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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap
Séng ché @ cap dén cac chét twong tu peptit Oxyntomodulin va dén cac din
xuét duoc PEG hoa ciia chung dé sir dung trong didu tri bénh dai thao dudng va/hodc

béo phi.

Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Oxyntomodulin (OXM) 14 hormon peptit gdm 37 axit amin ma dugc giai phong
clng v6i Peptit kiéu giéng Glucagon 1 (GLP-1) tir c4c té bao L ctia rudt non ty 18 véi
su tidu hoa chit dinh dudng. N6 bao gdm trinh tw diy du gdbm 29 gbc cia glucagon
(Geg) véi sy kéo dai octapeptit tai ddu tan ciing C do viéc xit 1y luan phién dic hiéu
md cia preproglucagon. OXM ndi sinh bi thodi bién nhanh chéng in vivo béng
dipeptidyl peptidaza IV va céc peptidaza kh4c.

Céc thu thé dic trung cho OXM van chua dugc xac dinh. OXM lién két voi va
hoat héa hoan toan ca thu thé GLP-1 (GLP-1R) va thu thé glucagon (GcgR) in vitro
v6i su hi€u nghiém tuong tu tai hai thu thé.

OXM tham gia vao su diéu tiét hip thu thirc dn va trong lugng co thé. Viéc st
dung cip OXM cho ddi twong 1a ngudi cb trong lugng binh thudng c6 tac dyng lam
giam d6i va giam c& bita dn 19%. Trong nghién ctru 4 tudn voi cac d6i twong thira can
va béo phi, viéc st dung OXM dudi da trudce bita &n tao ra su gidm 2,3kg trong lugng
so v6i 0,5 trong lugng trong nhom ddi ching. Trong thir nghiém nay, tic dung phu
phd bién nhét lién quan dén liéu phép dya vao GLP-1 (ching han exenatit va liraglutit)
it nghiém trong hon. OXM lam ting viéc st dung niang luong nh¢ su thic déy hoat
dong thé chét & ngudi thira cin va béo phi, mic dit co ché tac dung khong rd rang.

OXM thé hién mot vai thir thach phat trién thanh chét trj liéu c6 thé ton tai trén
thi treong. Nhu da dé cap 0 trén, n6 nhanh chéng bi thodai bién in vivo ciing nhu chiu
su thanh thai & thdn nhanh do kich thudc nho. Do d6, mong mubn xé4c dinh cac chét
tuong tu peptit OXM vdéi tinh 4n dinh chuyén hoa duoc cai thién va tdc d6 thanh thai &

than giam. Hon nfta, hoat tinh cht van GegR vbn c6 trong OXM thé hién nguy co tic
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dong bét lgi dbi véi ddi ching glyxemic. Do d6, ciing mong muén téi wu héa hiéu luc
clia chét tuong tu peptit OXM duoc thiét ké cho muc dich tri liéu trong khi van duy tri
sw can bang thich hop giita céc hoat tinh tai GLP-1R va GegR. Sy hoat héa cia GLP-
IR c¢6 tac dung kich thich tiét insulin trong khi su hoat h6a ciia cd GLP-1R va GegR ¢c6
thé dong vai tro trong tac dung giam cén. Do d6, mong muén tao ra chit twong tu
peptit OXM ma c6 hoat tinh kich thich tiét insulin hiéu nghiém va thic ddy sy giam
can d& co thé duoc sir dung trong diéu tri bénh dai thao dwdng khdng phu thude insulin
va/hodc béo phi.

Céc peptit OXM vdi sy thé axit amin dé cai thién tinh 6n dinh va véi nhitng cai
bién khac dé& 1am cham sy thanh thai & thén, chéng han sy PEG hda hodc lipit hda
dugc boc 16 trong WO 2008101017, WO2006134340, WO2007100535, va Pocai et al.
Diabetes 58:2258-2266, 2009. Mic dii cac peptit ddn xut tir OXM ndy c6 thé thé hién
su cai thién tiém tang so véi peptit kidu dai, nhung lidu lwong cin dé dat duoc su giam
trong lwong kha 16n & md hinh chudt nhét bi béo phi do ché d6 an (DIO) thudng cao
hon ¢ thé dugc coi 12 kha thi cho su thwong mai héa trong nganh duge. Vi dy, Pocai
et al (2009) thong bdo sy giam cén trung binh 11g (~25 %) sau 13 ngay dung lidu
1900nmol/kg (~8 mg/kg) hang ngay (QOD).

Bt ké tinh kha dung cta cac peptit OXM khac nhau va céc chét tuong ty cia
ching, vAn can cac chat trong tu peptit OXM higu nghiém hon, 4n dinh hon, tac dung
lau dai va dung nap tdt hon c6 ty 18 hoat tinh gitta GegR/GLP-1R ma duge t&i uu héa
dé tinh hiéu nghiém va hoat tinh kich thich tit insulin cia peptit cung cAp phwong
phép didu tri hitu hiu dbi voi bénh dai thdo dudng, wu tién dai thdo dudng typ 2 va
cac r6i loan lién quan. Ngoai ra, con mong mudn cung clp cac chét twong tw peptit
OXM ma cung cip phuwong phép didu tri hiru hiéu dé giam can. Theo d6, sang ché tim

kiém phuong phap didu tri hitu hiéu cho bénh dai thio dudng va/hodc béo phi.

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Sang ché dé xuét chit twong tu peptit OXM véi su thé axit amin @& t6i wu hoa
tinh dn dinh chuyén héa va didu bién hoat tinh GcgR/GLP-1R twong mg trong khi van
t6i wu hoa hiéu lyc tdng thé. Ngoai ra, chét twong tu peptit OXM theo sing ché duoc
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PEG héa tai cc vi tri chon loc dé ting cuwdng thoi gian tac dung, tir d6 cho phép ding
lidu v6i tAn xuét it hon.

Séng ché d& xult chit tuong tu pepit Oxyntomodulin bao gdm trinh tu axit
amin:
1 5 10
His- (Aib) -Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-

15 20 25
Leu-Asp-Ser-Lys-Lys-Ala-Gln-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-

30 35

(Aib) -Gly-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-Ile-Ala-Xaass-Xaass (SEQ ID NO: 5)

trong d6 Xaass 1a Cys, Cys-PEG, hodc khdng c6 mit, Xaass 1a Cys, Cys-PEG, hodc
khong c6 mit,
va trong d6 axit amin dAu tin cing C tiy ¥ duge amit héa.
Sang ché dé xuit chit twong tu pepit Oxyntomodulin bao gbm trinh tu axit
amin:
1 5 10
His- (Aib) -Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-
15 20 25
Leu-Asp-Ser-Lys-Lys-Ala-Gln-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-
30 35
(Aib) -Gly-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-Ile-Ala (SEQ ID NO: 1).
Hon nita, sang ché d& xudt chit twong tw pepit Oxyntomodulin bao gdm trinh ty
axit amin:
1 5 10
His- (Aib) -Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-
15 20 25
Leu-Asp-Ser-Lys-Lys-Ala-Gln-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-
30 35
(Aib) -Gly-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-Ile-Ala-Cys-Cys (SEQ ID NO: 2).

trong d6 gbc Cys & vi tri 38 tity y dugc PEG hoa, va trong dé gbc Cys & vi tri 39 tiy ¥

duoc PEG hoéa, va nhom carboxyl ctia Cys ¢ vi tri 39 tuy y dugc amit hoa.

-4-
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Ul tién, chit twong tu peptit Oxyntomodulin ¢6 SEQ ID NO: 2 dugc PEG héa
trén gbc Cys & vi tri 38 hodc gbc Cys & vi tri 39 hodc ca hai véi phan t& PEG c¢6 kich
thude 40 kDa duoc lién két cong hoa tri voi nhém thiol cua gde Cys tai céc vi tri nay.
Ul tién hon, peptit Oxyntomodulin dwgc PEG héa trén mbi gbc Cys & vi tri 38 va vi
tri 39 v6i phan t PEG c¢6 kich thudce 20kDa dugce lién két cong héa tri véi mdi nhom
thiol ctia mdi gbc Cys & céc vi tri ndy. Tay ¥, gbc Cys & vi tri 39 ¢6 thé khong c6 mit
trong SEQ ID NO: 2, dé lai mét vi trf cho sy PEG héa & vi tri 38.

Chét twong tu pepit Oxyntomodulin vu tién hon bao gdm trinh tu axit amin:
| 5 10
His- (Aib) -Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-

15 20 25
Leu-Asp-Ser-Lys-Lys-Ala-Gln-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-

30 35
(Aib) -Gly-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-Ile-Ala-Cys (20kDa PEG)-Cys (PEG
20kDa) (SEQ ID NO: 3).

trong d6 nhom carboxyl ctia Cys duge PEG héa & vi tri 39 tiy y dugc amit héa.

Chét tuong tu pepit Oxyntomodulin dugc wu tién hon bao gbm trinh tu axit
amin ¢6 SEQ ID NO: 3, trong d6 nhom carboxyl cia Cys dugc PEG hoa & vi tri 39
dugc amit hoa.

Phan t& PEG duoc st dung trong sang ché nay c6 thé 13 mach thang hodc phan
nhanh va duge wu tién 13 phan tir PEG mach théing.

Sang ché d& xudt duoc phim bao gbm chét twong ty peptit Oxytomodulin nhu
da x4c dinh & trén, va chit mang dugc dung, chit pha lodng hoic ta dugc. Ngodi ra,
sang ché d& xut duoc phim bao gdm chét twong tw peptit Oxytomodulin nhw d3 x4c
dinh & trén, cung v6i chit mang duoc dung, chét pha lodng hoic ta duge va tiy y céc
thanh phan tri liéu khac.

Hon nita, sang ché d& xult phuong phap diéu tri bénh dai thio dudng (typ 2)
khong phu thudc insulin & d6i twong can diéu tri, bao gdm cho d6i trong can diéu tri
stt dung mdt luong hitu hidu chét twong tw peptit Oxyntomodulin nhw d& x4c dinh &

trén.
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Ngoai ra, sang ché dé xuit phuong phap didu tri bénh dai thao duong (typ 1)
phu thudc insulin & d6i twgng cin didu tri, bao gdm cho dbi twong cin didu trj st dung
mot lugng hitu hidu chét trong ty peptit Oxyntomodulin nhw d3 xdc dinh & trén.

Sang ché bao gdm phwong phap didu tri bénh béo phi & d6i twong cin didu tri,
bao gém cho dbi tugng cin didu tri sit dung mot lwong hiru hiéu chét tuong ty peptit
Oxyntomodulin nhu dé x4c dinh & trén.

Hon nita, séng ché bao gdm phwong phép diéu tri bénh d4i thdo duong khong
phu thudc insulin va béo phi & dbi trong cin didu tri, bao gdm cho ddi twong cin didu
tri stt dung mot lugng hitu hiéu chit twong tu peptit Oxyntomodulin nhu d4 xé4c dinh &
trén.

Sang ché d& xuét chét twong tu peptit Oxyntomodulin nhw d3 x4c dinh & trén dé
str dung lam thudc.

Ngoai ra, sang ché dé xuét chat twong tu peptit Oxyntomodulin nhu d& x4c dinh
& trén dé str dung trong diéu tri bénh dai thao duong khong phu thudc insulin.

Hon nita, sang ché dé xudt chét tuong tu peptit Oxyntomodulin nhu da x4c dinh
& trén dé str dung trong didu tri bénh dai thio dudng phy thudc insulin.

Hon nita, sang ché dé xuit chét twong tu peptit Oxyntomodulin nhu d3 x4c dinh
& trén dé str dung trong diéu tri bénh béo phi.

Sang ché d& xuét chét twong tu peptit Oxyntomodulin nhu da x4c dinh & trén aé
str dung trong diéu tri bénh d4i thio dudng khong phu thudce insulin va béo phi.

