu Iwong bing 4,3nmol/kg (tiém hai

ngay mot 14n).

Ngoai ra, két qua do mirc do thay dbi ndng do cholesterol tdng sb trong méu, nhu
dugc thé hién trén Fig.6, cho thiy mdi nhdém dugc tiém riéng liraglutide (Novo Nordisk)
& lidn luong bing 50nmol/kg (tiém hai 14n mot ngdy) hodc dan xuét exendin tac dung kéo
dai & liéu luong bing 4,3nmol/kg (tiém hai ngay mot 1an) c6 ndng do cholesterol giam
tuong tng bang _40% v -49% so v6i nhom dugce tiém t dugc dan thude, va nhém dugc
tiém két hop dan xuét din xuft exendin tac dung kéo dai & lidu lwong bang 4,3nmol/kg
(tiém hai ngay mot 14n) + dan xuét tac dung kéo dai ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.37 & lidu lwong bing 2,2nmol/kg (tiém hai ngay mot 14n) ciing c6 tac dung
lam giam nong do cholesterol tir -49% dén -70% so v6i nhom duogc tiém ta duge dén

thude.

Két qua do thir nghiém dung nap glucoza dudng tiém mang bung (IPGTT), nhu

7 dugc thé hién trong Fig.6, cho thdy nhém dugc tiém 11'éﬁg dén xuét exendin tac dung kéo
dai & lidu luong bang 4,3nmol/kg (tiém hai ngay mot 14n) va nhém dugc tiém két hop dan
xuat exendin tac dung kéo dai & lidu lwong bing 4,3nmol/kg (tiém hai ngay mot 14n) +
dan xuét tac dung kéo dai c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 & lidu
luong biang 2,2nmol/kg (ti€ém hai ngay mot 14n) c6 tac dung twong ty twong Umg bang
-61% va -67%.

Do d6, két qua thtr nghiém cho thdy rang viéc su dung két hop dan xuét exendin

thc dung kéo dai & lidu lugng bang 4,3nmol/kg (tiém hai ngay mot 1an) + dén xuét tac
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dung kéo dai cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 & liu lugng bing
2 2nmol/kg (tiém hai ngdy mot 14n) c6 tac dung didu hoa ndng d6 glucoza trong mau
tuong duong ddng thoi c6 tac dung 1am giam trong lugng co thé va ndéng do cholesterol
trong mau cao hon tac dung lam giam trong lugng co thé-va ndng @6 cholesterol trong

méu khi cac dugc chat nay dugc st dung riéng.

Vi du thtr nghiém 4: Tac dung 1am giam hoi ching ha dudng mau cp tinh cia thé

tiép hop tac dung kéo dai c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37

Céc chudt cdng SD thir nghiém dugc cho nhin 4n trong 4 gid va tiém dudi da vol -
insulin (0,65U/kg) dé gay ra hdi chitng ha duong mau. Sau khi tiém 45 phut, cac chudt
cdng thir nghiém dugce danh gia vé héi ching ha duong mau, duge tiém dudi da véi ta
dwrge (2mL/kg; lidu don, ta dugc dan thuéC), tiém tinh mach véi thé tiép hop tac dung kéo
dai c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 (& lidu lugng tuong tng bing
5,16nmol/kg, 10,31nmol/kg, va 20,63nmol/kg), va duge ti€m dudi da véi glucagon tu

nhién (60nmol/kg), va mic do thay db1 ndng do glucoza trong mau duge danh gid.

7 Két qua 13, két qua thir nghiém cho thdy ring thé tiép hop tac dung kéo dai ¢ trinh

tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 & toan b cac lidu lugng sir dung da lam giam
hdi ching ha dudng méu gy ra boi insulin & cic chudt cbng SD thir nghiém nhu dugce
thé hién trong Fig.7. Do do, két qua thir nghiém cho thdy rang thé tiép hop tac dung kéo
dai c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 c6 tac dung didu tri cac bénh lién

quan dén hoi ching ha dudng mau.

Vi du thtr nghiém 5: Tac dung lam gidm hoi ching ha duong mau man tinh cla

thé tiép hop tac dung kéo dai c6 trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37

Tht nghiém déanh gi4 tdc dung diéu tri hoi ching tdng insulin mau bém sinh cia
thé tiép hop tic dung kéo dai ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 dugc
thyc hién trén cac dong vat gdm nhim dugc céy bom insqlin. M0 hinh ddng vét bi hdt
ching tang insulin mau bam sinh dwoc tao ra bing cch cdy bom insulin vao céc dong
vét gdm nham (chudt cdng hodc chudt nhit) théng qua phiu thuét. Do insulin duge bai
tiét lién tuc tr bom insulin duoc céy vao cac dong vat gam nhim thir nghiém, nén hoi
chimg ha duong mau mén tinh duoc tao ra va cac dong vat gam nham thir nghiém bi hoi

chirng ting insulin mau twong ty nhu hoi ching tédng insulin mau bam sinh ¢ ngudi.
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Cu thé 13, chc chudt céng SD dugc phiu thuit dé cAy duéi da bom thdm théu dugc
nap day insulin. Nbng d6 glucoza trong méau cia cac chudt cbng SD thir nghiém dugc do
trong mat tuln va cac chuot céng bi hoi ching ha dudng miu mén tinh dugc chon va
tiém duéi da véi ta duoc (t4 dugce din thudc) va thé tiép hop téc dung kéo dai c6 trinh tw
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 (¢ lidu lugng bang 3nmol/kg hoc 6nmol/kg) 3 -
ngay mot 14n (Q3D) va mutc do thay d6i ndng d6 glucoza trong méu dugc dénh gia trong
2 tudn, va dién tich dudi dudng cong néng do glucoza trong mau (AUCgg) dugc tinh

