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Linh vwe ky thuat dwge dé cap

Séang ché d& cép dén cac ché phim dugc dé didu trj cac tinh trang bénh 1y lién quan dén
bénh dai théo dudng. Cu thé hon 1 sang ché d& xuét céc ché phdm dugc bao gdm dAn xuat duoc
axyl hoa co tac dung l1au dai cia insulin trong tu & ngudi, va str dung céac ché phdm nhu vay vé

y hoc cho liéu phap sur dung insulin nén.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Muc dich chinh cua li¢u phap insulin trong didu tri cac r6i loan trao ddi chét 1a tao ra
glycemia gan nhu binh thudng duge duy tri bing cach thay thé hodc b sung su bai tiét insulin
ndi sinh theo cach sinh Iy nhat c¢6 thé, sau bira an ciing nhu gitta cac bita 4n va qua dém. Viéc
tach cac yéu cAu insulin nén va c6 lién quan dén bira an (bolus - nhanh trudc bita an) thé hién su
tiép can c6 hé thong dén lidu phép insulin dudi da.

Dic tinh dugc 1y lién quan nhat cta insulin cho trudc bat ky — khéi phét hoat tinh, profin
tac dung dinh, thoi gian hoat tinh, v.v. — phan 16n dugc xéc dinh bai dong hoc hip thu tir diém
tiém dudi da vao trong tudn hoan vong 16n.

Su oligom hoda qua trung gian k&m khong cdng hoa tri la tinh chit d& x4c dinh clia c4c san
pham insulin. O pH sinh 1y, insulin & ngudi ¢6 thé hoa tan nhung ¢ xu huéng tu két hop thanh
céc hexame d& xac dinh (vi du bd sau phén tir insulin), bang cach phéi hop hai ion kém (Zn*)
v6i cac diém lien két (B10His) ¢6 4i luc cao. Cling duge biét dén rang cac phéi tu phenolic, dac
biét la phenol, lién két dic biét véi hexame insulin va thic déy su hinh thanh hexame trang thai
R. Khi tiém, cac phdi tir phenolic khuéch tan nhanh tir vi tri tiém. Khi khong c6 phenol & vi tri
tiém, cAu hinh riéng va kich thugc cua oligome insulin c6 thé thay doi, cling nhu do nhét cia
dung dich chtra insulin, gép phén vao profin hoat tinh duoc kéo dai.

Jonassen va cac cong sy, Pharm. Res. 2012 29 2104-2114 mo ta co ché kéo dai cua
degludec insulin, dan xuét insulin v&i chudi diaxit béo dugc axyl hoa cho viée sir dung mot lan
mdi ngay, va md ta su tuong quan gitta ndng do k&m cao va sy kéo dai. WO 2009/115469 md
t4 cac dan xuét insulin ¢6 tac dung lau dai khac nhau véi cic chudi diaxit béo duoc axyl hda.
WO 2013/153000 mé ta su cong thirc bao ché cac dén xudt insulin ¢6 tac dung lau dai dé sir

dung dudi da nay, ma chira ham luong kém cao (khéng it hon 3,5 Zn™/sau mol céc dan xuét
1
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insulin). N6 duoc thiét ké dé thu dugc thoi gian hoat tinh kéo dai trong ximg voi profin str dung
mot 1an mdi tudn. Ham luong Zn™ cao trong céc cdng thirc bao ché duoc md ta trong WO
2009/115469 dan dén profin PK duoc kéo dai.

WO 2009/063072 boc 16 céc ché phim duge dé sir dung theo dudng tiém bao gom din
xuét insulin nén (vi du degludec) va dén xuit GLP-1 (vi du liraglutit). Do monome liraglutit lién
két véi kém dé tao ra di-heptame, ham luong k&m cao hon cong thire bao ché don degludec 1a
can thiét trong cong thic bao ché két hop, dé dat dugc profin PK ¢6 thé so sanh duoc clia

degludec, va dat duoc do dn dinh vat ly c6 thé chép nhén duogc.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo séng ché viéc bao ché méi cac dan xuét insulin c6 tac dung lau dai d& dugc phat trién,
ma c6 kha ning thic ddy trang thai cAu hinh riéng va mau oligom hoa cang gin giéng véi insulin
& ngudi, vi du cac hexame, dédc biét la cic hexame R6.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét ché phdm duoc bao gdm dan xudt insulin c6 tac
dung 14u dai dugc chon trong t6 hop duy nhét cta cac ta duge duoc cong thic bao ché can than
dé giam su tao ra cua cac oligome & Vi tri tiém, trong khi van thé hién cac dic tinh PK/PD phu
hop vi viée str dung mot 1An mdi tuan.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét ché pham duoc véi dd nhét duge giam khi tiém
va theo d6 xu hudng dé tao ra sy kho chiu bat ky khi tiém duge giam.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuét ché phém duoc voi do bn dinh dugc nang cao.

Theo khia canh khac, sdng ché @& xuét ché phém duoc dé sir dung 1am thudc dé diéu tri
rdi loan trao ddi chét.

Céc muc dich khac cua sang ché s& bidu kién v&i nguoi 6 trinh dd trong linh vuc tr mod ta

chi tiét va céc vi du sau.

M3 ta vin tit cdc hinh vé
Séang ché con duge minh hoa bang cach tham chiéu dén cac hinh v& lién quan, trong do:
Fig.1 thé hién su oligom héa cta cac Cong thirc bao ché don A, B va C ctia Hop chét 1 ¢
céc tinh trang vi tri tiém md phong:
Fig.1A: Ban kinh thily dong trung binh biéu kién (rH) [nm] duoc do béi DLS;
Fig.1B: Trong lugng phan tir trung binh bidu kién duoc do boi CG-MALS;
Fig.1C: Hé s6 sa léng trung binh biéu kién (S) duoc do bai AUC;
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Céc thanh tréing: Hop chit 1, Cong thirc bao ché C vé6i 2,2 Zn++ trén sau insulin (mol:mol);
Céac thanh xam: Hop chét 1, Cong thirc bao ché B v6i 2,4 Zn++ trén sau insulin (mol:mol);

Céc thanh den: Hop chét 1, Cong thitc bao ché A chira 4,5 Zn++ trén sau insulin (mol:mol);

Fig.2 thé hién su oligom héa céc cong thirc bao ché don 01-06 ciia Hop chét 1 & c4c tinh
trang vi trf tiém mo phong:

Fig.2A: Ban kinh thty dong trung binh bidu kién (Rh, trung binh) [nm] duoc do boi DLS;

Fig.2B: Hé s6 sa ling trung binh biéu kién (S*) duoc do boi AUC

Fig.3 thé hién do nhot dong biéu kién [cP] (Fig.3A, va Fig.3C) va dd nhét déc hiéu [nspec]
(Fig.3B, Fig.3D) cua cac cdng thirc bao ché trao d6i dung dich dém khac nhau ctua Hop chét 1
va dung dich dém long k& (ISF), dudi dang ham ctia nhiét do [°C];

Fig.3A va Fig.3B: Cong thirc bao ché A; Cong thirc bao ché B; Cong thirc bao ché C; Dung
dich dém ISF;

Fig.3C va Fig.3D: Cong thirc bao ché 02; Cong thirc bao ché 03; Cong thirc bao ché 04;
Dung dich dém ISF;

Fig.4 thé hién trang théi cAu hinh riéng ctia Hop chét 1 trong céc cong thirc bao ché:

Fig.4A: Quang phd ludng sic tron tia UV gan gan [Ae25 Inm(M-1 cm-1)] thé hién cac thay
d6i cau hinh riéng (trang thai T; trang thai TR hdn hop; trang thai R) dudi dang ham ctia Zn++
trén sau insulin (mol:mol) cho cac cong thirc bao ché 01-06;

Fig.4B: Quang pho ludng sic tron tia UV gan gan [Ae251nm(M-1 cm-1)] thé hién cac thay
dbi cau hinh riéng (trang thai T; trang thai TR hdn hop; trang thai R) dudi dang ham cua Zn++
trén sau insulin (mol:mol) cho cac cong thirc bao ché B1-B6, D1-D7, va insulin & ngudi céc
cdng thurc bao ché voi ham luong kém khéc nhau:

Céc hinh tron tring: Insulin & ngudi (600 nmol/ml insulin & ngudi, 30 mM phenol, 150
mM NaCl, pH 7,4);

Céc 6 vudng den: Hop chét 1 dugc cong thirc bao ché v6i 25 mM phenol, 25 mM m-cresol
va 20 mM NaCl;

Céc hinh tron x4m: Hop chat 1 dugc cong thirc bao ché v6i 60 mM phenol, 10 mM m-

cresol va 20 mM NaCl;
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Fig.5 thé hién su phan phdi oligome cua Hop chét 1 trong céc cong thirc bao ché boi SEC:

Fig.5A thé hién séc ky SEC nguyén ban ciia céc cong thirc bao ché 01, 02, 03, 04, 05, va
06;

Fig.5B thé hién sic ky SEC nguyén ban clia céc cong thire bao ché A va B1-B6;

Fig.6 thé hién dif liéu tn xa SAXS [Cudng do (a.u.) ddi véi s(A-1)] ciia Hop chat 1 va
insulin & ngudi trong trang thai dugc lap cong thirc bao ché:

Fig.6A: Cac dudng cong tan xa ctia Cong thirc bao ché A ctia Hop chit 1 duoc thé hién
b??mg mau den va cua insulin & nguoi dugc thé hién b??mg mau xam (Hop chét 1, 42 mM, 4,5
Zn/hexame; insulin & ngudi 0,6 mM, 2,2 Zn/hexame);

Fig.6B: C4c dudng cong tan xa ciia Cong thirc bao ché C ctia Hop chit 1 duoc thé hién
bang mau den va cla insulin & nguoi duge thé hién bang mau xam (Hop chit 1, 42 mM, 2,2

Zn/hexame; insulin & ngudi 0,6 mM, 2,2 Zn/hexame (R6-hexame));

Fig.7 thé hién do nguyén chét ciia Hop chit 1 trong céc cong thic bao ché:

Fig.7A thé hién db nguyén chét (% téng peptit) khi lru trit & 30°C [Mdc thoi gian (thang)]
cho Cong thirc bao ché A ctia Hop chét 1 (duong den), Cong thiic bao ché B (dudng xam) va
Céng thirc bao ché C (dudng chdm cham);

Fig.7B thé hién do nguyén chét (% cta tong peptit) khi luu trit & 37°C [Mbc thoi gian
(tudn)] cho Hop chét 1 cho cac Cong thie bao ché 01, 04, 05 va 06;

Céc hinh tron tréng: Cong thirc bao ché 01, Céc hinh tron den: Cong thirc bao ché 04, Cac

hinh vuéng trang: Cong thirc bao ché 05, Céc 6 vudng den: Cong thirc bao ché 06;

Fig.8 thé hién do nguyén chét ciia Hop chét 1 (% téng Hop chét 1) khi luu trit & 37°C [Mbc
thoi gian (tudn)] khi két hop cac cong thirc bao ché véi semaglutide:

Céc hinh tron tring: Cong thirc bao ché két hop I, C4c hinh tron den: Cong thirc bao ché
két hop II, C4c hinh tam gidc trdng: Cong thirc bao ché két hop 111, C4c hinh tam gidc den: Cong
thirc bao ché két hop IV, C4c hinh vudng trang: Cong thirc bao ché két hop V, C4c 6 vudng den:
Cong thirc bao ché két hop VI,

Fig.9 thé hién su oligom hoa cua cic cong thirc bao ché két hop & cac tinh trang vi trf tiém

mo phong:
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Fig.9A: Ban kinh thuy déng trung binh biéu kién (tH) [nm] dugc do boi DLS;
Fig.9B: thé hién kich thudc oligome ciia cic cong thirc bao ché két hop sau khi dung dich
dém duoc trao d6i nhu duoc quan sat boi AUC (S*).