Sang ché dé xuét viéc st dung chét twong tu peptit Oxyntomodulin nhu d4 x4c
dinh & trén dé san xuét thudc diu tri bénh déi thao duong khong phu thudc insulin.

Ngoai ra, sang ché dé xuét viéc st dung chét twong tu peptit Oxyntomodulin
nhu dd xé4c dinh & trén dé san xuét thudc didu tri bénh dai thido dwong phu thude
insulin.

Hon nita, sang ché d& xuét viéc sir dung chat twong tw peptit Oxyntomodulin
nhu d3 x4c dinh & trén dé san xuét thudc didu tri bénh béo phi.

Hon nita, sang ché d& xuét viéc s dung chat twong tw peptit Oxyntomodulin
nhu d& x4c dinh & trén dé san xuét thudc diéu tri bénh dai thao duong khong phu thudc

insulin va béo phi.
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M5 ta chi tiét sang ché

Céc chét trong tu peptit OXM theo sang ché lién két hiru hidu v6i va hoat hoa
c4 thy thé GLP-1 va thu thé glucagon (GegR)..

Ngoai ra, dd phat hién ra rang chét twong tu peptit OXM theo sang ché khang
su thoai bién boi peptidaza, cu thé 13 dipeptidyl peptidaza IV hon so véi OXM tu
nhién & ngudi. Do d6, chét twong ti peptit OXM theo sang ché ¢6 tinh én dinh in vivo
duogc cai thién so voi OXM tu nhién & nguoi.

Céc phwong 4n khéc nhau theo sang ché c6 thé gay ra sy giam hip thu thic an &
cac dbi twrong méc bénh thira can va béo phi.

Uu diém diic biét cta sang ché 1a & chd tan sudt cc tac dung phy, ching han
budn ndn ma thudng di kém véi lidu phap dwa vio GLP-1, ching han exenatid va
liraglutid, dugc lam gidm hodc loai bd. Do d6, sang ché 1am giam tac dung phu so v6i
liéu phép dya vao GLP-1.

Céc chét twong tu peptit OXM theo sang ché c6 tic dung gidm can vugt trdi so
véi OXM kiéu dai & ngudi.

Theo mdt phwong 4n clia sang ché, cic chit twong tu peptit Oxyntomodulin c6
su dung nap glucoza va profin lipit dugc cai thién trén céc d6i trgng méic bénh dai
thao dudng typ 2 va/hoic rbi loan chuyén héa lién quan va thyc hién didu nay hiéu qua
hon so véi OXM kiéu dai & nguoi.

Oxyntomodulin (OXM) 14 chit ddng chi van yéu véi tinh hidu qua ddy du va
tinh hiéu nghiém duoc cin bang tai hGLP-1R va hGegR, véi gia tri ECso twong tng 12
6,7 + 2,70M va 4,1 + 1,7nM, & cac t& bao HEK293 biéu hién qua mirc mot cich on
dinh cac thu thé twong Ung nay. Trinh tu cia OXM ty nhién & ngudi 1a:
His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-
Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys-
Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-Ile-Ala (SEQ ID NO: 4)

Chét tuong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20Kk) & vi tri 39
dugc amit hoa 1a chét twong tu peptit Oxyntomodulin c6 hi€u qua ddy du va hiéu
nghiém véi ECso 12 59,9 + 4,14nM va 2,75 + 0,55nM d6i v6i hGegR va hGLP-1R. Do
d6, chit twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39

dugc amit hoa c6 su cin bing hoat tinh chitc ning in vitro ma chon loc hGLP-1R hon
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glp ~22 lan so v6i hGegR. Két qua so sanh duoc quan sat d6i vai ai luc lién két, Ki,
trong d6 chét twong tu peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3 trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri
39 dugc amit héa chon loc d6i véi hGLP-1R hon gép 28 14n so v6i hGegR, véi gid tri
Kila 73 +23nM va 2050 + 70nM.

Su gén két cong hoéa tri cia mot hodc nhidu phén tit PEG vao céac géc cu thé cua
chét twong tu peptit OXM din dén chit twong tu peptit OXM dugc PEG hoa véi thoi
gian ban hiy kéo dai va tdc d6 thanh thai & thin giam, khi so sanh v&i thoi gian ban
hiy va tdc d6 thanh thai & than cua chit trong tu peptit OXM khong duoc PEG hoa,
va tinh hi€u nghiém in vifro tai GLP-1R twong tu tinh hiéu nghiém cia OXM tu nhién
& ngudi. Véi kich thude nhé cia chét twong tu peptit OXM va kich thuée 16n twong
d6i ctia (c4c) phan tir PEG, hi vong ring chét twong tu peptit OXM, mdt khi dugec PEG
hoa, s& mit hoat tinh do trd lyc khong gian. Tuy nhién, da phat hién ra ring néu duoc
dat tai ddu tan cling ctia chét twong ty peptit Oxyntomodulin thay vi & giita, hoat tinh
ctia chit tuong tu peptit dugc gitt & ﬁu’xc 16n hon. M6t vai vi tri thé trong trinh ty 1am
ting tinh hidu nghiém, nher d6 bu dip sy mat tinh hiéu nghiém do sy PEG héa trong
khi duy tri ty 1€ phu hop cua céc hoat tinh tai GLP-1R va GegR. Hon nita, dd phat hién
ra rang sy c¢6 mit ctia cac phan ti PEG tai du tan cing C cia chit twong tu peptit
Oxyntomodulin dugc wu tién ddi véi PEG don.

Céc trinh tu cta sang ché chira chit c4i don chudn hogic ba mi chit cdi cho
20 axit amin ¢6 trong ty nhién. Cac ma khac dugc st dung dugc xac dinh nhu &
duéi day:

Aib = axit alpha amino isobutyric

PEG = polyetylen glycol

PEG20K = phan t& PEG v6i trong lugng phan tir trung binh 1a 20000Da

Thuit ngtt "PEG" nhu dugc st dung & ddy c6 nghia 1a phan tir polyetylen
glycol. O dang dién hinh, PEG 1 polyme mach thing v&i cac nhém hydroxyl & dau tan
cung va c6 cong thirc HO-CH>CHz-(CH2CH,0)n-CH2CH2-OH, trong d6 »n la tir
khoang 8 dén khoang 4000. Thong thudng, n 1a gid tri rdi rac nhung chu thanh nén
khoang véi phan bd Gauss quanh gia tri trung binh. Hydro tin ciing c6 thé duogc thé
bing nhém chup, nhu nhém alkyl hodc alkanol. Tt hon, PEG c6 it nhit mot nhém

hydroxy, t6t hon nita né 12 nhém hydroxy tan ciing. Nhém hydro nay dwgc uvu tién gin
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vao gbe chit lién két ma co thé phan tng voi peptit dé tao thanh lién két cong hoa tri.
Nhiéu din xuét cia PEG tbn tai trong linh vic k§ thuét ndy. (Xem, vi du, Patent M§
s6: US 5,445,090; 5,900,461; 5,932,462; 6,436,386; 6,448,369; 6,437,025; 6,448,369;
6,495,659; 6,515,100 va 6,514,491 va Zalipsky, S. Bioconjugate Chem. 6:150-165,
1995). Phan tt PEG duqd gin két cong hoéa tri vao peptit OXM theo sang ché c6 thé c6
trong lugng phén tir trung binh xép xi 10000, 20000, 30000, hodc 40000 dalton. Phan
tir PEG t&t hon 14 tir 18000 dén 22000 dalton. Tét hon 1a tir 19000 dén 21000 dalton.
Tét hon 1a tir 20000 dén 21000 dalton. Tham chi t5t hon 13 x4p xi 20000 dalton. Cac
chit phan ung PEG hoa c6 thé 1a cac phan tir mach thing hodc phan nhénh va c6 thé
tdn tai don 1& hodc tiép nbi. Céac chit twong tu peptit OXM dugc PEG héa theo sang
ché t6t hon 14 c6 cac phéan tir PEG tiép ndi dwoc gin vao dau tan cling C clia peptit
nay. Céac phan tir PEG nay tt hon 1a duge gin vao hai gbc xystein tai du tan cling C
ciia peptit bing mPEG-20kDa maleimit (Fig.1) hodc mPEG-20kDa iodoaxetamit
(Fig.2). Trong Fig.1 va Fig.2, n 1a tir 10 dén 2500. T6t hon 1a n ndm trong khoang tir
350 dén 600; Tét hon 13 n ndm trong khoang tir 425 dén 475;

0]
¢
/ H H
qN\/\ﬂ/N\/\,EO\/\]}o/CH3 ]/\H/N\/\/[»O\/\]}O/CH3
0] o )
Fig.1 Fig.2

Cu thé, céc phan t¢ PEG t6t hon 13 mPEG-20kDa maleimit
(CH30(CH2CH,0)n-(CH2)sNHCO(CHz)2-maleimit) (NOF Sunbright ME-200MA) va
duoc gin vao hai gbc xystein tai diu tn cing C cla peptit. Chét twong tu pepit
Oxyntomodulin dugc vu ti€n nhét bao gdm trinh tr axit amin c6 SEQ ID NO: 3, trong
d6 cac phin t¢ PEG 1la mPEG-20kDa maleimit (CH3;0(CH2CH20)n-
(CH2)sNHCO(CHz)2-maleimit) (NOF Sunbright ME-200MA) va trong d6 nhoém
carboxyl ctia Cys dugc PEG hoa & vi tri 39 dugc amit hoa (FIG.3). Fig.3 chira ma axit
amin chit cai don chudn véi ngoai trir & ving hop trong d6 chu trac dbi véi cac gbe

axit amin nay dugc kéo dai.
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Fig.3

Thuat ngit “su PEG hoa” nhu dugc st dung & day c6 nghia 1a sy gén két cong
hoa tri cia mdt hodc nhiéu phén tt PEG, nhu dd mo ta & trén, vao phan tr chéng han
chét twrong tu peptit OXM theo sang ché.

Thuat ngit "hoat tinh kich thich tiét insulin (Insulinotropic activity)" dé chi kha
ning thic diy su tiét insulin dép tng véi mic glucoza ting cao, tir d6 gy ra sy hip
thu glucoza béi t& bao va mirc glucoza huyét twong giam. Hoat tinh kich thich tiét
insulin ¢6 thé dwoc danh gia boi cac phuwong phép da biét trong linh vuc k¥ thudt nay,
bao gdm cac thir nghiém in vitro ma danh gid sy tiét insulin bdi cac dong té bao u tuy
ndi tiét insulin hodc céc tiéu dao, hodc thu nghiém in vivo nhu thtr nghiém dung nap
glucoza trong tinh mach (IVGTT), thit nghiém dung nap glucoza trong mang bung
(IPGTT), va thir nghiém dung nap glucoza qua dudng miéng. Hoat tinh kich thich tiét
insulin duoc dénh gia thudong xuyén & ngudi bang cach do mirc insulin hogc mirc C-
peptit. Cac chit twong tu peptit OXM theo sang ché ¢6 hoat tinh kich thich tiét insulin
manbh.

Thuat ngit "tinh hiéu nghiém in vitro" nhu dugc st dung & day la sy danh gia
kha nang hoat héa GLP-1R hodc GcegR cua chéit twong tu peptit OXM trong thir
nghiém trén co s& té bao. Tinh hidu nghiém in vitro dugc thé hién 1a “ECs¢”, 12 ndng
d6 hiru hiéu cua hop chit din dén su ting ban tdi da trong dap ting do dugc (trong
tredng hop nay, san xudt AMP mach vong) trong thtr nghiém dép Gng lidu lugng.