7

toan.

| Dién tich dudi duong cong (AUC) 1a théng sb dé danh gia mirc d9 thay d6i ndng
d6 glucoza trong mau trong thoi gian st dung dugc chét kéo dai. Két qua thir nghiém cho
thdy rang céc chudt cbng SD dugc tiém thé tiép hop tac dung kéo dai cé trinh tir axit
" amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 & toan bd cac lidu luong sir dung lién tue o tc dung
Iém ting dang ké ndng do glucoza trong mau so véi cac chudt cbng SD duge tiém ta
dugc khodng chita glucagon tac dung kéo dai (2mL/kg; 3 ngay mét 14n, ta duge dan thude),
1a cac chuot céng bi héi ching ha dudng mau man tinh, nhwr duge thé hién trong Fig.8
(**p < 0,01, *** p <0,001 so v&i cac chudt cdng bi hoi chimg ha duong mau min tinh
duge tiém ta duge bing phan tich ANOVA mbt chidu). Do do, két qua thir nghiém cho -
thdy ring thé tiép hop tac dung kéo dai ¢ tiinh ty axit amin chu néu trong SEQ 1D
NO.37 ¢6 tac dung didu tri hdi chimg ha dudng mau mén tinh xuét hién & cac doi tuong

bi hoi chirng ting insulin mau bam sinh.

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay s& hidu rang sang ché c6 thé duoc
thuc hién theo céc phuong an cu thé khac ma khéng nim ngodi pham vi cta sing ché. -
Céc phuong &n duge md ta néu trén chi nhdm muc dich minh hoa chtr khéng gi6i han -
pham vi cia sang ché. Do d6, pham vi cua sang ché dugc thé hién bang bd véu ciu béao
" ho kém theo thay vi phan mé ta néu trén. Toan bd cac thay d6i ndm trong pham vi ctia bd

yéu cau bao hd clingd nam trong pham vi cla sang ché.
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YEU CAU BAO HQ

1. Dugc pham phong ngira hoac didu tri hoi ching ting insulin mau bam sinh chira peptit
chira trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gﬁ‘)m SEQ ID NO.13, va SEQ ID NO.36
dén SEQ ID NO.44.

2. Dugc phim theo diém 1, trong d6 peptit ndy c6 didm ding dién khac véi diém ding

dién ctia glucagon ty nhién (6,8).
3. Dugc pham theo diém 1, trong d6 dAu tin cing C cua peptit ndy dugc amit hoéa.
4. Duoc pham theo diém 1, trong d6 dau tan cing C cta peptit nay khong duge céi bién.

. Duge phdm theo diém 1, trong d6 peptit nay chtra trinh fir axit amin-nhu néu frong

SEQ ID NO.37. I

A

6. Dugce pham theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 den 5, trong do peptit nay & dang
thé tiép hop tac dung kéo dai, trong d6 gbc hop chat trong thich sinh hoc duoc lién ket

v gdc peptit.

7. Duge phém theo diém 6, trong d6 géc hop chét tuong thich sinh hoc duge-chon tir
nbom bao gbém polyme, axit béo, cholesterol, albumin va manh chire ning cta nd, hop
chét gin két albumin, polyme chira cac don vi l3p lai bac gbm cac trinh ty axit amin ddc
hiéu, khang thé, manh khéng thé, hop chit gin két thy thé Fc méi sinh, mé lién két in

vive hoc dan xuét clia nd, nucleotit, fibronectin, transferrin, sacarit, heparin; va elastin. -

8. Duoc phdm theo diém 7, trong d6 polyme dugc chon tir nhém bao gdm polyetylen
glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu da chite duogc
polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme co thé
phz?m hiy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaturonic, oligonucleotit, va t6 hop cua

chiing.

9. Dugc phim theo diém 7, trong d6 hop chét gan két thy thé Fc mai sinh 12 polypeptit

chira viing Fc ctia globulin mién dich.

10. Dugc phdm theo diém 6, trong do6 gbc peptit va gbc hop chét tuong thich sinh hoc

duogc lién két v& i nhau thong qua gdc lién két.
S 5 5
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11. Dugc phdm theo diém 10, trong d6 gbc lién két dugc chon tir nhém bao gdm peptit,
axit béo, sacarit, polyme, hop chét khéi luong phan tr thip, nucleotit, va td hop cla

chung.

12. Dugc phdm theo diém 11, trong d6 polyme dugc chon tir nhém bao gdm polyetylen
glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, ruou da chire duge
polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé
phan hily sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va td hop cia

chung.
13. Dugc phdm theo diém 10, trong d6 gbc lién két 12 polyetylen glycol.

14. Dugc phdm theo diém 9, trong d6 ving Fc cta globulin-mién dich khéng duoc

glycosy! hoa.