MO ta chi tiét sang ché

Theo khia canh thir nhét, séng ché d@ xuét ché phém duoc bao gém dAn xuét insulin dugc

chon tir nhém bao gdm

A14E, B16H, B25H, B29K((N°-Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxy)-
etoxy]axetylamino }etoxy)etoxy]Jaxetyl)), insulin & nguoi desB30; (Hop chét 1);

A14E, B16H, B25H, B29K (N*-Hexadecandioyl-yGlu), insulin ¢ nguoi desB30 (Hop
chét 2);

A14E, B16H, B25H, B29K(N*-Eicosanedioyl-yGlu), desB30 insulin ¢ ngudi (Hop
chét 3); va

A14E, B25H, desB27, B29K(N&-Octadecandioyl-yGlu), insulin ¢ ngudi desB30
(Hop chét 4); va con bao gdm tir khoang 1 dén khoang 2% (trong lugng/trong luong) glyxerol;
tir khoang 45 dén khoang 75 mM phenol; tir khoang 0 dén khoang 19 mM m-cresol; tir khoang
1,5 dén khoang 2,5 mol céc ion kém trén sau mol dAn xut insulin da dé cap; khong 16n hon
khoang 75 mM natri clorua; va c6 tri s6 pH trong pham vi tir 7,2 dén 8,0.

Theo khia canh khac, sang ché dé xudt cac ché phim duoc con bao gdm hop chét
insulinotropic GLP-1, va cu thé hop chét insulinotropic GLP-1 dugc biét dén 14 semaglutit.

Semaglutide c¢6 thé duoc mo ta bang két cau Aib8,Lys26(0EG-OEG-gamma-Glu-C18-
diacid),Arg34)GLP-1 H(7-37)-OH, ma ¢6 thé cling dugc chi dinh 1a (N-epsilon26-[2-(2-{2-
[2-(2-{2-[(S)-4-Carboxy-4-(17-carboxyheptadecanoylamino) butyrylamino]etoxy }
etoxy)axetylamino]etoxy }etoxy)-axetyl][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37), so véi boc 19 trong WO
2006/097537. '

Séang ché ¢6 thé duoc dic trung thém b??mg céch tham chiéu dén mot hodc nhiéu céc dic
tinh hoac céc phuong an sau:

1. Ché phém duoc theo sang ché bao gém din xuét insulin, ma 1a A14E, B16H, B25H,
B29K((N€-Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2—[2-(2-aminoetoxy)etoxy]axetylamino}etoxy)etoxy]-
axetyl)), insulin ¢ nguoi desB30 (Hop chat 1).

2. Ché phém duoc theo sang ché bao gém din xudt insulin, ma 13 A14E, B16H, B25H,
B29K (N&-Hexadecandioyl-yGlu), insulin ¢ nguoi desB30 (Hop chét 2).

5
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3. Ché phém duoc theo sang ché bao gém din xuét insulin, ma 13 A14E, B16H, B25H,
B29K (Né-Eicosanedioyl-yGlu), desB30 insulin ¢ nguoi (Hop chét 3).

4. Ché phdm dugc theo séng ché bao gdm dén xuat insulin, ma 1a A14E, B25H, desB27,
B29K (N?-Octadecandioyl-yGlu), insulin & nguoi desB30 (Hop chit 4).

5. Ché phdm duoc theo cac phuong an trudc, trong d6 dan xuét insulin trong pham vi tix
khoang 3,5 dén khoang 5,0 mM.

6. Ché phdm duoc theo cac phuong an trudc, trong dé dan xuét insulin trong pham vi tir
khoang 4,0 dén khoang 4,5 mM .

7. Ché phadm dugc theo cdc phuong 4n trudc, trong d6 dan xuét insulin khoang 4,2 mM.

8. Ché phim duoc theo cac phuong én trudc, bao gdm tir khoang 1 dén khoang 2% (trong
luong/trong luong) glyxerol.

9. Ché pham duoc theo céc phuong an trude, bao gbm tir khoang 1,4 dén khoang 1,8%
(trong luong/trong lugng) glyxerol.

10. Ché phdm duogc theo cac phuong an trudc, bao gdm khoang 1,5% hodc 1,6% (trong
luong/trong lugng) glyxerol.

11. Ché pham duoc theo céc phuong an trudc, bao gdm tir khoang 45 dén khoang 75 mM
phenol.

12. Ché pham duoc theo céc phuong an trudc, bao gdm tir khoang 50 dén khoang 70 mM
phenol.

13. Ché phdm duoc theo cac phuong an trude, bao gdm tir khoang 55 dén khoang 65 mM
phenol.

14. Ché phim dugc theo cdc phuong 4n trude, bao gdm khoang 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57,58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, hodc 70 mM phenol.

15. Ché phém duoc theo céc phuong an trudc, bao gdm tlr khoang 0 dén khoang 19 mM
m-cresol.

16. Ché phém duoc theo céc phuong an trude, bao gém 0 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4
mM m-cresol.

17. Ché phdm duoc theo cc phuong an trude, bao gdm tir khoang 0 dén khoang 15 mM
m-cresol.

18. Ché pham dugc theo cdc phuong an trude, bao gdm khoang 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8
mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM, 16 mM, 17 mM, 18 mM hodc

19 mM m-cresol.
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19. Ché pham dugc theo céc phuong an trude, bao gbm tir khoang 1,5 dén khoang 2,5 mol
c4c ion k&m trén sau mol dan xuét insulin.

20. Ché pham dugc theo céc phuong an trude, bao gdm tir khoang 2,0 dén khoang 2,4 mol
céc ion kém trén sau mol dan xuét insulin.

21. Ché pham duoc theo c4c phuong 4n trudc, bao gdm khoang 2,0 hogc 2,1 mol cac ion
k&m trén sdu mol din xuat insulin.

22. Ché pham duoc theo c4c phuong én trudc, bao gdm khoang 2,2 hogc 2,3 mol cac ion
k&m trén sau mol din xuét insulin.

23. Ché pham duoc theo cac phuong 4n trude, bao gdm khodang 2,4 hogc 2,5 mol cac ion
kém trén sau mol din xuét insulin.

24. Ché phdm dugc theo céc phuong an trude, bao gdm it hon khoang 75 mM natri clorua.

25. Ché phim duoc theo céc phuong én trude, bao gdm tir khoang 5 dén khoang 50 mM
natri clorua.

26. Ché phim duoc theo cac phuong én trude, bao gdm tir khoang 10 dén khoang 25 mM
natri clorua.

27. Ché phim duoc theo cac phuong &n trude, bao gbm tir khoang 15 dén khoang 25 mM
natri clorua.

28. Ché pham duoc theo céc phuong 4n trudc, bao gdm khoang 20 mM, 50 mM hodc 75
mM natri clorua.

29. Ché phim dugc theo céc phuong an trude, ma co tri sd pH trong pham vi tir 7,2 dén
8,0.

30. Ché phdm duoc theo cac phuong an trude, ma co tri s6 pH trong pham vi tir 7,2 dén
7,6.

31. Ché phém duoc theo céc phuong an trude, ma cd tri ) pH khoang 7,2, 7,3, 7,4,7,5,
7,6, 7,7, 7,8, hodac 7,9.

32. Ché phdm duogc theo cac phuong an trude, bao gbm

tir khoang 4,0 dén khoang 4,5 mM dan xuét insulin;

tir khoang 1 dén khoang 2% (trong luong/trong luong) glyxerol;

tir khoang 50 dén khoang 70 mM phenol;

tir khoang 0 dén khoang 15 mM m-cresol;

tir khoang 2,0 dén khoang 2,5 mol c4c ion k&m trén siu mol dan xuét insulin;

it hon khoang 50 mM natri clorua; va
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c6 tri sb pH trong pham vi tur 7,2 dén 7,6.

33. Ché phdm duoc theo cac phuong an trudc, bao gbm
khoang 4,2 mM dAn xuét insulin;

khoang 1,5% (trong luong/trong luong) glyxerol,

khoang 60 mM phenol;

khoang 0 mM m-cresol;

khoang 2,0 mol céc ion k&m trén sau mol dAn xuét insulin;
khoang 20 mM natri clorua; va

c6 tri s6 pH khoang 7,4.

34. Ché phdm dugc theo céc phuong an trude, bao gbm
khoang 4,2 mM dAn xuét insulin;

khoang 1,5% (trong luong/trong luong) glyxerol;

khoang 60 mM phenol;

khoang 10 mM m-cresol;

khoang 2,0 mol céc ion k&m trén sdu mol dAn xuét insulin;
khoang 20 mM natri clorua; va

c6 tri s& pH khoang 7,4.

35. Ché phdm duoc theo cac phuong an trude, bao gom
khoang 4,2 mM dén xuét insulin;

khodng 1,5% (trong lugng/trong lugng) glyxerol;

khoang 60 mM phenol;

khoang 0 mM m-cresol;

khoang 2,2 mol céc ion k&m trén sdu mol dan xuét insulin;
khoang 20 mM natri clorua; va

¢6 tri sb pH khoang 7,4.

36. Ché phdm duoc theo cdc phuong an trude, bao gom
khoang 4,2 mM din xuét insulin;

khoang 1,5% (trong luong/trong luong) glyxerol;

khoang 60 mM phenol;

khoang 10 mM m-cresol;

khoang 2,2 mol céc ion k&m trén sdu mol dAn xuét insulin;

khoang 20 mM natri clorua; va



49317

c6 tri s6 pH khoang 7,4.

37. Ché phdm duoc theo cac phuong an trudc, bao gdm

khoang 4,2 mM dén xuét insulin;

khoang 1,5% (trong luong/trong luong) glyxerol;

khoang 60 mM phenol;

khoang 0 mM m-cresol;

khoang 2,4 mol céc ion k&m trén sdu mol dAn xuét insulin;

khoang 20 mM natri clorua; va

¢6 tri s6 pH khoang 7,4.

38. Ché pham dugc theo cic phuong &n trude, bao gbdm

khoang 4,2 mM din xuét insulin;

khoang 1,5% (trong lugng/trong luong) glyxerol;

khoang 60 mM phenol;

khoang 10 mM m-cresol;

khoang 2,4 mol cac ion k&m trén sdu mol dAn xuét insulin;

khoang 20 mM natri clorua; va

6 tri sb pH khoang 7.4.

39. Ché phdm duoc theo cac phuong an trude, bao gdm khoang 4,2 mM dan xuét insulin;
tir khoang 1 dén khoang 2% (trong luong/trong luong) glyxerol; tir khoang 45 dén khoang 75
mM phenol; tir khodng 0 dén khoang 15 mM m-cresol; tir khoang 1,5 dén khoang 2,5 mol cac
ion k&m trén sau mol din xuét insulin d& d& cép; khong 16n hon khoang 50 mM natri clorua; va
¢6 tri s6 pH trong pham vi tr 7,2 dén 8,0 .