Thuat ngtt “thoi gian ban hdy trong huyét twong” (“plasma half-life”) dé chi
thoi gian can thiét cho mot nira phan tir thich hop dugc thanh théi ra khéi huyét twong.
Thudt ngit dugc st dung thay thé 1a “thoi gian ban hiy loai trir” (“elimination half-

life”). Thuét ngir "kéo dai" (“extended” hodc “longer”) dugc st dung trong pham vi
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clia "thoi gian ban hiy trong huyét twong" hodc “thdi gian ban huy loai tri” @& chi co
su ting dang ké & thoi gian ban hily ciia chét twong tu peptit OXM duoc PEG hoéa so
véi thoi gian ban hiy ciia phan tir tham chiéu (vi dy, dang khong dugc PEG hoa cta
peptit hodc peptit tw nhién) nhu duoc xac dinh dudi cac diéu kién so sanh. Thoi gian
ban hay cia OXM ty nhién & khi, vi du, wu tién nhé hon 1 gid. Chét twong tu peptit
OXM dugc PEG héa theo sang ché c6 thoi gian ban huy it nhét 12 24 gio & khi va uwu
tién nhét it nhét 48 gio. Thoi gian ban hity & dy 1 thoi gian ban hay loai triy, tuong
tmg véi toc do loai trir log-tuyén tinh ddu tdn cing. Ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc cin phai biét ring thoi gian ban hily 1a mét thong sé suy ra; thong sb
nay thay dbi dudi dang ham ciia ca hé s6 thanh thai va thé tich phan b.

Thuat ngit "chit chii vin GLP-1R c¢6 tac dung kéo dai" nhu duge st dung & day
dé chi chét twong tu peptit GLP-1 dugc gn két cong hoa tri véi mot hodc nhiéu phan
ttr ciia polyetylen glycol (PEG). Hop chit GLP-1 dugc PEG héa duge bdc 16 trong
Patent M¥ s 7,557,183.

Heé s6 thanh thai 12 phép do kha ning loai bo thube ra khoi hé tudn hoan méu
cta co thé. Khi hé sb thanh thai giam do, vi du, nhitng bién dbi & thudc, thoi gian ban
huy s€ tang. Tuy nhién, mdi quan hé thuan nghich nay chi chinh x4c khi khong c6 sy
thay dbi & thé tich phan bd. Mbi quan hé gin ding hitu ich giita thoi gian ban huy log-
tuyén tinh cudi cing (t 1), hé sb thanh thai (C), v thé tich phan bd (V) dugc dua ra boi
phuong trinh: t = 0,693 (V/C). Hé s6 thanh thai khong thé hién lugng thude bi loai bé
nhung cho biét thé tich chit 16ng sinh hoc, chéng han mau hodc huyét twong ma phai
duoc loai bo thude hoan toan. Hé sé thanh thai duoc biéu dién 12 thé tich trén don vi
thoi gian. Cac chét trong ty peptit OXM duge PEG héa theo séng ché t6t hon 13 c6 gia
tri ctia hé sb thanh thai 1a 200ml/gid/kg hoic nhd hon & khi, tét hon 1a 180, 150, 120,
100, 80, 60ml/gidvkg hogic nhé hon va tdt nhét 1a 50, 40 hodc 20ml/h/kg hogc nhé hon.

Céc chét twong tu peptit OXM theo sang ché thuong duge st dung ngoai
duodng tiéu hoa. Viée sir dung ngoai duong tiéu hoa bao gbm, vi dy, sit dung toan
thén, chéng han trong co, trong tinh mach, dudi da, trong da, hodc tiém vao trong
mang bung. Chét tvong tu peptit OXM duoc sir dung cho dbi twong két hop véi
chit mang, chét pha lodng hoic t4 dugc dugc dyng 1a mot phin cia duge phim dé

didu tri bénh d4i thdo dudng (typ 2) khong phu thudc insulin, NIDDM, hodc céac ri
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loan khac dugc thao ludn & dudi. Dugc pham nay c6 thé 13 dung dich hodc huyén
phil, ching han dugc phdm trong d6 chét twong tu peptit OXM dugc tao phirc véi
cation kim loai héa tri hai ching han k&m. Chét twong tu peptit cling c6 thé duoc
bao ché & dang ché phdm rin, ching han bing cach dong khod hoic sdy phun, ma
sau d6 dugc hoan nguyén trong dung dich pha lodng thich hgp trudc khi st dung.
Chét mang dugc ly thich hop c6 thé chira cac thanh phén tro ma khong twong tac
v6i peptit hodic dan xudt ciia peptit. Chat mang dwoc 1y thich hop @& st dung ngoai
duong ti€u héa bao gém, vi dy, nudc v6 trung, nudc mubi sinh ly, nuéce mudi kim
ham vi khudn (nuéc mubi chira khoang 0,9% mg/ml ruou benzyl), nuéec mudi dém
phosphat, dung dich Hank, Ringer's-lactat va tuong tu. Mot sé vi dy vé ta duogc
thich hop bao gém lactoza, dextroza, sucroza, trehaloza, sorbitol, va manitol va céc
dan xuét ching han phenol va m-cresol.

K§ thuat bao ché duoc phidm chuén, ching han cic k§ thuat dwgc mo ta
trong Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, Easton,
PA), c6 thé dugc st dung. Chét twong tw peptit OXM theo séng ché c6 thé duoc
bao ché theo cach khac dé st dung qua dudng miéng, dudng udng, qua da, mil,
hodic dudng phdi. Chit tuong tw peptit OXM theo séng ché c6 thé duoc bao ché dé
kéo dai sy giai phéng sao cho mirc huyét twong trong mau duge duy tri trong
khoang thoi gian kéo dai hitu hi¢u sau khi st dung.

Chét twong tu peptit OXM theo séng ché c6 thé dugc st dung dé didu tri bénh
déi thdo dudng, cu thé 13 dai thdo duong typ 2 (dai thido dwdng khong phu thude
insulin, NIDDM). Céc dbi tugng khac ma c6 thé huéng loi tir phuong phép didu tri v6i
chit tuong tu peptit OXM theo sang ché bao gdm nhitng ngudi bi rdi loan dung nap
glucoza hodc rdi loan glucoza lic do6i, cac dbi twong c6 trong lugng co thé bang
khoang 25% hodc 16n hon trong luong co thé binh thudng so véi chidu cao va can
ndng cua ho, cac ddi tugng co bd hodic me hodc ca hai méc NIDDM, céc dbi tuong bi
dai thao dudng trong thoi ky thai nghén, va cic dbi tuong bi rdi loan chuyén hoa,
chéing han do sy tiét insulin ndi sinh giam. Chét twong tu peptit OXM c6 thé duoc sir
dung dé ngin cac dbi twong bi rdi loan dung nap glucoza phat trién thanh dai théo
dudng typ 2, ngan lam hu hai té bao B tuyén tuy, kich thich su ting sinh té bao B, céi

thién chtrc ning té bao B, hoat hoa céc té bao P khong hoat dong, thiic dly su biét hoa
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clia t& bao thanh céac té bao P, kich thich su sao chép té bao B, va trc ché co ché gy
chét té bao P theo chuong trinh. C4c bénh hoic tinh trang bénh khic ma c6 thé dugce
didu tri hodc ngin chin bing cach st dung hop chét theo sang ché trong phuong phép
clia sang ché bao gdm: dai thao duwong khéi phat & ngudi tré tudi (MODY) (Herman, et
al., Diabetes 43:40, 1994); d4i thio dudong tim &n tuy mién & ngudi 16n (LADA)
(Zimmet, et al., Diabetes Med. 11:299, 1994); rdi loan dung nap glucoza (IGT) (Expert
Committee on Classification of Diabetes Mellitus, Diabetes Care 22 (Supp. 1):S5,
1999); 16i loan dudng huyét luc d6i (IFG) (Charles, et al., Diabetes 40:796, 1991); dai
thdo dudng thai ky (Metzger, Diabetes, 40:197, 1991); hoi chung chuyén hoéa X, rdi
loan m& mau, ching ting glucoza huyét, ching ting insulin huyét, chimg ting
triglyxerit huyét, va tinh khang insulin.

Chat tuong ty peptit OXM theo sang ché ciing c6 thé duge s dung trong
phuong phap didu tri nguyén nhan thtr cip cta d4i thdo dudng (Expert Committee on
Classification of Diabetes Mellitus, Diabetes Care 22 (Supp. 1):S5, 1999). Cac nguyén
nhan tht cAp nay bao gdm du thira glucocorticoit, dur thira hormon ting trudng, u ty
thuong than va dai thio dudng do thudc gy ra. Céc loai thudc ma c6 thé din dén dai
thao dudng bao gdm, nhung khong gi6i han &, pyriminil, axit nicotinic, glucocorticoit,
phenytoin, hormon tuyén giap, cac chét giai phéng adrenalin B, interferon a va cac loai
thube duoc sir dung @8 didu tri sy 1ay nhiém HIV.

Chét twong tw peptit OXM theo sang ché co thé hiru hiéu trong viéc ngin sy
hép thy thirc n va diéu tri bénh béo phi.

Mot "luong hitu hi¢u" chét tuong tu peptit OXM la lugng din dén tac dung tri
lidu va/hodc phong bénh mong mubn ma khong giy ra tic dung phu bét loi khi duoc
st dung cho dbi teong. "Téac dung tri liéu mong mubn" bao g(‘A)m mot hodc nhiéu tic
dung sau: 1) thuyén giam tri¢u ching lién quan dén bénh hoic tinh trang bénh; 2) lam
chim su khai phat céc triu chimg lién quan dén bénh hoic tinh trang bénh; 3) ting
tudi tho so véi khi khong didu tri; va 4) ting chét luong cudc sdng so v6i khi khong
didu tri. Vi du, "lwong hitu hiéu" chit tuong tu peptit OXM dé didu tri NIDDM 1la
luong dan dén su kiém soat néng do glucoza huyét 16n hon so v6i khi khong diéu tri,
tir d6 din dén 1am cham sy khéi phét cia cac bién chimg dai thdo dudng nhu bénh

A

mang luéi, bénh than kinh hodc bénh than. Mot "lugng hitu hiéu" chét twong tu peptit
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OXM dé ngin ngira NIDDM, vi du & cac dbi tuong bi rdi loan dung nap glucoza hoic
rdi loan dwdng huyét lic déi, 13 lwong 1am cham su khoi phat mtc glucoza huyét ting
cao ma can phai didu tri bang thudc chéng ting glucoza huyét nhu sulfonylure,
thiazolidinedion, insulin, va/hodc cac bisguanidin, so v&i khi khong diéu tri.

Mot "luong hitu hiéu" chét twong tur peptit OXM dugce st dung cho d6i tugng
s& phu thudc vao loai va mirc dd nghiém trong ctia bénh va vao dic diém cua dbi
tugng ching han tinh trang strc khoe néi chung, tudi, giéi tinh, trong lurong co thé va
dung nap thudc. Lidu ding ciia chit twong ty peptit OXM hitu hiéu dé binh thudng héa
murc glucoza huyét cia dbi tugng s& phu thudc vao nhidu yéu td, cac yéu td nay bao
gdm, nhung khong gi6i han &, gi6i tinh, trong lwong va tubi ciia dbi twong, mirc do
trdm trong cta kha ning khong thé didu tiét glucoza huyét, duong ding va do sinh kha
dung, profin ddng dugc hoc cua peptit, tinh hi¢u nghiém va dang bao ché.

Liéu ding tudn mét 14n thong thudng cho cac chét twong ty peptit OXM dugc
PEG héa theo sang ché t&t hon 13 ndm trong khoang tlr 0,1mg dén 1000mg (tdng trong
lwong cia thé tiép hop). Tét hon, lidu ding tudn mot 14n s& nim trong khoang tir 1mg
dén 100mg, hoidc tir 1mg dén 30mg. Tét nhét, lidu ding hang ngay sé nim trong
khoang tir Smg dén 30mg, hodc tir Img dén Smg.

"Déi trgng" 14 dong vat ¢ vii, t6t hon 12 ngudi, nhung ciing c6 thé 1a dong vit,
bao gém dong vat bau ban (vi dy, cho, méo, va tuon‘g tu), dong vat trang trai (vi du, bo
céi, ctru, lon, ngua va tuong ty) va cic dong vat thi nghiém (vi dy, chudt hoang, chudt

nha, chudt lang, va tuong tu).