_15. Durge phém theo diém 9, trong d6 ving Fc cua globulin mién dich dwgce chon tir
nhém bao gom: (a) midn CHI, mién CH2, mién CH3, v& mién CH4; (b) mién CHI va
midn CH2: (c) midn CHI v& mién CH3; (d) mién CH2 vi mién CH3; (e) t0 hop gita mot
hodc it nhit hai mién trong s6 cac mién CH1, mién CH2, mién CH3, va mién CH4, va

‘ving ban 1é cia globulin mién dich hodc doan chiic ndng cta vung ban 18; va (f) dime

giffa m&i mién clia ving hing dinh chudi nang va virig hang dinh chudi nhe.

16. Dugc pham theo diém 9, trong d6 polypepit chita ving Fc ctia globulin mién dich 12 &

dang dime.

17. Duge phim theo diém 9, trong d6 ving Fc ciia globulin mién dich 14 din xuét Fc tu
nhién trong d6 ving cd kha ndng tao ra lién két disulfua duoc ioai bo, dan xuét Fe tr-
nhién trong d6 mdt doan chira cic axit amin & dau tan cung N duoc loai bé, d4n xuét Fc
tir nhién trong d6 gbc metionin dugc bd sung vao dAu tin cing N, dan xudt Fc ty nhién
trong do6 vi tri gén két bd thé dugc loai bo, hoic din xuét Fc ty nhién trong d6 vi tri ¢6

hoat tinh gé&y ddc té bao qua trung gian té bao phu thudc khing thé dugc loai bd.

18. Dugc phim theo diém 9, trong d6 ving Fc cla globulin mién dich 1a ving Fc ¢
ngué)n géc tir globulin mién dich dugc chon tir nhém bao gém IgG, IgA, IgD, IgE, va
IgM.
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19. Dugc phdm theo diém 18, trong d6 viing Fc ctia globulin mién dich 12 ving Fc IgG4. -

20. Dugc phdm theo diém 9, trong d6 ving Fc cla globulin mién dich 12 viing Fc khéng

duoc glycosyl héa c6 ngudn gbc tir IgG4 cia ngudi.

21. Duoc phim theo diém 10, trong d6 goc lién ket dwoc lién ket v6i gbe cystein clia goc -

peptit.

22. Dugc phim theo diém 10, trong d6 gbc lién két dwoc lién két twong tmg v&i gbe
peptit va gbc hop chét twong thich sinh hoc théng qua cic lién két cong hoa tri, tuong
g duoc tao ra bang phan ting clia mot dAu cta gbe lién két voi nhém amin hodc nhém
thiol ctia gbc hop chét trong thich sinh hoc va phén Umg clia dau con lai cia gdc lién két

,
A

v4i nhém amin hodc nhém thiol ctia gde peptit.

23. Thé tiép hop phan 1ap chira gbc peptit va gbe hop chat trong thich sinh hoc dugce lign
két véi gbe peptit thong qua cac lién két cong héa tri, trong d6 gbc peptit chtra trinh tr
axit amin duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO.13, va SEQ ID NO.36 dén SEQ ID-
NOG.44.

24. Thé tiép hop phan 13p theo diém 23, trong d6 gbc hop chét twong thich sinh hoc duge
chon tir nhém bao gém polyme, axit béo, cholesterol, albumin va manh chic néng cua nd,
hop chit gin két albumin, polymoe chita céc don vi ldp lai bao gbm cac trinh ty axit amin
dac hiéu, khang thé, manh khéng thé, hop chéat gfm két thu thé Fc m&i sinh, mé lién kétin

vivo hodc dan xuit cia nd, nucleotit, fibronectin, transferrin, sacarit, heparin, va elastin.

25. Thé tiép hop phéan lap theo diém 24, trong d6 polyme dugc chon tir nhdém bao gbm
polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen giycol, rugu da
chitc dugc polyoxyetyl hda, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete,
polyme cd thé phén hiy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va tb

hop cta ching.

26. Thé tiép hop phan 1ap theo diém 24, trong 6 hop chat gén két thy thé Fc mdi sinh 1a

olypentit chira ving Fc ctia globulin mién dich.
poiypep g g

27. Thé tiép hop phan l4p theo diém 23, trong @6 gdc peptit va gbc hop chét trong thich

sinh hoc dugc lién két vSi nhau thong qua goc lién keét.
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28. Thé tiép hop phén lap theo diém 27, trong d6 gbc lién két dugc chon tir nhém bao
gbm peptit, axit béo, sacarit, polyme, hop chit khéi luong phan tir thép, nucleotit, va tb
hgp cla chung.

29. Thé tiép hop phan 1ap theo diém 28, trong d6 polyme dugc chon tir nhém bao gbm -
» polsletylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu da.
chac du:(_fC polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete,
polyme co th & phan huy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, oligonucleotit, va t6

- hop ctia ching.

30. Dugc pham phong nglra hoic diéu tri h6i chung ha dudng mau, chira: (i) peptit phan

iap chira trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO.13, va SEQ ID.
NO.36 dén SEQ ID NO.44; or thé tiép hop phén 14p chira trinh tu axit amin dugc chon tr.
nhém bao gdm SEQ ID NO.40 dén SEQ ID NO.46; va (ii) ta duge dugce dung.

31, Dugc phdm phong ngira hodc didu tri hoi ching chuyén héa, cha: (i) peptit phan 14p
.cht’ra trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO.13, va SEQ-ID NO.36
dén SEQ ID NO.44; or thé tiép hop phan 14p chua trinh ty axit amin dugc chon tr nhom
bao gébm SEQ ID NO.40 dén SEQ ID NO.46; va (ii) ta duge dugce dung.