40. Ché pham dugc theo cac phuong 4n trude, bao gd6m khoang OmM m-cresol.

41. Ché phdm dugc theo cac phuong 4n trude, bao gbm tir khoang 5 dén khoang 10 mM
m-cresol.

42. Ché phdm dugc theo cac phuong an trude, bao gdm khoang 10 mM m-cresol.

43. Ché pham duogc theo c4c phuong an trude, con bao gdm semaglutide.

44. Ché phim dugc bao gdm A14E, B16H, B25H, B29K((N*-Eicosanedioyl-yGlu-[2-
(2-{2—[2-(2—aminoetoxy)etoxy]axetylamino}etoxy)etoxy]axetyl)), insulin & nguoi desB30
(Hop chit 1); va semaglutide; va con bao gom tir khoang 1 dén khoang 2% (trong luong/trong

luong) glyxerol; tir khoang 45 dén khoang 75 mM phenol; tir 0-15 mM m-cresol; tir khoang
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1,5 dén khoang 2,5 mol cac ion k&m trén sdu mol dn xuét insulin d3 dé cép; khong 16n hon
khoang 25 mM natri clorua; va co tri s6 pH trong pham vi tir 7,2 dén 8,0.

45. Ché pham dugc theo cac phuong an trude, bao gdm tir khoang 0,20 dén khoang 0,70
mM semaglutide.

46. Ché pham dugc theo cc phuong an trude, bao gbm tlr khoang 0,30 dén khoang 0,70
mM semaglutide.

47. Ché phdm dugc theo cdc phuong an trudc, bao gdm tir khoang 3,5 mM dén khoang
5,0 mM AI14E, B16H, B25H, B29K((N ¢_Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxy)-
etoxy]axetylamino }etoxy)etoxy]axetyl)), insulin & ngudi desB30 (Hop chat 1).

48. Ché phadm dugc theo cac phuong 4n trudc, bao gdm tlr khoang 0,30 dén khoang 0,70
mM semaglutide, va tir khodng 3,5 mM dén khoang 5,0 mM A 14E, B16H, B25H, B29K((N°*-
Eicosanedioyl—yGlu-[2-(2—{2-[2—(2-aminoetoxy)etoxy]axetylamino}etoxy)etoxy]axetyl)),
insulin & nguoi desB30 (Hop chit 1).

49. Ché phim duoc theo céc phuong an trude, bao gbém khoang 0,30 mM semaglutide,
va tur khoang 3,5 mM dén khoang 5,0 mM A14E, B16H, B25H, B29K((N*-Eicosanedioyl-
yGlu-[2—(2-{2-[2-(2—aminoetoxy)etoxy]axetylamino}etoxy)etoxy]axetyl)), insulin & nguoi
desB30 (Hop chét 1).

50. Ché phdm dugc theo céc phuong 4n trude, bao gbm khoang 0,40 mM semaglutide,
va 4,2 mM A14E, B16H, B25H, B29K ((N*-Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxy)-
etoxyJaxetylamino }etoxy)etoxyJaxetyl)), insulin ¢ ngudi desB30 (Hop chat 1).

51. Ché pham dugc theo cac phuong én trudc, bao gdm khoang 0,49 mM hodc 0,50 mM
semaglutide, va 4,2 mM A 14E, B16H, B25H, B29K((N ¢.Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxy)etoxy]axetylamino }etoxy)etoxy]axetyl)), insulin & ngudi desB30 (Hop chét 1).

52. 35. Ché phidm dugc theo cdc phuong éan trudc, bao gdbm khoang 0,60 mM
semaglutide, va 4,2 mM A14E, B16H, B25H, B29K ((N*-Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxy)etoxy]axetylamino }etoxy)etoxy]axetyl)), insulin & nguoi desB30 (Hop chat 1).

53. Ché phdm dugc (ddng cong thire bao ché) bao gdm A14E, B16H, B25H, B29K((N*-
Eicosanedioyl—yGlu-[2-(2—{2-[2—(2-amin0etoxy)etoxy]axetylamino}etoxy)etoxy]axetyl)),
insulin & nguoi desB30 (Hop chét 1); va semaglutide; va con bao gdém khoang 1,5% (trong
lwong/trong luong) glyxerol; khoang 60 mM phenol; khoang 0 mM m-cresol; khoang 2,2 mol
céc ion k&m trén sau mol din xuét insulin da d& cap; khoang 20 mM natri clorua; va 6 tri s6

pH khoang 7.4.
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54. Ché phim duoc (ddng cong thiic bao ché) bao gdm A14E, B16H, B25H, B29K((N*-
Eicosanedioyl—yGlu-[2-(2-{2—[2-(2-amin0etoxy)etoxy]axetylamino}etoxy)etoxy]axetyl)),
insulin & nguoi desB30 (Hop chét 1); va semaglutide; va con bao gdm khoang 1,5% (trong
luong/trong lugng) glyxerol; khoang 60 mM phenol; khoang 10 mM m-cresol; khoang 2,2
mol cac ion kém trén sau mol din xudt insulin da d& cap; khoang 20 mM natri clorua; va c6
tri s6 pH khoang 7,4.

55. Ché pham duoc theo cac phuong an trudc, @ str dung cho dbi tugng can ché phim nay
& céac khoang it thuong xuyén hon mot 14n mbi ngay (vi du & cac khoang dai hon 24 gio), trong
khoang thdi gian it nhat 3 thang, it nhit 6 thang, hodc it nhét 1 nam.

56. Ché pham duoc theo cac phuong an trude, dé str dung cho ddi tugng can sir dung cho
d6i twong véi tAn suét trong pham vi trung binh tir mdi ngdy thtr 2 dén mdi ngay thtr 11.

57. Ché phdm duoc theo cac phuong an trudc, dé str dung cho ddi tuong cén st dung cho
d6i twong vdi tan suat trong pham vi trung binh tir mdi ngay thir 3 dén mdi ngay thur 10.

58. Ché phdm dugc theo céc phuong 4n trudc, d8 str dung cho ddi tuong can s dung cho
ddi tuong vdi tin sudt trong pham vi trung binh tix mdi ngay thir 4 dén mdi ngay thi 9.

59. Ché phim dugc theo cac phuong an trudc, d8 str dung cho ddi tugng can st dung cho
ddi tuong vai tan sudt trong pham vi trung binh tir mdi ngay thir 5 dén mdi ngay thir 8.

60. Ché phdm duoc theo céc phuong 4n trudc, & str dung cho ddi tuong can sir dung cho
ddi tuong voi tin suat trong pham vi trung binh tir mdi ngdy thir 6 dén mdi ngay tha 7.

61. Ché phdm duoc theo cac phuong an trudc, d8 str dung cho ddi tuong can st dung cho
dbi tuong trung binh mdt 1an mdi tudn, vi du vao mdi ngay thir 7, trong khoang thoi gian it nhét
3 thang, it nhét 6 thang, hodc it nhét 1 nam.

62. Phuong phap tao ra ché pham dugc 6 thé tiém duoc bao gom:

(i) Didu ché dung dich bing cich hoa tan AI4E, BI6H, B2SH, B29K((N*-
Eicosanedioyl—yGlu-[2-(2-{2—[2-(2—aminoetoxy)etoxy]axetylamino}etoxy)etoxy]axetyl)),
insulin & nguoi desB30 trong nudc

(i) Didu ché dung dich bang cach hoa tan céac chét bao quan va cac chét dang truong
trong nudc

(iii) Diéu ché dung dich bang cach hoa tan céc ion k&m trong nudc

(iv) Tron dung dich a) va dung dich b)

(v) Thém dung dich ¢) vao dung dich a+b

(vi) Hoa tan semaglutide trong dung dich hdn hop a+btc

11
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(vii) Piéu chinh d6 pH ctia hdn hop f) dén do pH mong mudn, sau d6 1a budc loc vo
trung.
Su két hop bat ky ciia hai hoic nhidu cac phuong 4n dugc md ta ¢ day duoc xem la nam

trong pham vi ctia sang che.

Hoat tinh sinh hoc
Theo khia canh khac sang ché @& xuit cac ché phém duoc hitu dung lam céc thube dé

diéu tri cac bénh, rdi loan hodc c4c tinh trang bénh vé trao ddi chét, va, cu thé, cac bénh, roi
loan hodc cdc tinh trang bénh lién quan dén bénh dai thio duong.

Theo mot phuong én, ché phém duoc theo sang ché dé sur dung trong diéu tri hodc lam
diu nhe cta bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh lién quan dén bénh dai thao duong, bénh dai
thao duong Loai 1, bénh déi thdo dudng Loai 2, dung nap glucoza bi suy giam, tang duong
huyét, réi loan m& méu, béo phi, hoc hdi chimg chuyén héa (hdi chimg chuyén héa X, hoi
ching dé khang insulin).

Theo phuong an khac, ché pham dugc theo sang ché dé s dung trong didu tri hodc lam
diu nhe bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh lién quan dén bénh dai thao duong, va cu thé bénh
dai thao duong Loai 1, hodc bénh dai thao duong Loai 2.

Lidu luong thuc té tiy thudc vao ban chit va mtrc d6 nghiém trong cua bénh dang duoc
didu tri, va theo quyét dinh cta bac si, va co thé duoc thay dbi bang cach chuin d6 lidu luong

cho cac trudong hop cu thé theo sing ché dé tao ra higu qua dicu tri mong mudn.

Vidu thye hién sang che
Séng ché con duge minh hoa véi viée tham chieu dén cac vi du sau, ma khong dinh lam

gi6i han pham vi clia sdng ché nhu duoc yéu cau bao hd bang bat ky cach nao.

Vidu 1

Cac &éc tinh Iy sinh dwge cii thién & cac tinh trang vi tri tiém m6 phong

Tién trinh

API clia cac cong thirc bao ché 14 A14E, B16H, B25H, B29K((N ¢_Eicosanedioyl-yGlu-
[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxy )etoxy|axetylamino } etoxy)etoxyJaxetyl)), insulin ¢ nguoi desB30
(Hop chét 1), thu duge nhu duge md ta trong vi du WO 2009/115469, xem Vi du 33.

Su oligom hoa ctia Hop chét 1 duoc xac dinh & céc tinh trang vi trf tiém md phong. Cac
tinh trang vi trf tiém mo phong dat dugc bing cach 1an luot 1am can hét phenol va/hodc

metacresol, va trao ddi dung dich dém thanh dung dich dém long k& dugc mo phong. Quy trinh
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ndy gan nhu loai bo tit ca cac phdi tir phenolic nhung duy tri ty 1& kém/insulin cta cong thirc
bao ché gbc.

Céc cong thic bao ché duogce trao dbi dung dich dém thanh dung dich dém chét 16ng k&
(ISF-) qua cot PD-MidiTrap G-25 theo tién trinh ciia nha san xuat.

Céc cot duoc can bing véi dung dich dém dich bing cach rira cdt voi thé tich du cua
dung dich dém dich, va su cong thic bao ché duoc ap dung véi thé tich thich hop va duoc
rira giai voi dung dich dém dich. Dung dich dém ISF bao gém 140 mM NacCl, 4 mM KCl, 1
mM MgSO04, 2 mM CaCl2, 10 mM Hepes, pH 7,4.

Trir khi duoc quy dinh cu thé, quy trinh nhu sau:

Trao dbi dung dich dém & 22°C;

U tiép theo & 37°C trong 14-18 gid; va

Do tiép theo & 22°C (trlr khi duge quy dinh cu thé).

Théng thuong cac phép do duge thuc hién khoang 1 gid sau khi két thac 0 & 37°C. Néu
khong thé thuc hién diéu trén, cac mau duoc luu trit & 22°C cho dén khi duoc do.