Vi du thiye hién sing ché

Céc dac didm va phuong an uu tién khac nhau cla sang ché s& duoc md ta qua
cac vi du.
Vi du 1: Tong hop peptit

Chét twong tu peptit theo SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 cua sang ché duoc
tao ra bang céach téng hop peptit pha rén trén thiét bi téng hop peptit tw dong Protein
Technologies Inc. Symphony hodc Applied Biosystems 433A. Phuong phép tbng hop
duoc thuc hién trén nhua polystyren amit Fmoc-Rink (Rapp Polymere Tubingen,

Germany) v&i su thé xap xi 0,7mmol/g. Viéc téng hop duge thuc hién bing cach st
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dung chién lugc nhém béo vé chudi chinh Fmoc. Céc din xuit chudi bén cia axit amin
dugc st dung la: Arg(Pbf), Asn(Trt), Asp(OtBu), Cys(Trt), Gln(Trt), Glu(OtBu),
His(Trt), Lys(Boc), Ser(OtBu), Thr(OtBu), Trp(Boc), and Tyr(OtBu). Viéc két hop
dugc thuc hién véi xdp xi 10 duong luong axit amin dwoc hoat héa bing
diisopropylcarbodiimit (DIC) va hydroxybenzotriazol (HOBt) (ty 1€ mol 1:1:1) trong
dimetylformamit (DMF) hodc N-metyl pyrrolidinon (NMP). Quy trinh két hop duge
tién hanh trong khoang thoi gian tir 45 dén 90 phut & nhiét d6 trong phong.

Su phén cit ddng thoi tir nhua va sy loai bd nhém bao vé chudi bén duoc tién
hanh trong dung dich chta axit trifloaxetic (TFA):triisopropylsilan: 3,6-dioxa-1,8-
octan-dithiol: metanol : anisol 90:4:2:2:2 (thé tich/thé tich) trong khoang thdi gian 1,5
dén 2 gid & nhiét d6 trong phong. Dung dich dugc loc va c¢d dic t6i thé tich < 2mL,
cac peptit duoc két tia véi dietyl ete lanh, tai hoa tan trong 30-40mL axetonitril 10%
va duogc tinh ché trén cot sic ky 16ng hiéu ning cao pha dao Cis (HPLC) (thudng 13
Waters SymmetryPrep 7 um, 19 x 300 mm) tai luu lwgng 12-15mL/phit. Cac miu
duge rira giai bing gradien AB tuyén tinh hai giai doan tir 0 dén 25% B trong khoang
thoi gian 20 phut, tiép dén bang 25 dén 75 % B trong khoang thoi gian 100 phit trong
d6 A = 0,05% TFA/nuée va B = 0,05% TFA/axetonitril. San phdm thuong rira giai tai
30-35 % axetonitril. Do tinh khiét cia peptit va trong lwgng phan tir dwgc xac nhan
trén hé théng khdi phd séc ky léng (LC-MS) Agilent 1100 Series véi thiét bi do tim
MS mach bbn cuc don. Su phan tdch HPLC phan tich dugc thyc hién trén cdt Zorbax
Eclipse XDB-C8, 5 micron, 4,6mm i.d. x 15cm voéi gradien AB tuyén tinh 6 dén 60 %
B trong khoang thoi gian 15 phit trong d6 A = 0,05 % TFA/H,0 va B = 0,05 %
TFA/axetonitril va luu lugng 13 1ml/phat. Chat twong tur peptit duge tinh ché t6i do
tinh khiét >95% va dugc x4c nhan 13 cé trong luong phan tir twong Uing véi gid tri tinh

toan trong 1 don vi khéi lugng nguyén tir (amu).

Vi du 2: Sy PEG hoéa ciia peptit chira hai gbc Cys v6i mPEG-MAL-20kDa

Chét tuong tu peptit da duoge dong khd (SEQ ID NO 2) dugc tao ra theo Vi du 1
duoc dinh lugng (thuong tir 30-50mg). Puong luong phan tir 2,1 lan cia mPEG-
20kDa maleimit (CH3O(CH2CH20),-(CH2)sNHCO(CHz)2-maleimit) (NOF Sunbright
ME-200MA) dugc can va két hop véi peptit. Cac chét phan ing dugc hoa tan trong
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hdn hop nudc/axetonitril 50/50 (thé tich/thé tich) t6i ndng do peptit xap xi 20mg/mL.
Dung dich chét twong tu peptit dwoc pha lodng hai 14n v6i amoni axetat 100nM, axit
etylendiaminetetraaxetic 10mM (EDTA), pH 7. Hon hop tao thanh sau d6 duoc khudy
& nhiét do trong phong. Hon hop phan tmg dugc kiém soat béi HPLC pha dao phan
tich (phan tdch HPLC phén tich dugc thuc hién trén c6t Waters SymmetryShield C18,
3,5 micron, 4,6 mm i.d. x 10cm & nhiét d0 50°C vdi gradien AB tuyén tinh hai giai
doan 0 dén 30 % B trong khoang thdi gian 5 phit va 30 dén 90 % B trong khoang thoi
gian 30 phut tiép theo trong d6 A = 0,05 % TFA/H,0 va B = 0,05 % TFA/axetonitril
va luu luong 14 1ml/phit), va thong thuong sau 1-2 gid phan @ng, thé hién sy bién mét
gan nhu hoan toan ciia pic peptit. Hai pic do peptit dugc PEG héa don va d6i xuit hién
v6i peptit PEG hoa doi thudong ciu thanh nén 90-95% tbng dién tich pic. MAu sau d6
duge pha lodng t6i khoang 20mL vé6i nude va duoc tinh ché nhu trong Vi du 1 véi
gradien AB tuyén tinh hai giai doan 0 dén 30% B trong khoang thoi gian hon 20 pht,
tiép dén 12 30 dén 80% B trong khoang thoi gian hon 100 phut. San phim nay thudng
rira giai tai axetonitril 30-40%. Peptit tinh ché dugc dinh lugng bang su hép thu cuc
tim (UV) tai bude séng 280nm bing cach sir dung hé sé hép thu mol tinh todn dya vao
trinh ty peptit. Hiéu sudt sau khi tinh ché ndm trong khoang tir 70 dén 80% dua vao
luong peptit ban dau.

Vi du 3: Thir nghiém lién két thu thé glucagon (hGegR).

Thir nghiém lién két thu thé Glucagon str dung thu thé glucagon tich dong &
ngudi (hGegR) (Lok S, Kuijper JL, Jelinek LJ, Kramer JM, Whitmore TE, Sprecher
CA, Mathewes S, Grant FJ, Biggs SH, Rosenberg GB, et al.Gene 140 (2), 203-209
(1994)) ma dugc phéan ldp tr mang 293HEK. cADN cta hGegR dugc tach dong vao
plasmit biéu hién phD (Trans-activated expression of fully gamma-carboxylated
recombinant human protein C, an antithrombotic factor, Grinnell, B.W., Berg, D.T.,
Walls, J. and Yan, S.B. Bio/Technology 5: 1189-1192 (1987)). ADN plasmit nay dugc
chuyén nhiém vao céc té bao 293HEK va dugc chon loc bing Hygromyxin 200pg/ml.

Mang huyét tuong thd dugc didu ché bing cach st dung cac té bao tir canh
trudng huyén phit. Céc té bao dugc ly giai trén d4 trong dém nhugc truong chira Tris

HCI 25mM, pH 7,5, MgCl, ImM, DNAsel, 20ug/ml, va chét e ché Roche Complete
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khong c6 EDTA. Huyén phu té bao dugc ddng nhéit bing thiét bi ddng nhat Donce
thiy tinh st dung chay Teflon cho 25 chu ky. Dich déng nhit dugc ly tim & nhiét d6
49C tai 1800 x g trong khoang thoi gian 15 phit. Phin dich nbi trén bé mit duoc thu va
hat dugc tai tao huyén phi trong dém nhuogc truong va tai ddng nhit. Hon hop dugc ly
tam tai 1800 x g trong khoang thdi gian 15 phut. Phin dich ndi trén bé mat thtr hai
dugc két hop véi phan dich ndi trén bé mit thir nhat. Cac phan dich ndi trén bé mat két
hop dugc ly tim tai 1800 x g trong khoang thoi gian 15 phit dé loc. Phan dich nbi trén
bé mit da loc dugc chuyén vao cac ng téc d6 cao va duge ly tAm tai 25000 x g trong
khoang thoi gian 30 phit & nhiét d6 4°C. Hat mang duoc téi tao huyén phi trong dém
ddng nhét va duoc bao quan dudi dang cac phan phan uéc dong lanh & nhiét do -80°C
cho dén khi sir dung.

Glucagon dugc iot phong xa bdi quy trinh!?’I-lactoperoxidaza va duoc tinh ché
biang HPLC pha dao tai HPLC Perkin-Elmer/NEN (NEX207). Hoat tinh dic trung 1a
khoang 2200Ci/mmol. Viéc xac dinh Kp dugc thuc hién béng thtr nghi€ém canh tranh
trong ddng thay vi thir nghiém lién két bao hoa do ham lwgng propanol cao trong vat
liéu glucagon duge danh déu 1. Kp dugc wdc tinh 13 2,62nM va dugc st dung dé
tinh gia tri Ki cho tit ca cac hop chét thir nghiém.

Thr nghi€m lién két thy thé duoc tién hanh béng cach st dung Thir nghiém céan
nhdp nhédy (Scintillation proximity Assay - SPA) véi hat agglutinin mam lGa my
(wheat germ agglutinin - WGA) da dugc ham truéc do6 véi albumin huyét thanh bod
khong chta axit béo 1% (BSA). Bém lién két chua axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-
piperazinetansulfonic 25mM (HEPES), pH 7.4, CaCl» 2,5mM, MgCl, 1mM, BSA
khong chtra axit béo 0,1 %, Tween20 0,003%, va chét trc ché Roche Complete khong
¢6 EDTA. Glucagon dugc hoa tan trong HCI 0,01N & ndng d¢6 1mg/ml va dugc dong
lanh ngay 1ap tc & nhiét do -80°C trong 30ul phin phin uéc. Phin phan udc
Glucagon dugc pha lodng va st dung trong thir nghiém lién két trong vong 1 gio. Chét
twong tu peptit OXM dugc hoa tan trong nude mubi dugce tao dém phosphat (PBS) va
dwoc pha lodng timg bac trong dém lién két. Tiép dén, 10ul hop chit da pha lodng
hodic PBS dugc chuyén vao trong cic dia thir nghiém déy trong Corning 3632 chira
40ul dém lién két thir nghiém hozc glucagon lanh (lién két khong déc hi¢u (NSB) tai
ndng do cudi 1pM). Sau d6, 90ul mang (3 ng/giéng), 50ul Glucagon dugc dénh déu
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125 (ndng d6 cudi 0,15nM trong phan tmg), va 50ul hat WGA (150pg/giéng) dugc bd
sung. C4c dia dugc bit kin, trén déu, va dugc doc bing may dém nhip nhay MicroBeta
sau 12 gid ctia thoi gian thiét 1ap & nhiét do trong phong.

Cac két qua dugc tinh 13 ty 1& % lién két glucagon dwoc danh ddu 21 dic hiu
v6i sy ¢ mét cia hop chét. Néng dd ICso tuyét dbi cua hop chét thu duogc béi sy hoi
quy khong tuyén tinh cuia lién két dic hidu theo phin trim ctia glucagon dénh déu 121
so v6i ndng d6 ctia hop chit bd sung. Liéu lugng ICso duge bién dbi thanh Ki st dung
phuong trinh Cheng-Prusoff (Cheng Y., Prusoff W. H., Biochem. Pharmacol. 22,
3099-3108, 1973). Ki cia chit twong ty peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3 trong d6
Cys(PEG20Kk) & vi tri 39 dugc amit hoa 12 2050 + 70nM dbi véi lién két hGegR.