732 Du'oc phim theo diém 31, trong d6 duoc phim nay con chra it nhat mot hop chét
'hoac hoat chét khac c6 hoat tinh didu tri hoi ching chuyén héa.

33. Dugc pham theo diém 32, trong d6 hop chét hoic hoat chét khac ¢ hoat tinh diéu tri
hoi chung chuyén hoéa dugc chon tir nhém bao gdm peptit kich thich sin sinh insulin,
chét ch vén thu thé peptit twong tu glucagon-1, chat cha van thu thé leptin, chét e ché
rdipeptidyl peptidaza, chit déi khang thu thé Y35, chit d6i khang thu thé hormon tich tu
melanin, chat chii van thu thd Y2/4, chét chii vén thy thé melanocortin 3/4, chit e ché
lipaza da day/tuy, chét chii vén thu thé 5-hydroxytryptamin 2C dugc lién hop protein G, -
chét chi van thu thé B3A, chit chit van thu thé amylin, chét dbi khang ghrelin, chét a6i
- khang thu thé ghrelin, chét chii van thu thé alpha dugc hoat héa boi chét ting sinh
peroxisom, chét cha van thu thé delta dugc hoat hda boi chét tang sinh peroxisom, chét
chu véan thu thé Farnesoid X, chit tc vché’ axetyl-CoA carboxylaza, peptit YY,

~ cholecystokirnin, xenin, glicentin, obestatin, secretin, nesfatin, insulin, va peptit kich thich

san sinh insulin phu thudc glucoza.
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34, Dugc pham theo diém 31, trong d6 duoc phim nay chira ca: (i) gbc peptit chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37 va gbc hop chit tuong thich sinh hoc dugc
lién két cong héa tri voi gbc peptit; va (ii) gbc imidazo-axetyl exendin-4 trong d6 cacbon
« clia axit amin tht nhét histidin ciia exendin-4 dugc loai bo va gbe hop chét twong thich

sinh hoc dugc lién két cdng hda tri v6i gdc imidazo-axetyl exendin-4.

35. Dugc phdm theo diém 34, trong d6 gbc peptit chira trinh tir axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.37 va gbc imidazo-axetyl exendin-4 dugc lién két tuong tmg v6i gbe hop

chét tuong thich sinh hoc twong tng cia chiing thong qua gbc lién két.
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= Déan xuit exendin-4 taic dung kéo dai (3,3nmol/kg)

+ Dén xuit tic dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 1,6amol/kg) ,

= DAn xuét tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3 3nmolkg) -

- DAn xuft tac dung kée dai (SEQ ID NO:12, 6,6nmol/kg)

& ’Q{ig&mﬁt exendin-4 tac dung kéo dai (3,3nmol/kg) -
+ DAan xuft tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 1.6nmol’kg)

- Dan xaat exendin-4 tac dung kéo dai (3.3nmol’kg) +
Dan xuit tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3,3nmol/kg)

. Dan mat tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3,3nmol/’kg) +
DAn xuft tic dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 6,6nmol/kg)

. Prge cho an theo cdp (v6inhém dwgc tiém dan xuit tac
dung kéo dai (SEQ ID NO: 12, 3,3nmol/kg))

4. Dwgce cho dn theo cdp (voi nhém dwgce tiem dan ma{
exendin-4 tac dung kéo dai (3,3nmol/kg) va éal xuét tac
dung kéo dai (SEQ ID NO: 12, 3.3nmol/kg))

Fig.1
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1 Ta dugc

r—] Dan xuét exendin-4 tac dung kéo dai (3,3nmol/kg)

£ Dar xuit tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 1,6nmol’kg)
Din xuét tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3,3nmol/kg)

Dan xuit exendin-4 tac dung kéo dai (3,3nmol/kg)

+ Dan xuéat tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 1,6nmol’kg)

B%ﬁ Xﬁf‘it exendin-4 tac dung kéo dai (3,3nmol’kg) +
Dén xuat tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3, 3nmol’kg)

Dén xuit tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3,3amolkg) +

" Dén xuit tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 6,6nmol/kg)

- dung kéo dai (SEQ ID NO: 12, 3, 3nmel/kg))

- za Progc cho dn theo cip (v6i nhém dwge tiém éé‘m xzz:fit
exendin-4 tac dung kéo dai (3,3nmel/kg) va dan xuit tac
dung kéo dai (SEQ ID NO: 12, 3,3nmol/kg))

Fig.2

Dén xuit tic dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 6,6nmolkg)
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Trong lwgng gan (g)

) 4

T4 duge

1 Dir xuit exendin-4 tic dung kéo dai (3,3amol/kg)
1 DAn xuét tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 1,6nmol/kg)
=1 Dan xuat tic dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3,3nmol/kg)
£ DAan xuit tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 6,6nmol/kg)
= }Z}ﬁa‘xaét exendin-4 tac dung kéo dai (3,3nmol/kg)