Trir khi dugce quy dinh cu thé, cac mAu duoc do ma khong dugce pha lodng. Nén dugc
luu ¥ réng kich thudc oligome thu duge tir quy trinh 1am can phenol dugc md ta la qua trinh
phu thudc, va dbi v6i cong thire bao ché cho trude it cd thé thay dbi véi cac yéu t6 nhu thoi
gian, nhiét do, va 16 cta cot. Do d6 mong mudn rang cac phép do cho tdp hop céc cong thirc
bao ché cho trude duoc so sanh trong cliing thir nghiém va khong qua cac thir nghiém. Do do,
di voi ciing cong thirc bao ché tham chiéu d duoc thir nghiém cing véi cong thirc bao ché
khac khau cta sang ché trong céc thir nghiém khac nhau. Vi dy, cong thirc bao ché A ddi voi
cong thite bao ché B va C; cdng thirc bao ché 01 ddi véi cac cdng thire bao ché 02-06.

Béan kinh thuy dong trung binh biéu kién (rn) duoc do boi tan xa anh sang dong (DLS),
bang cach sir dung DynaPro PR™ (Wyatt technology, Santa Barbara, CA, USA). Trudce khi cac
mau phan tich dugc ly tAm trong 5 phut ¢ 1200 vong/phit 8 loai bo cac hat bui bat ky trong
dung dich. Cac phép do duoc thuc hién & 25°C bé“mg cach str dung 40 thu nhén va thoi gian thu
nhén la 2 gidy.

Trong lugng phén tu trung binh bidu kién (kDa) dugc do bai Ché phim-Gradien, T4n xa
4nh séng tinh da géc (CG-MALS) bing cach sir dung hé théng bao gdm bd chuén do Wyatt
Technology Corporation (WTC) Calypso II duoc ghép véi thiét bi do tan xa anh sang WTC
DAWNS8+ (van hanh ¢ 664 nm) va khuc xa ké WTC Optilab T-rEX (vén hanh & 660 nm) &
25°C. Cac mau dugc loc qua bd loc 0,45 pm tiép theo 1 bd loc 0,22 pm trude khi do.

13
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Céc thtr nghiém vé toc do lam ling duoc thuc hién véi May siéu ly tdm phén tich XL-I
(BeckmanCoulter, Brea, CA) trong céc chi tiét ¢ gifra hai viing 12-mm hodc 3-mm dugc day véi
c4c cira sb bing saphia. Cac mau dugc quay 6 40000 vong/phut va 20°C cho dén khi su sa lang
duoc hoan thanh va duge giam sat véi quang hoc nhidu ctia dung cu. Phan phdi hé s sa lang

(SCD) dugc tinh voi SedFit, ban 11.8 (www.analyticalultracentrifugation.com) bang céach s

dung mAu c(s) v6i ludi toa do 1a 100 tri s6 s trong pham vi du d8 mo ta tt ca vat lidu lang, nhu
duoc d4nh gig bai rmsd va md hinh chay phan du. Ty 1& ma sat f/fo duge xem nhu 12 bién s6 dé
duoc t8i uu hoa trong qué trinh didu chinh (P Schuck, MA Perugini, NR Gonzales, GJ Howlett
va D Schubert: Phan tich phan phdi kich thuéc clia cac protein biang mdy siéu ly tm phén tich:
cac chién lugc va img dung véi cac hé thdng mAu; (Biophys. J. 2002 82:1096). Céc tri s6 hé sb
sa lang trung binh thu duoc qua tinh ven toan clia cac phan phdi c(s) két qua.

Do nhét dong phu thude vao nhiét do duge do véi nhot ké loai bong lin Lovis2000 (Anton
Paar, Graz, Austria). Nhiét d6 dugc giam tir 40°C dén 4°C véi cac bude giam 2°C, cho phép can
bang nhiét do trong 5 phut gitra céc bude. Ty trong ctia dung dich dém duoc do ddng thoi véi ty
trong ké DMAS5000, cfing ciia Anton Paar.

Ba cong thire bao ché don, vi du cong thirc bao ché A dai dién cho linh vuc k¥ thuét lién
quan (xem vi du WO 2013/153000), va céc cong thire bao ché B, C dai dién cho sang ché (60

mM phenol/10 mM m-cresol), dugc didu ché.

Bang 1A: Céc cong thic bao ché don so sanh A, B, va C

14

14/48



49317

15/48

Thanh phin | Cong thite bio ché A | Cong thirc bao ché B | Céng thirc bao ché C

Theo linh vue k§ Theo sang ché Theo sang ché
thuat lién quan

Hop chét 1 4200 nmol/ml 4200 nmol/ml 4200 nmol/ml
(4,2 mM) (4,2 mM) (4,2 mM)
Kém (dudi 206 pg/ml 110 pg/ml 101 pg/ml
dang kém (~4,5 Zn""/hexame) | (~2,4 Zn"*/hexame) | (~2,2 Zn""/hexame)
axetat)

glyxerol 16 mg/ml (1,6%) 15 mg/ml (1,5%) 15 mg/ml (1,5%)

Phenol 2,35 mg/ml (25 mM) | 5,65 mg/ml (60 mM) | 5,65 mg/ml (60 mM)

Meta-cresol | 2,70 mg/ml (25 mM) | 1,08 mg/ml (10 mM) | 1,08 mg/ml (10 mM)

Natri clorua | 1,17 mg/ml (20 mM) | 1,17 mg/ml (20 mM) | 1,17 mg/ml (20 mM)

Do pH 7,4 7,4 7,4

Sau cong thirc bao ché don khac, vi du cong thirc bao ché 01 (giéng nhu cong thirc bao
ché A), va cac cong thirc bao ché 02, 03, 04, 05 va 06 dai dién cho sang ché, duoc tao ra
(Bang 1B). Ham luong k&m duoc thay ddi tir 4,5 Zn**/s4u insulin dén 2,4, 2,2, va 2,0 Zn**/séu
insulin. Ngoai ra cac hé thdng bao quan ctia 25/25 mM phenol/m-cresol hodc 60/0 mM

phenol/m-cresol dugc thir nghiém.

Bang 1B: Céc cdng thic bao ché so sanh

Céng thirc bao ché
Thanh phan
01* 02 03 04 05 06
Hop chat 1 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
(mM)
Zn(axetat)2
206 206 101 101 110 92
(ng/ml)
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n Zn/6 insulinulin | ~4,5 ~4.5 ~2,2 ~2,2 ~2,4 ~2,0
(mol/mol)
Phenol 25mM | 60 mM | 25 mM | 60 mM | 60 mM | 60 mM
m-cresol 25 mM 0 25 mM 0 0 0
glyxerol 1,6% 1,5% 1,6% 1,5% 1,5% 1,5%
Chét dan thude 20 mM NaCl
(it ca c4c cong A A
thie bao ché) Bo pH 7,

* Gidng nhu Cong thiic bao ché A

Kich thude oligome duwgc cdi thién cita cdc cong thirc bao ché don dwoc trao doi dung
dich dém cé 60 mM phenol va 10 m-cresol (Bing 24; Fig.14, 1B, va 1C)

Bang 2A: Kich thudc oligome & vi trf tiém duoc mo phéng

A B C
Rh(trung binh) | 37,31 9,21 8,37
[nm]
S*(trung binh) | 17,32 | 10,53 9,41
[S]
Mw (trung binh) | 1059,8 | 190,5 184,7
[kDa]

Kich thudc oligome dugc cdi thién cia cdc cong thikc bao ché don dwoc trao doi dung
dich dém c6 60 mM phenol va 0 m-cresol (Bdang 2B; Fig.2A va 2B)

Bang 2B kich thuéc oligome & vi tri tiém duoc md phéng

01 02 03 04 05 06
Rh(trung 19,42 | 1420 | 5.83 4,51 5.20 3.98
binh) [nm]
S*(trung 8.46 | 11.00 | 5.39 4,78 5.33 4.32
binh) [S]
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Ham luong kém duoc giam tir 4,5 Zn**/s4u insulin trong cong thirc bao ché A lan luot
dén 2,4 va 2,2 Zn™/s4u insulin trong cac cong thirc bao ché B va C (véi phenol duoc ting va
metacresol dugc giam). Viée giam kém di kém véi giam kich thude oligome (xem Fig. 1A,

1B va 1C) nhu dugc x4c dinh ¢ céc tinh trang vi tri tiém mo phong bang phuong phéap dugc

mo ta & trén.

Céc két qua tir cong thirc bao ché 01-06 x4c nhan thém rang kich thudc oligome giam
khi Zn giam tir 4,5 Zn**/séu insulin dén 2,2 % 0,2 Zn**/séu insulin. D61 voi 2,2 % 0,2 Zn**/sdu
insulin kich thudc oligome giam thém khi phenol/cresol giam tir 25mM/25mM dén
60mM/0mM. Xem Fig.2A va 2B.

Do nhét dwoc cdi thién ciia cdc cong thirc bao ché don dwgc trao déi dung dich dém cé

49317

60 mM phenol va 10 mM m-cresol (xem Bing 34; Fig.34 va 3B)

Bang 3A: Do nhét ciia cac Cong thirc bao ché trao dbi dung dich dém A, B, C

D06 nhdt dong (cP) D0 nhét dac hiéu
Cong thirc bao ché Cong thirc bao ché
Nhiétdo | A B C Dung dich A B C

(€) dém ISF

40 1,194 | 0,633 | 0,628 0,605 0,97355 | 0,04628 | 0,03802
38 1,359 | 0,659 | 0,653 0,627 1,16746 | 0,05104 | 0,04147
36 1,548 | 0,687 | 0,68 0,651 1,37788 | 0,0553 | 0,04455
34 1,758 | 0,718 | 0,709 0,677 1,59675 | 0,06056 | 0,04727
32 1,989 | 0,751 | 0,74 0,704 1,82528 | 0,06676 | 0,05114
30 2,237 | 0,787 | 0,773 0,733 2,05184 | 0,07367 | 0,05457
28 2,506 | 0,825 | 0,809 0,765 2,27582 | 0,07843 | 0,05752
26 2,792 | 0,866 | 0,847 0,798 2,49875 | 0,08521 | 0,0614
24 3,098 | 0,91 | 0,889 0,835 2,71018 | 0,08982 | 0,06467
22 3,409 | 0,958 | 0,934 0,874 2,90046 | 0,09611 | 0,06865
20 3,729 | 1,01 | 0,982 0,916 3,07096 | 0,10262 | 0,07205
18 4,051 | 1,066 | 1,035 0,962 3,21102 | 0,10811 | 0,07588
16 4321 | 1,126 | 1,092 1,012 3,26976 | 0,11265 | 0,07905
14 4,597 | 1,191 | 1,153 1,066 3,31238 | 0,11726 | 0,08161
12 4,865 | 1,262 | 1,22 1,125 3,32444 | 0,12178 | 0,08444
10 5,131 | 1,338 | 1,293 1,19 3,31176 | 0,12437 | 0,08655
8 5369 | 1,421 | 1,372 1,26 326111 | 0,12778 | 0,08889
6 5593 | 1,514 | 1,458 1,338 3,18012 | 0,13154 | 0,08969
4 5795 | 1,612 | 1,556 1,424 3,06952 | 0,13202 | 0,0927

Do nhét dwge cdi thién ciia cdc cong thirc bao ché don dirgc trao déi dung dich dém cé