Vi du 4: Thir nghiém lién két thu thé Peptit gidng kiéu Glucagon 1 (hGLP-1-R)

Thir nghiém 1ién két thy thé GLP-1 sir dung thu thé peptit gidng kiéu glucagon
tach dong & ngudi 1 (hGLP-1R) (Graziano MP, Hey PJ, Borkowski D, Chicchi GG,
Strader CD, Biochem Biophys Res Commun. 1993 Oct 15;196(1):141-6) ma dugc
phén 14p tir mang 293HEK. cADN ctia hGegR duge tdch dong thanh plasmit biéu hién
phD (Trans-activated expression of fully gamma-carboxylated recombinant human
protein C, an antithrombotic factor, Grinnell, B.W., Berg, D.T., Walls, J. and Yan,
S.B. Bio/Technology 5: 1189-1192 (1987)). ADN plasmit nay dugc chuyén nhiém vio
céc t& bao 293HEK va dugc chon loc bing Hygromyxin 200pug/ml.

Mang huyét twong thé duge didu ché bing cach st dung céc té bao tir canh
truong huyén phii. Céc té bao dugc ly giai trén d4 trong dém nhuge truong chira Tris
HC1 25mM, pH 7,5, MgCl, 1mM, DNAsel, 20ug/ml, va chét &c ché Roche Complete
khong c¢6 EDTA. Huyén phi t& bao dugc ddng nhit bang thiét bi ddng nhit Donce
thay tinh st dung chay Teflon cho 25 chu ky. Dich ddng nhét duoc ly tAm & nhiét do
49C tai 1800 x g trong khoéang thoi gian 15 phut. Phén dich nbi trén bé mit duge thu va
hat dugc t4i tao huyén phi trong dém nhugc truong va ti ddng nhit. Hon hop dugc ly
tAm tai 1800xg trong khoang thoi gian 15 phut. Phén dich ni trén bé mat thir hai dugc
két hop v6i phan dich ndi trén bé mit thir nhét. Cac phin dich ndi trén bé mit két hop
duoc ly tam tai 1800 x g trong khoang thoi gian 15 phut @8 loc. Phan dich ndi trén bé

mit da loc duge chuyén vao cac dng tde do cao va dugc ly tdm tai 25000 x g trong
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khoang thoi gian 30 phut & nhiét d6 4°C. Hat mang duogc ti tao huyén phi trong dém
dong nhit va dugc bao quan dudi dang cc phén phén ugc dong lanh ¢ nhiét d6 -80°C
cho dén khi st dung.

Peptit gidng kiéu glucagon (GLP-1) dwoc gin iot phdng xa bing quy trinh '251-
lactoperoxidaza va duoc tinh ché bang HPLC pha dao tai HPLC Perkin-Elmer/NEN
(NEX308). Hoat tinh dédc trung 1a khoang 2200Ci/mmol. Viéc xac dinh Kp dugc thuc
hién bang thir nghiém canh tranh twong ddng thay vi thir nghiém lién két bao hoa do
ham lugng propanol cao trong vat lidu glucagon duge danh diu 1. Kp duoc udc tinh
12 0,96nM va duoc st dung dé tinh gia tri Ki cho tit ca cac hop chit thir nghiém.

Thir nghiém lién két thu thé dugc tién hanh bang cach st dung Thir nghiém cén
nhép nhay (SPA) véi hat agglutinin mam Iia my (WGA) da dugc him trude d6 véi
BSA khong chira axit béo 1%. Dém lién két chira HEPES, pH 7,4, CaCl; 2,5mM,
MgCl, 1mM, BSA khong chtra axit béo 0,1 %, Tween20 0,003%, va chét trc ché
Roche Complete khong c6 EDTA. GLP-1 dugc hoa tan trong PBS & néng dd 1mg/ml
va dugce dong lanh ngay l4p tirc & nhiét do -80°C trong 30l phan phan uéc. Phin phén
udc GLP-1 dugce lam tan bang, pha lodng va st dung trong thir nghiém lién két trong
vong 1 gid. Chét twong tu peptit OXM duogc hoa tan trong PBS va duge pha lodng
ting bac trong dém lién két. Tiép dén, 10pl hop chit da pha loang hodc PBS duoc
chuyén vao trong cac dia thir nghiém ddy trong Corning 3632 chira 40pl dém lién két
thir nghiém hodc GLP-1 lanh (NSB tai ndng d6 cudi 1uM). Sau d6, 90ul mang
(1pg/giéng), 50pul GLP-1 dugc danh ddu 25T (ndng d6 cudi 0,15nM trong phan tng),
va 50ul hat WGA (150pg/giéng) dugc bd sung. Céc dia duge bit kin, tron déu, va
duge doc bang may dém nhip nhiy MicroBeta sau 12 gid cla thoi gian thiét 1ap &
nhiét do trong phong.

Céc két qua dugc tinh 12 ty 18 % lién két GLP-1 dugc danh d4u °T dic hidu v6i
su ¢6 mit cua hop chit. Ndng d6 ICso tuyét dbi cua hop chét thu dugc boi su hdi quy
khong tuyén tinh cta phin trim lién két dic hidu cta glucagon danh diu T so véi
ndng do ciia hop chit bd sung. Nong d6 ICso dugc bién ddi thanh Ki st dung phuong
trinh Cheng-Prusoff (Cheng Y., Prusoff W. H., Biochem. Pharmacol. 22, 3099-3108,
1973). Ki ctia chit twong tu peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3 trong d6 Cys(PEG20Kk) & vi
tri 39 dugc amit hoa 13 73 + 70nM déi véi lién két hGLP-1R.
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Vi du 5: Thit nghiém chirc ning cAMP dwoge kich thich béi thu thé Glucagon
(hGegR) |

Thir nghiém chirc ning cAMP duge kich thich béi Glucagon st dung cing
dong t& bao bidu hién hGegR tach dong nhu duge st dung cho thir nghiém lién két
hGlucR dd m6 ta & trén trong Vi du 3. Céc té bao duogc kich thich bang chit twong tu
peptit OXM va cAMP dugc tao ra bén trong té bao dugc dinh luong bing cach sir
dung Thir nghiém ddng nhit c4n phat sang khuéch dai (Alpha Screen) tir Perkin Elmer
(6760625R). Tém lai, cAMP dugc kich thich bén trong té bao canh tranh dé lién két
cAMP duoc biotinyl héa tir kit v6i hat chit nhan khang thé khang cAMP duoc pht va
hat chét cho duoc phu strepavidin. Do mirc cAMP bén trong té bao ting nén xay ra su
phé v clia phirc hat chit nhan- cAMP dugc biotinyl héa- hat chét cho va 1am giam tin
hi€u quan sat dugc.

Céc t& bao hGegR-HEK?293 dugc thu hoach tir dia nudi ciy md nhép dong phu
v6i dung dich phan ly té bao khong chira enzym, (Specialty Media 5-004-B). Cac té
bao dugc tao hat tai téc d6 thip va duge rira 3 14n v6i dém thir nghiém [HEPES 25mM
trong dung dich mubi dém Hank (HBSS)-v6i Mg va Ca (GIBCO, 14025-092) véi BSA
khong chtra axit béo 0,1% ] sau d6 dugc pha lodng t6i ndng d6 cubi 1a 125000 té bao
cho mdi ml. cAMP dugc biotinyl hoa tir kit Alpha Screen dwgc bd sung vio cac té bao
da pha lodng & ndng dd cudi 1a 1 don vi/0,04ml. Chét trc ché phosphodiesteraza,
IBMX (250mM trong dimetyl sulfoxit (DMSO)), cling dugc bd sung vao cac té bao da
pha lodng t6i ndng d6 cudi 1a 500uM. Glucagon ban d4u dugc hoa tan trong HCI
0,01N & ndng dd 1mg/ml va dugc déng kho ngay 1ap tirc & nhiét dd -80°C. Sau khi
lam tan bang, glucagon dugc st dung trong vong 1 gid. Glucagon, chuén cAMP, va
chét trong ti peptit OXM dugc pha lodng timg bic trong dém thit nghiém t6i ndng do
cudi 6X. Thir nghiém chirc ning duge thuc hién trong cic dia Costar polystyren 96
giéng, thé tich thdp, mau tring. Phan ng bat dau bang céach bd sung 0,01ml peptit da
pha loang, glucagon, hoic cAMP vao 0,04ml hdn hop té bao. Sau 1 gid & nhiét do
trong phong, phan tmg dugc ding lai bing cich bd sung 0,03ml dém phén giai
[HEPES 10mM, pH=7,4, NP40 1%, va BSA khong chira axit béo 0,01% chutra mdi 1
don vi/0,03ml hat chit nhan va chét cho tir Kit Alpha Screen]. Viéc bd sung dém phan

giai dugc thuc hién trong bong t6i d& ngan tay tring cac hat do tim. Cac dia dugc boc
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thanh cudn, lic nhe trong khoang thdi gian 1 phut sau d6 dugc dé can bing qua dém &
nhiét do trong phong. Cac dia dugc doc trén thiét bi Perkin-Elmer Envision. Cac don
vi Alpha screen duoc bién ddi thanh pmol cAMP ma dugc tao ra trén giéng dua vao
duong cong chuin cAMP. pmol cAMP tao ra trong mdi giéng duoc bién ddi theo ty 1€
% dap tmg tdi da quan sat dwoc v6i dbi ching glucagon. Gia tri ECsp thu dwoc bing
phép phan tich hdi quy khong tuyén tinh st dung ty 18 phén traim déap tng t6i da véi
ndng do clia peptit duge bd sung. Chét twong tu peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3 trong
d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit héa, gidng OXM kiéu dai, dat hiéu qua hoan
toan va hiéu nghiém tai hGegR véi ECso 1a 59,9 + 4,14nM.

Vi du 6: Thi nghiém chirc ning cAMP dwoc kich thich béi thu thé peptit giéng
kiéu glucagon 1 (hGLP-1R)

Thtr nghiém chirc nang cAMP duoc kich thich boi GLP-1 sir dung cing dong té
bao biéu hién hGLP-1R duogc tach dong nhu dwogc sit dung cho thir nghiém lién két
hGlucR da md ta & trén trong Vi du 4. Céc té bao dugc kich thich bang chit tuong tur
peptit OXM va cAMP duoc tao ra bén trong té bao dugc dinh lugng bing céch st
dung Thir nghiém ddng nhét cin phat sang (Alpha Screen) dugc khuéch dai tir Perkin
Elmer (6760625R). Téom lai, cAMP dugc kich thich bén trong té bao canh tranh dé lién
két cAMP dugc biotinyl hoa tir kit voi hat chat nhan khang thé khang cAMP dugc phi
va hat chét cho dugc phi strepavidin. Do mitc cAMP bén trong té bao ting nén xay ra
su phé v& cia phtrc hat chét nhan- cAMP dugc biotinyl hoa- hat chét cho va lam giam
tin hi¢u quan sét dugc.