+ DAn xuat tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 1,6amolkg
 DAan xuat exendin-4 tic dyng kéo dai (3,3nmol/kg) +
Dan xuét tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3, 3nmolkg}
Dan xaat tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12, 3,3nmol/kg) +
DAin xuét tac dung kéo dai (SEQ ID NO:12,6 ,6nmol/kg)

e

3 Dwgce cho dn theo cap (vé’i nhém dwge tiém dan xudt tic
dung kéo dai (SEQ ID NO: 12, 3,3nmol/’kg))
zz Pwgc cho an theo cap (véi nhém dwgce tiém dan ‘xaaé

exendin-4 tic dung kéo dai (3,3nmol/kg) va din xuit tac
dung kéo dai (SEQ ID NO: 12, 3,3nmol/’kg))

Fig.3
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a A
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-B- Dan xuit exendin-4 tic dung kéo dai (4,3nmol/kg)

- DAan xuét tic dyng kéo dai (SEQ ID NO:20, 4,4nmol/kg)
7 DAan xuit tic dung kéo dai (SEQ ID NO:20, 8,8nmol/kg)

. Din xuat exendin-4 tac dung kéo dai (4,3nmolkg) +

DAan xuit tic dung kéo dai (SEQ ID NO:24, 4,4nmol/kg) -

ﬁ%ﬁ Xi}ﬁ:t exendin-4 tac dung kéo dai (2,inmol’kg) +
7 Dan xuit tac dung kéo dai (SEQ ID NOG:20, 6,6nmol/kg)
- }}z’:i_rz mé‘if: exendin-4 tac dung kéo dai (0.8nmolkg) +
" Dan xuat tac dung kéo dai (SEQ ID NG:26, 8.0nmol/kg)

Fig.4
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400 -

Chelestercol (img/dL)

533 Dén xuit exendin-4 tic dung kéo dii (4,3nmol/kg)
SR Dan xuit tic dung kéo dai (SEQ ID NO:20, 4,4nmol/kg)
4 DAin xuit tac dung kéo dai (SEQ ID NO:20, 8,8nmol/kg)

e Dan xaa£ exendin-4 tac dung kéo dai (4,3amol/kg) +
Dan xuit tic dung keéo dai {SEQ D NQO:20, 4,4nmol/kg)
Bgﬁ mgt exendin-4 tac dung kéo dai (2,1nmolkg) +
" Dan xuat tac dung kéo dai (SEQ 1D NG:10, 6,6nmol/kg)
- Béiiﬁ XﬂﬁZt exendin-4 tac dung kéo 4ai (0,8amol/kg) +
" Dan xuit tac dung kéo dai (SEQ ID NO:20, 8,0amol/kg)
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0 Liraglutide % Dén xuit exendin tde dung kéo dai
S0amel’kg BID 4. 3nmeol’kg Q2D
(3mg/ngiy & ngwdi) (6mg/tuin & ngwdi)

Din xudt exendin tdc dyng kéo dai -+ Din xuit tic dyng kéo dai (SEQ ID NO:37)

4.3nmolEg Q2D 2,2¥1me1_f'i{g Q2D
(§mg/tuan o ngwoi) (3mg/tuan ¢ ngwdi)

' Fig.6
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-2~ Ta éifa;fc
~£3- Thé tiép hop tac deng kéo dai (SEQ ID NO:37, §,16amolkg)

- Thé tiép hop tic dung kéo dai (SEQ ID NC:37, 10,31nmol/kg)

~e— Thé tiép hep téc dung kéo dai (SEQ ID N0:37, 20,63nmol/ke)
—s7- Glucagon tir nhién (60nmolkg)

Kig.7
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Eor % 4

1500+

=1 Chudt cong binh thwong, ti duge

Chu#t cdng bi hdi chiing ha dwdng
mau man tinh, ta duwge

Chudt cong bi hoi chirng ha dwong
= mau man tinh, thé tiép kop tac dung
kéo dai (SEQ ID NO:37, 3nmol’kg)

Chudt cong bi hoi chirng ha dwong
i mau man tinh thé tiép hop tac dung
‘kéo dai (SEQ ID NO:37, 6nmol/kg)
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DANH MUC TRINH TU
<110> HANMI PHARM. CO., LTD.

<120> DUQC PHAM PHONG NGUA HOAC PIEU TRI HQI CHUNG TANG INSULIN MAU BAM SINH VA THE TIEP HOP PHAN
LAP

<130> OPA17115

<150> KR 10-2016-0081995
<151> 2016-06-29

<150> KR 10-2016-0182982
<151> 2016-12-29

<150> KR 10-2017-0069217
<151> 2017-06-02

<160> 50

<170> KoPatentIn 3,0
<210> 1

<211> 29

<212> PRT

<213> homo sapiens
<400> 1
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 2

<211> 29
<2i2> PRT
<«213> Trina ty nhin tao

<220>
<223> Dan xuidt glucagon
<400C> 2
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
1 5 10 15
Asp Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr .
20 25
<210> 3
<211> 29

<21Z> PRT
<213> Trink ty nhdn tao

<220
<223> DA&n xvit glucagon
<400> 3
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
i 5 10 15
Glu Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 4 '
<211> 29
<212> DRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> D&n xuit glucagon
<400> 4
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Cys Asp Ala Gln Asp Phe Val Glu Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 5

<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223>  DAin xuit glucagon
<400> 5
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Cys Glu Ala Gln Asp Phe Val Glm Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 6

<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> Dan xudt glucagon
<400> 6
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Cys Glu Ala Asp Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 7

<211> 29



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

48946

PRT
Trinh tyu nhin tao

Din xuét glucagon

7
Tyr Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15
Cys Glu Ala Asp Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
8
29
PRT