60 mM phenol va 0 m-cresol (xem Bdng 3B; Fig.3C va 3D)
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Bang 3B: D0 nhét cua dung dich d€m duoc trao ddi cac Cong thic bao ché 02, 03 va

04
Do nhét dong (cP) D6 nhét dac hiéu
Cong thiic bao ché Cong thirc bao ché
ISF 02 03 04 02 03 04

3,99 1,5447 | 2,7441 | 1,9996 | 1,6278 |0,77646 | 0,29449 0,0538
6 1,4513 | 2,5087 | 1,8529 | 1,5296 | 0,72859 | 0,27672 0,05395
8 1,3668 | 2,3492 | 1,7355 | 1,4414 ] 0,71876 | 0,26975 0,05458
10 1,2917 | 2,2389 | 1,6335 | 1,3615 | 0,7333 | 0,26461 0,05404
12 1,2209 | 2,1624 | 1,5448 | 1,2894 |0,77115| 0,2653 0,05611
14 1,1555 | 2,1078 | 1,4678 | 1,2215 |0,82415 | 0,27027 0,05712
16 1,095 2,06 1,4063 | 1,1575 | 0,88128 | 0,28429 0,05708
18 1,04 2,0041 | 1,3516 | 1,0984 |0,92702 | 0,29962 0,05615
20 0,9893 1,927 | 1,3014 | 1,043 [0,94784 | 0,31548 0,05428
22 0,9423 | 1,8351 1,247 | 0,9916 |0,94747 | 0,32336 0,05232
24 0,8991 | 1,7221 | 1,1941 | 0,9447 | 0,91536 | 0,32811 0,05072
26 0,8588 1,597 | 1,1404 | 0,9003 | 0,85957 | 0,3279 0,04832
28 0,8216 | 1,4748 | 1,085 | 0,8594 |0,79503 | 0,32059 0,04601
30 0,7869 | 1,3608 | 1,0249 | 0,8219 |0,72932 | 0,30245 0,04448
32 0,7544 | 1,2594 | 0,9713 | 0,7867 | 0,66941 | 0,28751 0,04282
34 0,7239 | 1,1654 | 0,9215 | 0,754 |0,60989 | 0,27297 0,04158
36 0,7004 | 1,0795 | 0,8749 | 0,7236 | 0,54126 | 0,24914 0,03312
38 0,6951 | 1,0027 | 0,8321 | 0,6948 |0,44253 | 0,19709 | -4,32E-04
40 0,7107 | 0,9345 | 0,7927 | 0,6682 | 0,3149 | 0,11538 -0,0598

Két luan
Céc thur nghiém nay thé hién d6 nhét cla cdng thire bao ché & céc tinh trang vi tri tiém
md phong theo phuong phap nay phu thude nhiéu vao ham luong k&m sao cho viée giam ty

18 kém dAn dén do nhot thap hon.

Vidu 2
tmax va dao thai 1577}

tmex thé hién thoi gian dén ndng dd t6i da (tiép xuc huyét twong tdi da), va ty thé hién
thoi gian ban thai trong d6 mot nira hop chét mét di khoi huyét tuong sau khi st dung.

Céc dic tinh ly sinh da thay ddi dugc mo ta trong Vi du 1 thich hop véi profin PK thé
hién tmax trude dé ¢ lon (xem Bang 3). Didu nay chi ra rang thoi gian luu tri ciia Hop chat 1
trong mo6 dudi da giam khi duoc cong thirc bao ché theo sang ché, va nguoc lai v6i cuing hop
chit duoc tao ra trong cong thirc bao ché theo cac giai phap k¥ thuat da biét.

Ngac nhién 1a, ham luong kém giam hau nhu khong cé anh hudng voi thoi gian hoat
tinh (vi du dao thai ti» khdng bi anh hudng), ma tao ra sy cong thirc bao ché theo sang ché va
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su cong thic bao ché theo cac giai phap k¥ thuat da biét phtt hop nhu nhau dbi véi viec sur

dung mot 1an moi tuén.

Bang 4

Cong thirc bao ché Loai tmax tin
(gio) | (gio)
Hop chit 1, Cong thirc bao ché A | Lon 20 47
4,5 kém/hexame, 25 mM phenol y
9 B 5 . 1

25 mM m-cresol Neuol 42 85
Hop chit 1, Cong thirc bao ché C | Lon 8 45
2,2 kém/hexame, 60 mM phenol,
10 mM m-cresol, 20 mM NaCl

Két luan

Céc thir nghiém nay thé hién rang thoi gian luu tra trong mo dudi da (tmax) cua Hop
chét 1 giam dang ké do giam Zn**/hexame. Sy quan sat phli hop v6i dir ligu duge biéu thi
trong Vidu 1, ma thé hién viéc giam kich thudc cua céc oligome duge tao ra & cac tinh
trang vi tri ti€ém mo phong.

Vi vay, khi dugc cong thirc bao ché theo sang ché, Hop chat 1 tao ra cac oligome nho
hon & vi trf tiém dan dén profin PK/PD véi thoi gian luu tri ngin hon trong md dudi da
dugc (tmax gidm).

Nhung ngac nhién 13, mic du thoi gian luu trd trong md dudi da (tmax) cia Hop chét 1
giam dang ké, céc sy tao ra theo sang ché duoc duy tri ciing thoi gian ban thai (dao thai tiy
khong bi anh huong) Diéu nay c6 nghia 1a cc cdng thirc bao ché theo sang ché c6 thé tao
didu kién cac dan xuét insulin ¢6 tc dung lau dai nhanh dat dén ndng d6 tdi da trong tudn
hoan, trong khi van duy tri ndng do tdi da véi thoi gian 14u hon.

Phat hién bit ngd nay ciing cho phép han ché su tao ra cac oligome 16n & vi tri tiém,
trong khi van duy tri thoi gian hoat tinh dai tvong xtmg véi profin sir dung mot lan mdi

tudn. Su tao ra cac oligome 16n véi do nhét cao 6 vi tri tiém c6 the gay kho chiu khi tiém.

Vidu 3
Trang thai cAu hinh riéng dwoc ning cao trong cong thirc bao ché

Véi su ¢6 mit ciia kém, insulin & ngudi ton tai dudi dang cac hexame trong cong thic

bao ché. Cac hexame insulin & ngudi c6 thé c6 hai trang thai cau hinh riéng khac nhau tuy
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thudc vao céu hinh riéng ctia ca&c monome. Tam gbc axit amin dau N cta chudi B monome
insulin ¢6 thé 1 cau hinh riéng duoc kéo dai (Trang thai T) hodc céu hinh riéng xoan dc o
(Trang théi R). Vi sy 6 mét cua phenol va NaCl, insulin 6 nguoi co cAu hinh riéng R, ma
12 cAu hinh riéng thuén l¢i lién quan dén su 6n dinh vt Iy va héa hoc (Dunn MF. td hop diéu
bién cac twong tac k&m-phdi tir va on dinh cta hexame insulin: A review. Biometals 2005;
18; 295-303).

Tién trinh

Céc thay ddi cdu hinh riéng ctia hexame insulin dugc theo boi 251 nm CD-signature

(Kriiger P, Gilge G, Cabuk Y va Wollmer A; Biol. Chem. Hoppe-Seyler 1990 371 669-673).

Céac mAiu duoc do bang cach sir dung dung cu Jasco 815 va do dai quang dudng 1a 0,02 cm.
Céc chuén do tréng duoc trir di va Ag 251nm két qua duogc vé dd thi dbi voi Zn/6 insulinulin
(mol/mol).

Trang thdi ciu hinh riéng ciia cdc cong thirc bao ché don c6 60 mM phenol/0 m-
cresol ) ) 7
Trang thai cAu hinh riéng ctia cdc cong thirc bao ché 01-06 duoc the hién trong Bang

SA va Fig4A.

Bang 5A: Trang théi cAu hinh riéng xu huéng trong cong thirc bao ché 01-06 v6i 60 mM

phenol/0 m-cresol

Cong thiic bao ché 01 02 03 04 05 06

Trang thai R xu hudng
Ae M-1em-1) @251 nm | -6,15 | -6,65 | -7,63 | -8,12 | -7,98 | -8,19

Fig.4A thé hién céc thay d6i cAu hinh riéng (Trang théi T; Trang thai TR hdn hop; Trang

thai R) du6i dang ham ctia Zn*" trén sdu insulin (mol:mol) cho céc cong thirc bao ché 01-06.

Trang thdi cédu hinh riéng cia cdc cong thirc bao ché don c6 60 mM phenol va 10 mM
m-cresol

Hai ddy cong thiic bao ché duoc didu ché. TAt ca cong thirc bao ché bao gém 4,2mM
Hop chéat 1, 16 mg/ml (1,6%) glyxerol, 20 mM NaCl, véi do pH 1a 7,4. Céc cong thirc bao
ché day B bao gdm 60 mM phenol va 10 mM m-cresol, véi ham luong kém duoc thay doi la
1,5 (B1), 2,0(B2), 2,3(B3), 2,5(B4), 3,0(B5), va 4,0(B6) trén 6 insulinulin. Day D bao gém
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25 mM phenol va 25 mM m-cresol, véi ham luong kém dugc thay ddi1a 1,5, 2,0, 2,3, 2,5,
3,0, 4,0 va 4,5 trén 6 insulinulin. Pong thoi ddy cac cong thic bao ché insulin & ngudi dugc
didu ché, voi ham luong kém khéc nhau. Trang thai cAu hinh riéng duogc thé hién trong Bang

5B va Fig.4B.

Bang 5B Xu huéng trang thai cAu hinh riéng trong cac cong thirc bao ché B1-B6 véi

60 mM phenol va 10 m-cresol, va cac cong thuc bao ché D1-D7 véi 25 mM phenol va 25

m-cresol
Xu hwéng trang thai R
Ae M-lem-1) @251 nm Day B Day D
Zn/6 insulinulin 60/10 phe/cre 25/25 phe/cre

*1,5 -6,83 (B1) -6,58 (D1)
2,0 -7,67 (B2) -7,06 (D2)
2,3 -7,42 (B3) -6,88 (D3)
2,5 -7,23 (B4) -6,67 (D4)
3,0 -7,54 (BS) -6,45 (DS)
4,0 -6,72 (B6) -5,58 (D6)
4,5 khong ép dung -5,03 (D7)

* Khong bao ¢dm trong Fig.4B

Fig.4B thé hién cac thay ddi cAu hinh riéng (Trang thai T; Trang thai TR hdn hop; Trang
thai R) dudi dang ham ctia Zn++ trén sau insulin (mol:mol) cho cdc cong thirc bao ché Day

B va Ddy D, va céc cong thirc bao ché insulin & nguoi.

Két luan

Dir liéu quang phd ludng sic tron tia UV gan thé hién c4u hinh riéng T/R cta Hop chat
1 phu thudc vao nong dd kém. Giam k&m di kém véi thay dbi trong trang thai cAu hinh riéng
ctia Hop chat 1 trong su cong thirc bao ché tir trang thai T/R hén hop dén trang thai R, ma
ddng thoi di kém véi mic dd hexame cao duge tao ra trong cac cong thirc bao ché (xem Vi
du 4 & du6i). Trang thdi R va mic do hexame con dugc tdng cuong bang su thay ddi trong ty

1& phenol/meta-cresol tir 25/25 mM thanh 60/10 mM (Fig.4B).
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Dit lidu cua cac cdng thirc bao ché 01-06 thé hién trang thai R cta Hop chét 1 trong cac
cong thirc bao ché duoc 1am phong pht thém bang cach giam Zn tir 4,5 thanh 2,27n = 0,2Zn
/6 Hop chét 1 va bang cach bd qua m-cresol (Fig.4A).