Céc t& bao hGLP-1R-HEK293 dugc thu hoach tir dia nudi ciy mo nhip dong
phu v6i dung dich phan ly t& bao khong chira enzym, (Specialty Media 5-004-B). Céc
té bao dugc tao hat & tbe do thip va duoc rira 3 14n v6i dém thir nghiém [HEPES
25mM trong HBSS)-véi Mg va Ca (GIBCO, 14025-092) v6i BSA khong chira axit
béo 0,1%], sau d6 dugc pha lodng t6i ndng do cudi 1a 125000 té bao trén ml. cAMP
duoc biotinyl hoa tir kit Alpha Screen dugc bd sung vio cac té bao da pha loing &
ndéng d6 cudi 1a 1 don vi/0,04ml. Chét e ché phosphodiesteraza, IBMX (250mM
trong DMSO), ciing duge bd sung vao céc té bao da pha lodng t6i ndng do cubi 1a

500uM. GLP-1 dugc bdo quan & ndng d6 Img/ml trong PBS duéi dang phén phan udc
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dugc dong lanh & nhiét do -80°C. GLP-1, chudn cAMP, va chét tuong ti peptit OXM
dugc pha lodng ting bac trong dém thir nghiém tdéi néng d6 cubi 6X. Thir nghiém
chirc nang duge thuc hién trong cic dia Costar polystyren 96 giéng, thé tich thip, mau
tring. Phan tmg duoc bit ddu bing cach bd sung 0,01ml chét twong tir peptit OXM da
pha lodng, GLP-1, hoic cAMP vao 0,04ml hdn hop té bao. Sau 1 gid & nhiét d6 trong
phong, phan mg dugc dimg lai bang cach bb sung 0,03ml dém phan giai [HEPES
10mM, pH=7.,4, NP40 1%, va BSA khong chira axit béo 0,01% chira mdi 1 don vi
1/0,03m] hat Chat nhan va Chét cho tir Kit Alpha Screen]. Su bd sung dém phan giai
dugc thuc hién trong bong tdi dé ngin thy tring cac hat do tim. Cac dia duge boc
thanh cudn, 1ic nhe trong khoang thdi gian 1 phit sau d6 dugc dé cin bing qua dém &
nhiét d6 trong phong. Céc dia duoc doc trén thiét bj Perkin-Elmer Envision. C4c don
vi Alpha screen dugc bién dbi thanh pmol cAMP ma dugc tao ra trén giéng dua vao
dudng cong chuan cAMP. pmol cAMP dugc tao ra trong mdi giéng duoc bién dbi
thanh ty 18 % dap tmg t6i da quan sat dugc véi ddi chimg GLP-1. Gié trj ECso thu
duoc bang phép phan tich hdi quy khéng tuyén tinh st dung ty 18 dép tng t6i da d6i
v6i ndng do cia peptit dugc bd sung. Chét twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3,
trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit héa, OXM kiéu dai, dat hiéu qua hoan
toan va hiéu nghiém tai hGLP-1R v&i ECso 1a 2,75 + 0,55nM.

Vi du 7: Téc dung 1én sy hdp thu thirc in, cin ning va thanh phin co thé & chudt
nhit bi béo phi do ché d¢ in giy ra (DIO)

Tht nghiém sit dung chudt nhit C57BL/6 duc, 3 dén 4 thang tudi bi béo phi do
ché d6 3n gay ra. Céc con chudt dugc gift riéng trong moi truong duge kiém soét nhiét
d6 (24°C) vé6i chu ky 12 gid sang/tdi (sang vao lac 22:00), va ty do tiép can thirc n va
nude. Sau 2 tudn thich nghi v6i méi truong, cac con chudt duge phan ngiu nhién
thanh cdc nhém didu tri (n=8-10/nhém), mdi nhém c6 can ning trung binh va khdi
lugng béo nhu nhau. Trudc thir nghiém, cac con chudt dugc tiém dudi da (sc) dung
dich chit din va dugc can trong khoang thoi gian 2 ngiy dé 1am ching thich nghi véi
quy trinh.

Chét din hoic chét twong tu peptit OXM (khoang lidu ding 6,7-20nmol/kg)

duoc hoa tan trong chét ddn dwoc st dung bang céch tiém vao duéi da chudt DIO da
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duge cho an tu do 30-90 phut trude khi bét dAu chu ky t8i 3 ngdy mét 1an trong tir 2
dén 4 tudn. Cén ning va trong lwong thirc dn é(f)ng v6i phéu dugc do cing lac. Thie 3n
da tiéu thu trong 24 gid trude d6 duoc tinh todn bang cach 14y trong lwong thuc an
hién tai cong v6i phéu trir di trong luong thirc in cia ngdy true d6. Nhitng thay dbi
tuyét ddi & can ndng dugc tinh béng cach léy can nang hién tai ctia con vat trir di can
ning cia con vat trude 1an tiém dAu tién. Vao cdc ngay 1, 14 va 28 téng khdi lwong
chét béo dugc do bang cong hudng tir hat nhan (NMR) sit dung thiét bi Echo Medical
System (Houston, TX). Khéi lugng khong chira chat béo duoc tinh toén bing cach 1iy

tdng trong lugng co thé trir di khdi luong chét béo.

Nghién citu 1. Didu tri hai tudn

Chét twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEGZOk) & vi tri 39
duge amit hoa in vivo, duge sit dung bing cch tiém vao duéi da chudt C57BL/6 duc,
4 thang tudi bj béo phi do ché d6 an gy ra (DIO). Chét tuwong tw peptit OXM dugc
tiém 3 ngdy mot 1an trong khoang thoi gian 2 tudn tai lidu dung 7,5 va 15nmol/kg va
so sanh v6i chudt duge didu tri bang chét dan va chudt duge diéu tri bing dbi ching
duong (dugc tiém 7,5nmol/kg chét chii van GLP-1R c6 tac dung kéo dai 3 ngdy mdt
1an).

Viéc didu tri bang chét twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit héa lam gidm sy hép thuy thirc #n va trong luong co
thé theo kiéu phu thudc lidu lvgng. Cudi nghién ctu 2 tudn, muc d hip thy thic #n
tich lliy trong nhém sir dung 15 nmol/kg giam di 27% so v6i nhom st dung chét dén.
Mirc do giam cén tich lily ciia nhom sir dung 7,5nmol/kg tuwong tu sy gidm can quan
sat dugc voi nhom dbi chimg duong; giam khoang 9% so véi nhém chét dan. Mirc @
giam cAn tich lily dugc kiém soat bing chét din & nhém diéu tri bang 15nmol/kg 1a
18%. Phép phan tich thanh phén co thé cho thdy ring su giam cén chu yéu 1a do giam
khéi lwong chéit béo (Bang 1).
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Bang 1
Su thay dbi trong luong & chudt DIO trong khoang thoi gian diéu tri hon 14 ngay.
(gia tri trung binh = SEM; n = 8)

Liéu chat twong tu Mirc giam khéi
peptit OXM cb Mtrc gidm cén , lwong chét béo

, , Mirc hap thu thirc ,
SEQ ID NO: 3, tong thé (muc thay , , i (murc thay doi

. dn tong (tong sO g ,
trong dé doi trong lugng g trong lwong chat

_ | trong khoang thoi
Cys(PEG20k) ¢ vi | trong khodng thoi béo g trong
_ _ gian 14 ngay)

tri 39 dugc amit gian 14 ngay) khoang thoi gian
héa (nmol/kg) 14 ngay)
0 (Chéat dan) 1,0£0,5 40,7 £ 1,3 0,3+0,3
7,5 -3,1 £0,4% 35,0 £0,8%* -2,2+£0,3%*
15 .| -6,1+0,9% 29,8 £ 1,5% -3,9+0,7*

Nhitng dit liéu nay cho thdy rang chit twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3,
trong d6 Cys(PEG20Kk) & vi tri 39 duoc amit hoa, lam gidm su hép thu thire an tich kiy
va trong luong co thé trong cac nghién ctru & chudt DIO 14 ngay, so véi chudt duge
didu tri bing chét din. Trong lwong co thé giam chi yéu 1 do giam khdi lugng chét

béo. *p<0,05 so vdi chat din (Kiém dinh Dunnett)

Nghién ciru 2. Pidu tri bén tuédn

Chiét tuong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3 trong d6 Cys(PEG20Kk) & vi tri 39
duge amit hoa (6,7 hodc 20 nmol/kg) va dbi chirng duong (7,5 hodc 22,5nmol/kg chét
chii van GLP-1R ¢6 tic dung kéo dai) duoc st dung 3 ngay mét 1an bing cach tiém
du6i da chudt C57BL/6 bi béo phi do ché d an (DIO) C57BL/6 trong khoang thoi
gian 4 tuln.

Viéc didu tri v6i lidu lugng cao chét tuong tu peptit OXM cé SEQ ID NO: 3,
trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hdéa (nmol/kg), lam gidm déng ké sy hép
thu thire an tich liy. Tai céc lidu lugng thip hon, chét twong tu peptit OXM c6 SEQ
ID NO: 3 trong d6 Cys(PEG20k) ¢ vi tri 39 dugc amit hoa lam gidm trong luwong co

thé t6i muc twong tu nhu duoc thdy trong nhém d6i chimg duwong. O liéu luong
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20nmol/kg, chit twong trr peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3 trong d6 Cys(PEG20Kk) & vi
tri 39 dugc amit héa giy ra sy giam can 16n hon déng ké khi so sanh véi liéu lugng
22,5nmol/kg ctia d6i chimg duong. Suw giam trong lugng t8i da (khoang 25% trong
lugng co thé ban diu) dat duoc sau 15 ngay didu tri. Su phén tich thanh phén co thé
x4c nhan ring su gidm can lién quan dén chat twong tu peptit OXM va dbi ching
duong chu yéu 14 do sy giam khéi lwong chéit béo (Bang 2).

Téc dung cia chit twong ty peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa, tiép tuc duoc danh gid v4i phép do nhiét
lwong gian tiép vao ngay tir 21 dén 23. Cac con chudt duge diéu tri bang chét tuong tu
peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39, dugc amit hoa
(20nmol/kg) c6 su ti€u hao nang lugng 16n hon dang ké so v6i dbi chimg dugc diéu tri
bing chét din (su tiéu hao ning lugng 24 gid trung binh vao ngay 21 ting 1én 18%).
Chét twong tu peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3, trong 6 Cys(PEG20Kk) & vi trf 39 dugc
amit héa, khong dan dén su thay dbi dang ké & mirc hoat tinh van dong ddi voi dbi
chting chét dan.

Két thuc nghién ctru, muc insulin va cholesterol trong huyét twong thap hon
dang ké trong tit ca cac nhém duge didu tri so v6i ddi chimg dugc didu tri bing chat
din v6i lidu lwong cao cia chit twong ty OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20k) ¢ vi tri 39 dugc amit hoa, lam gidm déang k& muc leptin. T4t ca cic
nhém dugc didu tri bing peptit c6 mirc adiponectin trong huyét twong cao hon so v6i
dbi chimg duge diéu tri bang chét din, nhung chi nhém duge diéu tri bing lidu luong
cao chét twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39

duoc amit hoa, c6 sy khac biét dang ké vé& mit thong keé.
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Béng 2
Su thay dbi trong lwong & chudt DIO trong khoang thoi gian didu tri hon 28 ngay.
(gié tri trung binh = SEM; n=9)

Liéu chat twong tu Mirc giam khéi
peptit OXM c6 Mitc giam can Mirc hép thy thite | lwgng chét béo
SEQ ID NO: 3 tdng thé (mirc thay | an tdng thé (tbng | (mirc thay dbi
trong dé d6i trong lugng g | g trong khoéng trong lugng chit
Cys(PEG20k) & vi | trong khoang thoi | thoi gian 14 ngay | béo g trong

tri 39 dugc amit gian 28 ngay) dAu tién) khoang thoi gian
héa (nmol/kg) 28 ngay)

0 (Chét dan) 0,8+0,2 39,2+ 0,8 0,5+0,1

6,7 -2,0+£0,4* 36,0+1,1 -0,7 £ 0,2%*

20,0 . -11,1+£0,9% 26,1 +1,4% -7,5+0,7*

Céc dir lidu nay cho thay chét trong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20K) & vi tri 39 dugc amit hoa, lam giam sy hép thy thirc an tich 1y va trong
lugng co thé trong cac nghién ctru & chudt DIO 28 ngay, so v6i chudt duge didu tri
bing chat din. Trong lugng co thé gidm cha yéu 1a do giam khdi lugng chét béo.

*p<0,05 so voi chit din (Kiém dinh Dunnett).