<212>

<213>

<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh ty nhin tao
Dan xuldt glucagon
Trizh tu 18i

(2)
Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

8
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15
Cys Asp Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Ile Asn Thr
20 25
9
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Trinn ty nhin tac
Dan xuét glucagon

Trinh tu 181

(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)
9

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

1

<210>
<211>

5 10 15
Cys Asp Ala CGln Asp Phe Val Val Trp Leu Ile Asn Thr
20 25
10
29
DRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh tu nhdn tao
Da&n xuét glucagon

Trinh tu 18i

(2)
Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)
10
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15
Cys Asp Ala Asp Asp Phe Val Val Trp Leu Ile Asn Thr
20 25
11
29
DRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh tyu nhdn tao
Din xudt glucagon
Trinh tu 18i

(2)

Xaa la axit aminoisobutyric (Aib)

11
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
5 190 15
Lys Cys Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
12
30
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Trinh ty nhdn tao
Ddn xult glucagon
Trinh tu 18i

(2)

Xaa 12 axit aminoisobutyric (2ib)
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<221>

<222>

<223>

<400>

Tyr Xaa
1

Lys Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1
Arg Arg

<210>
<21l>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1
Lys Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<4G0>
Tyr Xaa
1

Lys Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1
Arg Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

48946

Trinh ty 18i

(16) . (20)

Céc axit amin & cédc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vdng
12

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

5 10 15
Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30
13
29
PRT

Trinh ty nhin tao
Dan xuédt glucagon

Trinh tu 18i

(2)

Xaa 134 axit aminoisobutyric (Aib)

13

Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Cys Tyr Leu Asp Ser

s 10 15

Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

14

29

PRT

Trinh ty nhin tao

Din xudt glucagon

Trinh ty 16i

(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

14

Gln Giy Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
5 10 15

Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr

20 25

1s

29

BPRT

Trinh ty nhin tac
Dan xuét glucagon

Trinh tu 181
(2)
Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

@ln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Cys Glu
5 10 15
la Gln 2sp Phe Val Val Trp Leu Met Asn Thr
20 25

16

29

PRT

Trinh tyu nhin tao

Dan xudt glucagon

Trinh ty 18i

(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

i6

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

5 10 15
Ala Gln Val Phe Val Gln Trp Leu Met Arg Thr
20 25
17
29
PRT
Trinh ty nhén tao

Din xuit glucagon
Trinh tu 18i

(2}

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)
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<400>

1

<210>
<211>
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17
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
5 10 15
Val Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Arg Thr
20 25
18
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh tu nhin tao
Dan xudt glucagon
Trinh tu 18i

(2)

Xaa Jl& axit aminoisobutyric (Aib)

i8
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15
Arg Arg Ala Cys Asp Phe Arg Leu Trp Leu Met Asn Thr
20 25
19
29
DRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<22i>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Trinh ty nhdn tao
Dan xuét glucagon

Triznh tu 1&i
(2)

Xaa 14 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 18i

(16) . (20)

Cac axit amin @ cac vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
13

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

1

5 10 15

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

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

20 25
20
29
PRT
Trinh ty nhin tao

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 181

(16) . (20}

Cic axit amin & cadc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
20

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
. 5

1

<400>

10 15

-
Cys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr

20 25

Trinh ty nhén tao

Dan xudt glucagon

Trinh tu 131
(2)
Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 1581

(16).(20)

Cac axit amin & cédc vi tri sbé 16 vi 20 tao thanh ving
21

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

1

5 10 15

Lys Cys Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr

<210>

20 25
22

92/100



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

48946

29
PRT
Trinh ty nhin tao

Dan xuét glucagon

Trinh tu 13i
(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh ty 1581

(16) . (20)

Cic axit amin & cédc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vdng
22

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

1

<210>
<211>

5 10 15
Lys Arg Cys Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
23
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>

<400>

Trinh tiy nhin tao

Dan xuit glucagon

Trinh ty 138i

a 13 axit aminoisobutyric (Aib)
Trirh tu 16i

(16) . (20)

Cac axit amin & cac vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
z3

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Sexr Asp Tyr Ser Lys-Tyr Cys Asp Glu

1

5 190 ‘ 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
24
29
PRT

<223>
<2220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Trirh ty nhén tao

Dan xudt glucagon

Trinh tu 18i

(2)

Xaa 1la axit aminoiscbhutyric (Aib)

Trinh ty 1581

(16) . (20)

Cac axit amin & cac vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
24

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

L

<210>
<211>

5 10 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
25
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
«223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Trinh ty nhén tao
Din xuédt glucagon

Trinh tu 18i
(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 18i

(16) . (20)

Cac axit amin & cac vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
25

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

1

<210>
<211>

5 10 15
Lys Arg Ala Lys Cys Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
26
29
PRT

<212>
<213>
<220>

Trinh ty nhén tao
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

48946

Din xudt glucagon

Trinh tu 18i
(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tir 18i

(16) . (20)

Cac axit amin & céc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vdng
26

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

1

<210>
<211>

5 10 15
Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
27
23
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh ty nhin tao
Din xudt glucagon
Trinh ty 18i

(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tyu 16i

(16) . (20)
Cac axit amin & cdc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vdng
27
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Val Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
5 10 15
Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
28
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
«220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Trinh ty nhin tao
Din xuit glucagon

Trinh tu 14%
(2)
¥aa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 13i

(16) . (20)