Vidu 4

Sw phan phéi oligome dwgc ning cao trong cong thirc bao ché

Tién trinh

Séc ky loai trir kich thuée (SEC) 1a phuong phép chinh xéc dinh luong su phan phoi
oligome khong cdng hoa tri ctia cac cong thirc bao ché insulin. SEC duoc thyc hién bang cach
st dung c6t BEH200, 1,7 pm 4,6x150mm véi dung dich dém chay séc ky bao gém 8,0 mM
phenol, 140 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, d¢ pH 1a 7,4. Sac ky dugc thuc hién 6 22 C bang
cach str dung 2 pL thé tich tiém va dong chay 0,3 ml/phut. Déi v6i cac tiéu chuan trong lugng
phén t&r albumin, hexame insulin cdng hda tri, va insulin don thé dugc str dung. Céc séc ky
dd duoc phén tich bang su tich hop dé biéu dién cac loai 16n hon hexame (3,0-3,8 phut),
hexame (3,8-4,3 phiit), va c4c loai nho hon hexame (4,3-5,5 phat). Hay luu y rang cac gidi
han tich hop chinh xéc cho mdi bo dit liéu s& thay ddi nhe do céc thay d6i trong hiéu suét cot.

Dit liéu phan tan tia X gbc hep (SAXS) dugc thu thép bé“mg cach sur dung dung cu
BioSAXS-2000 duoc trang bi véi té bao dong chay va thiét bi do Dectris 100K c6 pham vi q la
0,008-0,661 A", Cac phép do dung dich dém dugc trir ra tir cac phép do mau dé ¢6 duge céc
prqﬁn tan xa protein. Dit lidu tir mau tham chiéu cua insulin & ngudi trong trang thai hexame
v6i cAu hinh riéng R duoc thu thép theo cung quy trinh, tir mau 0,6 mM insulin & ngudi, 3
Zn**/séu insulin, dung dich dém 16 mM phenol, 20 mM NaCl va 7 mM phosphat ¢6 d6 pH la
7,4.

Swu phin phoi oligome cho cdc cong thikc bao ché bao gom 60 mM phenol va 0 m-
cresol

Sic ky SEC nguyén ban so sanh cac cong thirc bao ché 01, 02, 03, 04, 05, va 06 duogc
tao ra (xem Bang 6 va Fig.5A). .

Bang 6: Su phan phdi cic loai nhu thu duoc bdi SEC nguyén ban bang cach tich hop

cac sac ky do

Sw gan dinh Cong thirc bao ché
01 02 03 04 05 06
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% cac loai trong cong thirc bao ché
(3,0-3,8 phut) L6n hon hexame 8,8 9,4 1,1 0,6 0,7 0,2
(3,8-4,3 phut) Hexame 34,5 | 48,9 | 95,1 | 98,1 | 959 | 98,9
(4,3-5,5 phut) Nho hon hexame 56,8 | 41,7 | 3,8 1,3 3,5 0,9

Sw phdn plzéi oligome cho cdc cong thirc bao ché bao gém 60 mM phenol va 10 mM
m-cresol

Séc ky SEC nguyén ban so sanh céac cong thirc bao ché B1-B6 va cong thirc bao ché A
duoc tao ra (xem Bang 6 va Fig.5B). Dién tich dudi dudong cong la tuong tu cho tAt ca céc sic
ky dd. Céc sic ky dd duge phén tich bang su tich hop dé biéu dién cac loai 16n hon hexame
(3,0-3,8 pht), hexame (3,8-4,3 phiit), va céc loai nhé hon hexame (4,3-5,5 phut). Hay luu y
rang céc gi6i han tich hop chinh xac cho mai dit lidu set s& thay dbi nhe do céc thay d6i trong

hiéu suat cOt.

Bang 7: Su phén phdi oligome bdi SEC

Sw gan dinh Cong thire bao ché
Bl | B2 | B3 | B4 B5 B6 A

% céc loai trong cong thirc bao ché

Lén hon hexame
0,2 0,5 | 08 | 0,7 2,2 4.9 18,2
Hexame 80,3 [ 94,8 | 86,7 | 82,1 | 65,5 41,8 | 22,0

Nho hon hexame
19,5 | 4,8 | 12,5172 | 323 53,3 | 59,8

Két luan
Dir liéu SEC ctia cac cong thic bao ché 01-06 (Bang 6, Fig.5A) thé hién su phéan phdi
oligome ctia Cong thirc bao ché 01 Hop chat 1 duoc bidu thi ddc diém boi cac boi cac bang
rong ma khong c6 loai oligome chiém wu thé r5 rang. Sy phan phdi oligome cua Hop chét 1
trong Céc cong thirc bao ché 03-06 hep hon so véi Céc cong thirc bao ché 01 va 02. Thoi gian
duy tri ctia dinh chinh cta cac cong thirc bao ché 03-06 phu hgp voi hexame va dinh nhé voi

thoi gian duy tri 1a 5 phat pht hop v6i monome hodc dime.
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Dir lidu SEC cuia cc cong thitc bao ché B1-B6 va A (Bang 7, Fig.5B) ciing thé hién véi
2,0-2,5 kém/6 insulinulin, dinh hexame duoc lam tdt thém, so voi 4,0 hoic 4,5 Zn.

Do d6, dinh hexame duoc lam tdt thém véi ham luong kém thdp (vi du, tor 2,0 Zn dén
2,5 Zn) so v6i ham lugng k&m cao (vi du 4,0 hodc 4,5 Zn). D4i v6i ca hexame 4,5 Zn va 2,2
Zn duoc lam tét thém véi 60mM/0 hodc 10mM phenol/m-cresol lién quan dén 25/25 mM
phenol/m-cresol. Khi duoc 14p cdng thirc bao ché theo sang ché ham lugng hexame tang va
su oligom héa tré nén dugce dinh ra r6 hon.

Dt liéu SAXS ciing x4c nhan mau oligom héa cua Cong thirc bao ché A cua Hop chit
1 v6i 4,5 Zn"/hexame khong giéng nhu hexame insulin & nguoi kinh dién trong khi két cau
c¢6 gbe hexame ctia Hop chit 1 14 vuot troi trong cong thirc bao ché C (Fig.6). Khi duogc 14p
cong thirc bao ché theo séng ché (Cong thirc bao ché C) miu oligom héa tré nén dinh ra rd

hon va phti hop véi két cau ¢6 goc hexame tuong tu véi insulin & nguoi.

Vidu$§

P on dinh hoa hoc va dd on dinh vit Iy dwgc ning cao

Céc két qua thuc nghiém trong Vi du thé hién ca do 6n dinh héa hoc va do on dinh vat
Iy ciia Hop chat 1 dugc nang cao cua tcac cong thirc bao ché méi so véi cong thic bao ché A
tham chiéu. Cu thé, v6i ham luong phenol cao va ham luong m-cresol thép, ca dd 6n dinh hoa
hoc va dd on dinh vt Iy ctia Hop chét 1 tang khi ndng do k&m giam.

Tién trinh

Do nguyén chat duge xac dinh bang phwong phap séc ky long hiéu ning cuc cao pha
dao (RP-UHPLC) ma cac miu dugc phén tich béng céch str dung Acquity CSH Fluoro Phenyl,
130A, 1,7 pum, 2,1x150mm column, rira giai gradien bing axetonitril trong pha dong cta
axetonitril va dung dich dém photphoro trong nudc v6i su phat hién UV tiép theo (215 nm)
v6i dong chay 0,30 ml/phat véi thé tich tiém mau 1a 2-3 ul. Do nguyén chét duoc danh gia

bang dién tich clia dinh chinh dugc chia cho dién tich cla tat ca cac dinh x 100%.

Dj 6n dinh héa hoc ciia cong thikc bao ché Hop chét 1 v6i 60 mM phenol va 10 mM
m-cresol

D6 6n dinh dugce do dudi dang % dd nguyén chét cua tong peptit voéi RP-UHPLC thé
hién d6 én dinh dugc ting déng ké cta Hop chét 1 trong Cong thic bao ché B va Cong thire
bao ché C, ma bao gdm 60 mM phenol va 10 mM m-cresol, so v6i Cong thire bao ché A cta

Hop chét 1, ma bao gdm 25 mM phenol va 25 mM m-cresol. Xem Bang 8 va Fig.7A.
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Bang 8: % D0 nguyén chét cia Hop chét 1

Cong thite bao ché Thoi gian lwu triv & 30°C (thang)
0 1 2 3
A 95,4 93,8 93,3 91,3
B 95,3 94,3 95,0 94,3
C 95,7 94,7 95,0 94,6

Do on dinh héa hoc ciia cdc cong thirc bao ché ciia Hop chit 1 véi 60 mM phenol
va 0 m-cresol
Do 6n dinh cua cac cong thic bao ché duge thé hién trong Bang 9 duge do 1a % Do

nguyén chét ctia tong peptit véi RP-UHPLC xéac nhan thém rang d6 6n dinh héa hoc cua Hop
chat 1 tang dudi dang ham cta ndng dd k&m trong céc cong thic bao ché voi ham luong
phenol tuong dbi cao va ham luong m-cresol thap. Cac két qua thé hién do 6n dinh tang clia
Hop chét 1 khi kém duoc giam tir 4,5 Zn**/sau insulin dén 2,4, 2,2 va 2,0 Zn"™"/séu insulin
trong cac cong thuc bao ché v6i su thay dbi trong hé théng bao quan tir 25/25 mM phenol/m-

cresol dén 60 mM phenol va 0 m-cresol. Xem Bang 9 va Fig.7B.

Bang 9: % D6 nguyén chét ctia Hop chét 1

Cong thire bao Thoi gian lwu trir & 37°C (tuiin)
ché 0 2 4 6
01 97,5 96,1 94,3 92,8
04 97,4 96,7 96,0 95,3
05 97,6 96,7 96,0 95,3
06 97,3 96,7 96,0 95,2

Khi dugc 1ap cong thirc bao ché theo sang ché (xem céc cong thirc bao ché B, C, 04, 05,
va 06; c4d Bang 8 va 9, va Fig.7A va Fig.7B) do dn dinh héa hoc ting so véi linh vuc ky thuat
da duoc bibt dén (cac Cong thirc bao ché A va Cong thire bao ché 01).

PO 6n dinh vatly
Tién trinh:
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Céc cong thuc bao ché ctia Hop chét 1 duogc thtr nghiém trong tAm microtiter 96 giéng
v6i 4 ban sao c6 thé tich 12 200 pl. ThT (thioflavin T) duge bd sung vao 1,0 ml tir mdi cong
thirc bao ché, dén ndng d6 1 pM. Xét nghiém Thioflavin T (ThT) cho xu huéng dé tao ra cac
soi nhd dang tinh bot duge thuc hién trén Thermo Fluoroskan, l4c 960 vong/phut, 370C,
trong 45 gid. Su phat xa ThT dugc quét trude va sau khi xét nghiém. Thoi gian tré cho dén
khi khai phat phéat xa huynh quang ThT 1a phép do do n dinh vat 1y. Cac thoi gian tré dugc
xac dinh tir cac dudng cong huynh quang dugc tinh trung binh trén 4 ban sao. Thoi gian tré
dai hon chi ra do &n dinh vt 1y cao hon.