Vi du 8: Tac dung lén su thay dbi mirc glucoza huyét trong quy trinh thi nghiém
dung nap glucoza qua dwong miéng hoic thir nghiém dung nap glucoza qua
dwong trong mang bung sau khi diéu trij 2 tuén hodc 4 tudn & chujt DIO

56 gid sau lan tiém cubi cing nhu duge md ta trong Vi du 7 (nghién ctru 1) &
chudt DIO, chudt bi bd déi trong khoang thoi gian 16 gid trude khi bét diu thir nghiém
dung nap glucoza. Tai thoi diém 0, cac con chudt duge sit dung dextroza 2g/kg bang
6ng thong qua dudng miéng hoic tiém vao trong mang bung (IP). L4y méu & tinh
mach tai tai 0, 15, 30, 60 va 120 phut sau khi ding liéu thir thach (challenge) glucoza.
Nong dd glucoza duge do bing may do glucoza. T4t ca lidu lugng cua chét twong tu
peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa, cling

nhu ddi chimg duong 1am giam déng ké mic glucoza huyét tai tit ca thoi diém duoc
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do trudc va sau thir nghiém liu thir thach glucoza qua dudng miéng khi so vé6i dbi
ching dugc didu tri bing chit din (Bang 3).

Thir nghiém dung nap glucoza qua duong trong mang bung (IPGTT) dugc thuc
hién vao ngay 29, 3 ngay sau lan tiém cudi cing nhu dwgc mé ta trong Vi du 7 (Thir
nghiém 2) & chudt DIO. Liéu lwong thip cia chét twong tw peptit OXM c6 SEQ ID
NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit héa, 1am giam glucoza huyét luc
d6i twong Gmg véi mirc giam cta dbi chung dugc diéu tri bing chit ddn nhung c6 it tac
dung 1én mirc glucoza sau liéu thir thach glucoza IP. Lidu lwong cao ciia chit twong tur
peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa va ca
hai liu luong cta dbi chung duong lam giam dang ké mirc glucoza huyét tai tit ca
thoi didm do truée va sau lidu thir thach glucoza IP khi so véi dbi chimg dugc diéu tri
bang chét din (Bang 4).

Béang 3

Téc dung cua chét tuong tu peptit OXM cé SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) &
vi tri 39 dugc amit héa, 1én su thay ddi muc glucoza huyét sau khi st dung glucoza
qua duong miéng.

Dit liéu dugce dua ra ¢ dang dién tich du6i dudng cong glucoza

(= gié tri 14y tich phan tir t + 0 dén 120 phut) (n = 8)

Lidu chit twong tu peptit OXM c6 AUC Glucoza (mg*phut/dL)
SEQ ID NO: 3 trong d6
Gia tri
Cys(PEG20k) & vi trf 39 dugc amit SEM
trung binh
héa (nmol/kg) »
0 (Chét dan) 27771 1434
7,5 17722 1009
15 17518* 1686

Céac dit liéu nay cho théy sau khi didu tri 2 tudn & chudt DIO bing chét twong tur
peptit OXm c6 SEQ ID NO 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa, 1am
giam déang ké sy thay d6i mirc glucoza huyét sau tai lugng glucoza qua dudng miéng.

Y nghia théng ké dwoc danh gia béi kiém dinh Dunnett. (* p<0,05 so v6i chat dan).
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Bang 4
Téc dung ctia chit twong tur peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) &
vi tri 39 dugc amit héa, 1én su thay ddi mirc glucoza huyét sau tai lwong glucoza qua
duong trong mang bung (ip).

Dit liéu dugc dua ra & dang dién tich dudi duong cong glucoza
(= gié trj 14y tich phan tir t + 0 dén 120 phut) (n = 6)

Liéu chat turong tu peptit AUC Glucoza (mg*phut/dL)
OXM c6 SEQ ID NO: 3 trong
d6 Cys(PEG20Kk) & vi tri 39 Gia tri trung binh | SEM

dugc amit hoa (nmol/kg)

0 (Chét dan) 35518 1969
6,7 30073 3389
20,0 19264* 1894

Céc dir lidu nay cho thiy sau khi diéu tri 4 tudn & chudt DIO bang chét tuong tu
peptit OXM c¢6 SEQ ID NO 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit héa, l1am
giam dang ké sy thay dbi mirc glucoza huyét sau tai lugng glucoza qua dudng trong
mang bung (ip). Y nghia thdng ké dugc dénh gia boi kiém dinh Dunnett. (* p<0,05 so

v6i chét dan).

Vi du 9: Tac dung lén su thay d6i mirc glucoza trong qua trinh thir nghi¢m dung
nap glucoza qua dwong trong mang bung & chudt giy

Chudt C57BL/6 duc 9 tudn tudi duoc sit dung trong thir nghiém nay. C4c con
chudt duoc phén ngiu nhién thanh cdc nhém dya vao trong lugng co thé sau khi an.
Céc con chuot duge tiém chit din hodc chét trong tu peptit OXm (lidu lwgng 5,0-15,0
nmol/kg) 16 gidr trude khi bit diu thir nghiém. Thirc an dugc loai bo tai thai diém tiém
peptit hodc chit din. Tai thoi diém 0, cdc con chudt duge sit dung dextroza 2g/kg bang
cach tiém IP. Léy mau ¢ tinh mach tai tai 0, 3, 6, 12 va 30 phut sau lidu thtr thach
glucoza. Nong dd glucoza dugc do bing méay do glucoza. Insulin dugc do béang
Mesoscale.

Liéu cao chét twong tir peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20K) &

vi tri 39 dwgc amit hoa, 1am gidm ddng ké su thay dbi mic glucoza huyét khi so sanh
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v6i d6i chimg dugc didu tri bang chit dan (Bang 5). Ca hai liéu luong cta chit twong
tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20K) & vi tri 39 dugc amit hoa,
déu lam ting dang ké ndng do insulin trong huyét twong khi so sanh vé6i dbi ching

dugc diéu tri bang chét din (Bang 6).

Bang 5

Téc dung ciia chit twong tw peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) &
vi tri 39 dugc amit hoa, 1én su thay ddi murc glucoza huyét sau thir nghiém dung nap
glucoza qua dudng trong mang bung (ip) & chudt gy

Dit liéu dugce dua ra & dang dién tich dudi duong cong glucoza

(= gié trj 14y tich phan tir t + 0 d&én 30 phit) (n = 6)

Liéu chit twong tu peptit AUC Glucoza (mg*phut/dL)
OXM c6 SEQ ID NO: 3 trong
d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 Gié tri trung binh | SEM

dugc amit hoéa (nmol/kg)

Chat dan 8718 496
5 7059 476
15 6103* 530

Céc dit 1iéu nay cho thiy chét twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20Kk) ¢ vi tri 39 dugc amit hoa, 1am gidm déng ké sy thay ddi muc glucoza
huyét sau thir nghiém dung nap glucoza qua dudng trong mang bung (ip) & chudt gly.

Y nghia théng ké dugc danh gia boi kiém dinh Dunnett. (* p<0,05 so v6i chit din).
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Béang 6

T4c dung cta chit twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) &
vi tri 39 dugc amit héa, 1én murc insulin trong huyét twong sau thir nghiém dung nap
glucoza qua dudng trong mang bung (ip) & chudt gay.

Dit liéu dugce dua ra & dang dién tich dudi duong cong insulin

(= gié tri insulin trong huyét trong 14y tich phén tir t + 0 dén 30 phut) (n = 6)

Liéu chit twong tw peptit | AUC Insulin (ng*phat/mL)
OXM c6 SEQ ID NO: 3 trong
d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 | Gia tri trung binh | SEM

dugc amit héa (nmol/kg)

0 (Chat dan) 8,14 1,13
5 30,67* 4,76
15 45,26* 6,78

Céc dir liéu nay cho thdy chit twong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa, lam ting dang ké AUC insulin trong huyét
twong sau thir nghiém dung nap glucoza qua dudng trong mang bung (ip) ¢ chuot gly.

Y nghia théng ké dugc danh gia boi kiém dinh Dunnett. (* p<0,05 so véi chét dan).

Vi du 10: Téc dung lén sy thay d6i mirc glucoza huyét trong thir nghiém dung
nap glucoza qua dwong miéng (OGTT) hodc thir nghiém dung nap glucoza qua
dwong trong mang bung (ip) IPGTT) & chuét ob/ob.

Chudt ob/ob duc tir hai dén ba thang tubi dugc nhét riéng trong diéu kién dugc
kiém soat nhiét dd (24°C) vé6i chu ky 12 gidr sang/t6i (sdng vao lac 22:00), va tu do
tiép can thirc dn va nudc theo tidu chuén. Sau it nhét 2 tuén thich nghi véi diéu kién,
glucoza huyét luc déi sau 3 gio duge do bing cach 14y méu & tinh mach lic 9 gio séng.
Chudt c6 mirc glucoza huyét dudi 180mg/dL khéng duge sit dung. Cac con chudt con
lai duoc phan ngiu nhién thanh cdc nhém diéu tri (N=6-7/nhém), mdi nhém cé mirc
glucoza huyét trung binh twong ty nhau. Chudt dugc tiép cén thirc an cho dén thoi
didm tiém. Cac con chudt dugc tiém chit din hoic chét tuong tu peptit OXM
7,5nmol/kg luc 4 gid chidu cling ngay. Thitc dn dugc loai bo tai thoi diém tiém. OGTT

(Bang 7) hodc IPGTT (Bang 8) dugc thuc hién 16 gio sau khi tiém peptit. Tai thoi
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diém 0, cac con chudt dugc sir dung dextroza 2g/kg bang éng thong qua dudng miéng
(Bang 7) ho#ic tiém qua dudng trong mang bung (Bang 8). Liy méu ¢ tinh mach tai
thoi didm 0, 15, 30, 60 va 120 phut sau liéu thir thach glucoza. Nong d6 glucoza dugc
do bang may do glucoza.

Mot 14n tiém chit twong tw peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20Kk) & vi trf 39 dwoc amit hoa, 1am cho mirc glucoza huyét ciia chudt ob/ob
tr& vé binh thudng. Mirc glucoza huyét tai tit ca cac thoi diém dugc do sau khi ding
lidu thir thach glucoza thip hon dang ké so v6i nhém ddi chiing chét dan.

Bang 7
Téc dung cta chét twong tu peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) &
vi trf 39 dugc amit héa, 1én su thay ddi glucoza huyét sau thir nghiém dung nap
glucoza qua dudong miéng & chudt ob/ob.

Dit liéu dugc duara ¢ dang dién tich dudi duong cong glucoza

(= gia tri 14y tich phén tir t + 0 dén 120 phit) (n=7)

Liéu chit tuwong tu peptit OXM c6 | AUC Glucoza (mg*phut/dL)
SEQ ID NO: 3 trong do
Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit | Gia tri trung binh | SEM
héa (nmol/kg)
0 (Chat din) 23938 1629
7,5 12266* 1215

Céc dit liéu nay cho thiy chét trong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hda, lam giam dang ké su thay ddi muc glucoza
huyét sau thir nghiém dung nap glucoza qua dudong miéng & chudt ob/ob. Y nghia

thdng k& dugc danh gid boi kiém dinh Dunnett. (* p<0,05 so v&i chit dan).
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Bing 8

Téc dung cta chét twong ty peptit OXM c¢6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) &
vi tri 39 dwoc amit hoa, 1én sy thay ddi muc glucoza huyét sau thir nghiém dung nap
glucoza qua dudng trong mang bung (ip) & chudt ob/ob.