Cac axit amin & cac vi tri s6 16 va 20 tao thank vdng
28

Trp Xaa Gln Gly Thr Phe Val Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
s

10 15

Cys Arg Ala Lys Asp Phe Val Gin Trp Leu Met Asn Thr

20 25

"N N
e o

T
rinh ty nhiuw tao

]

Dan xudt glucagon

Trinh tu 18i
(2)
Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 18i

{16) . (20)

Cac axit amin & cidc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vdng
29

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

1

<210>
<211>

5 ~ 10 15
Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 - 25
30
29
DPRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>

<222>

Trinh ty nhé&n tao

o

Dan xuit glucagon

Trinh ty 16i

(2)
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Trp Xaa

i

<210>
<211>

48946

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 18i

(16) . (20)

Cic axit amin & cac vi tri sb 16 vA 20 tao thanh vong
30

Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Cys Leu Asp Glu

5 10 15
Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
31
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1
Lys Arg

<210>
<211>
<212>
<233>
<220>
«223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Ser Gln
1
Arg Ala

<210>
<211>
<212
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1
Rrg Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Trp Xaa
1

Arg Axg

<210>
<211>

Trinh tu nhidn tao
Din xudt glucagon

Trinh tuy 18i
(2)
Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trich tu 181
(17) . (21)
Cac axit amin & cac vi tri s 17 vi 21 tao thianh vong
31
Gla Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Cys
5 10 : 15
Ala Lys Glu Phe Val Gin Trp Leu Met Asn Thr
20 25
32
28
PRT
Trinh ty nkén tac

Din xuit glucagon

Trinh tu 18i

(15) . (19)

Cic axit amin & cdc vi tri sb 15 and 19 tao thanh vong
32

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

5 10 15
Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asu Thr
20 25
33
29
PRT

Trinh ty nkén tac

Din xuidt glucagen

(2)

Xaa 12 axit aminoiscbutyric (Aib)

33

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

5 i0 15

Ala Gln Asp FPhe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

34

29

PRT

Trinh ty nh8n tao

Din xuit glucagon
Trinh ty 1&i
(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh ty 151
(16) . (20)
Cic axit amin & cédc vi tri sb 16.va 20 tac thanh véng
34
Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Cys Asp Glu
5 1C 15
Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
35
29
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<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1
Arg Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1
Arg Arg

<210>
<211>
<212>
«213>
<220>
<223>
<Z290>
<2Z1>
<222>
<223>
<220>
«221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1

Arg Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
«220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Tyr Xaa
1
Arg Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

48946

PRT
Trink tyu nhin tao

Dan xult glucagon

Trinh tu 18i
(2)
Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinn ty 181

{16) . (20) ,

Cic axit amin & cédc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vdng

35

Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Cys Asp Glu
5 10 15

Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

36

29

PRT

Trinh tu nhin tao
Dan xudt glucagon
inh tu 16i

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 161

{16).(20)

Cac axit amin & cac vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
36

Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Cys Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

5 10 15

Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

37

30

PRT

Trinh tu nhin tao

Din xudt glucagon

(2)

¥aa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinn tu 16i
(16) . (20)
Cic axit amin & cédc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
37
Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
5 10 15
Ala Lys Glu Phe Val Gla Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30
38
29
PRT
Trinh ty nhin tao

D3n xult glucagon

Trinh ty 18i
(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 131

(16) . (20)

Cac axit amin & cac vi tri sb 16 va 20 tao thanh vdng

38

Gln Gly Thr Phe Cys Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
5 10 15

2la Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

39

29

PRT

Trinh tu nhidn tao

96/100



<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

48946

Din xuit glucagon

Trinh tu 18i
(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh ty 18i

(16) . (20)

Cic axit amin & céc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
39

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Val Ser Asp Cys Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

1

<210>
<211>

5 10 15
Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
40
30
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<22Z>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Trinh ty nhdn tao
Dan xuidt glucagon

Trinh ty 18i
(2)

Xaa 1& axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 18i

(1€) .1{20)

Cic axit amin & cédc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vdng
40

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

1

<210>
<211>

5 10 15
Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met 2sn Thr Cys
20 25 30
41
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Trinh tg nhdn tao
Dan xuit glucagon

Trinh tu 161
(2)
Xaa 14 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 18i

(16).(20)

Cac axit amin & cédc vi tri sb 16 va 20 tao thanh vong
431

Tyr Xaa Gla Gly Thr Phe Cys Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

1

<210>
<21l>

5 10 15
Arg Arg Ala Lys Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
42
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh ty nhin tao
Din xudt glucagon

Trinh ty 158i

(2}
Xaa 13 axit aminoisobutyric (2ib)
42
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Cys Ser Asp Tyr Ser Lys TyrT Leu Asp Ser
5 10 15
Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
43
29
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Trinh ty nh8n tao
Dan xubt glucagon

Trinh ty 18i

(2)

Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)
43

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Cys Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

1

5 10 15
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Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 44
<211> 30
<212> PRT
<213 > Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> DA&an xuldt glucagon
<220>
<221> Trinh ty 18i
<222> (2)
<223> Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)
<400> 44
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Arg Ala Gla Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30
<210> 45
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> DA&an xuit glucagon
<220>
<221>  Trinmh ty 18i
<222> (1)
<223> Xaa 13 histidin, desaminc-histidyl, N-dimetyl-histidyl, beta-hydroxy imidazopropionyl,
4-imidazoaxetyl, beta-carboxy imidazopropionyl, tryptophan, hodc tyrosin, hodc ving mdt
<220>
<221>  Trinh ty 18i
<222> (2)
<223> Xaa 13 axit alpha-metyl-glutamic, axit aminoisobutyric {(&ib), D-alanin, glycin, Sar
(N-metylglycin), serin, hodc D-serin
<220>
<221>  Trinh tuy 18i
<222> {(7)