Nén duoc luu y ring cac két qua ThT thu duge tir tién trinh duoc md ta co thé thay doi
gifta cac thu nghiém. Do d6 mong mudn ring cac phép do cho bd cac cong thiic bao ché cho
truée duoc so sanh trong cing thir nghiém va khong trong céc thir nghi¢m chéo. Trong Vi du
nay, cung cong thirc bao ché tham chiéu duogc thir nghiém cung vdi cac codng thirc bao ché
khac nhau theo sang ché trong céc thir nghiém khac nhau. Vi du, cong thic bao ché A dbi véi
Cong thite bao ché C; Cong thirc bao ché 01 dbi vdi cic Cong thire bao ché 04-06.

Céc thoi gian tré duoc thé hién trong Bang 10 dudi ddy. Cong thiic bao ché A hoic Cong
thirc bao ché 01 12 cong thirc bao ché tham chiéu dé so sanh.

Céc két qua duoc thé hién trong Bang 10A va Bang 10B.

Do 6n dinh vit Iy ciia Hop chit 1 trong cdc cong thirc bio ché vdi 60 mM phenol va

10 m-cresol

Bang 10A: Céc thoi gian tré Tht (1)

Cong thic bao ché C Cong thirc bao ché A
Thoi gian tré (gio) 11,3 10,0

Bang 10B: Céc thoi gian tré Tht (2)

01 04 05 06
Thoi gian tré
(gid) 9.7 29.3 133 >45

K&t ludn
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Céc thoi gian tré thu duoc trong xét nghiém ThT chi ra do dn dinh vat ly cua Hop chét

1 duoc ning cao trong cac cong thirc bao ché véi ham lugng kém thap, ham lugng phenol

cao, va ham luong m-cresol thap. Dit lidu thé hién khi giam kém tir 4,5Zn/6 insulinulin dén

2,2 £0,2Zn/6 insulinulin va dong thoi ting phenol tir 25 mM dén 60mM va viéc gidm m-
cresol tir 25 mM dén 10 mM dan dén thoi gian tr& dai hon va do d6 d9 6n dinh vat ly duogc
nang cao. DPbi véi m-cresol duoc loai bo, dd 4n dinh vat ly cia Hop chit 1 duoc nang cao hon

trong cac cong thic bao ché v6i ham luong kém thap (xem Bang 10B).

Vidu 6

Cic cong thire bao ché két hop va va d9 on dinh vat Iy va héa hoc clia chiing

Hop chét 1 c6 thé duge 1ap cong thirc ddng bao ché ciing véi semaglutide tuong tu GLP-
1 mot 1an mdi tudn cho su két hop ty 18 c¢b dinh.

Céc cong thirc bao ché két hop tir 1 dén 6 sau ctia Hop chét 1 va semaglutide duoc didu
ché. Cong thirc bao ché don cia Hop chit 1 cling duoc diéu ché nhu cong thirc bao ché don
cdng thuc bao ché tham chiéu 1. Céc tri sb dich duoc du dinh duoc thé hién trong Bang 11,

dudi day.

Bang 11: Cac cong thic bao ché két hop ctia Hop chét 1 va semaglutide

Congthic | Cong | Cong | Cong | Cong | Cong | Cong
baochédon | thtc | thic | thac | thic | thuc | thic

bao bao bao bao bao bao
ché két | ché két | ché két | ché két | ché két | ché két
hopl | hop2 | hop3 | hop4 | hopS | hop6

Cong thuc
bao ché
tham chiéu 1

Hop chat 1 4,2 42 42 4,2 4,2 4,2 4,2
(mM)

Semaglutide khong 4p | 0,49/2, | 0,4/1,6 | 0,6/2,4 | 0,3/1,2 0,49/2, | 0,49/2,

dung 0 5 0 0
(mM)/(mg/ml)

Zn(axetat), 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54 1,4 1,75
(mM)
n Zn/6 ~2,2 ~2,2 ~2,2 ~2,2 ~2,2 ~2,0 ~2.5

insulinulin
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Chat dan thudc 60 mM phenol
(tAt ca cac cong

thire bao ché) 10 mM m-cresol

1,5% glyxerol
20 mM NaCl

do pH 7,4

Céc ndng do cia Hop chat 1 va semaglutide trong cac cong thirc bao ché duoc tao ra
duoc do bang cach str dung RP-HPLC va céc vt liéu tham chiéu. C4c ndng d6 nay duoc néu

trong Bang 12A va 12B, du6i day.

Bang 12A: Cac ndng d6 duoc do ctia Hop chét 1 va semaglutide

Cong thire Cong Cong Cong Cong thire
bao cheé thirc bao thirc bao thirc bao bao ché
don che ket che ket ché két | kethop4
Cong thirc hop 1 hop 2 hop 3
bao ché
tham
chiéu-1
Hop chét 1 4,1 4,1 4,1 4,1 4,1
(mM)
Puoc do
Semaglutide | khong ap 0,5 0,4 0,6 0,3
(mM) dung
Puoc do

Bang 12B: Cac ndng dd duoc do cia Hop chét 1 va semaglutide (16 riéng tir Bang
12A)

Cong thirc bao ché don | Cong thitc bao | Cong thire bao

Cong thitc bao ché tham | Chekethops ché két hop 6

chicu-1

Hop chét 1 42 4,3 4,3
(mM)
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Duoc do

Semaglutide khong ap dung 0,49 0,49

(mM)

Puoc do

Do d6, cac ndng dd duoc do 1&ch it hon 3% tir cac tri sb dich du dinh.
Céac cdng thtc bao ché két hop I-VI sau cta Hop chit 1 va semaglutide cling duoc didu
ché sau. Cong thirc bao ché don ctia Hop chét 1 dugc didu ché nhu cong thirc bao ché don

tham chiéu 2. Céc tri s6 dich du dinh duoc thé hién trong Bang 13, dudi déy.

Bang 13
Cong Cong Cong Cong Cong | Cong | Cong
thic thtrc bao | thirc bao | thirc bao | thirc bao | thuc | thiic bao
biao ché | ché kbt | chékét | chékét | chékét | bao | ché két
don hop | hopIl | hopIIl | hop IV ché | hop VI
o Kkét
g hop
thuc ’ v
bao ché
tham
chiéu 2
Hop chét 1 4,2 4,2 42 42 4,2 4,2 42
(mM)
Semaglutide Kkho 0.49/
KOS 16 49/2.0 | 0,49/2,0 | 0,3/1,25 | 0,49/2,0 | .7 | 0,3/1,25
(mM)/(mg/ml) | @P dung 2,0
Zn(axetat),
101 206 101 101 101 110 110
(pg/ml)
n Zn/6 ~2,2 ~4,5 ~2.2 ~2,2 ~2,2 ~2.,4 ~2.4
insulinulin
60
Phenol 60mM | 25mM | 60mM | 60 mM | 25 mM M 60 mM
m-cresol 0 25 mM 0 0 25 mM 0 0
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Chét dan thudc
(tAt ca cac cong
thirc bao ché)

1,5% glyxerol

20 mM NaCl

pH 7,4

Do on dinh vit Iy

Tién trinh:

Céc cdng thirc bao ché dugc thir nghiém trong tAm microtiter 96 giéng véi 8 ban sao
200 pl. ThT (thioflavin T) duge bd sung vao 1,0 ml tir m3i cong thirc bao ché, dén nong do 1
uM. Xét nghiém Thioflavin T (ThT) cho xu hudng dé tao ra céc soi nho dang tinh bdt duoc
thuc hién trén Thermo Fluoroskan, l4c 960 vong/phut, 37°C, trong 45 gio. Su phat xa ThT
duoc quét trude khi va sau khi xét nghiém Thoi gian tr& cho dén khi khoi phat cua sy phat xa

huynh quang ThT (su tao ra clia cac soi nho dang tinh bot) 1a phép do cua do 4n dinh vat ly.

Céc thoi gian tr& dugc xac dinh tir cac dudng cong huynh quang dugc tinh trung binh trén 8
ban sao. Cac thoi gian tré dugc thir nghiém hai Jan 14n luot cho cac cong thirc bao ché két hop
1-4 va céc cong thirc bao ché két hop 5 va 6; va mdi thir nghiém véi cong thire bao ché don
dugc thir nghiém lam tham chidu, 1am cho céc két qua c6 thé so sanh dugc. Thoi gian tré dai
hon chi ra 6 dn dinh vat 1y cao hon.

Cong thirc bao ché don tham chiéu va cac cong thirc bao ché két hop cua Hop chét 1
duoc thir nghiém trong thr nghiém tAm microtiter 96 giéng Thioflavin T (ThT) cho xu huéng
dé tao ra cac soi nho dang tinh bot.

Céc thoi gian tré dugc thé hién trong Bang 14A, 14B, 14C dudi day.

Bang 14A: Cac thoi gian tré trong cdng thirc bao ché két hop

Cong thirc bao Cong Cong Cong Cong
ché don thirc bao | thirc bao thirc bao | thirc bao
- o hékét | chékét | chékét | chékét
Cong thirc bao .
ch& thamchisn1 | hepl | hop2 | Hopd | hopd
Thoi gian tré 11,0 19,3 18,0 21,6 23
(210)

Bang 14B: Cic thoi gian tré trong cong thirc bao ché két hop
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Céng thire bao ché don | Cong thirc bao | Cong thirc bao
Céng thire bao ché che ket hop S ché ket hop 6
tham chiéu 1
Thoi gian tré 9,9 20,6 45
(gi0)
Bang 14C: Céc thoi gian tré trong cong thirc bao ché két hop
Cong Cong Cong Cong Cong Cong Cong
thire bao thire thire thire thirc thire thire
che don | bao ché | bao ché | bao ché | bao ché | bao ché | bao che
tham | két hop | kéthop | két hop két hop | ket hop | ket hop
chiéu 2 I II I v v VI
Thoi gian tré | 29,3 443 45 45 28,6 45 45
(gi0)
Két luan:

Xét nghiém ThT chi ra ring néu khong ting ham lugng k&m, cac cong thirc bao ché két
hop ctia Hop chét 1 va semaglutide khong lam hong do bn dinh vat Iy cua Hop chat 1 so véi
cong thire bao ché don Hop chét 1. Trén thuc té, cac thoi gian tré cua cic cong thic bao ché
két hop dai hon nhiéu so véi cac thoi gian tré clia cong thirc bao ché don Hop chét 1, thé hién
su lap cong thirc dong bao ché cua Hop chét 1 véi semaglutide trén thuc té 6n dinh cong thirc
bao ché dbi véi su tao ra sgi nhd dang tinh bt khong mong mudn. Khi duge so véi cong thic
bao ché két hop cla din xuét insulin c6 tac dung lau dai khac va dan xuit GLP-1 (vi du
degludec va liraglutide), phat hién nay bat ngd va ddng ngac nhién.

Céc két qua Bang 14C thé hién giam ham luong m-cresol c6 thé nang cao do on dinh
vat ly cta cong thirc bao ché két hop cta Hop chét 1 va semaglutide hon nita; va ting ham
lugng phenol cling nang cao do 6n dinh vt Iy ctia cong thire bao ché két hop ctia Hop chét 1
va semaglutide.