Dt liéu dugc dua ra & dang dién tich dudi dudng cong glucoza

(= gié tri l4y tich phén tir t + 0 dén 120 phut) (n = 6)

Liéu chit tvong ty peptit OXM | AUC Glucoza (mg*phtit/dL)
c6 SEQ ID NO: 3 trong d6
Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc | Gié tri trung binh | SEM

amit héa (nmol/kg)
0 (Chéat dan) 37894 1482
7.5 18878* 3224

Céc dit liéu nay cho thiy chit twong tur peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa, lam gidm déng ké sy thay ddi muc glucoza
huyét sau thir nghiém dung nap glucoza qua dudng trong mang bung (ip) & chudt
ob/ob. Y nghia théng ké dwgc danh gia béi kidm dinh Dunnett. (* p<0,05 so v&i chét
dan).

Vi du 11: Tac dung cAp tinh 1én FGF21 trong huyét twong, mirc triglyxerit, va sw
biéu hién gen & gan & chudt C57BL/6 due bi béo phi do ché dp in.

DPé tim hiéu con dudng chuyén héa ma dugc didu bién boi viée didu tri bing
chét tuong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO 3, trong d6 Cys(PEG20Kk) & vi tri 39 dugc
amit hoa khong phu thudc vao sy giam trong luong, chét trong tu peptit OXM va dbi
ching duong (chét chit van GLP-1R c6 tic dung kéo dai) dugce si dung bang céch
tiém dudi da vao chudt duc 3 thang tudi bi béo phi do ché dd an (DIO). Vao ngdy
trugc khi th@r nghiém, chudt dugc phan ngiu nhién thanh cdc nhém didu tri
(N=7/nhém), mdi nhém cé can ning trung binh nhu nhau. Cing dém hom dé (khoang
10 gio tb1), cac con chudt dugc dit vao cac 16ng sach va duoc dinh lugng chét dan
ho#c chit twong tw peptit OXm bang céch tiém dudi da. Chét twong tu peptit OXM va

cac dbi chimg dwoc sir dung & lidu 22,5nmol/kg. Thirc &n dugc loai bo tai thoi diém
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tiém peptit hodc chit din. Sang ngay hom sau (gin 10 gidr sang), cac con chudt bi giét
dé 1ay huyét twong va md gan. Nong d6 glucoza va triglyxerit dugc do bing cach st
dung thiét bi phan tich sinh héa Hitachi. Su biéu hién gen dugc xac dinh béi RT-PCR.
Mirc Malonyl-CoA va axetyl-CoA duoc do bang HPLC.

Sau mdt 1in tiém, muc glucoza trong huyét twong giam dang ké so véi dbi
chung chit din & tit ca cac nhom didu tri. Mirc triglycerit trong huyét twong giam so
v6i d6i ching chét din chi & chudt duoc didu tri bang chét twong tu peptit OXM c6
SEQ ID NO: 3 trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit héa ma khong & chudt
duoc didu tri béng chét cha van GLP-1R c6 tac dung kéo dai. Néng do malonyl-CoA
va axetyl-CoA trong gan giam dang ké twong tmg 63% va 39% so voéi d6i chimg chét
dan, sau khi didu tri bang chit tuong tu peptit OXM c6 SEQ ID NO: 3, trong d6
Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa. Viéc diéu tri bing chat twong ty peptit OXM
¢6 SEQ ID NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) ¢ vi tri 39 dugc amit héa, lam thay dbi su
bidu hién cia mot sé gen & gan bao gdm ting su.biéu hién gen pge-la 1én 7 lan va
giam su biéu hién gen ChREBP va PCSK9 tuong tmg 12 52% va 61%. Ngoai ra, sy
biéu hién gen FGF21 & gan bi kich thich glp 17 1an, tvong Gng véi su ting tudn hoan
FGF21 gip 6 l4n sau khi diéu trj cdp tinh bang chit twong tu peptit OXM c6 SEQ ID
NO: 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa. T4t ca nhitng thay doi ndy
déu dic hidu dbi voi chudt nhét duoc diéu tri b?mg chét tuong ty peptit OXM c6 SEQ
ID NO 3, trong d6 Cys(PEG20k) & vi tri 39 dugc amit hoa.
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Danh muec trinh tw

His-(Aib)-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Lys-
Lys-Ala-Gln-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-(Aib)-Gly-Arg-Asn-Arg-
Asn-Asn-Ile-Ala (SEQ ID NO:1)

His-(Aib)-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Lys-
Lys-Ala-GIn-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-(Aib)-Gly-Arg-Asn-Arg-
Asn-Asn-Ile-Ala-Cys-Cys (SEQ ID NO: 2)

His-(Aib)-GlIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Lys-
Lys-Ala-GIn-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-(Aib)-Gly-Arg-Asn-Arg-
Asn-Asn-Ile-Ala-Cys(PEG20K)-Cys(PEG20K) (SEQ ID NO: 3)

trong d6 Cys(PEG20K) ¢ vi tri 39 tiy y dugc amit hoa.

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-
Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys-Arg-Asn-Arg-Asn-
Asn-Ile-Ala (SEQ ID NO: 4)

His-(Aib)-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Lys-
Lys-Ala-GIn-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-(Aib)-Gly-Arg-Asn-Arg-
Asn-Asn-Ile-Ala- Xaass-Xaazo (SEQ ID NO: 5)

trong d6 Xaasg 1a Cys, Cys-PEG, hodc khong c6 mit; va

Xaasg 12 Cys, Cys-PEG, hodc khong c6 mit. |
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YEU CAU BAO HQ

1. Chéat twong tw pepit Oxyntomodulin bao gdm trinh ty axit amin:
His-(Aib)-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Lys-
Lys-Ala-GIn-Glu-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Leu-Asn-(Aib)-Gly-Arg-Asn-Arg-
Asn-Asn-lIle-Ala- Xaass-Xaasg (SEQ ID NO: 5)

trong d6 Xaass 1a Cys, Cys-PEG, ho#c khdong c6 mit; Xaasze 1a Cys, Cys-PEG, hodc

khong c6 mit;

va trong d6 axit amin ddu tdn ciing C tiy ¥ dugc amit hoa.

2. Chét tuong tu pepit Oxyntomodulin theo diém 1, trong d6 chit twong tu niy bao

gbm trinh ty axit amin:
His-(Aib)-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Lys-
Lys-Ala-Gln-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-(Aib)-Gly-Arg-Asn-Arg-
Asn-Asn-Ile-Ala-Cys-Cys (SEQ ID NO: 2)

trong d6 gbc Cys & vi tri 38 tily y duge PEG hoéa; va trong d6 gbc Cys ¢ vi tri 39 tuy ¥

dugc PEG hoa; va nhoém carboxyl ciia Cys & vi tri 39 tuy y dugc amit hoa.

3. Chét twong tu pepit Oxyntomodulin theo diém 2, trong d6 chét tuong tu niy dugc
PEG héa véi phan tit PEG x4p xi 40kDa dugc gin vao nhom thiol clia gbc Cys & vi tri
38 hodc vi tri 39.

4. Chét tuong tu peptit Oxyntomodulin theo diém 1 hoic diém 2, trong d6 chét tvong

tu nay dugc PEG hda trén nhom thiol cla ca hai gbc Cys & vi tri 38 va 39 v6i phan tir

PEG x4p xi 20kDa trong mdi truong hop va bao gbm trinh ty axit amin:
His-(Aib)-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Lys-
Lys-Ala-Gln-Glu-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Leu-Asn-(Aib)-Gly-Arg-Asn-Arg-
Asn-Asn-Ile-Ala-Cys(PEG20K)-Cys(PEG20K) (SEQ ID NO: 3)

trong d6 nhém carboxyl ctia Cys duge PEG hoéa & vi trf 39 tiy y dugce amit hoa.
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5. Chét tuong tu peptit Oxyntomodulin theo diém bét k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 4,
trong d6 phan t PEG 1 mach théng.

6. Chét twong tu peptit Oxyntomodulin theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 5,

trong d6 nhom carboxyl ciia gde Cys & vi tri 39 dugc amit héa.

7. Chét twong tu peptit Oxyntomodulin theo diém 1, trong d6 gbc Cys & vi trf 39
khong c6 mat, gbc Cys & vi tri 38 dwgc PEG hoa véi phan tit PEG xAp xi 40kDa va tity

y dugc amit hoa.

8. Dugc phim chita chét trong tu peptit Oxyntomodulin theo diém bat ky trong sb cac

didm tir 1 dén 7, va chit mang, chit pha losng hodc ta duge dugc dung.
9. Dugc phdm theo diém 8, trong d6 dugc phim nay chira chét twong tw peptit

Oxyntomodulin theo didm bAt ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, va cac thanh phan tri

lidu tiy y khéc.
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<210> 1
<211> 37
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> San phim thidt k& téng hop

<220>
<221> DAC TRUNG KHAC
<222> (2)..(2)

<223> Xaa tai vi tri 2 1a Aib

<220>
<221> BDAC TRUNG KHAC_
<222> (29)..(29)

<223> Xaa tai vi tri 29 la Aib
<400> 1
His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

1 5 10 15

Lys Lys Ala Gln Glu Phe Val Gln Trp Leu Leu Asn Xaa Gly Arg Asn
20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala

35
<210> 2
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> San phdm thiét k& téng hop
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<220>

<221> DAC TRUNG KHAC

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa tai vi tri 2 1la Aib

<220>

<221> DAC TRUNG KHAC

<222> (29)..(29)

<223> Xaa tai vi tri 29 13 Aib

<400> 2

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Lys Ala Gln Glu Phe Val Gln Trp Leu Leu Asn Xaa Gly Arg Asn
20 : 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala Cys Cys
35

<210> 3

<211> 39

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> San phdm thiét k& tdng hop

<220>

<221> PAC TRUNG KHAC

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa tai vi tri 2 is Aib

<220>

<221> DAC TRUNG KHAC

<222> (29)..(29)

<223> Xaa tai vi tri 29 1a Aib

<220>

<221> DAC TRUNG KHAC

<222> (38)..(38)

<223> Xaa tai vi tri 38 la Cys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Xaa tai vi tri 38 duoc bién dbdi bdi 20kDa PEG

<220>

<221> DAC TRUNG KHAC

<222> (39)..(39)

<223> Xaa tai vi tri 39 1la Cys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Xaa tai vi tri 39 dugc bién &bi bdi 20kDa PEG
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr

1

Lys Lys Ala Gln Glu Phe Val

20736

MOD_RES
(39)..(39)
Xaa tai vi tri 39 c¢b

3

5

20 25

Arg Asn Asn Ile Ala Xaa Xaa

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

<220>
<223>

<400>

35

4

37

PRT

Trinh ty nhdn tao

San pham thiét k& tdng hop

4

thé duoc amit héa

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

10 15

Gln Trp Leu Leu Asn Xaa Gly Arg Asn

30

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

1

5

10 15

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

20 25

Arg Asn Asn Ile Ala

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

<220>
<223>

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

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

<220>
<221>

35

5

39

PRT

Trinh ty nhédn tao

San pham thiét k& tdng hop

PAC TRUNG KHAC_
(2)..(2)

Xaa tai vi tri 2 1l3d Aib

PAC TRUNG KHAC
(29) ..(29)
Xaa tai vi tri 29 1la Aib

PAC TRUNG KHAC_

30
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<222> (38)..(38)

<223> Xaa tai vi tri 38 la
<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Xaa tai vi tri 38 cb
<220>

<221> DAC TRUNG KHAC_
<222> (39)..(39)

<223> Xaa tai vi tri 39 1la

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Xaa tai vi tri 39 cb

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Xaa tai vi tri 39 cb

<400> 5
His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr

1 5

Lys Lys Ala Gln Glu Phe Val
20

Arg Asn Asn Ile Ala Xaa Xaa
35

Cys

thé

Cys

thé

thé

Ser

Gln

20736

hodc khdéng cdé mit

duoc bién db6i bdi 20kDa PEG hoic 40kDa PEG

hodc khéng cd mat

duoc bién ddi bdi 20kDa PEG hodc 40kDa PEG

dugc amit hoéa

Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Trp Leu Leu Asn Xaa Gly Arg Asn
25 30
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