<223> Xaa 13 threcnin, valin, hodc cystein
<220>

<221> Trinh tu 13i

<222> (10)

<223> Xaa 1& tyrosin hodc cystein

<220>

<22i> Trinh tu 18i

<222> (12)

<223> Xaa 13 lysin hodc cystein

<220>

<221>  Trinh ty 181

<222> (13)

<223> Xaa 13 tyrosin hodc cystein

<220>

<221> Trinh ty 181

<222> (14)

<223> ¥Yaa 13 leucin hodc cystein . .
<220>

<221> Trinh tuy 18i

<222> (15)

<223> Xaa 13 axit aspartic, axit glutamic, hodc cystein
<220>

<221> Trinh tyu 16i

<222> (16)

<223> Xaa 13 axit glutamic, axit aspartic, serin, axit alpha-metyl-glutamic, hodc cystein, hodc ving
mat;

<220>

<221> Trinh ty 16i

<222> (17)

<223> Xaa 13 axit aspartic, glutamin, axit glutamic, lysin, arginin, serin, cystein, hodc valim,
hodc ving mit

<220>

<221> Trinh ty 161

<222> (18)

<223> Xaa 13 alanin, axit aspartic, axit glutamic, arginin, valin, hodc cystein, rhodc ving mit
<220>

<221>  Trinh tu 18i

<222> (19)

<223> Xaa 13 zlanin, arginin, serin, valin, hodc cystein, hodc ving mit

<220>

<221>  Trinh ty 18i

<222> (20)

<223> Xaa la lysin, histidin, glutamin, axit aspartic, lysin,arginin, axit alpha-metyl-glutamic,
hodc cystein, hodc ving mit



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

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

<220>

<221>
<222>
<223>
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Trinh tu 18i

(21)

Xaa 13 axit aspartic, axit glutamic, leucin, valin, hodc
cystein, hodc vdng mit

Trinh tu 18i
(23)
Xaa 13 isoleucin, valin, hodc arginin, hodc véng mit

Trinh tu 181
(24) .
Xaalévalin,arginin,alanin,cystein,axitglutamic,lysin,glutamin,axitalpha-metyl—glutamic,

hoic leucin, hodc ving mit;

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

1

<210>
<211>

Trinh ty 18i
(27) .
Xaa 13 isoleucin, valin, alanin, lysin, metiomnin, glutamin, hodc arginin, hodc véng mat

Trinh tu 18i
(28)
Xaa 1a glutamin, lysin, asparagin, hodc arginin, hodc véng mit

Trinh tg 181
(29)

Xaa 13 lysin, alanin, glycin, hodc threonin, hoic ving mit

Trinh ty 151

(30)
Xaa 1& cystein, hodc véng mét
45
Xaa Xaa Gln Gly Thr Phe Xaa Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
5 10 15
Xaa Xaa Xaa ¥aa Xaa Phe Xaa Xaz Trp Leu Xaa ¥aa Xaa Xaa
20 25 30
46
30
PRT

<212>
<213>
<220>
<223>
<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>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

Trinh ty nh&n tao
Din xuit glucagon

Trinh tu 18i
{2)
Xaa 13 axit aminoisobutyric (Aib)

Trinh tu 16i
(7)

Xaa 13 threonin, valin, hodc cystein

Trinh ty 18i
(10)
Xaa 13 tyrosin hodc cystein

Trinh tu 181
(12)
Xaa 13 lysin hodc cystein

Trinh tu 158i
(15)
Xaa 1la axit aspartic hodc cystein

Trinh tu 18i
(16)
Xaa 13 axit glutamic hodc serin

Trinh tu 18i
(17)
Xaa 13 lysin hodc arginin

Trinh tyu 181
(20)
Xaa 13 glutamin hodc lysin

Trinh tu 18i
(21)
Xaa 13 axit aspartic hodc axit glutamic

Trinh tu 18i
(24)
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<223> Xaa 13 valin hojc glutamin

<220>

<221>  Trinh tyu 16i

<222> (30)

<223> Xaa 1la cystein hodc véng mit

<400> 46

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

¥aa Arg Ala Xaa Xaa Phe Val Xaa Trp Leu Met Asn Thr Xaa

20 25 30

<210> 47

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Ppoan mdi xudi

<400> 47

cagcgacacc gaccgtccec ccgtacttaa ggcce
<210> 48

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhi&n tao

<220>

<223> Poan mdi ngugc

<4900> 48

ctaaccgact cteggggaag actgagcteg cc
<210> 49

<211> 239

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Din xuédt glucagon

<220>

<221>  Trinh tyu 18i

<222> (2)

<223> ¥aa 14 avit aminoisobutyric

<400> 49
Tyr ¥aa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Cys Tyr Leu Asp Glu

1 5 10 15

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

20 25

<210> 50

<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh tiz nhén tao

<22C>

<223> Din zuit glucagon

<220>

<221> Trinh £y 10i

<222> (2)

<223> Xaa 13 axit aminoiscbutyric

<400> 50

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

Lys Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
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