Céc két qua Bang 14C ciing thé hién khi 1ap cong thiic ddng bao ché Hop chét 1 voi
semaglutide trong cdng thirc bao ché theo sang ché, do 6n dinh vat 1y ctia Hop chét 1 ting, so
v6i st dung cdng thic bao ché trong linh vuc k§ thuat da duoc biét dén (Cong thirc bao ché

I) cho cdng thirc bao ché két hop ctia Hop chét 1 va semaglutide.
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Do on dinh héa hoc

Tién trinh

D6 nguyén chét dugc xac dinh bang phuong phap sic ky léng hiéu ning cuc cao pha
dao (RP-UHPLC) ma cac mau dugc phén tich bang céach sir dung Acquity CSH Fluoro Phenyl,
130A, 1,7 um, cdt 2,1x150mm, phat xa gradien boi axetonitril trong pha dong cta axetonitril
va dung dich dém photphoro trong nudc véi su phat hién UV tiép theo (215 nm) voi dong
chay 0,30 ml/phtt véi thé tich tiém méu 1a 2-3 pl. Do nguyén chat dugc danh gia 1a dién tich
cta dinh chinh duoc chia cho dién tich cua tAt ca dinh x 100%.

Do 6n dinh cua cac cong thire bao ché duoc thé hién trong Bang 15 dugc do dudi dang
% Do nguyén chét ctia tong Hop chét 1 véi RP-UHPLC.

Cac két qua xac nhéan do 4n dinh hoa hoc ting ctia Hop chét 1 trong cac cdng thirc bao
ché két hop khi k&m dugc giam tir 4,5 Zn++/sdu insulin dén 2,4, 2,2 va 2,0 Zn++/séu insulin
(Bang 15, Fig.8). Thay ddi trong hé théng bao quan tir 25/25 mM phenol/m-cresol dén 60
mM phenol va 0 m-cresol din dén su cai thién bd sung trong do 4n dinh hoéa hoc ctia Hop

chét 1 trong cdng thirc bao ché két hop.

Bang 15: D6 nguyén chét ctia Hop chét 1 trong cong thirc bao ché két hop

Cong thtrc bao Do nguyén chét véi thoi gian luu trit ¢ 37°C (tuan)
ché két hop 0 2 4 6

I 97,5% 96,1% 94,4% 92,9%
I 97,6% 96,6% 95,8% 95,0%
I 97,6% 96,7% 95,9% 95,2%
v 97,2% 96,4% 95,4% 94,4%
\Y% 97,3% 96,6% 95,9% 95,1%
VI 97,3% 96,6% 95,9% 95,2%

Két luan

Khi 1ap cong thirc dong bao ché Hop chit 1 véi semaglutide trong cdng thiic bao ché
theo sang ché, d6 6n dinh hoa hoc ctia Hop chét 1 ting, so véi s dung cong thic bao ché
trong linh vuc k¥ thuat duoc dé cap (Cong thirc bao ché I) cho cong thirc bao ché két hop cua

Hop chét 1 va semaglutide.
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Vidu 7

Cac ;?Iéc tinh PK ciia cac cdng thirc dong bao ché v&i semaglutide trong miu PK &
lon LYD

Trong cac cong thirc bao ché dugc tao ra trong Vi du 6, cdng thirc bao ché don tham
chiéu va cong thic bao ché két hop 1 va cong thic bao ché két hop 2 cua Hop chét 1 duoc
dinh r& dic diém trong mau dong vat PK & lon LYD. Quan trong 1a cic bién 6 PK tmax va ty
ctia Hop chét 1, cling nhu thoi gian 6n dinh trung binh (MRT) ctia Hop chét 1 khong thay dbi
déng ké khi 1ap cong thirc dong bio ché voi semaglutide.

Nghién ctru chéo véi 16 dong vt (n=8 cho mdi cong thirc bao ché) duoc thuc hién.

Bang 16: Cac bién s6 PK ctia Hop chét 1

Cong thirc bao ché don Cong thirc bao ché | Cong thirc bao ché
Cong thirc bao ché tham chidu 1 ket hop 1 ket hop 2
tmax (glf)) 13,0+ 7,0 9,0+2,0 8,020
t (g10) 48,0 £4,1 48,6 + 3,2 47,9+ 53
MRT (gid) 71+6 69,0 + 4,0 68,0 + 4,0

Céc tri sb trung binh + do 1&ch chuén dugc thé hién.

Céc bién s6 PK cho Hop chét 1 khi dugc 18p cong thirc dbng bao ché véi semaglutide
trong Cong thirc bao ché két hop 1 va Cong thirc bao ché két hop 2 khong thay doi dang ké
so v6i Hop chit 1 duoc sir dung nhu cong thirc bao ché don. Cac tri s6 tmax hoi thap hon cho
céc cong thirc ddng bao ché, nhung véi do léch chuén cho cac tri s6 tham chiéu ctia Hop chat
1 chdng nhau. t, va MRT rét tuong tu cho Hop chét 1 trong céc cong thirc ddng bao ché so
v6i cong thirc bao ché don tham chiéu. Két luan 1a cac dic tinh PK ctia Hop chét 1 khong bi

anh huong dang ké boi cong thic ddng bao ché véi semaglutide.

Vidu 8
Kich thwéc oligome dwge cii thién cia dung dich dém dwoc trao ddi cac cong thire

ddng bao ché 60/0
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Su oligom hda ctia cac cong thirc bao ché két hop I-VI dugc tao ra & cac tinh trang vi tri

tiém mo phong cua Hop chit 1 duoc xac dinh theo tién trinh duoc mo ta trong Vi du 1. Cac

két qua duoc thé hién trong Bang 17 va Fig.9A va Fig.9B.

Bang 17: Kich thudc oligome ciia céc cong thirc bao ché két hop

Cong thic | Coéng thuc | Cong thirc Cong Cong Cong
bao ché két | bao ché két | bao ché két | thirc bao | thirc bdo | thic bao
hop I hop I hop ché két ché két ché két
111 hop IV hop V hop VI
Rh(trung 13,7 4,1 4,0 4,6 4,5 4,7
binh) [nm]
S*(trung 8,32 4,30 4,40 4,72 4,67 4,96
binh) [S]

Két luén

Cac thlr nghiém nay thé hién kich thudc ctia cac oligome dugc tao ra ¢ céc tinh trang vi
trf tiém md phong phu thudc nhidu vao ham luong kém.

Kich thudc trung binh ctia cic oligome duoc tao ra tlir cac cong thirc bao ché két hop ¢
céc tinh trang vi tri tiém mo phong giam dang ké trong cac cong thirc bao ché v6i ham luong
k&m thip (vi du, 2,4 va 2,2 Zn++/sau insulin) duoc so sanh véi cdc cong thirc bao ché voi
ham luong kém cao (vi du 4,5 Zn++/séu insulin). Tdng mirc d§ phenol va giam mic dd m-
cresol lam giam thém kich thudc trung binh ciia céc oligome duge tao ra tir cac cdng thire bao

ché két hop & céc tinh trang vi trf tiém md phong.
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché phédm duoc bao gdm A14E, B16H, B25H, B29K((N*-Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-
{2-[2-(2-aminoetoxy)etoxy]axetylamino }etoxy)etoxy Jaxetyl)), insulin & nguoi desB30 (Hop
chét 1); va semaglutide;
va con bao gdm
tr 1 dén 2% (trong luong/trong luong) glyxerol; tir 45 dén 75 mM phenol; tir 0 dén 19
mM m-cresol; tor 1,5 dén 2,5 mol céc ion k&m trén sdu mol din xuét insulin nay; tu 5 dén 50

mM natri clorua; va c6 tri sd pH trong pham vi tir 7,2 dén 8,0.

2. Ché phém duoc theo diém 1, trong d6 luong cua hop chét 1 trong pham vi tir 3,5 dén
5,0 mM.

3. Ché phdm duoc theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 2, trong d6 lugng cla

semaglutide trong pham vi tir 0,3 dén 0,7 mM.

4. Ché pham duogc theo didm bét ky trong céc diém tir 1 dén 3, bao gdm tir 45 dén 75
mM phenol, nhu tor 55 mM dén 65 mM phenol; hodc bao gﬁ”)m 50 mM, 51 mM, 52 mM, 53
mM, 54 mM, 55 mM, 56 mM, 57 mM, 58 mM, 59 mM, 60 mM, 61 mM, 62 mM, 63 mM, 64
mM, 65 mM, 66 mM, 67 mM, 68 mM, 69 mM, hodc 70 mM phenol.

5. Ché phdm duoc theo diém bét ky trong céc didm tir 1 dén 4, bao gdm tir 0 dén 19 mM
m-cresol, nhu tr 0 mM dén 15 mM m-cresol; hodc bao gém 0 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4
mM, 5 mM, 6 mM, 7mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, hodc 15

mM m-cresol.

6. Ché phadm duoc theo diém bét ky trong cac diém tir 1 dén 5, bao gdm it hon 25 mM

natri clorua.

7. Ché pham duoc theo diém 1, bao gdm

tr 4,0 dén 4,5 mM din xuét insulin;

tr 1 dén 2% (trong luong/trong luong) glyxerol;
tir 50 dén 70 mM phenol;
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tr 0 dén 15 mM m-cresol; tir 2,0 dén 2,5 mol cac ion k&m trén sdu mol dan xuét insulin;
tr 10 dén 25 mM natri clorua; va

c6 tri s& pH trong pham vi tir 7,2 dén 7,6.

8. Ché phadm duoc theo diém 1, bao gom

4,2 mM dan xuét insulin;

1,5% (trong luong/trong luong) glyxerol;

60 mM phenol;

0 mM m-cresol;

2,2 mol cac ion kém trén sdu mol dan xuét insulin;
20 mM natri clorua; va

c6 tri s6 pH bang 7,4.

9. Ché phdm dugc theo diém 1, bao gbm

4,2 mM dan xuét insulin;

1,5% (trong luong/trong luong) glyxerol;

60 mM phenol;

10 mM m-cresol;

2,2 mol céc ion k&m trén sau mol dAn xudt insulin;
20 mM natri clorua; va

¢6 tri s6 pH béng 7,4.

10. Ché phim duoc theo diém 1, bao gdbm AI14E, BI6H, B25H, B29K((N°*-

Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxy)etoxy]axetylamino }etoxy)etoxy]axetyl)),
insulin ¢ nguoi desB30 (Hop chét 1); va semaglutide; va con bao gdm 1,5% (trong
lugng/trong luong) glyxerol; 60 mM phenol; 10 mM m-cresol; 2,2 mol céc ion k&m trén sdu

mol din xuét insulin; 20 mM natri clorua; va c6 tri s6 pH bing 7,4.

11. Ché phim dugc theo diém 1, bao gdm
42 mM Al4E, BI16H, B25H, B29K((N*-Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-

aminoetoxy )etoxy]axetylamino }etoxy)etoxy]axetyl)), insulin & nguoi desB30 (Hop chat 1);

0,49 mM semaglutide;
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1,5% (trong luong/trong luong) glyxerol;

60 mM phenol;

10 mM m-cresol;

2,2 mol c4c ion kém trén sau mol d&n xudt insulin;
20 mM natri clorua; va

¢6 tri s& pH bang 7,4.

12. Ché phdm dugc theo diém 1, bao gdm

42 mM Al4E, BIl6H, B25H, B29K((N*Eicosanedioyl-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxy)etoxy Jaxetylamino}etoxy)etoxy]axetyl)), insulin & nguoi desB30 (Hop chét 1);

0,3 mM semaglutide;

1,5% (trong luong/trong luong) glyxerol;

60 mM phenol;

10 mM m-cresol;

2,2 mol cé4c ion kém trén sau mol dan xudt insulin;

20 mM natri clorua; va

c6 tri s6 pH bang 7,4.
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